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RESUMO

O numero de aplicagcbes na drea médica e cosmética atribuidas ao dcido hialurénico (AH) e o
seu alto valor agregado justificam estudar as condicbes de cultivo para a otimizacdo da
producdo do AH por microrganismos. O objetivo desse trabalho foi avaliar a producdo de AH por
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus ATCC 39920 por planejamento fatorial utilizando
como variaveis o pH (6,0, 6,5; 7,0), a temperatura (34, 37; 40°C) e a agitacdo do meio de
cultivo (100; 150; 200 rom). A melhor producéo de AH obtida foi de 0, 251 g.L" em pH 7,0,
temperatura de 40°C e agitagdo 200 rpm. Somente o pH e a agitagdo foram significativos
dentro das condigoes estudadas. Os resultados indicaram que néo foi possivel atingir o pH otimo
para producdo de AH, e que portanto, uma nova faixa de pH deve ser avaliada, buscando o
ponto otimo.

Palavras-chave: Box-behken, Fermentagdo, Otimizacdao, Parametros Fisicos.

INTRODUCAO

O acido hialurénico (AH) é um polissacarideo linear de alta massa molecular constituido de
unidades dissacaridicas repetidas de acido D-glicuronico e N-acetilglicosaminatl. Esse polimero
apresenta caracteristicas hidrofilicas e viscoelasticas que indicam um grande potencial de
aplicacdes médicas, nas areas de oftalmologia, ortopedia, implante de proteses, cicatrizacao de
feridas, terapia de artrite, prevencdo de adesOes cirlrgicas e dermatologia, e cosmética,
utilizado como um ativo hidratante?.

O AH comercial pode ser de origem animal ou produzido por fermentacao de
Streptococcus zooepidemicus do grupo A e C de Lancerfield3, porém a producdao microbiana
representa uma oportunidade de otimizar o rendimento e a qualidade do produto, por meio da
engenharia genética e controle das condicdes de cultivo, visto que a qualidade dos produtos
formados pelos microrganismos vem como resultado das condi¢des de cultivo, como nutrientes,
vitaminas, ions, temperatura e pH*.

O objetivo deste trabalho foi definir os valores étimos de pH, temperatura e agitacdo para
a producao de acido hialuronico por Streptococcus zooepidemicus ATCC 39920.

MATERIAL E METODOS
Microrganismo e Inoculo: Streptococcus equi subsp. zooepidemicus ATCC 39920 foi obtido

da Colecao Brasileira de Microrganismos de Ambiente e Industrias (CBMAI) e preservado em
meio Brain Heart Infusion (BHI) contendo 50% v/v de glicerol a -80°C. O indculo foi obtido
216

BBR - Biochemistry and Biotechnology Reports - ISSN 2316-5200
NUmero Especial v. 2, n. 3, p. 216-219, 2013


mailto:nicolepan.eq@gmail.com

9( ) Anais do lll Simpédsio de Bioquimica e Biotecnologia
,( m Trabalho Completo apresentado na se¢cdo: POSTER

HISIMBBTEC

Londrina 2013

através de fermentacao em Erlenmeyers de 125 mL com 25 mL do meio
BHI sendo este incubado a 37°C e 150 rpm por 48h.
Condigoes de Cultivo: As fermentacbes foram realizadas em shaker rotatdrio por 24 horas em
frascos Erlenmeyer de 125 mL com 25 mL do meio contendo (g.L?): glicose, 20; extrato de
levedura, 10; K,HPQ,, 2,5; NaCl, 2,0 e MgSQ,, 1,5. O indculo foi de 10%. Para a definigao dos
parametros fisicos Otimos para producdo foi realizado um planejamento Box-Behnken 33
incompleto com as variaveis independentes pH (6,0; 6,5; 7,0), temperatura (34; 37; 40°C) e
agitacao (100; 150; 200 rpm).
Quantificacdo do Acido Hialurénico: Apds a separacdo da biomassa do sobrenadante o AH
foi obtido por precipitagdo com etanol e quantificado utilizando o reagente colorimétrico
Carbazol pelo método modificado de Filisetti-Cozzi e Carpita (1991)°.
Analise Estatistica: A resposta concentracdo de AH (Y;) em g.L" obtida nos experimentos foi
analisada pelo programa Statistica 7.0 para andlise de variancia (ANOVA) ao nivel de
significancia de 5%, e metodologia de superficie de resposta (MRS) para otimizacao da
producao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A maior producgo de AH obtida foi de 0,251 g.L™ e ocorreu em pH 7,0; 40°C e 200 rpm.
A Tabela 1 apresenta os resultados da producdo de acido hialurbnico por S. zoopidemicus em
meio de glicose.

Tabela 1 — Producao de acido hialurénico por Streptococcus zooepidemicus ATCC 39920
obtidas do planejamento fatorial Box Behnken 3 incompleto.

(X1) (x2) (x3) (Y)
Ensaio pH Temperatura Agitacdo Ac. Hialurénico

°C rpm (g.L'™)
1 6,0 (-) 34 (-) 150 (0) 0,094
2 7,0 (+) 34 (-) 150 (0) 0,153
3 6,0 (-) 40 (+) 150 (0) 0,000
4 7,0 (+) 40 (+) 150 (0) 0,251
5 6,0 (-) 37 (0) 100 (-) 0,000
6 7,0 (+) 37 (0) 100 (-) 0,071
7 6,0 (-) 37 (0) 200 (+) 0,038
8 7,0 (+) 37 (0) 200 (+) 0,207
9 6,5 (0) 34 (-) 100 (-) 0,119
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10 6,5 (0) 40 (+) 100 (-) 0,072
11 6,5 (0) 34 () 200 (+) 0,146
12 6,5 (0) 40 (+) 200 (+) 0,177
13 6,5 (0) 37 (0) 150 (0) 0,155
14 6,5 (0) 37 (0) 150 (0) 0,146
15 6,5 (0) 37 (0) 150 (0) 0,156

A Figura 1 representa o modelo de producdo de acido hialuronico quando a temperatura
foi fixada em 37°C. O modelo quadratico completo obtido pelo software Statistica 7.0
apresentou um coeficiente de determinacdo (R?) de 0,987 e a falta de ajuste n3o significativa

indicando que o mesmo é adequado para a predicao da produgao de AH, dentro das condicOes
estudadas.

Figura 1 — Superficie de resposta para a producao de acido hialurénico em funcdo do pH e
agitacao tendo fixado a temperatura em 37°C.
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De acordo com a Tabela 1 observa-se que o aumento do pH de 6,0 para 7,0 eleva a
producao de AH como pode ser avaliado comparando o ensaio 1 ao 2. Esses resultados podem
ser justificados pelo fato da enzima hialuronato sintase, que catalisa a polimerizagao de AH,
apresentar atividade méxima a pH 7,1 °. Observando-se a Figura 1 é possivel notar que
aumentos de pH sugerem aumento de producao de AH e que o ponto 6timo ainda ndo foi
alcancado dentro da faixa de pH selecionada. Quanto a agitagao tem-se que a alteragao de 100
rpm (ensaio 6) para 200 rpm (ensaio 8) também favoreceu a producdo do polimero. Alguns
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autores afirmam que é necessaria uma agitagao vigorosa para melhorar a
transferéncia de massa sendo as moléculas de AH resistentes as forcas cisalhantes do agitador
em niveis de agitacdo de até 1000 rpm*. A temperatura n3o apresentou efeito significativo nas
condicdes estudadas.

CONCLUSOES
Dentro da faixa de estudo selecionada as varidveis pH e agitagdo influenciaram
significativamente a producdo do polimero , entretanto uma nova faixa de pH, com valores
acima de 7,0, deve ser estudada buscando atingir o ponto étimo de pH na producdo de acido
hialurénico.
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