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RESUMO

Neste trabalho estudou-se a produgdo de dcido hialurdnico (AH) por via microbiana,
correlacionando-se as varidveis do processo com a produtividade e propriedades do
produto. Foram utilizas cepas de Streptococcus em fermentagdes descontinuas, e buscou-se
obter o AH de massa molar elevada, da ordem de milhdes de Da, com alta viscosidade e
viscoelasticidade. Essas propriedades sdo requeridas para as aplicagdes médicas do AH no
tratamento de doencas degenerativas e inflamatérias das articulacdes dos o0ssos, na
reposi¢do do fluido sinovial e como veiculo de liberagdo de farmacos em implantes
cirirgicos. Foram avaliadas trés cepas de mutantes de Streptococcus (S. equi, ATCC 39506
e 6580, e S. zooepidemicus ATCC 39920), crescidas em meio de cultura composto de
glicose, extrato de leveduras e sais. A maior produ¢do do AH com alta viscosidade e
viscoelasticidade foi obtida com a cepa ATCC 39920. O planejamento fatorial completo de
experimentos 2%, foi utilizado para otimizacio do meio de cultura e indicou a maior
produtividade para a razdo maéssica 1:1 entre as fontes de carbono (glicose) e nitrogénio
(extrato de leveduras). O suprimento de oxigénio ao meio de cultura foi o principal fator
para a producdo do AH com as propriedades desejadas. A melhor producio foi 3,75 g/L,
obtida a 2,0 vvm e agitacdo 150 rpm em 2,5 L de meio. O AH produzido apresentou
viscosidade 913 cP, moddulo elastico 73,1 Pa e massa molar 3,2 x 10° Da. O corte na
alimentacdo de oxigénio causou despolimerizacio reduzindo a viscosidade e
viscoelasticidade do AH. A determinagdo do coeficiente volumétrico de transferéncia de
oxigénio permitiu caracterizar o suprimento adequado de oxigénio ao longo da
fermentacdo. Os resultados obtidos demonstram a potencialidade da producdao do AH por
fermentacdo submersa e contribuem para o entendimento dos mecanismos envolvidos na

sua formacdo e polimerizacao.
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ABSTRACT

This work studied the production of hyaluronic acid (HA) by microbial route
correlating variables of the process with productivity and physico-chemical properties of
the product. Strains of Streptococcus were used in batch fermentations, aiming to obtain
HA with high molecular weight, in the range o millions, high viscosity and viscoelasticity.
Those properties are requested for medical applications of HA in the treatment of
degenerative and inflammatory diseases of joints, as well as in the replacement of the
sinovial fluid and as vehicle for drug delivery in surgical implants. Initially, the
performance of three strains of mutants of Streptococcus (S. equi, ATCC 39506 and 6580,
and S. zooepidemicus ATCC 39920), grown in medium of culture composed of glucose,
yeast extract and salts were evaluated. The largest production of HA with viscous
properties and viscoelasticity was obtained with the strain ATCC 39920. Secondly, a
complete factorial planning of experiments 2° using the selected strain was performed
aiming optimization the culture medium. The largest productivity was obtained for 1:1
(w/w) ratio between the sources of carbon (glucose) and nitrogen (yeast extract). The
supplying of oxygen to the culture medium was the limiting factor to the production of AH
with the required properties. The best production obtained was 3.75 g/L, using 2.0 vvm and
150 rpm agitation in 2.5 L medium. The AH produced had viscosity 913 cP, elastic module
73.1 Pa and molecular weight 3.2 x 10° Da. The interruption in the feeding of oxygen
reduced the viscosity and viscoelasticity of HA, due to depolymerization. The
determination of the volumetric coefficient for oxygen transfer allowed to detect changes in
medium along fermentation. The obtained results demonstrate the potentiality of the
production of HA by submerged fermentation and also contribute to the understanding of

the mechanisms involved in HA formation and polymerization.
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1.0. INTRODUCAO

O 4cido hialurénico (AH) é um polissacarideo linear de alta massa molar composto
de unidades dissacaridicas polianidnicas de &4cido D-glicuronico (GIcUA) e N-acetil-
glicosamina (GIcNAc) unidas alternadamente por ligacdes glicosidicas B-1,3 e B-1,4
(Lehninger, 1988). O polimero € encontrado naturalmente nos tecidos conjuntivos de
mamiferos e pode ser extraido do fluido sinovial, pele, tenddes e particularmente do corpo
vitreo dos olhos, do corddao umbilical e também da crista de galo (Kim et al.,1996). Em
culturas bacterianas de Streptococcus do grupo A e C de Lancefield, o biopolimero é

apresentado na forma de capsula extracelular (Chong et al.,2005).

O AH possui importantes aplicacdes nas dreas médico-farmacé€utica e cosmética
(Holmstrom & Ricici, 1967). E usado no tratamento de doencas degenerativas e
inflamatdrias das articulagdes dos ossos (Kim et al., 1996), na reposicao do fluido sinovial,
na liberacdo de agentes quimioterdpicos em implantes cirdrgicos (Jernberg, 1994,
Aebischer et al., 2001), como meio hidratante e como sistema para encapsulacdo e

liberacdo controlada de farmacos e cosméticos.

As principais fontes comerciais do AH s@o o cordao umbilical e a de crista de galo.
O produto extraido dessas fontes necessita de purificac@o laboriosa para a sua utilizacao nas
aplicacdes citadas. Essas dificuldades motivaram o estudo da producao do AH por cultivo
de microrganismos, uma vez que € componente capsular de bactérias tais como
Streptococcus. O polimero bacteriano produzido € idéntico ao AH eucaridtico (Holmstrom
& Ricici, 1967; Rijn & Kessler, 1980; Johns ef al., 1994, Kim et al., 1996, Armstrong et

al., 1997 e Chong & Blank, 1998).



A literatura relata que o processo bacteriano para a produgcdo do AH permite a
otimizacdo do rendimento e da qualidade do produto através da engenharia genética e do
controle das condi¢des de cultura. A fermentagdo em batelada € a mais estudada para a
producdo do biopolimero. A massa molar do AH tem sido considerada a propriedade mais
importante nas aplicacdes médicas que envolvem principalmente implantes sseos, para as
quais ndo s6 sdo requeridos os efeitos de amortecimento devidos a viscosidade, mas
também os efeitos eldsticos desempenhados pela sua viscoelasticidade. Nem sempre o AH
viscoso é também viscoeldsico. Ressalta-se que o AH de alta massa molar, da ordem de 10°
Da, possui alto valor agregado, R$ 150,00/100mL (maio/2001), e nao é produzido

comercialmente no Brasil.

Os trabalhos cientificos encontrados na literatura sobre o assunto, concentram-se
principalmente na busca do aumento do rendimento e massa molar do AH produzido. A
composi¢do de meios de cultura, espécies das cepas de Streptococcus, aeragdo do meio,
concentracdo de glicose, pH, temperatura e agitacdo foram os fatores mais estudados.

Embora seja conhecida a rota metabdlica de producdo do AH, os mecanismos que
conduzem a sua formagdo, polimerizacao e extrusio através da membrana celular ainda nio
foram elucidados. Trabalhos mais recentes relatam estudos sobre modificacdes genéticas e
influéncia do nivel de ATP na célula sobre a producdo e massa molar do AH (Chong &
Blank, 1998). Apesar de citada na revisdo bibliogrifica de algumas patentes, a
viscoelasticidade do AH ainda ndo € estudada em profundidade, nem correlacionada com as
varidveis operacionais da sua producao.

No presente trabalho, a produ¢do do AH por fermentacdo foi estudada em quatro
grandes etapas: selecdo da cepa dentre trés linhagens fornecidas pela ATCC; otimizagdo da

razdo entre as fontes de carbono e nitrogénio no meio de cultura; influéncia da adi¢do de



lisozima; aeracdo, agitacdo e calculo da transferéncia de oxigénio. Em todos os casos o AH
produzido foi caracterizado quanto a concentragdo, viscosidade, viscoelasticidade e massa
molar. As fermentacdes foram realizadas em batelada e as propriedades do AH
correlacionadas com as varidveis operacionais do processo.

Os resultados demonstram a producdo por fermentacdo do AH de alta massa molar,
viscosidade e viscoelasticidade, utilizando cepas de Streptococcus. A influéncia das
varidveis operacionais: razao entre as fontes de carbono e nitrogénio, agitacdo e aeracio
foram caracterizadas e correlacionadas com as propriedades fisico-quimicas do produto. O
conjunto de dados experimentais obtidos e a sua interpretagdo fornecem informagdes tteis
que contribuem para o entendimento do comportamento da fermentacdo, producdo e
polimerizagdo do AH.

Os capitulos subseqiientes descrevem com detalhes a revisdo bibliografica sobre o
assunto, o material e as metodologias utilizadas, os resultados, as conclusdes e as sugestdes

para trabalhos futuros.



2.0. OBJETIVO
Este projeto tem como objetivo estudar a produgdo do 4cido hialurénico (AH) por
cepas de Streptococcus, correlacionando as varidveis do processo com a sua massa molar,

viscosidade e viscoelasticidade.

Para atingir esse objetivo, foram abordados os seguintes aspectos:

1. Avaliagdo de trés cepas de Streptococcus quanto a capacidade de producdo de AH
de alta massa molar, com propriedades viscosas e viscoeldsticas.

2. Separacao do AH do meio de fermentagdo através de precipitagdo.

3. Caracterizacdo das propriedades do AH produzido: massa molar, viscosidade e
viscoelasticidade.

4. Avaliagdo dos efeitos da esterilizagdo por calor imido sobre as propriedades do
AH.

5. Estudo da influéncia das fontes de carbono e nitrogénio adicionadas ao meio na
producdo e propriedades do AH.

6. Avaliacdo da influéncia da adi¢do de lisozima ao meio, como favorecedora da
producdo de AH.

7. Avaliagdo da influéncia do oxigénio dissolvido na produ¢cdo do AH — Efeitos da
aeracdo e agitacao.

8. Efeitos do corte da aeracdo nas fases exponencial e estaciondria do crescimento
celular.

9. Determinagdo do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio, kia, ao

longo da fermentacao.



3.0. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo bibliogréifica descreverd os principais estudos referentes a produgdo do
dcido hialurdnico (AH) por via microbiana que datam desde 1937, com o trabalho de
Kendall et al. que o isolou de culturas de Streptococcus hemoliticos do grupo A para
aplicacdes em estudos soroldgicos obtendo 100 mg de AH/L meio de cultura. Apresentara
também com detalhes os métodos utilizados na caracterizacdo da massa molar, viscosidade

e viscoelasticidade de AH.

3.1. Acido Hialurénico: Estrutura e Funcdes

O 4cido hialurdénico (AH) é um membro da familia dos glicosaminoglicanos,
também chamada de mucopolissacarideo e estd presente na substancia fundamental ou
cimento intercelular dos tecidos animais e nas cdpsulas de certas bactérias. O AH ¢é linear,
ndo ramificado e consiste de unidades dissacaridicas polianionicas de dcido D-glicurénico
(GlcUA) e N-acetil-glicosamina (GlcNAc) unidas alternadamente por ligacdes glicosidicas
B-1,3 e B-1,4, Figura 3.1 (Chong & Blank, 1998). O nimero de unidades dissacaridicas
repetitivas na molécula de acido hialurénico extraida de tecidos animais pode exceder a

30.000.000, ou seja, uma massa molar maior do que 10’ Da (Weigel et al., 1997).
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Figura 3.1: (a) Férmula espacial e molecular da unidade repetitiva dissacaridica, do Acido
Hialurdnico, formada por 4dcido D-glicurdnico (GIcUA) e N-acetil glicosamina (GIcNAc).

(b) Polimero linear formado com N-unidades repetitivas dissacaridicas.

Quando o AH, um polissacarideo polianionico, € incorporado a uma solu¢do aquosa
neutra ocorrem ligacdes por pontes de hidrogénio entre as moléculas de dgua e os grupos
carboxila e N-acetil, conferindo ao polimero capacidade de retencdo de dgua e dureza
conformacional, que limita a sua flexibilidade (Chong & Blank, 1998). G6mez-Alejandre et

al. (2000) citam também que os centros hidrofobicos da cadeia do AH sdo responsaveis



pelas interagdes inter e intramoleculares que fornecem rigidez a molécula. O AH pode
adotar diferentes conformagdes dependentes do nivel de hidratacdo, do ambiente iOnico e
da temperatura.

A solugdo de acido hialuronico tem consisténcia gelatinosa, alta viscoelasticidade e
alto grau de hidratacdo devido as caracteristicas estruturais da molécula. Este 4cido esta
presente em vdrios tecidos conectivos de animais, preenchendo os espacos intercelulares,
tais como a pele e a cartilagem com a importante func¢do da flexibilidade e manutencdo da
estrutura dos tecidos. Alguns 6rgaos possuem altas concentra¢des de dcido hialurdnico, tais
como o corddao umbilical, fluido sinovial e o humor vitreo. Na pele e em cartilagens, a sua
funcdo € ligar-se a dgua e reter a tonicidade e elasticidade dos tecidos. Nos fluidos das
articulagdes, serve como lubrificante proporcionando um meio protetor para as células
(Kim et al. 1996).

Habasseda (1997) relata que o 4dcido é um componente extracelular do tecido
conectivo que controla o estado de hidratac@o e o trafico de macromoléculas na matriz dos
tecidos e atua especialmente na regeneracio pés-inflamatoria, com atividade especifica na
migracdo dos fibroblastos e da fibrogenese. Pode ser utilizado no tratamento de diversas
doencgas inflamatorias das articulacdes dos ossos e das articulagdes temporomandibular com
bons resultados. O AH end6geno encontra-se presente em concentragdes elevadas no tecido
gengival, onde participa da reparagdo apds intervencao odontolégica e do restabelecimento

da estrutura do tecido apds uma gengivite.

3.2. Aplicacdes do Acido Hialurénico

O 4cido hialurénico (AH) n@o é imunogénico e, portanto possui um grande

potencial de aplicacdes médicas e cosméticas nas dreas de oftalmologia, ortopedia,



implante de proteses, cicatrizagdo de feridas, terapia de artrite, prevencdo de adesdo de
tecidos em cirurgias, oncologia e dermatologia (Holmstrém & Ricici., 1967).

Solugdes ultra puras de AH extraidas de crista de galo foram usadas por varios anos
como meio suporte em cirurgias oftdlmicas, e preparacdes similares tém sido utilizadas em
doencgas degenerativas e inflamatérias das articulagdes dos ossos de animais e humanos
(Kim et al.,1996). O AH ¢ responsdvel pela propriedade viscoeldstica do fluido sinovial
(fluido sinovial sauddvel contem 7,0 mg/mL de AH). Injecdes locais intra-articulares de
varias formas de AH tém emergido como uma alternativa efetiva e tolerante a
administracdo de drogas ndo esteroidais e as injecdes de corticoide, pois atuam como
lubrificante e amortecedor, protegendo as superficies das cartilagens, melhorando a
mobilidade e a dor. (Brandt et al., 1999 e Altman & Roland., 1999). Haney & Doty. (1998)
demonstraram que barreiras compostas por derivados de d4cido hialurénico ligados
quimicamente reduzem a formacdo de adesdo no periodo pds-operatério sem nenhum
impacto adverso no fluido peritonal e peritonio.

Com relagdo a farmacocinética do AH, Habasseda (1997) relata que em
administracdes sistémicas o AH se distribui rapidamente, com uma vida plasmatica de
aproximadamente de 10 minutos e € metabolizado no figado, no entanto apds a
administragdo tdpica as concentragdes plasmdticas sdo muito baixas, 0 que mostra uma
escassa absorcdo percutdnea e uma permanéncia méaxima do firmaco no sitio de acdo
terapéutica desejada.

Estudos mais recentes de aplicacdes utilizam o AH nio somente como fluido
lubrificante, mas também como sistema de liberacdo controlada de farmacos, tais como no
prolongamento da anestesia em articulagdes dos ossos e cavidades (Goldenheim et al.,
2001), tratamento de artropatia (Suzuki et al, 2001), liberacdo de agentes quimioterdapicos

em implantes cirtirgicos (Jernberg, 1994, Aebischer et al., 2001), implantes de farmacos em
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caries dentdrias (Suhonen & Schug, 2000), sistema de libera¢do controlada de antigenos

para imunoterapia (Pardoll ez al., 2001).

3.3. Fontes do Acido Hialurénico

O AH foi isolado a primeira vez, em 1937, do humor vitreo dos bovinos por Lowry
& Beavers (Gomez-Alejandre, et al 2000). Encontrado naturalmente nos tecidos
conjuntivos de mamiferos, o dcido hialur6nico pode ser extraido do fluido sinovial, pele,
tenddes e particularmente do corpo vitreo dos olhos, do cordao umbilical e também da
crista de galo. O 4cido hialurdnico disponivel comercialmente € suprido prioritariamente
pelas duas tultimas fontes. No entanto, a obtencdo do 4cido puro a partir dessas fontes
naturais apresenta duas grandes desvantagens: necessidade de purificagdo laboriosa, uma
vez que esse produto encontra-se usualmente misturado com outros mucopolissacarideos e
proteinas, e reducdo da sua massa molar, devido a degradagdo das suas cadeias nos
procedimentos complexos requeridos para a purificagdo.

Chong & Blank (1998), citam também que o processo de extragdo do AH de tecidos
animais (humor vitreo e corddo umbilical) possui algumas desvantagens com relacdo a
obten¢@o por via microbiana, que sdo: redu¢do da massa molar apds os processos de
extracdo e purificacdo do AH; dificuldades de isolar moléculas de alta massa molar, pois
estas formam um complexo com os proteoglicanos; controle impraticidvel da massa molar
do biopolimero quando este € sintetizado nos tecidos animais, além do ponto de vista social
que baseado em argumentos morais e éticos resiste a utilizacido de bioquimicas derivadas de
animais, devido ao risco de infec¢des virais.

Baseando-se no crescente estudo da produ¢do do AH por via microbiana a partir de
bactérias e nas vdrias desvantagens do processo tradicional, o segmento industrial tem
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investido n de fermentagcdo bacteriana com a finalidade de obter um biopolimero viavel
comercialmente, pois neste processo o AH, que € um polissacarideo extracelular (PSE), é
excretado no meio de cultivo possibilitando o controle das caracteristicas do polimero e do
rendimento do produto. A quantidade de biopolimero que pode ser produzido por esta rota
é teoricamente ilimitada (Chong & Blank, 1998).

O polimero bacteriano produzido € idéntico ao AH eucariético, o que torna a via
microbiana uma rota alternativa vidvel para obten¢ao desse produto conforme descrito nos
trabalhos de Holmstrom & Ricici (1967), Rijn & Kessler (1980), Johns ef al. (1994), Kim
et al. (1996), Armstrong et al. (1997).

O uso de bactérias para a produ¢do do AH tem sido defendido por vdrias razdes
técnicas, econdmicas e éticas. A producio por Streptococcus é conhecida por mais de 50
anos, e a maioria dos sistemas divulgados na literatura referem-se ao uso de Streptococcus
do grupo de Lancefield, onde o grupo A € considerado como patégeno humano (Kendall et
al., 1937) e o grupo C (Streptococcus equi, equisimilis € zooepidemicus), patégeno de
animais. A sintese de AH como principal polissacarideo capsular nesses patégenos € um
fator biocompativel que permite a estas bactérias gram-positivas evadir as defesas do
organismo e conseqiientemente causar alto nivel de viruléncia (Roberts et al.,1989). A
producdo do 4cido por via microbiana, a partir de bactérias gram-positivas tais como
Streptococcus, produz uma cdpsula mucdide de polissacarideos (produto extracelular),

como pode ser visto na Figura 3.2 (Chong & Blank, 1998).
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Figura 3.2: Células de Streptococcus zooepidemicus (bactéria gram-positiva) com suas

céapsulas de 4cido hialurénico em meio aerado.

As fermentacdes utilizando Streptococcus selvagem sdo capazes de fornecer
somente AH com massa molar média na faixa de 1 a 4 MDa enquanto que as cadeias
obtidas de tecidos animais alcangam 10 MDa (Chong & Blank 1998).

Estudos do processo bacteriano t€ém enfocado a otimizacdo da qualidade e do
rendimento de AH, de diferentes massas molares, através da engenharia genética e do

controle das condi¢des de cultura (Armstrong et al., 1997).

3.4. Requerimentos do Acido Hialurénico para Aplicacoes Médicas

O 4cido hialurénico (AH) para aplicagdes médicas deve em todos os casos ter um
elevado grau pureza e apresentar-se em faixa de massa molar mais adequada para a
aplicacdo especifica. O AH encontrado no fluido sinovial tem massa molar de 1-8 MDa, o
de corddo umbilical é em torno de 3,6-4,5 MDa e o AH de crista de galo deve atingir
valores maiores, tais como acima de 12-14 MDa. No entanto, os requerimentos de pureza e

esterilizacao para as aplicagdes reduzem muito a massa molar do produto. A composiciao do
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AH ¢é a mesma, independente da fonte. A combinacdo das suas propriedades eldsticas e
viscosas estd correlacionada com a sua massa molar.

Nas aplicagdes como lubrificante e amortecedor, melhorando a mobilidade e a dor,
produtos comerciais tais como o Orthovisc (Anika Therapeutics Inc., EUA) e Hyalgan
(Fidia Pharmaceutical, Itdlia) designados como de alta massa molar, embora nio
especificada, produziram excelentes resultados nos estudos da terapia da Osteoartrite
(Brandt ef al., 1999 e Altman & Roland, 1999). Massas molares menores, na faixa dos
produtos comerciais de 3-5 MDa sdo adequadas para reducdo de adesdes em periodos pos-
operatdrios e implantes. Menores faixas de massa molar sdo adequadas para a utilizagdao do
AH como suporte para a encapsulagdo e liberacdo controlada de farmacos (Jernberg, 1994,
Aebischer et al. 2001, e Pardoll et al., 2001), como barreira tdpica de protecdo para a pele
(Noll & Noll, 1998), e em aplicacdes cosméticas. Do exposto conclui-se que o AH
apresenta importantes aplicacdes em toda a sua faixa de massas molares.

Os AHs comerciais de maiores massas molares atualmente encontrados no mercado
tém como fonte a crista de galo, e sdo designados como: Healon.RTM. e Healon .RTM.GYV,
ambos produzidos pela Pharmacia AB (Suécia), os quais possuem massas molares em torno
de 3,5 e 5 MDa respectivamente. Esses valores se referem aos produtos esterilizados, o que
significa que anteriormente a esse processo as massas molares eram da ordem de 5 a 7
MDa. Os AHs com massa molares mais elevadas obtidos de sistemas bacterianos situam-se
na faixa de 4 MDa antes do processo de esterilizac@o e estdo registrados nas vdrias patentes
da Fermentech (1-3 MDa), Chisso Corp. (2-3 MDa), Denki Kagaku Kogyo KK (2-4 MDa) e
Mobay Chemical Corp. (2-4 MDa). Processos para a produ¢do de AH de massa molares
maiores, além de 6 MDa, sdo recentes, e utilizam cepas supercapsuladas de S. equi obtidas

por mutagénes (St.ang.hl, 2000).
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3.5. Biossintese do Acido Hialurdnico

Estudos da biossintese do AH por Streptococcus do grupo A abordaram
inicialmente a determina¢do dos precursores das por¢des constituintes da molécula do dcido
hialur6nico, e mostraram que as por¢des acido D-glicurénico e N-acetil-glicosamina sdo
derivadas da glicose sem cisdo prévia da sua molécula (Roseman et al., 1953).

Citado por Weigel et. al. (1997), Markovitz et al. (1959 e 1962) examinaram o
mecanismo de crescimento da cadeia de AH em uma preparagdo enzimdtica livre de
células, obtida de Streptococcus pyogenese do grupo A. Dados experimentais mostraram
que a elongacdo da cadeia de AH ocorre pela transferéncia de unidades de monossacarideo
dos derivados de uridina nucleosideo difosfato para as extremidades ndo redutoras do
oligossacarideo enddgeno. Nenhuma transferéncia foi observada quando um
oligossacarideo exdgeno pré-formado foi tratado com a preparacdo enzimdtica. Assim,
monossacarideos provenientes da N-acetil-glicosamina difosfato e N-acetil-glicosamina-1-
fosfato seriam incorporados a molécula formando a porcao acetil-glicosamina do dcido AH,
enquanto que os monossacarideos provenientes da uridina difosfogluconato seriam
incorporados na porg¢do glicuronato do 4cido. Foi entdo proposto um mecanismo de sintese,
que envolve a incorpora¢do de um a um dos grupos alternados dos monossacarideos ao
dissacarideo uridina difosfato iniciador, envolvendo somente uma enzima, ao invés da
polimerizacdo dos dissacarideos iniciadores formados. Uridina difosfato foi o unico
nucleotidio de uridina detectado como produto. A sintese era dependente da configuracao
da superficie da enzima hialuronato sintase, estabilizada pela presenca de fons magnésio e
pela por¢do uridina nucleosideo difosfato. O mecanismo da terminacdo da elongacdo da
cadeia do 4cido ndo € conhecido, porém apontam-se como controladores os substratos e
produto. Caracteristicas adicionais da enzima responsdvel pela sintese foram determinadas
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por Stoolmiller & Dorfman (1969) tais como o pH 6timo 7,1 para a formagdo do
polissacarideo, a concentragdo 6tima de Mg™ (10 mM) ou Mn™" (ImM) para a maxima
atividade da enzima, e as constantes de Michaelis para a uridina difosfogliconato (5 x 10 ™
M) e para a uridina difosfo-N-acetil-glicosamina (5 x 10 - M). A presenca de 4cido acético
no meio indica o favorecimento da utilizacdo da fonte de energia para a produgdo de
biomassa, enquanto que a predominancia de 4cido litico é indicativa do favorecimento da
producdo de AH (Swann et al., 1990).

Chong & Blank (1998), analisaram o ciclo metabdlico para producdo de 4cido
hialurdnico e apresentaram um esquema para sintese do AH onde mostram que existe uma
relacdo inversa entre a taxa de crescimento especifico da bactéria e a massa molar do AH
produzido. Este efeito tem sido explicado pelo modelo metabdlico baseado nas fontes de

carbono, nitrogénio e energia mostrados na Figura 3.3 (Chong & Blank, 1998).

N'Id'P .MADPH Acidos Organicos, ATP
Acido Teicoico i inidi
de el Acidos Graxos, Lipidios
&
PEE Fosfoglicoizomerase T Slcolisa
. Fi )
Glicose i el B  Clicoze.s.p  ——————#  Frutose-fi-P
) Glutaming
ATE Fosfoglicomufase Amidoiransferase
v Glutamato
Polissacarideo 4——  qjcozetp Glucozaming-6-P
Farede celwdan oy oo o ripze |~ UTP i
.
¥
Acido Teicoico 44— [TDP-Clicose Glucosamina-1-T
(Parede celular) Bocetl Cof
C Acefil fransferase
UDF -Glicose deidrogenase HADH
k iy ;
Acido Teicuronico 4——UDP - A cido Clucuronico N- A cetil thus%zyT?a-l-P
(Parede celular) / Prrafogforilase K
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Figura 3.3: Esquema da Biossintese do Acido Hialurdnico.
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Nesta forma simplificada podem-se identificar dois processos competindo com a
célula bacteriana: o crescimento celular e a biossintese do AH. Estes dois processos
competem por fontes limitadas principalmente carbono, nitrogénio e energia. Para baixas
taxas de crescimento especifico a célula direciona mais precursores ativados derivados da
glicose (UDP-glicur6nico e UDP-N-acetil-glicosamina) para a sintese do AH do que para a
sintese da parede celular, Figura 3.4. Grandes quantidades de ATP obtidas do catabolismo
da glicose aerdbia favorecem a formagdo de UTP, o qual € requerido para a formacgdo dos
dois precursores ativados da sintese do AH. A glicose a qual deveria ser usada para a
sintese do AH, é também consumida para a produ¢do de lactato no crescimento anaerébio
(Chong & Blank, 1998).

Estudos recentes de Chong & Nielsen (2003-b), afirmam que os Streptococcus do
grupo A e C de Lancefield sdo as cepas preferenciais para a obtengdo do AH, o qual é
sintetizado na forma de cdpsula extracelular, por via microbiana. O AH é gerado a partir da
glicose-6-fosfato e frutose-6-fosfato, através dos precursores dcido UDP-glicurénico e
UDP-N-acetil-glicosamina, os quais sdo polimerizados pela enzima Hialuronato sintase. A
sintese do AH exige muita energia do microrganismo, requerendo um total de 4 moles de
ATP para cada 1 mol de unidade dissacarideo do AH. A reacdo de oxidacgdo catalisada pela
dehidrogenase UDP-glicose gera 2 moles de NADH para cada 1 mol de AH sintetizado. A
implicacdo deste modelo é que a quantidade de precursores deve estar balanceada para a
producdo de AH de elevada massa molar. A atividade da NADH oxidase é regulada pelo
estado de energia da célula. Surpreendentemente, o estado de energia da célula tem pouco
impacto no rendimento e massa molar do AH (Chong & Nielsen, 2003-b).

Chong & Nielsen (2003-a), relatam que a aeracdo aumenta grandemente a
concentracdo de AH produzido por Streptococcus zooepidemicus. A NADH oxidase utiliza

o oxigénio para reoxidar a NADH e conseqiientemente formar acetato, lactato e etanol. Sob
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condig¢des aerdbias, o consumo de glicose e a taxa de crescimento aumentam, produzindo
acetato e quase nenhum etanol. Desta forma, o crescimento e a biossintese do AH sdo dois
processos fisiolégicos que competem pelos mesmos precursores derivadas da glicose,
portanto a reducdo da taxa de crescimento permite a maior producdo de AH. O aumento do
rendimento global de AH foi obtido através do controle de oxigénio disponivel para o
metabolismo do S. zooepidemicus. Em seu estudo Chong utilizou as condi¢des de aeracio
de 0,4 vvm e agitacdo de 900 rpm, e em um determinado tempo na fase exponencial o

oxigénio foi limitado para estimular uma grande produgao de AH.

Acido lipoteicoico
3

Peptidoglicano
(Parede celular) C&F’x}

Camada de
polizzacariden

Membrana lipidica em
hicamacta

{(a) Bactérias Gram Positiva Estrutura Peptidoglicano

Figura 3.4: Parede celular formada por polissacarideos e peptideos (peptidoglicano) nas

bactérias gram positivas (Streptococcus)

A parede celular de bactérias gram positivas € construida a partir de um dissacarideo

que contem um dos precursores da sintese do AH, o N-acetil-glicosamina que unido por
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ligagdes P 1-4 ao N-acetil-murdnico, formam a molécula glicano que varia no comprimento
(de 5 a 30 unidades) dependendo do tipo de bactéria utilizada (Navarre & Schneewind,
1999). Como dito anteriormente a formacdo da parede celular bacteriana compete com a
producio do AH pelo precursor N-acetil-glicosamina.

A taxa especifica de producio do AH (g.g"' .h") aumenta com a diminuigdo da taxa
de crescimento especifica. Maiores taxas de produc¢do podem ser atribuidas a maiores taxas
de polimerizagdo através da enzima responsdvel hialuronato sintase. Um aumento na
atividade desta enzima pode conduzir a uma concentracdo elevada de substrato intracelular
resultado de uma baixa taxa de crescimento. A massa molar do AH produzido é
determinado pelo ndmero de precursores que a sintase € capaz de polimerizar durante o seu
tempo de meia vida, que € de 2 a 4 h. A similaridade entre os tempos levados para produzir
uma cadeia de AH e o curto periodo de vida da sintase propde que a enzima sintetiza
somente uma cadeia durante este tempo (Chong & Blank, 1998).

Esta discussd@ao conduz a um levantamento de vérias estratégias para aumentar a
massa molar do AH produzido, sdo elas: aumento do tempo de vida da sintase, diminui¢io
da taxa de sintese da biomassa para reduzir a competi¢do pelas fontes, aumento do fluxo de
fontes para a sintese do AH e aumento da energia eficiente da célula (Chong & Blank,
1998).

Todo processo de sintese da cdpsula de AH, citado anteriormente, ocorre dentro da
célula bacteriana através da enzima hialuronato sintase que estd associada 8 membrana da
célula (Dougherty et al., 1992). Esta enzima constréi um polissacarideo com uma grande
massa molar que € simultaneamente extrudado através da membrana até o espago
extracelular para formar a capsula bacteriana. Este modo de biossintese € unico entre as
macromoléculas visto que dcidos nucléicos, proteinas e lipidios sdo sintetizados no ntcleo,

reticulo endoplasmaético e Golgi, citoplasma ou mitocondrias. A extrusao da cadeia formada
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até o espaco extracelular permite o crescimento do polimero sem restricio, € em
conseqiiéncia disto a formagdo de um AH de alta massa molar. A ocorréncia da sintese do
confinada dentro de um complexo de Golgi limitaria a quantidade e o comprimento do
polimero formado. Adicionalmente, altas concentracdes de AH dentro de um lumen
confinado, podem criar um ambiente altamente viscoso e ser prejudicial a outras organelas

(Weigel, 1997).

3.6. Estudos do Processo de Producio do Acido Hialurénico

As pesquisas sobre o processo de produgdo do AH por via microbiana t€m recebido
considerdvel aten¢do nos ultimos tempos, € nota-se que a partir da década de 80, os
resultados das pesquisas encontram-se mais na forma de patentes que de artigos cientificos.
Os principais aspectos estudados sdo: as cepas de Streptococcus, os efeitos da aera¢do do
meio, a presenca de contaminantes indesejdveis como a estreptolisina que causa hemolise
de células e a hialuronidase que degrada o dcido hialurdnico, o rendimento do processo e a

massa molar do AH produzido.

3.6.1. Cepas de Streptococcus

A produgdo por Streptococcus € conhecida por mais de 50 anos, e a maioria dos
sistemas divulgados na literatura referem-se ao uso de Streptococcus do grupo de
Lancefield, onde o grupo A € considerado como patégeno humano (Kendall et al., 1937) e
o grupo C (Streptococcus equi, equisimilis e zooepidemicus), patdgeno de animais.

Os trabalhos iniciais reportados na literatura sobre a produgdo de dcido hialur6nico
por via microbiana, utilizaram cepas de bactérias do género Streptococcus, tais como S.
pyrogenes (Grupo A), S. equi, S. equisimilis, S. digalactiae e S. zooepidemicus (Grupo C),
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conhecidos como hemoliticos por exibirem beta-hemdlise pela estreptolisina. Embora a
correlagdo entre a capacidade de producdo da estreptolisina e a patogenicidade do
microrganismo nao seja claramente entendida, o dcido hialurdnico para aplicagdes médicas
ou cosméticas nio pode estar contaminado com essa proteina. E quase impossivel, produzir
efetivamente 4cido hialur6nico ndo contaminado com estreptolisina (Thonard et al., 1963,
Holmstron & Ricici, 1967 e Woolcock, 1974).

A partir da década de 80, mutantes das vérias cepas foram isoladas com a finalidade
de produzir AH livre de impurezas téxicas como proteinas e dcidos nucléicos, bem como de
hialuronidase, permitindo assim um melhor controle da massa molar do polissacarideo.
Assim, foram selecionados mutantes de S. zooepidemicus, HA-116, ATCC 39920 de
patogenicidade desprezivel (minimo de hemolisina) (Nimrod et al., 1988), NH-131,
também ndo hemolitico, depositado no Fermentation Research Institute como FERM P-
7580 e FERM BP-784 (Akasaka et al., 1989), S. equi NCIMB 40327 (Ellwood, et al.,
1985), S. zooepidemicus NCTC 7023 (Swann et al., 1990). S. equi KFCC 10830, mutante
derivado do S. equi ATCC 6580 (Kim et al., 1996), o qual teve caracteristicas nao
hemoliticas e foi hialuronidase negativa, ou seja, ndo produtor de hialuronidase. Outra
linhagem mutante de S. equi, ATCC 39506, também foi hialuronidase negativa (Brown et
al., 1988). Cepas de Streptococcus supercapsuladas obtidas por mutagénese de S. equi
foram usadas por St.ang.hl. (2000).

As cepas de Streptococcus sao nutricionalmente fastidiosas, anaerdbias facultativas
e produzem 4cido latico como bioproduto do catabolismo da glicose. Conseqiientemente a
energia recuperada por estas bactérias € relativamente menor do que nas bactérias aerdbias.
O rendimento de HA nas fermentacdes bacterianas € relativamente baixo (0,1 g/g de

glicose). Os requerimentos nutricionais complexos da bactéria influenciam na economia da
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fermentacdo devido aos custos elevados do meio quimicamente definido utilizados para

producdo em grande escala (Chong & Blank, 1998).

3.6.2. Condicoes Operacionais, Produtividade e Massa Molar

Condic¢oes de fermentacdo aerdbias e anaerdbias sao relatadas na literatura para a
producdo do AH por Streptococcus. Sob condi¢cdes anaerdbias, o rendimento de AH varia
na faixa de 0,3 a 1 g/ (Thonard et al., 1964, Holmstrom & Ricici, 1967). O AH obtido
nessas condi¢des geralmente possui massa molar média 700.000 Da ou menor. Sob
condig¢des aerdbias, um produto com maior massa molar (cerca de 2.000.000 Da ou mais)
pode ser obtido com rendimento equivalente (Akasaka et al., 1983). O papel do oxigénio na
producdo de AH é controverso, e sugere-se que o AH funcione como uma protecio
impermedvel protegendo o Streptococcus dos efeitos toxicos do oxigénio. Entdo, condicdes
aerdbias estimulariam a producdo de AH por um mecanismo protetor das células. Essa
teoria foi em parte suportada no trabalho mais de Swann et al. (1990), que através de varios
exemplos determinaram que rendimentos mais elevados de AH sdo obtidos com o
crescimento controlado dos microrganismos. Reduzindo a disponibilidade de oxigénio em
uma etapa critica da fase exponencial de crescimento da biomassa, 0 microrganismo
responde com maiores taxas de producdo de AH. A escassez de oxigénio promove a
producdo de dcido litico e AH, enquanto que maiores niveis de oxigénio estimulam a
producio de biomassa e de 4cido acético, em detrimento do AH.

Os efeitos do pH, agitacdo e aeracdo sobre a producdo da AH por S. zooepidemicus
foram estudados por Johns er al., 1994. Essas varidveis tiveram grande influéncia na
producdo de AH em cultivo em batelada. O pH 6timo foi 6,7 + 0,2, e taxas de agitacdo

menores que 600 rpm conduziram ao declinio do rendimento e taxa de producdo de AH. A
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aeracdo melhorou o rendimento de AH produzido a partir de glicose. Acetato e dcido latico
foram produzidos nessas condicdes.

Kim et al. (1996) cresceram a cepa de Streptococcus equi ATCC 6580 em meio
quimicamente definido, descrito por Stoolmiller & Dorfman (1969) para estudar mutantes
negativos a hialuronidase. As vérias condi¢des de cultura foram otimizadas em fermentador
de 5 L para produgdo de acido hialurdnico de alta massa molar. Os autores estudaram
também o efeito da adi¢do de lisozima, enzima bacteriolitica, ao meio de cultivo durante a
fermentacdo, na producdo e massa molar do AH produzido. A adi¢do da lisozima foi
realizada no meio de cultivo quando a densidade 6tica a 600nm atingiu 1,0 e 3,0 o que
resultou no aumento da produgio de 3,65 g.L”! para 4,6 gL' e da massa molar do AH de
2,9 x 10° Da para 3,8 x 10° Da. A temperatura e o pH 6timos foram de 37°C e 7,0. Neste
trabalho, foi também analisada a influéncia do tipo de impelidor em fermentador de
bancada. Quando se utilizou o tipo interming a massa molar do AH aumentou para 4,8 x
10° Da. A massa molar aumentou para 5,0 x 10° Da quando a velocidade de agitagio foi
aumentada de 1000 para 1200 rpm. A maior massa molar de 4,8 x 10° Da foi obtida com
uma taxa de aeracdo de 1,0 vvm.

Chong & Blank, (1998) analisaram o efeito de varios pardmetros da fermentacio na
massa molar do AH produzido por Streptococcus zooepidemicus e determinaram que os
fatores que tiveram maior efeito significativo na produ¢do de AH de alta massa molar na
cultura com Streptococcus zooepidemicus foram: a baixa temperatura (28°C), a aeracdo da
cultura e a alta concentracdo de glicose (40 g/L) enquanto que o pH e a agitacdo ndo
influenciaram o tamanho da massa molar.

A producdo de AH em cultivo continuo em reator do tipo CSTR foi patenteada por
Ellwood et al, (1995 e 1996), utilizando S.equi NCIMB 40327. O processo continuo

contorna os problemas da fermentacdo em batelada, na qual a degradacdo de enzimas pode
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conduzir a quebra da parede da célula, liberando o contetddo celular no meio de cultivo e
dificultando a etapa posterior de purificagdo. Nesse processo, o AH produzido apresentou
massa molar na faixa de 1,6 a 2,5 MDa, observando-se propriedades viscoeldsticas na
solucdo.

Cepas supercapsuladas de Streptococcus dos grupos A e C foram obtidas por
mutagénese conforme descrito por St.ang.hl (2000). Os exemplos mostram 0 processo
conduzido em regime de batelada alimentada, em reator air lift € em cultivo continuo. A
massa molar do AH produzido foi maior que 6 MDa. Em todos os casos foi observada uma

relagc@o inversa entre o rendimento e a massa molar do AH.

3.6.3. Meios de Cultura

Do ponto de vista nutricional os Streptococcus estdo entre as espécies mais
complexas de bactérias com respeito as necessidades nutricionais (Swann et al., 1990).

Streptococcus dos grupos A e C possuem numerosas exigéncias nutricionais com
respeito ao nitrogénio organico. Meios tipicos incluem extrato de levedura, peptonas ou
caseina como fonte de nitrogénio e fatores de crescimento, bem como sais de magnésio e
fosfato. As fontes de nitrogénio orgénico sdo consideradas essenciais para um bom
crescimento dos Streptococcus, sendo estes componentes provedores de uma grande
proporcao do carbono utilizado para a biossintese celular (Armstrong & Johns, 1997).

Rijn & Kessler, (1980) formularam um meio quimicamente definido (MQD),
suplementado com numerosas vitaminas € 20 aminodcidos (como fonte de nitrogénio
organico), para o crescimento de cepas de Streptococcus do grupo A, onde concluiram que
este meio possui muitas vantagens quando comparado a um meio complexo, que sdo:
necessidade de pequeno volume de indculo, curto periodo de adaptagdo e a duplicacdo da

taxa de crescimento do Streptococcus.
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Armstrong & Johns (1997), avaliaram os requerimentos nutricionais para o
crescimento e a sintese do 4dcido hialurdnico por Streptococcus zooepidemicus (Grupo C).
Um MQD foi desenvolvido para o cultivo do Streptococcus zooepidemicus em condig¢des
anaerobias, o qual continha apenas 11 aminodcidos, essenciais ao crescimento, € a
glutamina como a principal fonte de nitrogénio. Neste trabalho verificou-se que a taxa
mdaxima de crescimento especifico e produtividade volumétrica de AH (g/L.h) foi menor no
MQD quando comparada ao meio complexo, entretanto a taxa de producdo especifica e a
concentracdo final de AH (g/L) foram compardveis nos dois meios. A massa molar média
do AH produzido no MQD (2600 + 100 KDa) foi maior do que no meio complexo (2200 +
100 KDa. Apesar, desses resultados, a produgdo do AH no MQD foi considerada

promissora.

3.6.4. Isolamento e Purificaciio do Acido Hialurdnico

O isolamento do 4cido hialurénico (AH) do meio de fermentacio tem sido feito por
precipitacao, utilizando vérios agentes. Kendall et al. (1937) e Seastone (1939), isolaram o
AH de Streptococcus hemoliticos do grupo A, usando acetato e etanol no sobrenadante das
culturas, obtendo-se concentracdes entre 60 - 140 mg/L. Warren & Gray, 1959,
precipitaram o AH do mesmo tipo de meio de cultura utilizando acetona, acetato e etanol, e
obtiveram concentragdo de 250 mg/L. Thonard et al., 1963, isolaram e purificaram o AH
com sulfato de amonia. No processo de purificagdo, o sulfato de amonia foi inicialmente
adicionado ao caldo a concentracdo 50% para a remog¢do de proteinas, e apos filtragdo e
lavagem a concentracdo do sal foi aumentada para 65% para completa precipitacdo do AH.
O método foi relativamente simples e reprodutivel, com rendimentos muito altos de AH
purificado, na faixa de 0,5 a 1,0 g/LL do caldo original. Hd também indicagdo de alto nivel

de pureza do AH obtido.
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Brown et al. (1988), adicionaram a cultura no final da fermentacao, o detergente nao
ionico lauril sulfato de s6dio (LSS) para liberar o AH das células. A adi¢do de um segundo
detergente ndo idnico, o brometo de hexadeciltrimetilamonio precipitou o AH e o SLS
inicialmente adicionado. O precipitado foi coletado por centrifugacdo, solubilizado em
cloreto de cdlcio e novamente centrifugado para remover os contaminantes celulares e os
detergentes. O AH do sobrenadante foi precipitado com etanol e isopropanol vdrias vezes
centrifugado e lavado para obtencdo do produto puro. Para aplicacdes médicas, os dcidos
nucléicos devem ser removidos da solucdo de AH, o que é feito por adicdo de um
tensoativo cationico (cloreto de cetilpiridina), e o precipitado com os 4cidos nucléicos é

removido por filtracdo (Ellwood et al., 1995).

3.7. Caracterizacio do Acido Hialurénico

3.7.1. Massa Molar
A massa molar do 4cido hialurdnico pode ser determinada por cromatografia de
permeacgdo em gel (Kim ef al.,1996) ou por estimacdo indireta através da sua viscosidade
intrinseca (Armstrong et al., 1997)
A relagdo entre viscosidade intrinseca de uma solu¢do polimérica com a massa
molar viscosimétrica média é dada através da Equacdo 3.1 de Mark-Houwink (Armstrong
et al.,,1997 e Armstrong & Johns, 1995).

n=k(M,)* (3.1)
Onde: k e a sdo constantes que dependem do polimero, do solvente e da temperatura
n € a viscosidade intrinseca

M, € a massa molar do polimero
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Quando o valor da viscosidade intrinseca for maior do que 2960 mL/g multiplica-se

este valor por um fator de 1,247 para corrigir o zero de cisalhamento.

3.7.2. Viscosidade e Viscoelasticidade
3.7.2.1. Viscosidade

A viscosidade é a propriedade mais importante que afeta o comportamento de
escoamento de fluidos. Relaciona-se com a resisténcia do fluido ao movimento, € é um
aspecto importante da reologia, a ciéncia da deformacao e escoamento.

Os experimentos cldssicos para determinacao da viscosidade de fluidos foram feitos
utilizando um material contido entre duas placas paralelas, sendo uma estaciondria e a outra
em movimento longitudinal ao sistema apds a aplicagdo de uma forga (F) paralelamente a
placa, resultando no aparecimento de uma tensdo de cisalhamento (t) no sistema. O
movimento da parte superior da placa em relacdo a parte estaciondria resulta em um

i

deslocamento relativo de todos os elementos presentes no sistema na direcdo “x” ao plano,
ocorrendo entdo deformacdo. As propriedades mecéanicas do material definem uma tnica
relagdo entre tensdo e deformacgio, com a distribuicdo homogénea de ambas. Para materiais
homogéneos essas propriedades sdo independentes da posi¢cdo. A variacdo da deformacdo
na unidade de tempo ¢é definida como taxa de deformacao ().

Com a aplicacdo de uma forca (F), verifica-se o aparecimento de uma forca de
resisténcia (f), de mesma intensidade e com direcdo contrdria ao movimento da placa

adjacente a camada de liquido. Essa forg¢a, representada na Equacdo 3.2, € proporcional a

area de contato (A) e ao perfil de velocidade na direcdo y.
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f=nA|—== (3.2)

Onde: 7 = viscosidade

dv, = gradiente de velocidade.

A viscosidade de cisalhamento, ou simplesmente viscosidade, é uma propriedade do
material independente da sua geometria.

Através da relac@o descrita acima se obtém a equagcdo de Newton, Equagdao 3.3,
vélida para os fluidos designados como fluidos newtonianos, que relaciona tensdo e taxa de

cisalhamento no caso de escoamentos simples.

T=1n-y (3.3)

Nessa relacdo, a tensdo de cisalhamento € resultado de uma tnica forca atuante no
sistema, desaparecendo imediatamente quando essa for¢a é interrompida. A viscosidade
comporta-se como uma constante dependente do liquido, mas independente da geometria
do sistema, da taxa de deformagdo e do tempo de cisalhamento.

Os liquidos que possuem algum desvio dessas condi¢des ditas “ideais” sdo
classificados como liquidos ndo-newtonianos. Os fluidos ndo-newtonianos sao classificados
como pseudoplésticos, caracterizados pela diminui¢do da viscosidade com o aumento da
taxa de cisalhamento e dilatantes quando a viscosidade aumenta com o aumento da taxa de
cisalhamento. Alguns fluidos pseudopldsticos apresentam uma resisténcia maior ao
escoamento, com uma tens@o minima inicial designada como tensdo minima de escoamento
(00), a partir da qual tém o comportamento normal de um fluido pseudopléstico (Schramm,

1994).
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3.7.2.2. Modelos matematicos para fluidos puramente viscosos

E usual a descricio do comportamento dos fluidos nio-Newtonianos através de
modelos. Esse caminho obtém resultados mais satisfatérios quando comparados a aplicacao
de teorias que tentam descrever o comportamento dos fluidos através de sua estrutura
molecular. Essa dificuldade estd relacionada a extrema complexidade que a maioria dos
materiais mais recentes possui.

O modelo de Ostwald-deWaele, é amplamente utilizado por possuir algumas
caracteristicas: consegue representar matematicamente muitas solugdes poliméricas que sao
classificadas como nao-newtonianas, € relativamente facil para incorporar solugdes
analiticas a problemas de escoamento e possui poucas limitagdes, as quais se restringem a
condicdes de altas taxas de cisalhamento.

O modelo de Ostwald-deWaele de dois parametros, também chamado de modelo da
poténcia, relaciona a tensdo de cisalhamento com a taxa de cisalhamento a partir de dois
parametros representativos da solu¢do em estudo, de acordo com a Equacgao 3.4.

r=k-(y) (3.4)

O parametro (n), conhecido como indice de escoamento € um indicativo do quanto a
solucdo estudada desvia-se do comportamento “ideal”, ou de um fluido Newtoniano (n=1).
De acordo com o valor de (n), os fluidos classificam-se em:

—n > 1 - dilatantes

— n <1 - pseudoplésticas

O parametro (k), conhecido como indice de consisténcia é um indicativo da
estrutura interna presente na solucao, permitindo avaliar como as particulas estdo ligadas, e
como estdo dispostas no meio.

O comportamento reolégico dos fluidos plasticos pode ser representado pelas

Equacgdes 3.5 e 3.6:
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Fluido de Bingham T=1,+K,y 3.5)

1 1 1

Fluido de Casson 72 = 105 +K,p? (3.6)

Onde 19 € a “yield stress”, tens@o a partir da qual o escoamento € iniciado, e 0s
fluidos de Bingham comportam-se como fluidos Newtonianos.
As curvas reoldgicas que descrevem o comportamento dos fluidos quanto ao

escoamento, sdo apresentadas na Figura 3.5 (Schramm, 1994).

Curvas de escoamento Curvas de viscosidade
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1 ' Liguido Newtoniano ::?, } Liquido Dilatante
(2} Liquido Pseudoplastico 4 } Liguido Pseudoplastico com

tensdo minima de escoamento

Figura 3.5: Classificacdo dos fluidos puramente viscosos.

3.7.2.3. Elasticidade

A elasticidade € uma propriedade importante no estudo dos sélidos. Um material
com propriedades eldsticas sofre deformagdao quando submetido a uma forca qualquer. Essa
deformacdo € perdida quando cessada a forca, ndo existindo deformac¢do permanente para

um corpo eléstico “ideal”.

28



A aplicacdo de uma forga (f) paralelamente ao sistema, resulta em uma elongagdo
(AL) e uma deformacdo (y), como conseqiiéncia da alteracdo do comprimento inicial do
corpo, A elongagdo depende da intensidade da forga (f) aplicada, e essa proporcionalidade é
definida por uma constante, chamada constante eléstica, propriedade do material e também
da geometria do sistema,

A forca, representada na Equacdo 3.7, € entdo proporcional a drea da secdo
transversal e a deformacéo.

_G-A, AL

f L

(3.7)

Onde: G = constante eldstica do material, Ag= drea inicial e /) = comprimento inicial.

Através da relacdo representada na Equacgdo 3.7 obtém-se a equagdo de Hooke

(Equacao 3.8) que relaciona tensdo de cisalhamento e deformacao para sélidos “ideais”.
=Gy (3.8)

A constante de proporcionalidade G, também chamada médulo eldstico constitui
uma propriedade do material.
3.7.2.4. Viscoelasticidade Linear

Os conceitos descritos até agora podem ser estendidos ao equacionamento do
comportamento no qual um material possui simultaneamente propriedades viscosas e
elasticas, ou seja, a caracterizacdo do comportamento viscoeldstico de materiais reais.

Quando se trabalha com viscoelasticidade linear trabalha-se também com analogias
a modelos mecanicos. Utilizando essa abordagem, para materiais de comportamento
puramente eldstico a analogia feita € com o modelo da mola, envolvendo a Equacdo 3.8 de
Hooke. Toda a energia investida € armazenada e devolvida pelo sistema. Quando se

trabalha com materiais puramente viscosos a analogia feita é com o modelo do
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amortecedor, envolvendo a Equacdo 3.3 de Newton. Toda energia investida é dissipada
pelo sistema, na forma de calor.

Quando o sistema estd sob condi¢cdes dinamicas, define-se angulo de defasagem (J),
como sendo o angulo entre as respostas obtidas da deformagdo e da tensdo. O angulo de
defasagem € zero, quando aplicado ao sistema mola resulta em respostas em que a
deformacdo e a tensdo estdo em fase, caracterizando os sistemas puramente elasticos. Para
o sistema amortecedor as respostas obtidas da tensdo em relacdo a deformacdo sdo
defasadas em 90°, caracterizando sistemas puramente viscosos. No caso dos sistemas
viscoeldsticos, os angulos de defasagem estdo compreendidos entre os dois casos acima
citados, ou seja, entre a auséncia de defasagem e a defasagem de 90°.

A relagdo entre a amplitude médxima de tensdo e a amplitude méxima de deformacao
define o moddulo complexo /G*/, que fornece informacdes sobre as propriedades
viscoeldsticas de qualquer substincia através de suas duas componentes. A componente
elastica (G’), chamada mdédulo de rigidez, é a medida da energia armazenada e devolvida
pelo material. A componente viscosa (G”), chamada médulo de dissipagdo, é a medida da
energia dissipada pelo material, normalmente na forma de calor.

Tanto os moédulos de rigidez ou de dissipacdo podem ser calculados com a

utilizacdo das identidades trigonométricas descritas pelas Equagdes 3.9 e 3.10.

G' =|G*-cosS (3.9)

G"=|G*-sins (3.10)
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As Equagdes trigonométricas 3.11 e 3.12 relacionam a viscosidade complexa 7*,
outra propriedade viscoeldstica, com suas componentes, definidas através da resposta

eldstica do material 77 e da resposta viscosa do material 77’.

7' =n*-sind (3.11)
n"=mn*-cosd (3.12)
Onde: 7’ = viscosidade de dissipagcdo

n” = viscosidade de rigidez

Uma relag@o importante, Equagdo 3.13, é chamada tangente de dissipacdo (tand),

que também indica o quanto um material € mais caracteristicamente eldstico ou viscoso.

"

tan o = % (3.13)
Quando se trabalha com viscoelasticidade linear trabalha-se também com a estrutura
molecular da cadeia polimérica e suas respectivas conformacgdes. Sdo varios os fatores que
podem influenciar as propriedades viscoeldsticas e suas respectivas fungdes. Alguns deles
sd0: 0 comprimento, o nimero e o volume ocupado pelas cadeias poliméricas, as interagdes
existentes entre as cadeias do mesmo biopolimero, ou entre outras cadeias poliméricas, e
finalmente, interagdes das cadeias poliméricas com o solvente presente no sistema.
A Figura 3.6 mostra de forma genérica um espectro viscoeldstico amplo, com as
diversas possibilidades existentes de inter relacionamento entre propriedades viscoeldsticas

e as trés estruturas coloidais relacionadas (Morris, 1990 e Steffe, 1996).
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Figura 3.6: Espectro viscoeldstico genérico envolvendo G (eee), G’ (+++) e n* (***) de
estruturas coloidais tipicas, nas formas de: a) gel; b) solu¢do concentrada; c) solucdo

diluida, (Morris, 1990 e Steffe, 1996).

3.8. Caracterizacio da Fermentacao Submersa

3.8.1. Determinacao do Coeficiente de Transferéncia de Oxigénio (kia)

Durante o cultivo de microrganismos, a transferéncia de oxigénio ocorre da fase
gasosa para a fase liquida, enquanto simultaneamente, o microrganismo consome O
oxigénio dissolvido. Assim o equacionamento mais adequado € feito através de um balanco
de oxigénio no meio liquido (Equagdo 3.14)

ac

- k,a(C;-C)-0,,-X (3.14)

Esta equacdo indica que a variacdo da concentragdo de oxigénio dissolvido no
liquido (dC/dt) € o resultado da diferenca entre a quantidade de O, que se consegue

transferir (kpa (Cs — C)) e o oxigénio consumido pela células (Qo2X).
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O método mais utilizado para determinar o kra e Qpy (velocidade especifica de
respiracdo) € a utilizacdo de uma sonda para determinacdo da concentragdo de O,
dissolvido, conhecido como método dindmico (Humphrey & Taguchi, 1966).

Neste método, em um dado instante de um processo fermentativo (tp), interrompe-se
a aeracdo, de forma a anular a transferéncia de oxigénio, Figura 3.7. Recomenda-se também
reduzir a freqiiéncia de agitacdo, a fim de reduzir ao maximo a transferéncia de oxigénio na
superficie do liquido. Com o corte da aeracdo a concentracdo de O, dissolvido C.,, comeca
a diminuir, sendo que o sinal da sonda deve ser registrado continuamente, ao atingir um
valor de Cy (instante t), retoma-se a agitacao e a aera¢do, nas condi¢des que estavam sendo
praticadas, observando-se, entdo, o aumento da concentragdo de O, dissolvido, até atingir
novamente o valor de C. Este procedimento ndo é demorado, e depende propriamente da
concentracdo celular existente. Neste curto intervalo de tempo, supde-se que ndo haja
alteracdo da concentracdo celular (X), assim como deve ser mantido constante o valor de
Qo2, ndo permitindo que a concentracdo de O, atinja valores abaixo da critica (deve-se

manter C > Ce ).

Coo | S Ceo

Figura 3.7: Variacdo da concentragdo de O, dissolvido com o tempo (Método dindmico)

(Humphrey & Taguchi, 1966).
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Nestas condig¢des, para o trecho sem aeracdo, observa-se que:

dC
E:—QOZ - X (315)

O produto de Qo2.X deve ser constante durante este intervalo de tempo, o que
permite a integracdo da Equacgdo 3.14, obtendo-se:

C=C,-Q,, X(t-1t,) (3.16)

Esta equagdo preveé que a partir do instante ty (C = C), deve ocorrer uma variagao

linear de C com o tempo, reta esta cujo coeficiente angular € igual a (-Qp,X), resultando

assim, no valor de Qo, conhecendo-se o valor de X neste instante. Uma vez conhecido

valor de Qo.X, € possivel efetuar o calculo do kra de duas formas distintas: a primeira

consiste em considerar que a concentracdo de O, dissolvido ao longo do processo

fermentativo, varia muito lentamente, esperando que ao final da aplicacio do método

dindmico, concentra¢do de O, dissolvido volte ao valor original C,. Assim, supondo estado

estaciondrio em relacdo a C, pode considerar (dC/dt) = 0, na Equacdo 3.14 e, portanto:

Qoz'X

3.17
(CS - COO)

k,a=

Esta metodologia deve ser aplicada apenas quando se tem valores de C
razoavelmente abaixo de Cg (concentracio de O, dissolvido no liquido em equilibrio com a
pressdo parcial de oxigénio na interfase), caso contrdrio passa-se a obter valores de kpa
absurdamente altos, pois se esta dividindo o valor de Qp,X por valores muito baixos. A
segunda forma para o calculo do kpa, consiste em empregar os dados obtidos no trecho
ascendente da concentragdo de O, dissolvido, durante a qual a Equagdo 3.14 aplica-se na

integra. Assim rearranjando a equagio tem-se:

X
‘il_fszc{cS —Q?:—a]—kLa-C 3.18
L
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Considerando novamente estado estaciondrio na Equagdo 3.14, no patamar que

antecede a interrup¢ap da aeracdo (C = C,), pode se demonstrar que:

C, =C; _ Q0 X 3.19
k,a
Introduzindo a Equagdo 3.19 na 3.18 tem-se:
dC
—=k,alC,-C 3.20
df L ( 0 )

Esta equacgdo pode ser integrada, lembrando que para o instante inicial de retomada

da agitacdo e aeragdo, ou seja, para t = tp tem-se que C = Co, obtendo-se:

ln[ €. -C J = —k,alr-1,) 3.21

c,-C,
Desta forma, plotando-se C = f{t), obtem-se uma reta, cujo coeficiente angular

permite o calculo do kja.
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4.0. MATERIAL E METODOS

4.1. Processo Fermentativo - Producao de AH

4.1.1. Microrganismos

Foram utilizadas trés diferentes cepas de Streptococcus: S. zooepidemicus ATCC
39920, S. equi ATCC 39506 e o S. equi ATCC 6580, todas pertencentes ao grupo C
(ATCC, Manassas, VA, USA), recomendadas na literatura para a producdo de AH. As
cepas nativas foram obtidas da American Type Culture Collection — ATCC na forma de

culturas liofilizadas.

4.1.2 Manutencao e propagacao do in6culo

A cultura estoque foi preservada na forma liofilizada na Colecdo Brasileira de
Microrganismos de Ambiente e Inddstria — CBMAI (Paulinia/ SP). A cultura de trabalho
foi mantida sob refrigeracdo em tubos de ensaio com rosca contendo 5 mL de meio TSA
(Trypticase Soy Agar — BBL) inclinado, a partir da qual onde o microrganismo foi repicado
e crescido por 48h a 37°C. A propagacdo do inéculo foi feita em frascos de Erlenmeyer de
500 mL contendo 200 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion - Difico), incubados a 37°C
por 48 h com agitacdo de 150 rpm. Foram feitos apenas dois repiques para garantir o

mesmo nivel de atividade celular.

4.1.3. Meio de fermentacao
O meio utilizado para producdo de AH foi o meio descrito na Tabela 4.1, que tem
sua composi¢do baseada nas principais fontes para o crescimento do microrganismo: fonte

de carbono (glicose) e fonte de nitrogénio (extrato de leveduras) e alguns sais (Swann et al.,

36



1990). A solucdo de glicose foi preparada e autoclavada separadamente do restante do

meio. O pH final € ajustado a 7,5, com NaOH 4N.

Tabela 4.1: Meio para crescimento dos microrganismos produtores de AH

Componentes gL de 4gua deionizada (*mg.L™")
Glicose 10-35-60
Extrato de levedura 10-35-60
K,SO4 1,3
MgS0,4.7H,0 1,0
Na,S0,4.12H,0 0,2
CaCl,.2H,O 5%
FeS0,4.7H,O 5%
MnS0O,4.4H,0 1,0%*
ZnS04.7H,O 1,0%*
CuSO4.5H20 0,1*
H3PO4 1,0 mL
4.1.4. Separacio do AH

A separacdo do AH do caldo de fermentacdo foi feita por precipitagdo com etanol,
baseada no protocolo descrito por Nimrod et al. (1988), com modificagdes introduzidas
neste trabalho. Em sintese, o caldo foi inicialmente centrifugado a 3200 rpm por 20 min.
Apbs a remocdo das células adicionou-se 1,5 volumes de etanol a 1,0 volume do
sobrenadante, refrigerando-se a solu¢@o a 4°C durante 1 h para a precipitacao do AH.

O precipitado foi recuperado e redissolvido em solu¢do 0,15 M de cloreto de s6dio
(NaCl) + 0,1% de parahidroxibenzoico 4cido metil éster (Aldrich - conservante) e
adicionado de etanol para precipitacdao. O préximo precipitado é redissolvido em 0,15 M de
NaCl + 1 g/L de carvio ativado + 40 g/L de terra diatomécea, agitado por 1 h a 4°C e

filtrado a véacuo, o filtrado é entdo precipitado novamente com etanol. O precipitado é

redissolvido e o0 AH € separado.
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4.2. Influéncia da Esterilizacao na Soluciao Polimérica

Ensaios de esterilizacdo do AH comercial foram feitos em autoclave a 121°C por 15
min, 30 min e 1 h para investigacdo dos efeitos da esterilizacdo nas propriedades do AH

produzido.

4.3. Selecao das Cepas

As fermentagdes foram realizadas em frascos de Erlenmeyer de 500 mL contendo
200 mL de meio (item 4.1.3), esterilizados a 121°C por 15 min. Estes foram inoculados
com 10% v/v de in6culo, preparado conforme descrito no item 4.1.2. e incubados por 24 h
com agitacdo de 150 rpm, temperatura 37°C e pHiniciar 7,5. Para cada linhagem foi avaliada
a producdo de AH, o consumo de glicose, pH e densidade 6tica (DO) do meio e massa
celular através dos respectivos perfis ao longo do tempo (amostragem de 2 em 2 h até 14 h

e mais uma em 24 h).

4.4. Influéncia da Relacdo das Fontes de Carbono e Nitrogénio — Planejamento
Fatorial Completo 22

Este experimento foi realizado em shaker rotatério com frascos de Erlenmeyer de
500 mL contendo 200 mL de meio (item 4.1.3, Tabela 4.1), esterilizados a 121°C por 15
min. Estes foram inoculados com 10% v/v de in6culo, preparado conforme descrito no item
4.1.2. e incubados a 37°C por 24 h com agitacdo de 150 rpm. Esta etapa compreendeu o
estudo da influéncia de duas varidveis na producdo de AH, através de um planejamento
estatistico fatorial, analisado pelo software Statistic for Windows 5.0, para determina¢do da
varidvel mais significativa do processo. As varidveis independentes estudadas foram:
concentracdo de glicose (fonte de carbono) e concentragdo de extrato de levedura (fonte de

nitrogénio). A resposta determinada (varidvel dependente) para cada ensaio foi expressa em
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termos de concentracdo de AH (item 4.101.1), viscosidade (item 4.13) e concentracio
celular (item 4.10.3).
A Tabela 4.2 apresenta os valores reais das varidveis correspondentes aos niveis

inferior (-1) e superior (+1), para o planejamento estatistico fatorial completo 22.

Tabela 4.2: Niveis das varidveis do planejamento fatorial completo 22

NIVEIS
VARIAVEIS 1 0 +1
Glicose (g/L) 10 35 60
Extrato de levedura (g/L) 10 35 60

A Tabela 4.3 apresenta a matriz do planejamento fatorial completo 22 na forma

codificada, com triplicata no ponto central.

Tabela 4.3: Matriz do planejamento fatorial 22

Ensaios Glicose Extrato de Levedura
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
5 0 0
6 0 0
7 0 0

Todos os ensaios foram realizados em uma Unica batelada nas mesmas condicoes de
temperatura 37°C, agitacao 150 rpm € pHipicia1 7,5 € retirados ao final de 24 h. Cada um dos

ensaios corresponde a um frasco de Erlenmeyer contendo meio conforme a Tabela 4.2.
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4.5. Efeito da Adicao de Lisozima

O efeito da adicao de lisozima no meio foi investigado em fermentagdes conduzidas
em shaker rotatério com frascos de Erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL de meio,
esterilizados a 121°C por 15 min. Estes foram inoculados com 10% v/v de indculo,
preparado conforme descrito no item 4.1.2. e incubados a 37°C por 24 h com agitacdo de
150 rpm e pHinicial 7,5.

A enzima lisozima EC3.2.1.17 (Sigma) foi adicionada ao meio de cultura em dois

pulsos, de 20000 EU L'l, quando a DOgponm atingiu 0,8 e 1.2.

4.6. Efeito da Aeracao Forcada

Os experimentos com aeragdo forcada foram realizados para investigar o efeito do
excesso de oxigénio na fermentacdo. Os ensaios foram conduzidos em fermentador de 3 L
do tipo BioFlo III (New Brunswick Scientific Co Inc.) a 37°C, pHinicia 7,5, 150 rpm usando
2.5 L de meio, 10% v/v de inéculo (preparado conforme descrito no item 4.1.2), e taxa de
aeracdo 2,0 vvm e comparados com os ensaios feitos em shaker rotatorio com frascos de
Erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL de meio, inoculados com 10% v/v, preparado
conforme descrito no item 4.1.2. e incubados a 37°C, pHinicia1 7,5 € agitacdo de 150 rpm. As
amostras foram retiradas ao final de 24 h e analisadas quanto a concentracdo de AH,

viscosidade e viscoelasticidade da solu¢@o e massa molar do polimero.

4.7. Variacao nos Niveis da Aeracao Forcada e Agitacao

Os ensaios foram conduzidos em fermentador de 3 L do tipo BioFlo III (New
Brunswick Scientific Co Inc.) a 37°C, pHiniciar 7,5, usando 2,5 L de meio, 10% v/v de
in6culo (preparado conforme descrito no item 4.1.2). As fermentagdes foram conduzidas
em diferentes niveis de agitacao (150, 250 e 400 rpm) e de aeragdo (0,5 e 2,0 vvm) As
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amostras foram retiradas ao final de 24 h e analisadas quanto a concentracdo de AH,

viscosidade e viscoelasticidade da solu¢do e massa molar do bipolimero.

4.8. Corte da Aeracao Forcada

Os experimentos foram conduzidos em fermentador de 5 L do tipo BioFlo III (New
Brunswick Scientific Co Inc.) por 24 h a 37°C, aeracdo 2,0 vvm, 150 rpm e pHipicial 7,5 €
usando 3,5 L. de meio, 10% v/v de inéculo (preparado conforme descrito no item 4.1.2). No
primeiro cultivo a aeragdo for¢ada foi cortada no inicio da fase exponencial (8 h) e no
segundo no inicio da fase estaciondria (16 h) do crescimento celular. Ao término do cultivo
as amostras foram retiradas e analisadas quanto a concentracdo de AH, viscosidade e

viscoelasticidade da solu¢do e massa molar do biopolimero.

4.9. Determinacao do Coeficiente de Transferéncia de Oxigénio (kia)

Foram feitas fermentacdes em reator do tipo Bioflo III, nas condi¢des operacionais
determinadas ao longo do desenvolvimento do trabalho. Temperatura 37°C, e pHinicial 7,9,
10% de indculo v/v, agitacdo 150 rpm, vazdo de ar de alimentacdo 2,0 vvm. O kpa foi
determinado nos tempos de 0, 6, 12, 16 e 24 h de cultivo.

Para determinacdo do kya do meio no tempo zero da fermentagcdo, o indculo foi
adicionado (10 % v/v), e a quantidade de oxigénio dissolvido (OD) no meio acompanhada
através de um eletrodo de oxigénio a agitacdo foi ligada em 150 rpm e a vazdo de ar de
alimentacdo ajustada a 2,0 vvm até valores constantes de (OD). Ao atingir o valor mdximo
a aeracao foi cortada e o decréscimo de oxigénio monitorado com o tempo (15 em 15 s) até
valores préximos a zero. A aeracdo € ligada novamente e a vazdo de oxigénio ajustada a 2,0

vvm, sendo o aumento da OD monitorado com o tempo (15 em 15 s).
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4.10. Métodos Analiticos

4.10.1. Concentracao do AH
4.10.1.1. Método Colorimétrico de Carbazol

A determinacdo da concentracdo de AH no meio de fermentagdo foi feita apds a
remocao das células e precipitacdo do AH. A concentracdo do AH foi determinada através
de método quimico, utilizando o reagente colorimétrico Carbazol (Dische, 1946). Esse
método baseia-se no desenvolvimento de cor pela acdo de compostos organicos como o
reagente Carbazol, quando 4cidos hexurdnicos sdo previamente tratados com 4cidos
minerais. Apds o aparecimento da coloracdo rosa, caracteristica da complexacao do acido
urdnico com o Carbazol, a absorbéncia das solucdes foi lida a 530nm em espectrofotdometro
(Hitachi U 2001). A concentracdo do AH foi determinada através de uma curva de
calibracdo previamente construida com o AH comercial 1% (Nikkol) tomado como
referéncia (Anexo (B)).

4.10.1.2. HPLC

A concentra¢do do AH foi determinada em termos de hialuronato de sédio (NaAH)
por high-performance liquid chromatography (HPLC, Waters 510) trabalhando com um
detector de indice de refragdo (Waters 410) e com a coluna OHpak SB-806M HQ, o anélise
foi conduzida a 40°C usando NaNOs 0,1 M como fase moével a uma vazdao de 1mL/min., de
acordo com protocolo descrito por Armstrong & Johns (1995). A curva padrio foi
inicialmente preparada usando o HA fabricado pela Nikkol (1%). Porém analisando os
picos do AH produzido, verificou-se que o pico obtido estendia-se do tempo de retencio 6 a
8 min. para 8 a 10 min., sendo estes tltimos tempos caracteristicos do hialuronato de sédio.
Concluiu, portanto, que em decorréncia da dissolu¢do do precipitado com NaCl, o produto
analisado continha uma mistura de 4cido hialurdnico e hialuronato de sédio. A curva de

calibracio do hialuronato e sédio (Hylumed® - Genzyme Corporationa) foi entdo
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construida (Anexo C).

4.10.2. Concentracao de Glicose

A concentragdo de glicose no meio de fermentacdo foi determinada através de
reacdo enzimdtica com a enzima glicose oxidase, utilizando-se o kit comercial
(LABORLAB Produtos para Laboratérios Ltda). O procedimento consiste em adicionar a
20 puL de solugdo de glicose, 3 mL de solug@o reativa, incubar as solucdes em banho
termostatico a 37°C, sob agitagdo por 10 min, ler a absorbancia das solugdes a 505nm,
usando dgua como referéncia (branco do ensaio). A concentracdo de glicose é entdo
determinada através de curva de calibragdo previamente construida a partir de solug¢do de
glicose de concentracdo 1mg/mL em dgua destilada, contida no kit, e as varias dilui¢cdes
preparadas. No Anexo (C) € apresentada a curva de calibragdo previamente determinada.

4.10.3. Concentracao Celular

Foi determinada como massa celular seca por unidade de volume de amostra pelo
método gravimétrico, que consiste em, apds limpar e secar os tubos de ensaio a 60 °C por
12 h e pesa-los, acrescentar 10 mL de caldo fermentado, centrifugar a 3200 rpm por 20 min
e descartar o sobrenadante. O precipitado é lavado com dgua por duas vezes e seco por 12 h
a 60°C em estufa a vidcuo. A massa celular seca é calculada pela diferenca entre a massa do
tubo de ensaio seco com amostra e a massa do tubo de ensaio seco sem amostra.

4.10.4. Densidade Otica

A densidade 6tica foi determinada nas amostras do caldo fermentado, com leitura

direta da absorbancia a 530nm em espectrofotometro (Hitachi U 2001), previamente zerado

com o caldo ndo fermentado, utilizando cubetas de quartzo de 3 mL.
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4.10.5. Velocidade especifica maxima de crescimento celular e fatores de
rendimento Yp/x, Ypse Yxis

A velocidade especifica mixima (umax.) é calculada através do coeficiente angular
da reta obtida da plotagem de In (X/Xo) versus o tempo de fermentacdo e os fatores de
rendimento sdo calculados através dos coeficientes das retas que correlacionam as variaveis

obtidas na fase exponencial do crescimento celular.

4.11. Viscosidade Intrinseca

Os experimentos foram realizados com solugdes diluidas do AH padrdo e do AH
obtido por fermentacdo. Os experimentos foram conduzidos em viscosimetro capilar
(Fenske 200/U419), utilizando NaCl 0,15 M como solvente.

A viscosidade intrinseca foi determinada a partir do cdlculo das viscosidades
relativas, especificas, especifica reduzida e inerente das amostras, definidas na Tabela 4.4. e
graficando a viscosidade especifica reduzida e a viscosidade inerente versus a concentragao

da amostra e extrapolando as retas para uma concentragdo igual a zero.

Tabela 4.4: Equacdes para a construcdo do grafico da viscosidade intrinseca.

Viscosidades Equagoes

Viscosidade Relativa Nrel, = t/to

Viscosidade Especifica Nesp. = Mrel.— 1 =t -1,/ t,

Viscosidade Especifica Reduzida Nesp. rel. = Nesp. / €

Viscosidade Inerente Niner. = 1N (Mre1.) / €

Viscosidade Intrinseca Nint. = 1iMe_0 (Miner.) = liMe—0 (Mesp. red.)

Onde: t = tempo de efluxo da solucdo polimérica
t, = tempo de efluxo do solvente

¢ = concentracio da solucdo polimérica.
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4.12. Massa Molar
A massa molar viscosimétrica média foi estimada através da relagdo com a
viscosidade intrinseca, descrita pela Equagdo 4.1.
n=kM,)’ 4.1

Onde: k = constante dependente da geometria da ligacdo entre residuos internos de cadeia
polimérica
a = constante dependente do solvente utilizado

n = viscosidade intrinseca.

As constantes de Mark-Houwink adotadas foram k = 0,016 € a = 0,841, sendo estas

indicadas para solu¢des de NaCl (Armstrong & Johns, 1995 e Armstrong et al.,1997).

4.13. Viscosidade e Viscoelasticidade

A viscosidade e a viscoelasticidade foram determinadas usando Redmetro (Haake
CV 20N) equipado com banho termostitico e com mddulo de placas paralelas oscilantes,
para solugdes de AH padrio e produzido por fermentagao.

Para a determinacao destas propriedades dinamicas, o equipamento foi programado
para trabalhar em dois métodos diferentes: o método dindmico de cisalhamento permanente
(determinacdo do comportamento viscoso — G”) e o método dindmico de cisalhamento
oscilatdrio (determinagdo do comportamento viscoeléstico — G’).

O método de cisalhamento permanente (determinacdo do comportamento viscoso),
uma forca € aplicada ao sistema com sentido constante e com valores de deformacdo que
variam linearmente com o tempo. A substdncia analisada responde a variacdo de
deformacdo previamente determinada, através de valores de cisalhamento correspondentes.

Este par de resultados foi analisado por um programa estatistico, através de software

adequado, possibilitando a constru¢do da curva de escoamento e da curva de viscosidade. O
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tratamento estatistico também fornece os principais modelos representativos do fluido nao-
newtoniano e suas respectivas reprodutibilidades em relacdo ao fluido estudado.

No método dindmico de cisalhamento oscilatério (determinacdo do comportamento
viscoeldstico — G’), uma for¢a com sentido varidvel é aplicada ao sistema, com valores de
deformacdo que variam de forma senoidal com o tempo. O método é dividido em duas
etapas, a primeira chamada de varredura de deformacdo e a segunda de varredura de
freqiiéncia. Com o objetivo de empregar corretamente o método, foi necessdria
inicialmente, a determina¢do das faixas onde a amostra segue um comportamento
viscoeldstico linear. Neste sentido foi realizada uma varredura da deformacgdo, onde os
valores da freqiiéncia foram fixados e a deformacdo permaneceu variando dentro da faixa
pré-estabelecida. Apds a identificacdo da amplitude maxima de deformagdo a amostra foi
submetida a amplas faixas de freqiiéncia neste valor. A componente eldstica G’ foi
determinada em funcdo da freqii€ncia expressa em termos da razdo entre a amplitude
maxima de tensdo (co) e a amplitude maxima de deformacdo (yo) e do angulo de mudanga
de fase (6) como definido pela Equacao 4.2.

G’ = (o0/ o) cos (0) 4.2)

Onde: (og/ o) é arazdo da amplitude

0 = angulo de mudanca de fase

4.14. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As imagens do AH foram obtidas por MEV (Digital Scanning Electron Microscope
LEO 982) e periféricos Metalizador (Emitec K550) e ponto critico de secagem (Emitec
K850). As andlises foram realizadas na unidade da Embrapa - Meio Ambiente

(Jaguaritina/SP)
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As amostras (caldo de cultivo) foram filtradas em membranas de 0,22 um
(Millipore) e depois fixadas com glutaraldeido 0,1 M 1% a pH 7,3 por 1 h. As amostras
foram lavadas com tampao cacodilato de s6dio 0,1 M por 3 vezes de 10 min. Apds as
amostras foram novamente fixadas com ésmio 0,1 M 1% e desidratadas com solugdo de
dgua-acetona em varias concentracdes por 10 min cada. Ao final desta preparacdo as
amostras passaram pelo ponto critico de secagem e pelo metalizador. Apds a metalizagao as

amostras foram observadas no microscépio.

4.15. Infravermelho

As andlises foram realizadas pela Central Analitica do Instituto de Quimica da
UNICAMP. O equipamento utilizado foi o espectrofotdmetro Bomem MB Séries,
Hartamann & Braun_Michelson, com uma resolug¢do de 4 cm’ e comprimento de onda

variando de 4000,07 a 399,24 cm™'.
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5.0. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Selecao da Cepa

A selecdo da cepa de Streptococcus para producdo de AH foi feita através da andlise
dos parametros da fermentacdo e caracteristicas reoldgicas do produto. Os pardmetros da
fermentacdo analisados foram: velocidade especifica mdxima de crescimento celular,
produtividades volumétrica e especifica e fatores de rendimento do produto em relacdo ao
substrato (Y pss), de massa celular em relagc@o ao substrato (Y xss) € do produto em relacio
as células (Y p/x). A caracterizacdo reologica do AH foi feita através da sua viscosidade e

viscoelasticidade.

5.1.1. Producao - parametros da fermentacao

A Figura 5.1 apresenta os perfis de producdo de AH, consumo de glicose e evolugdo
da massa celular para as cepas de Streptococcus ATCC 39506, ATCC 6580 e ATCC
39920. Esses dados encontram-se tabelados no Anexo A.

Os resultados da Figura 5.1 mostram que a cepa ATCC 39920 foi a que apresentou
maior produ¢do de AH (437mg/L) em 24 h de fermentacdo. As cepas ATCC 39920 e 39506
apresentaram o mesmo periodo de fase logaritmica do crescimento celular (6 h) enquanto
que para cepa ATCC 6580 a fase exponencial ocorreu entre 0 e 10 h, conforme apresentado

na Figura 5.2.
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Concentragédo de AH (mg/L)

Figura 5.1: Perfis da producdo de AH (a), consumo de glicose (b) e crescimento celular (c)
para as cepas: S. zooepidemicus ATCC 39920, S. equi ATC 39506 e S. equi ATCC 6580,

cultivadas em frascos de Erlenmeyer a temperatura de 37°C, pH inicial 7,5 € meio de cultura
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com composi¢ao descrita na Tabela 4.1, item 4.1.3.

39920 e 6580 ndo esgotaram a fonte de glicose no meio, indicando que a concentragdo de
carbono calculada através da férmula estrutural da glicose e do balango de massa da reagdo
decresceu de 15,99 para 11,99 e 7,6 g de C/L de meio, respectivamente. Sendo assim a
fonte de carbono ndo € o fator limitante para produg¢do de AH. A cepa ATCC 39506

consumiu praticamente toda a glicose do meio e a concentracio de C atingiu 0,6 g/L em 24

Os perfis de consumo de substrato (Figura 5.1 (b)) mostram que as cepas ATCC

h de cultivo.
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A Figura 5.1 (c) mostra que a formacdo de massa celular ao final das 24 h de
fermentacao foi semelhante para as trés cepas, mas com comportamentos distintos ao longo
do tempo.

Baseando-se nos resultados apresentados no Anexo A e analisando os graficos
obtidos, observa-se 2 tipos distintos de cultivo. As cepas ATCC 6580 e 39506 apresentam
formagdo do produto associado ao crescimento celular, a cepa ATCC 6580 atingiu a
maxima concentracio celular e de AH em 6 h e apds diminuiu estes valores até 24 h, isto
pode ter ocorrido devido ao acumulo de massa celular no meio, modificando-o ou devido a
limitagdo do meio com relagdo aos nutrientes (fontes de carbono e nitrogénio) e a producao
de algumas toxinas. A cepa ATCC 39920 apresentou formacio de produto ndo associado ao
crescimento celular, ou seja, a formagao de produto € retardada, somente iniciando quando

a reproducio celular diminui ou cessa.
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Figura 5.2: Perfil logaritmico do crescimento celular para as cepas: S. zooepidemicus

ATCC 39920, S. equi ATC 39506 e S. equi ATCC 6580.
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A partir dos perfis de massa celular, produ¢do de AH e consumo de substrato foram
calculados os parametros cinéticos velocidade especifica mdxima de crescimento celular
(Umax), produtividade especifica e volumétrica e os fatores de conversdo do substrato em
produto (Y pss), do substrato em célula (Y x;5) € do (Y px) para as trés cepas estudadas,
apresentados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1: Produtividade especifica e volumétrica, velocidade especifica médxima de

crescimento celular e fatores de conversdo para as trés cepas de Streptococcus em 24 h de
cultivo.

Produtividade de
Cepas AH Hmax Y PIs R? Y xs R* Y px R?
Py P,

ATCC 39506 0,0107 0,00959 0,0590 0,0035 0,6292 0,0203 0,9528 0,0623 0,9091
ATCC 6580 0,00279 0,00274 0,0833 0,0091 09794 0,4985 09244 00162 0,8318

ATCC39920 00182 0,0153 02311 0,0023 0,7685 0,1060 0,5720 0,0184 09561

Py = Produtividade volumétrica (g/L.h) Y pis = g de AH/g de glicose
P. = Produtividade especifica (g/g.h) Y x;s= g de célula seca/g de glicose
max = velocidade méxima (h™) Y px = g de AH/g de célula seca

Observa-se pelos fatores de conversdo (Yxs € Yps) que todas as culturas tendem a
utilizar mais a fonte de carbono para formacdo celular do que para a formacdo de AH. A
producdo de AH e células competem pelas fontes de energia, porém o AH por ser um
metabolito primadrio, ele € formado em paralelo ao crescimento celular (cepas ATCC 6580 e
39506), conforme biossintese apresentada na Figura 3.3.

Os resultados da Tabela 5.1 mostram também que a cepa ATCC 39920 foi a que
apresentou maior produtividade especifica (15,30 mg/g.h) e volumétrica (18,2 mg/L.h) em
24 h de cultivo, com maior velocidade especifica maxima de crescimento celular de 0,23 h!
e fatores de conversdo de substrato (glicose) em produto de (Y pis = 0,0023) e de substrato

(glicose) em célula (Y x5 = 0,106).
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5.1.2. Separacio e pré-purificacao do AH
Apds a fermentacdo as células foram separadas do meio de cultivo por
centrifugacdo e o sobrenadante adicionado de etanol para precipitacio AH. Na separacio
do AH foram testadas trés razdes volumétricas de etanol: sobrenadante (1:1; 1,5:1 e 2,5:1),
buscando-se aumentar o rendimento da separagdo, as andlises foram visuais, com relacio a
quantidade de AH precipitado. No entanto, os melhores resultados foram obtidos com a
razdo 1,5 volumes de etanol: 1 volume de sobrenadante, tal como descrito na patente de

Nimrod et al. (1988).

5.1.3. Verificacdo do AH intracelular

Foram feitos ensaios adicionando-se tensoativos ao caldo de cultivo, obtido do final
da fase exponencial de crescimento celular, visando liberar o AH presente no interior das
células.

Foram utilizados os tensoativos: Polioxietileno 5 — lauril éter (C;,Es5) e Triton —
X100 nas concentragdes de 60 e 80% na propor¢cdao de 1:60 (1 mL de caldo:60 mL de
tensoativo) e colocados para reagir por 5 h. O AH foi analisado pelo método de Carbazol.
As amostras foram lidas, em intervalos de 30 min.

Os resultados obtidos com a adi¢do de Triton-X100 ou o tensoativo ndo idnico
C12Es mostraram que ndo ha AH intracelular em quantidades significativas. Portanto, todo o
AH produzido é realmente extracelular, constituindo-se em componente capsular dos

Streptococcus.

5.1.4. Caracterizacio reoldgica
As solugdes de AH produzidas a partir das fermentagdes das trés cepas de

Streptococcus foram caracterizadas quanto a viscosidade e a viscoelasticidade.
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5.1.4.1. Viscosidade

A Figura 5.3 (a) apresenta as curvas de viscosidade obtida pelo método de
cisalhamento permanente e a (b) as curvas de escoamento, ambas representativas do
comportamento viscoso do AH padrao e do produzido pela cepa ATCC 39920. O AH
produzido pelas cepas ATCC 39506 e 6580 apresentaram viscosidades menores que 5 cP,

ndo detectavel pelo Redmetro Haake CV 20N.
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Figura 5.3: Comportamento reolégico (a) viscosidade de cisalhamento e (b) tensdo de
cisalhamento, ambas em fungdo da taxa de cisalhamento (curvas sobrepostas) para a

solucdo de AH produzido pela cepa ATCC 39920 e para o padrao.
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As curvas de viscosidade caracterizaram-se pela diminui¢do da viscosidade de
cisalhamento a partir do aumento progressivo da taxa de cisalhamento e a curva de
escoamento caracterizou-se pelo aumento da tensdo de cisalhamento a partir do aumento
progressivo da taxa de cisalhamento, o que representa um comportamento semelhante aos
fluidos pseudoplésticos na faixa da taxa de cisalhamento estudada, embora para o AH
produzido este comportamento seja muito proximo de um fluido Newtoniano, devido
provavelmente a baixa concentragdo do produto. Dos resultados apresentados na Figura 5.3
(a) determina-se que a viscosidade limite (obtida a altas taxas de cisalhamento) da solugdo
de 1% de AH padrio é 314 cP e da solucdo de AH produzido por fermentagdo com
concentracdo de 0,4% & 42 cP.

O modelo matemdtico que melhor representou o comportamento do fluido foi o de

Binghan (t =19+ 77. y). Os pardmetros determinados foram 1o = 0,4220 Pa e 77 = 0,04227

Pa.s.

Os pequenos volumes de meio e as perdas nos ensaios da selecdo das cepas
dificultaram a caracterizacdo do polimero, na qual a cepa ATCC 39920 foi a dnica a
apresentar caracteristicas viscosas. Sendo assim, foi realizado um cultivo com esta bactéria
em 4 frascos de Erlenmeyer de 1000 mL com 500 mL de meio, com as mesmas condi¢des
da etapa de selec@o visando aumentar o volume total do meio de cultura (2 L) utilizado na
precipitacdo e obtencdao do AH.

A Figura 5.4 (a) apresenta as curvas de viscosidade, obtida pelo método de
cisalhamento permanente, e (b) de escoamento, ambas representativas do comportamento
viscoso para o AH padrdo e para o produzido pela cepa ATCC 39920, com maior volume

de meio.
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Figura 5.4: Comportamento reolégico (a) viscosidade de cisalhamento e (b) tensdo de
cisalhamento, ambas em fun¢do da taxa de cisalhamento (curvas sobrepostas) para a

solu¢do de AH produzido pela cepa ATCC 39920 e para o padrio.

As curvas de viscosidade obtidas para esta solucdo também se caracterizaram pela

diminuicdo da viscosidade de cisalhamento a partir do aumento progressivo da taxa de
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cisalhamento e a curva de escoamento caracterizou-se pelo aumento da tensdo de
cisalhamento a partir do aumento progressivo da taxa de cisalhamento, o que representa um
comportamento semelhante aos fluidos pseudoplasticos na faixa da taxa de cisalhamento
estudada. Dos resultados apresentados na Figura 5.4 (a) determina-se que a viscosidade
limite (obtida a altas taxas de cisalhamento) da solu¢do de 1% de AH padrdo é 314 cP e da
solugdo de AH produzido por fermentacdo com concentracio de 3% ¢é 518 cP.

O aumento nos valores da concentracdo de AH de 437 mg/L para 3,29 g/L e da
viscosidade de 42 para 518 cP pode ser devido ao maior volume de meio de cultura (2 L)
disponivel para a separagdo, ndo tendo problemas com possiveis perdas e diluicdes da
amostra e também pela aeracdo proporcionada pela maior interagdo do meio com o ar

devido ao maior volume do frasco.

O modelo matemitico de Ostwald (T = k . 7") que relaciona a tensdo de

cisalhamento com a taxa de deformacdo foi o que melhor representou o comportamento
pseudopldstico, dentre os modelos reoldgicos cldssicos, para ambas as solucdes estudadas
(padrao e produzido). Os parametros (n) e (k) foram 0,44 e 8,66 Pa.s para o AH padrao, e
0,51 e 9,72 Pa.s para o AH produzido pela cepa ATCC 39920 respectivamente.
Comparando os dados obtidos, graficos da Figura 54 (a) e (b), com o
comportamento reoldgico de fluidos puramente viscosos, tal como apresentado na Figura
3.5, observa-se que ambas as solucdes de AH (padrio e produzido) apresentaram
comportamentos semelhantes aos fluidos pseudoplésticos na faixa da taxa de cisalhamento
estudada. Por outro lado, o pardmetro (n), chamado de indice de escoamento, como visto
anteriormente, ¢ um indicativo do quanto a solu¢@o estudada desvia-se do comportamento

“ideal”, (fluido newtoniano). Sendo o valor de (n) obtido pelo modelo menor do que 1 tem-
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se também a indica¢do de que o comportamento reoldgico dos fluidos estudados € do tipo

pseudopléstico.

5.1.4.2 . Viscoelasticidade

Nos ensaios da selecdo das linhagens, somente a cepa ATCC 39920 apresentou
tendéncia ao comportamento viscoelastico.

A primeira etapa desta caracterizac¢do foi a realizagdo de uma varredura nos valores
de deformacdo. Baseando-se nos dados obtidos determinou-se que a freqiiéncia a ser
utilizada era de 1 Hz, tendo a deformacgdo variado entre 1 e 30%. A partir deste teste, a
amplitude de deformacdo foi fixada em 30% e fez-se uma varredura na freqiiéncia (0,01 a
9,62 Hz).

A Figura 5.5 (a) apresenta os resultados obtidos para a amostra padrdo. Analisando
os espectros obtidos com os dados experimentais, verifica-se que com o aumento da
velocidade angular o mddulo de rigidez (G’ — componente elédstica) e o médulo de
dissipacdo (G” — componente viscosa) aumentaram simultaneamente e a viscosidade
complexa (7*) diminuiu suavemente, comportamento este caracteristico de solugdes
concentradas conforme pode ser visto no espectro viscoeldstico da Figura 3.6. Observa-se
também que a amostra do padrido possui caracteristicas viscosas e viscoeldsticas na mesma
proporc¢ao.

Para a amostra do AH produzido por fermentagdo pela cepa ATCC 39920 (Figura
5.5 - b), os dados experimentais apresentam-se oscilatrios, ndo definindo os médulos G’e
G” no espectro viscoeléstico.

Apesar destas limitagdes, os resultados indicam um comportamento viscoelastico para

o AH produzido por fermentacdo. Observa-se também que a ordem de grandeza dos
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moédulos G’e G” da solugdo de AH produzido por fermentagdo € maior do que a

correspondente aos mddulos obtidos da solucao de AH padrao.
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Figura 5.5: Espectro viscoeldstico com as medidas em escala logaritmica de G’, G” e n* em
funcdo da velocidade angular para a solu¢do de AH (a) padrdo e (b) produzido por

fermentacdo com a cepa ATCC 39920.
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5.1.4.3. Viscosidade Intrinseca
A viscosidade intrinseca foi determinada em viscosimetro capilar a partir dos
valores das viscosidades especifica reduzida e inerente, calculados pelas relacGes

apresentadas na Tabela 4.4. Estes valores sao mostrados na Tabela 5.2.

Tabela 5.2: Viscosidades especifica reduzida e inerente para solucdes de AH padrio e
produzido por fermentacio da cepa ATCC 39920.

Concentracao da Solucao Concentracao da Solucao
Padrao (g/mL) Produzida (g/mL)
0,000125 | 0,0005 | 0,001 | 0,002 | 0,0025 | 0,0004 | 0,002 | 0,004 | 0,006 | 0,008
Viscosidade
Especifica Reduzida 6877 10143 | 19958 | 31254 | 37864 712 1245 1746 2758 3980
(mL/g)
Xr‘f‘lf;’gs)‘dade Inerente 4064 | 4900 | 4221 | 3125 | 1824 | 626,5 | 6249 | 5192 | 477 | 436

Graficando-se os dados acima, obtem-se as Figuras 5.6 (a) e (b), a partir das quais a
viscosidade intrinseca foi determinada mediante extrapolagdo das retas para concentracao
zero.

Extrapolando as duas retas para x = 0 obtém-se os valores das viscosidades
intrinsecas [#] de 5210 mL/g para a solu¢do de AH padrdo e 510 mL/g para a solugdo de

AH produzido por fermentagio.
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Figura 5.6: Viscosidade especifica reduzida e inerente versus a concentracdo de AH (a)

padrdo e (b) produzido pela cepa ATCC 39920 em solucdo de NaCl.

5.1.4.4. Massa Molar

Como a viscosidade intrinseca de uma solug¢do polimérica estd relacionada com a
massa molar viscosimétrica média, calculou-se a massa molar do AH aplicando a equacao
de Mark-Houwink. Quando o valor da viscosidade intrinseca for maior do que 2960 mL/g,
multiplica-se pelo fator 1,247 para corrigir o zero de cisalhamento, segundo Armstrong &
Johns (1995) e Armstrong et al (1997). Sendo assim a viscosidade intrinseca do padrao

corrigida é 6497,5 mL/g,
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Massa Molar do AH Produzido
Massa molar do AH Padrao

(shaker)
n=k M) n=k(M)"
6497,5 mL/g = 0,016 (M)"**! 510 mL/g = 0,016 (M)™**!
M =4,6x 10° Da M=22x10’Da

Baseado na andlise dos parametros da fermentagdo (item 5.1.1) e da caracterizagio
reoldgica (item 5.1.4), além da determinac@o da massa molar, conclui-se que a cepa ATCC

39920 € a mais promissora para a producao do AH nas condi¢des experimentais testadas.

5.2. Identificacao Molecular do Produto

Foram analisadas trés amostras por espectrofotdometro de infravermelho: AH padrao,
hialuronato de s6dio padrao e AH produzido, para identificagdo e verificacdo da estrutura
do composto produzido via microbiana, uma vez que nesta andlise sdo identificados os
grupos que estio presentes ou ausentes na molécula. A partir das Figuras 5.7 (a), (b) e (c)
pode-se caracterizar os grupos atdomicos das moléculas com as bandas de absor¢do que sdao

especificas.
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3000 2000 1000

Figura 5.7: Espectro de infravermelho do (a) AH padrao, (b) Hialuronato de sédio padrdo e

. A . -1
(c) AH produzido - transmitancia versus nimero de onda (cm™).

Alguns pontos a serem considerados para andlise do espectro, freqiiéncias de alguns
grupos dos compostos acima referidos:

& C-0: dlcool, éter, éster e dcido carboxilico de 1300 a 1000 cm™;

& C-N: aminas de 1350 a 1000 cm™';

§ C-Cl: 785 a 540 cm’™;

v C-H: alcanos com C sp3 de 3000 a 2850 cm'l;

v N-H: 3460 a 3420 cm’,

Onde &: dobramento

L: estiramento
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Observa-se na Figura 5.7 (a), (b) e (c) que a intensidade da transmitancia do dcido
produzido é menor do que das amostras padrdes, o que significa que existem grupos
externos na molécula do 4cido produzido que estdo interagindo com outros compostos do
meio, fato justificado pela incompleta purificagdo da amostra analisada. Comprova-se
também que o AH produzido apresenta-se na forma de hialuronato de s6dio, uma vez que
foi homogeneizado em solu¢do de cloreto de sodio.

A partir da identificacio do AH na forma de hialuronato de sédio as determinagdes

de concentragdo foram feitas baseadas em curvas de calibragdo com hialuronato de sédio.

5.3 Efeitos da Esterilizacao

Ap6s diluicdo das amostras de AH esterilizadas, até uma concentragdo bem baixa de
0,411mg/mL, mediu-se o tempo de efluxo destas amostras no viscosimetro capilar de
Fenske, para o cdlculo das viscosidades: relativa, especifica, especifica reduzida e inerente.
O mesmo foi realizado com uma amostra de AH sem esterilizar. Os resultados sdo

mostrados na Tabela 5.3.

Tabela 5.3: Viscosidades das amostras de AH autoclavadas e ndo autocavadas

Autoclavada Niao Autoclavada
Viscosidadzempo 15 30° 60’ 0’
MNrel 2,01 1,28 1,16 2,18
Nesp 1,01 0,28 0,16 1,18
Nesp, red 2457 .4 681,3 390,2 2871
MNiner 1658,6 600,6 316,1 1896,2
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Dos resultados obtidos podem-se observar alteracdes expressivas nos valores das
viscosidades determinadas quando o tempo de autoclavagem a 121°C excedeu 15 min, em
relacdo as amostras ndo autoclavadas. Essas alteragdes indicam que a exposicdo a alta
temperatura produz quebra da molécula do polimero, reduzindo assim a sua massa molar,
com conseqiiente reducio da sua viscosidade e alteragdes na sua viscoelasticidade. O tempo
de esterilizacdo de 15 min a 121°C, pode, portanto ser usado na esterilizacdo do AH

produzido.

5.4. Influéncia das Concentracoes das Fontes de Carbono e Nitrogénio na Producio de
AH

Os resultados aqui apresentados foram obtidos com a Cepa ATCC 39920, utilizando
glicose como fonte de carbono e extrato de leveduras como fonte de nitrogénio. Os dados
experimentais obtidos foram analisados em relacdo a concentracdo de AH e celular e
viscosidade das solugdes, através de planejamento estatistico de experimentos e anélise de

superficie de resposta, para os niveis de significancia de 95 e 90 %.

5.4.1. Concentracao celular
Os ensaios foram realizados em duplicata, e as amostras sdo correspondentes aos
ensaios da Tabela 4.3.
A influéncia das concentracdes iniciais de fonte de carbono (glicose) e de fonte
nitrogénio (extrato de levedura) foi analisada e a Tabela 5.4 apresenta os valores dos efeitos
estimados para a resposta massa celular seca (g/L). Os nimeros com asterisco sao

estatisticamente significativos a um intervalo de confianca de 95% e 90%.
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Tabela 5.4: Efeitos estimados para a resposta massa celular seca.

Efeito  Erro padrao t(2)

p
Meédia/Interacao 0,830 0,0157 52,7450 0,000
(1)Glicose 0,035 0,0416 0,8406 0,489
(2)Extrato de levedura 0,305* 0,0416%* 7,3258%* 0,018*
I com 2 0,045 0,0416 1,0808 0,392

A Figura 5.8 apresenta a superficie de resposta obtida para a massa celular onde se
observa que aumentando as concentracdes de extrato de levedura (60g/L) e de glicose
(60g/L) aumenta a concentracdo de massa celular seca, sendo que o efeito da concentragio
de extrato de levedura (0,305) é muito mais significativo na resposta massa celular seca do

que a concentragdo de glicose que apresentou efeito 10 vezes menor (0,0305). No entanto a

glicose, mesmo em menor nivel € muito importante para o processo.
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Figura 5.8: Superficie de resposta para a massa celular seca
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5.4.2. Concentracao de hialuronato de sédio (NaAH)

A influéncia das concentragdes iniciais de fonte de carbono (glicose) e de fonte
nitrogénio (extrato de levedura) foram analisadas e a Tabela 5.5 apresenta os valores dos
efeitos estimados para a resposta concentracdo de NaAH (g/L). Os ndmeros com asterisco
sdo estatisticamente significativos a um intervalo de confianca de 95%.

A concentracdo do 4cido hialurénico produzido nas condi¢des descritas na Tabela
4.3, foi determinada a partir de cromatografia liquida de alta resolu¢gdo (HPLC) como
descrito no item 4.10.1.2.

Tabela 5.5: Efeitos estimados para a resposta concentracdo de NaAH

Efeito Erro Padrao t(2) p
Meédia/Interagdo 0,8921 0,0852 10,4630 0,009
(1)Glicose 0,4563 0,2255 2,0231 0,180
(2)Extrato de levedura 0,9744* 0,2255* 4,3200* 0,049%*
1 com 2 -0,1846 0,2255 -0,8188 0,498

Na Figura 5.9 a superficie de resposta indica que aumentando as concentragdes de
extrato de levedura (60g/L) e de glicose (60g/L) aumenta a concentracdo de AH, sendo que
o efeito da concentracdo de extrato de levedura (0,9744) é mais significativo na resposta
concentracdo de NaAH do que o concentracdo de glicose que apresentou um efeito 2 vezes
menor (0,4563).

Analisando a Tabela 5.5, confirma-se que o extrato de levedura tem maior influéncia
na resposta concentracdo de NaAH, pois esta varidavel apresenta o p < 0,05 o que representa

uma variavel estatisticamente significativa a um intervalo de confianca de 95% e 90 %.
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Figura 5.9: Superficie de resposta para concentracdo do NaAH produzido.

5.4.3. Viscosidade

A influéncia das concentragdes iniciais de fonte de carbono (glicose) e de fonte
nitrogénio (extrato de levedura) foi analisada e a Tabela 5.6 apresenta os valores dos efeitos
estimados para a resposta viscosidade limite (cP). Os ndmeros com asterisco sao
estatisticamente significativos a um intervalo de confianca de 95% e 90%.

As viscosidades das solugdes de dcido hialurdonico obtidas apds a separagdo e

suspensdo em NaCl (item 5.1.5.), foram determinadas a partir do R€ometro Haake CV20

como descrito no item 4.13.

Tabela 5.6: Efeitos estimados para a resposta viscosidade

Efeito Erro Padrao t(2)

p
Meédia/Interagdo 0,063 0,002 21,823 0,029
(1)Glicose 0,015 0,007 2,121 0,074
(2)Extrato de levedura 0,063* 0,007* 8,909* 0.026*
I com 2 0,004 0,007 0,565 0,085
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A Figura 5.10 apresenta a superficie de resposta viscosidade. Nesta Figura observa-se
que aumentando as concentracdes de extrato de levedura (60g/L) e de glicose (60g/L)
aumenta viscosidade, sendo que o efeito da concentracdo de extrato de levedura (0,063) é
mais significativo na resposta viscosidade do que concentragdo de glicose que apresentou

um efeito 4 vezes menor (0,015).
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Figura 5.10: Superficie de resposta para viscosidade limite do AH produzido.

5.5. Influéncia da Adicao de Lisozima

A Tabela 5.7 mostra a influéncia da adi¢do de lisozima quando a densidade 6tica
(DO¢0o nm) do meio atingiu 0,8 e 1,2 em comparagdo com a fermentacdo sem lisozima. Os
resultados, apresentados pelo nosso grupo em Ogrodowski et al. (2005), mostram que a
adicdo de lisozima diminui a concentracdo de AH produzido. Esta tendéncia contradiz os
resultados de Kim et. al. (1996) provavelmente devido a diferenca da cepa bacteriana e das
condi¢des da fermentacdo. Por outro lado, o AH obtido com a adicdo da lisozima no meio

apresenta propriedades viscoeldsticas, indicando massa molar elevada. Este efeito é devido
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provavelmente ao stress que a cepa de Streptococcus é submetida, pois a lisozima tende a
destruir a parede celular e entdo o microrganismo reage protegendo-se a si mesmo
produzindo a cdpsula de AH. A acdo da lisozima pode também contribuir para o

deslocamento do equilibrio da reacdo, devido a natureza proteolitica da enzima, que

tenderia a limpar a parede celular fazendo com que a extrusdo do AH aumentasse.

Tabela 5.7: Efeito da adi¢do de lisozima na producdo e nas propriedades do dcido
hialurdnico produzido por S. zooepidemicus.

Lisozima AH Noo G’ Massa Molar
(UEL™ gL (cP) (Pa) (Da)
0 2.43 518 ausente 2,20 x 10°
20000 2,12 353 31,5 4,97 x 10°

N - Viscosidade Limite
G’ - Viscoelasticidade (médulo elastico)

As curvas reoldgicas obtidas para o AH padrdo e produzido por fermentagdo sio
mostradas na Figura 5.11. As curvas mostram um comportamento pseudopldstico para
ambas as solu¢des de AH. O comportamento assintdtico das curvas permitiu a
determinacdo da viscosidade limite 7., a qual decresceu de 518 para 354 cP com a adicdo
de lisozima. Em ambos os casos, a viscosidade limite do AH produzido nos ensaios de

fermentacao foi maior que a do AH padrao (314 cP).
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Figura 5.11: Curvas reoldgicas do AH produzido por via microbiana, com e sem adicdo de

lisozima em comparag@o com o padrdo. (a) curva de escoamento e (b) curva de viscosidade.

Embora apresentando menor viscosidade, a solu¢do de AH obtido com a adi¢io da
lisozima apresentou viscoelasticidade. A Figura 5.12 descreve o resultado obtido da medida
dindmica para a determinag¢do da viscoelasticidade das solugdes, através dos moddulos

calculados G’ (elastico) e G” (viscoso). Os resultados mostram um comportamento nao
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definido para o AH produzido na auséncia de lisozima. Pode-se observar que para
freqii€éncias acima de 1,5 Hz , o componente eldstico G’ é maior que o componente viscoso
G’’ para a solucdo de AH produzido com a interferéncia da lisozima. Assim o AH

produzido € altamente eldstico. Esse comportamento ¢ semelhante ao do AH padrao,

inclusive quanto aos valores absolutos do médulo G’.
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Figura 5.12: Modulo G’ (componente eldstica), médulo G’ (componente viscosa) e

viscosidade complexa #* do 4cido hialur6nico em fun¢do da freqiiéncia, (a) fermentacdo

com lisozima (b) sem lisozima e (c) padrdo.
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O AH produzido com adi¢do de lisozima pode ser comparado a um sélido
viscoeldstico, desde que a amostra deformada retorne a suas coordenadas originais, como
uma mola, apds a tensdo ser diminuida. Quando freqii€éncias maiores do que 7 Hz sdo
aplicadas, a estrutura eldstica rompe e assim o valor de G’ decresce. Observa-se também
que o AH produzido deforma-se expressivamente com o cisalhamento, uma vez que a
viscosidade complexa ;" decresce com o aumento da freqiiéncia. Esta é uma caracteristica

comum em solugdes poliméricas concentradas.

5.6. Influéncia da Aeracao

A influéncia da aeracdo foi estudada a partir de experimentos conduzidos em
fermentador BioFlo III, com aeragdo forgcada, tal como descrito no item 4.6 e comparando
os resultados com a aeracdo natural, obtida em frascos de Erlenmeyer (item 4.4). Os
resultados obtidos foram analisados em relacdo aos parametros cinéticos da fermentacdo
(Tabela 5.8) e ao comportamento reoldgico do AH (Tabela 5.10) obtido. Os perfis cinéticos
de consumo de substrato, producdo de AH e massa celular, pH e oxigénio dissolvido (OD)

de estdo apresentados na Figura 5.13.

Tabela 5.8: Comparagdo dos parametros cinéticos da producao de AH com aeragao forcada
de 2,0 vvm e natural.

Parametros
Mmax Y pis Y x5 Y pix
Aeracao
2,0 vvm 0,240 0,0890 0,1600 03948
Natural 0,231 0,0023 0,1060 0,0184

Imax = velocidade méxima (h™)

Y pis = g de AH/g de glicose

Y x;s= g de célula seca/g de glicose
Y px = g de AH/g de célula seca
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Figura 5.13: Perfis cinéticos do pH, OD e concentracdes de massa celular, substrato e
produto com aera¢d@o continua de 2,0 vvm (sem corte de oxigénio).

O excesso de oxigénio resultante da aeragdo forcada (2,0 vvm) durante a
fermentacdo aumentou a producdo de AH para 3,75 g/, quando comparada com a
producdo de AH em frascos de Erlenmeyer (aeragcdo natural) 3,29 g/L.. No entanto, ndo ha
evidéncias se o AH aumenta com a concentracao de oxigénio devido a maior formacao de
ATP ou células, ou devido ao stress causado no microrganismo, uma vez que OS
Streptococcus sdo anaerébios facultativos.

Observa-se também que na Figura 5.13 ndo houve o consumo total da glicose do
meio. De acordo com a Figura 5.9, observa-se que uma menor quantidade de glicose reduz
a producdo de AH. Esses resultados sugerem que com a produg¢do de AH e formacgdo de
uma cdpsula na superficie externa das células, ha limitacdes difusivas dos nutrientes para o
interior da célula, necessitando por isso de uma quantidade maior de glicose no meio. O

entendimento dessas limitagdes requer um estudo mais aprofundado, incluindo também a
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quantificacdo do nitrogénio total e andlises dos intermedidrios do metabolismo, para se
determinar quais os fatores que limitam realmente o processo.

A Figura 5.14 apresenta o efeito da aeracdo forcada de 2,0 vvm em 24 h de cultivo,
sobre as curvas de viscosidade do AH produzido, em comparagdo com o AH obtido com

aeracdo natural e o AH padrio.
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Figura 5.14: Curvas de viscosidade do AH produzido com aeracdo 2,0 vvm (Bioflo III),

aeracdo natural (frascos de Erlenmeyer) e o AH padrio.

Somente propriedades viscosas foram identificadas na solucdo de AH obtida com
aeracdo natural. O AH produzido sem adi¢dao de oxigénio ndo apresentou o comportamento
viscoeldstico e a viscosidade limite aumentou de 518 para 913 cP, quando a aerag@o passou
de natural para 2,0 vvm e o AH produzido foi viscoeldstico, conforme Tabela 5.9.

Como pode ser observado na Figura 5.14, as curvas apresentam O mesmo
comportamento reoldgico, porém o AH produzido com aeragdo for¢ada € mais viscoso que
o obtido com aerac¢do natural até mesmo em relagc@o ao padrao.

A Tabela 5.9 e a Figura 5.15 apresentam a evolucao da concentragdo, viscosidade e

viscoelasticidade ao longo das 24 h de cultivo com aera¢@o 2,0 vvm. Ressalta-se que para a
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obtencdo desses resultados o AH foi previamente separado do caldo de fermentacdo.
Analisando os graficos observa-se que a concentragdo, a viscosidade e a viscoelasticidade
crescem gradualmente ao longo do tempo de fermentagdo e para as freqii€ncias maiores do
que 1,5 Hz, o componente eldstico G’ € maior do que o componente viscoso G’’em todos
os tempos analisados (8, 16 e 24 h).

As propriedades reoldgicas sdo fortemente influenciadas pela massa molar dos
polimeros de cadeia longa, entdo a magnitude do médulo G’ corresponde a massa molar
das cadeias de AH, uma comparacdo de valores destes pardmetros nos da uma medida
indireta da massa molar do AH, Tabela 5.9. A Figura 5.16 demonstra que a elasticidade e
conseqiientemente a massa molar sio diferentes para as solugdes obtidas nos trés tempos de
fermentacdo. A massa molar do AH € maior nas solucdes obtidas em 24 h (G’= 73,1 Pa)
seguidos pelos tempos de 16 e 8 h. O grifico da interseccdo da viscosidade especifica

reduzida e inerente utilizados para o cédlculo da massa molar estd apresentada no anexo E

(aeracdo 2,0 vvm) e Figura 5.6 (b) (aeragdo natural).

Tabela 5.9: Efeito da aeracdo for¢ada na produgdo e nas propriedades do 4cido hialurénico
produzido por S. zooepidemicus.

Condicdes Tempo AH Yoo G’ Massa Molar

(h) gL? (cP) (Pa) (Da)
8 2,09 157 10,8 -

8 E

S g

sz 16 2,84 585 46,1 _

2 =

< o
24 3,7 913 73,1 3,2x 10°

S

] E s

& = 24 2,43 518 Ausente 2,2x 10

5 =

< =

N - Viscosidade Limite
G’ - Viscoelasticidade (mdédulo elastico)
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Figura 5.15: Caracterizagdo reoldgica e viscoeldstica do dcido hialurdnico produzido por

via microbiana com aeracdo de 2,0 vvm, (a) e (b) para 8 h, (c) e (d) para 16 h e (e) e (f) para

24 h de cultivo.
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Figura 5.16: Comparacdo do médulo eldstico G para os tempos de 8, 16 e 24 h, para a

solucdo de AH obtida por via microbiana com aeragdo de 2,0 vvm.

5.6.1. Comparacao das fermentac¢oes com adicao de lisozima e aeracao forcada
Esta comparacdo pode ser feita também entre os valores do mddulo elastico G’,
obtidos das fermentagdes com a adi¢do de lisozima e com aeracdo de 2,0 vvm, Figura 5.17.
Onde se observa que a elasticidade (m6dulo G’) e a massa molar sdo diferentes. A massa
molar do AH obtido com aeragdo de 2,0 vvm (G’ = 73,1 Pa) € maior do que a com adicio
de lisozima (G’ = 31,5 Pa). Em ambos os casos as propriedades viscoeldsticas sdo maiores

que a do AH padrao (G’ = 25,3 Pa).
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Figura 5.17: Comparacdo do mdédulo eldstico G’ para as solucdes de AH obtidas com

adicdo de lisozima e com aeracgdo de 2,0 vvm.

5.7. Influéncia da Variacao nos Niveis da Aeracao Forcada e Agitaciao
5.7.1. Analise da fermentaciao

A Figura 5.18 mostra a influéncia das diferentes taxas de aeragdo e agitagcdo, nos
perfis de oxigénio dissolvido (OD), massa celular, concentragdes de glicose e AH
produzido pela cepa ATCC 39920.

Para o menor nivel de agitacdo (150 rpm) as fermenta¢des s@o mais controladas
quando comparadas a 400 rpm. A concentracdo de AH aumenta de 3,31 g/L (150 rpm) para
4,70 g/L. quando a aeragao foi reduzida de 2,0 para 0,5 vvm. A massa celular foi maior para
0,5 vvm, enquanto que o consumo maximo de oxigénio ocorreu na fase exponencial entre
os intervalos de 5 —9 h e 8 — 11 h para a aeracdo de 2,0 e 0,5 vvm respectivamente (Figura

5.18 (a)). O abaixamento da OD no periodo de 4 a 6 h na Figura 5.18 (a) e de 8 a 10h na
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Figura 5.18 (b), deve-se provavelmente a residuos que ficaram alojados no eletrodo durante

a monitoragao.
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Figura 5.18: Perfis cinéticos do oxigénio dissolvido (OD), pH, biomassa e AH para as

diferentes combinacdes.
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5.7.2. Analise do comportamento reolgico
A Tabela 5.10 apresenta viscosidade de cisalhamento, viscoelasticidade e massa
molar do AH produzido, nas diferentes condicdes experimentais. Os gréaficos da interseccao
da viscosidade especifica reduzida e viscosidade inerente versus a concentracdo de AH
produzido por fermentacdo em soluciao de NaCl foram construidos, para o cdlculo da massa

molar.

Tabela 5.10: Valores de concentracdo, viscosidade, viscoelasticidade e massa molar para as
diferentes combinacdes de agitacdo e taxa de aeracao.

Agitacao
AH Heo G’ Massa Molar
Aeragio (gL (cP) (Pa) (Da)

150rpm/2,0vvm 3,31 915 73,1 32x10°
150rpm/0,5vvm 4,70 345 24.6 1,2x 10°
250rpm/2,0vvm 4,00 9 ausente -
400rpm/2,0vvm 0,90 12 ausente -
400rpm/0,5vvm 2,46 7 ausente -

N - Viscosidade Limite
G’ - Viscoelasticidade (mdédulo elastico)

Maiores valores de viscosidade, viscoelasticidade e massa molar foram obtidos para
aeracdo de 2,0 vvm e 150 rpm (Tabela 5.10). A pesar de um pequeno aumento na
concentracdo do AH quando a agitagdo aumentou de 150 (3,31 g/L) para 250 rpm (4,0 g/L),
ocorreu uma grande diminui¢io nos valores da viscosidade para aeracdo de 2,0 vvm. Nestas
condi¢des a viscoelasticidade ndo foi significante e a massa molar ndo pode ser
determinada pelo método viscosimétrico. Para agitacdao de 400 rpm e aeracdo de 2,0 vvm a

concentracdo de massa celular e AH atingiu o méximo em 8 h, mas decresceu nas proximas
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8 h. Reduzindo a aeragdo (0,5 vvm), a fermentagdo foi melhor controlada aumentando a
massa celular mas diminuindo a concentracdo de AH (2,46 g/L). Os menores resultados
obtidos a 400 rpm poderiam ser explicados pela combinacdo dos efeitos da toxidade do
oxigénio sobre a célula e do cisalhamento favorecido pela ag¢do da agitacdo no biopolimero.
Sendo assim, o oxigénio deve ser disponibilizado a célula a niveis médios de agitacdo e
aeracdo para aumentar a producdo e a qualidade (viscosidade e viscoelasticidade)
considerando concentracdes de glicose (60 g/L) e extrato de levedura (60g/L) em excesso

no meio.

5.8. Requerimentos de Oxigénio e kpa ao longo da Fermentacao

A Figura 5.19 apresenta a variacdo do oxigénio dissolvido em func¢do do tempo,
utilizados para o cdlculo dos requerimentos de oxigénio para respiracao celular, Q, , € do
kra pelo método dindmico. Quando a aeragdo € cortada, devido a respiracdo do
microrganismo o oxigénio dissolvido no meio decresce. Realimentando o ar (antes que o
oxigénio dissolvido caia abaixo do valor critico) ocorre o aumento do oxigénio dissolvido

com o tempo.
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Figura 5.19: Variac@o do oxigénio dissolvido em funcdo do tempo (a) 2 h, (b) 6 h obtida

pelo método dindmico e (¢) 12 h pelo método do balango de oxigénio.

O kpa até 6 h de fermentacdo foi calculado pelo método dindmico. Em 12 e 24 h,
pelo baixo valor da concentracdo de oxigénio presente no meio, em decorréncia da alta
densidade celular, o ky a foi calculado pelo método de balanco de oxigénio.

Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 5.11, na qual os valores entre
parénteses representam o kya obtido pelo método do balango de oxigénio. Observa-se nos

dois primeiros casos boa concordéncia entre os valores obtidos por ambos os métodos.
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Na mesma tabela sdo apresentados os requerimentos de oxigénio devido a
respiracdo celular, Qoa. A Figura 5.20 mostra a variacdo do kpa longo da fermentagdo. Os
resultados mostram o crescimento desse pardmetro com um maximo valor em 12 h de
cultivo, o que corresponde a fase logaritmica de crescimento celular. Esse comportamento
indica mudangas nas propriedades fisico-quimicas do meio, que devem ser melhor

investigadas.

Tabela 5.11: Valores de kia e dos requerimentos (R) nos tempos de 0, 6, 12 e 24 h de
fermentacao.

Tempo (h) kia (s™) R (mg/L.h)
0 0,000332 (0,000356) 6,26
6 0,000297 (0,000604) 9,28
12 (0,00436) 33,65
24 (0,000540) 12,44

Observa-se também que os baixos valores obtidos para o kpa refletem a branda
condicdo de agitacdo usada (150 rpm) nos ensaios devido a sensibilidade do polimero aos
efeitos do cisalhamento como descrito no item (5.7), influéncia da variagdao nos niveis da

aeracdo forcada e agitagdo.

5,00E-03 -
4,00E-03
3,00E-03
2,00E-03
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0,00E+00 ‘ ‘ ‘
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Tempo (h)

kra (1/s)

Figura 5.20: Perfil do kra ao longo do tempo de cultivo para a cepa ATCC 39920.
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Na Figura 5.21, os requerimentos de suprimento de oxigénio ao meio de cultura sdo

graficados em conjunto com a variacdo dos outros paradmetros da fermentacgao.

—>—0D —A— Biomassa
—— pH
604 14 —0— Glicose 47 460
O
1 ] oo A ]
55 -]
12 46
o 50
4 | \A 4
- —X: —
%0 10 X 45 2
- 40 5
4 4 — (@]
~ 457 = ke]
S 8 A Q 142 %
o 404 1 1 O \ A—A 4, 4 { 8H30 2
n o (2] =
@] 1 6 — o * P S S -3 ® [m]
8 AN s—s e 1°£1 S
O] %87 1 A—A o0 | 9odc
. A m @
43 —H2 (=]
30 | ] 5
1 . 1, 10
25
1 1 X X——X——X——X ]
20 - 0 1 . 1 1 1 ' 1 ’ 1 1 I ’ | | | ’ 0 O
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Tempo de fermentagéao (h)

Figura 5.21: Perfis cinéticos do oxigénio dissolvido (OD), pH, concentragdo de biomassa e

glicose em fermentac@o com a cepa ATCC 39920.

5.9. Efeitos da interrupc¢iao Corte da Aeracao Forcada

As Figuras 5.22 (a), (b) e (c¢) mostram a influéncia da aerag¢do continua e do corte da
aeracdo, em 8 e 16 h, nos perfis cinéticos do pH, OD e concentracdes de substrato, massa
celular e produto. A Tabela 5.12 compara os valores de concentragdo, viscosidade,
viscoelasticidade e massa molar do biopolimero produzido. Nestes cultivos os niveis de
concentracdo da biomassa e de AH foram diferentes dos valores obtidos nos ensaios
anteriores nas mesmas condi¢des operacionais, devido a utilizacdo de cepas de diferentes

repiques.
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Para o cdlculo da massa molar a viscosidade intrinseca foi determinada a partir dos

valores das viscosidades especifica reduzida e inerente, calculados pelas relacdes

apresentadas na Tabela 4.4, com dados obtidos em viscosimetro capilar. Estes valores sdo

mostrados na Tabela 5.12 e os graficos apresentados nos anexos (E), (F) e (G).

Tabela 5.12: Concentragdo, viscosidade, viscoelasticidade e massa molar para os processos

com e sem corte de oxigénio em 24 h de cultivo.

Corte AH Noo G’ Massa Molar
(gL (cP) (Pa) (Da)
16 h 3,40 823 52,6 8,5x 10°
8h 3,70 890 64,9 2,47 x 10°
Sem Corte 3,31 915 73,1 3,2 x 10°

N - Viscosidade Limite
G’ - Viscoelasticidade (médulo elastico)

Apesar da concentragdo de AH obtida ser similar nos trés ensaios, a interrupcao da

aeracdo em 8 e 16 h, resultou em uma reducdo significativa na viscosidade,

viscoelasticidade e massa molar do biopolimero quando comparados ao processo com

aeracdo continua.
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Figura 5.22: Perfis cinéticos do pH, oxigénio dissolvido e concentra¢cdes de massa celular,

substrato e produto (a) sem corte de oxigénio, (b) com corte em 8 h e (c) com corte em 16h.

5.10. Caracterizacdo da Morfologia Celular e Presenca do AH na Célula

Esta caracterizacdo foi feita em amostras retiradas no inicio do cultivo (2 h), no
inicio da fase exponencial de crescimento celular (10 h) e no final da fermentagdo (24 h).
As amostras foram filtradas e as células retidas foram fixadas, metalizadas e observadas por
microscopia eletronica de varredura. A Figura 5.23 apresenta as micrografias obtidas e as
caracteristicas do biopolimero ao longo tempo do cultivo celular.

Observa-se que com o passar do tempo, o polimero produzido acumula-se na
superficie da célula e € liberado para meio. As micrografias das Figuras 5.23 (a) e (b),
mostram o acimulo na superficie da célula, e a Figura 5.23 (c), a sua liberacdo para o meio,

com as caracteristicas de polimero muito viscoso. De acordo com os relatos da literatura, e
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dos resultados observados no item 5.1.3, todo o AH produzido € extrudado através da
membrana celular, como mostram as Figuras 5.23 (a) e (b). Portanto, ndo ha actimulo
significativo do polimero no interior da célula. Isto representa uma vantagem grande em
relacdo a producdo de outros polimeros tais como os polialcanoatos (PHBs), que
necessitam de uma etapa adicional de processo para a sua liberacdo do espago intracelular.
As propriedades reoldgicas e a massa molar também sdo alteradas ao longo do tempo,
como poder ser observado na Figura 5.23 (c), onde as ramificacdes do AH livre ficam mais
intensas com o passar do tempo, indicando o aumento na massa molar e conseqiientemente

na sua viscoelasticidade e viscosidade.
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Figura 5.23: Microscopia Eletronica de Varredura, do microrganismo Streptococcus
zooepidemicus ATCC 39920 nos tempos de fermentacdo (a) e (b) 2 h,(c)e (d) I0he (e)e
(f) 24 h. Amplificagdes (a)23000 X, (d) 7750 X, (c) e (f) 10000 X e (b) e (e) 20000 X.
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6.0. CONCLUSOES

Dos resultados apresentados conclui-se que:

e Dentre as cepas estudadas na etapa de selecdo, a mutante S. zooepidemicus ATCC
39920 foi a que produziu maior concentracdo de AH (437 mg/L) com produtividade
especifica (0,0153g/g.h) e volumétrica (0,0182g/L.h).

e A razdo volumétrica de etanol:sobrenadante utilizada na separagdo e pré-purificacao
do AH que resultou em um maior rendimento foi de 1,5 volume de etanol:1 volume
de meio.

e A adigdo de tensoativo no caldo de fermentacdo ndo aumentou a concentragdo de
AH indicando que nd@o estd presente no interior da célula em quantidades
significativas.

e O AH produzido em shaker com agitacdo de 150 rpm, temperatura 37°C, pHinicial
7,5, na etapa de selecdo, pela cepa ATCC 39920 apresentou viscosidade 518 cP,
com caracteristicas viscoelasticas e massa molar (2,2 x 10° Da), .

e A esterilizagdo ndo produziu mudangas significativas na viscosidade da solucdo de
AH por um periodo de 15 min a 121°C, sendo portanto estas condi¢des indicadas
para a esterilizacao do produto.

e O efeito da concentracdo de extrato de leveduras no meio de fermentacio foi muito
mais expressivo que o da glicose para a producdo de AH, viscosidade e formacao de
massa celular, segundo planejamento fatorial 2.

e A adi¢do de lisozima ao meio de cultivo sob as condi¢Oes de agitacdo de 150 rpm,

temperatura 37°C, pHiniciar 7,5 realizada em shaker, decresceu a produgdo de AHe a
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sua viscosidade em relagdo ao controle, porém dotou o AH produzido de
propriedades viscoeldsticas.

A produgdo de AH foi influenciada tanto pela adi¢do de lisozima (shaker) quanto
pelo excesso de oxigénio proveniente da aeracio forgada (Bioflo).

O AH produzido na auséncia de lisozima ou sem o oxigénio em excesso, produzido
pela aeracdo for¢ada, apresentou somente propriedades viscosas.

A aeracdo de 2,0 vvm em reator Bioflo, agitacdao de 150 rpm, temperatura de 37°C,
PHinicia 7,5 aumentou a produ¢do do AH e as suas caracteristicas viscosas e
viscoeldsticas.

A massa molar (2,2 x 10° Da) e a viscosidade (518 cP) da solu¢do obtida sem
oxigénio (shaker) e condi¢des de agitacdo de 150 rpm, temperatura de 37°C, pHinicial
7,5, foram menores que a massa molar (3,2 x 10° Da) e a viscosidade (890 cP)
obtida para a solucdo com aeracdo de 2,0 vvm em reator Bioflo, agitacao de 150
rpm, temperatura de 37°C, pHinicial 7,5-

A fermentacdo com aeragdo de 2,0 vvm em reator Bioflo, agitacdo de 150 rpm,
temperatura de 37°C, pHiniciat 7,5, confere a solucdo a componente eldstica G’, ou
seja, viscoelasticidade a qual aumenta com o tempo de cultivo.

A aeracdo e agitacdo influenciam fortemente na concentragdo e caracteristicas
reoldgicas A aeracdo de 2,0 vvm aumentou a producdo do AH e as suas
caracteristicas viscosas e viscoeldsticas, sendo assim, o oxigénio deve ser
disponibilizado a célula a niveis baixos de agitacdo (150 rpm) e médios aeragdo (2,0

vvm).
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O corte da aeracdo em 8 e 16 h, em reator Bioflo, agitacdo de 150 rpm, temperatura
de 37°C, pHinicia 7,5, resultou em uma redugdo significativa na viscosidade,
viscoelasticidade e massa molar do biopolimero quando comparados ao processo
com aerac¢do continua nas mesmas condi¢des operacionais.

A morfologia celular indicou a presenca do polimero na superficie da célula e a sua
liberacao para o meio com o passar do tempo de cultivo.

Os resultados demonstram a viabilidade da producdo do AH de elevada massa

molar por fermentagdo submersa utilizando cepas de Streptococcus zooepidemicus.
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7.0. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

1. Avaliacdo do efeito de outras fontes de nitrogénio na producgdo e caracteristicas do

AH.

2. Avaliacdo do efeito do oxigénio puro e de ar enriquecido na producdo e

caracteristicas do AH.

3. Investigacdo da relacdo entre os intermedidrios dcido acético e dcido latico e os

precursores dcido D-glicurénico (GlcUA) e N-acetil-glicosamina (GIcNAc) e AH

produzido.

4. Estudo dos efeitos difusivos dos nutrientes e do oxigénio o longo da fermentagdo.
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ANEXOS

(A) Concentracdes de massa celular, substrato e produto AH para as cepas de
Streptococcus: ATCC 39506, 6580 e 39920.

Ensaio ATCC 39506 ATCC 6580 ATCC 39920

®) X S P X S P X S P
0 0,525 40 0 0,545 40 0 0,600 40 0
2 0,56 38,33 102 0,790 29,18 123 0,605 38,26 102
4 0,615 37,54 125 0,880 28,03 138 1,290 37,68 112
6 0,695 37,81 132 2,44 25,67 156 1,525 32,12 120
8 0,725 30,46 138 0,805 24,62 115 1,470 31,98 132
10 0,935 - 146 1,517 23,88 94 1,500 31,14 148
12 0,865 - 256 - - - 1,200 31,25 228
14 0,915 16,49 - - - - 1,110 30,55 372
24 1,115 1,5 257 1,015 19,00 67 1,190 30,93 437

X = Massa celular seca (g/L)
S = Concentracdo de glicose (g/L)
P = Concentracdo de dcido hialurénico (mg/L)

(B) Curva padrio para determinac¢do da concentracdo de AH (Método Colorimétrico de
Carbazol)

0259y - 776,66x + 0,0024
0,2 1 R? = 0,9938
0,15 -
0,1 -
0,05 -
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 5E-05 0,0001 0,0002 0,0002 0,0003 0,0003

Concentracao (mg/mL)

Abs (530 nm)
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(C) Curva padrao para determinacdo da concentracdo de NaAH (HPLC)

y = 7E+06x - 23518

800000 -
R? = 0,991

600000 -
400000 -
200000 -

O T T T T T
0 0,02 0,04 0,06 008 0,1 0,12

Concentracao (g/100mL)

Area do Pico

(D) Curva padrao para determinagdo da concentragdo de glicose

0,25
0,2
0,15
0,1
0,05
0@ ‘ ‘
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Concentracao de glicose (mg/mL)

Abs (530 nm)

(E) Viscosidade especifica reduzida e viscosidade inerente versus a concentragdo de AH

produzido por fermentacdo em solu¢do de NaCl, com aeracdo de 2,0 vvm, sem corte.

50000 -
y = 2E+07x + 3097,9

R?=0,9724

20000 -
10000 1 y=—1I52+06x+4494,9
PN R =0,8673
0 hd Y - T — 1
0 0,001 0,002 0,003

Concentracao (g/mL)
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(F) Viscosidade especifica reduzida e viscosidade inerente versus a concentragdo de AH
produzido por fermentacdo em solu¢do de NaCl, com aeracio de 2,0 vvm e corte em 16 h

de cultivo.

y =412593x + 1463

5000 - 5
R"=0,9618

— 4000 -
:U') 3000 1 y =-28371x + 1653
E 2000 R? = 0,9547
[ ¢ - —

1000 -

O T T T T 1
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01

Concentracao (g/mL)

(G) Viscosidade especifica reduzida e viscosidade inerente versus a concentracdo de AH
produzido por fermentacdo em solu¢do de NaCl, com aeracdo de 2,0 vvim e corte em 8 h de

cultivo.

50000 - y = 2E+07x + 2211,6
40000 - R® = 0,9984

= -1E+06x + 3892,8
R?=0,9144

o

0 — Y = T 1
0 0,001 0,002 0,003
Concentracao (g/mL)

n (mL/g)
w
o
o
o
o

103



