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RESUMO

O é&cido hialurénico (AH) é um biopolimero que apresenta uma crescente demanda em mdltiplas
aplicacdes. A producdo microbiana de AH é uma alternativa que vem sendo utilizada para suprir
toda a demanda de mercado do biopolimero, além de ser um método que apresenta ter
biosseguranca. A imobilizacdo de células microbianas em poliuretano pode ser uma excelente
alternativa para reutilizar, otimizar e reduzir os custos operacionais. Neste sentido, este trabalho
teve como objetivo produzir acido hialurdnico através de células de Streptococcus zooepidemicus
imobilizadas em espuma de poliuretano. Para a produgéo de biomassa, utilizou-se meio de infusdo
de cérebro e coracdo de carneiro (BHI) (37 g/L) em biorreator, sob as condi¢des de 37 °C, 500
rpom e 1 vvm, durante 24 h. ApOs a separacdo das células, estas foram utilizadas para a
imobilizacdo em diferentes carregamentos (4, 6, 8 e 10 g bruta e 6 g diluidas) juntamente com
uma razao de suporte de imobilizacdo de 7 g de poliol, 0,02 g de silicone e 3 g de isocianato.
Todas as formulacGes foram avaliadas através da bioproducdo de AH utilizando meio reacional
composto por glicose (30 g/L), extrato de levedura (15 g/L) suplementado com sais minerais
(fosfato monopotéssico (KH2PO4) (2g/L), fosfato dipotassico (K2HPOs) (0,5¢/L), sulfato de
magnésio (MgS0a) (0,5g/L), sulfato de aménio ((NH4)2SO4) (0,5g/L) e aminoécido (L-asparagina
(0,1g/L)), com uma proporcdo de meio reacional/imobilizado de 30 g/L, além de uma
caracterizacdo parcial da morfologia. Apo6s avaliacdo da melhor proporcdo célula/suporte,
realizou-se a otimizacao da bioproducdo em relacdo ao tempo com um delineamento composto
central rotacional variando as condicOes (temperatura, agitacdo e aeracdo). A estabilidade
operacional foi analisada utilizando cultivo em biorreator em batelada por 28 h, seguida de
quantificacdo de AH, separacdo do imobilizado do mosto seguido por nova bioproducdo. A
estabilidade de estocagem foi realizada em temperatura ambiente (25 +- 2 °C) e refrigeracéo (4 +-
2 °C) mantendo o imobilizado em embalagem hermética composta por poliéster laminado e
acabamento metalizado com fechamento ziplock. A recuperacdo do AH foi realizada utilizando
diversas etapas intercaladas com precipitacdo com etanol, centrifugacao, refrigeracao e cloreto de
sodio. A caracterizacdo do hialuronato de sodio foi realizada através das propriedades biol6gicas
(atividade antimicrobiana, antioxidante e citotoxicidade), grupamentos funcionais através de
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), propriedades térmicas (TGS
e DSC) e morfologia (MEV). A imobilizacdo de 8 g de biomassa em poliuretano demostrou uma
melhor eficiéncia em relacdo as demais proporc¢des, com uma bioproducao de aproximadamente
0,4 g/L de AH e, portanto, foi escolhida para seguir as demais etapas do estudo. Para a otimizacao
das condicOes operacionais, 0s pontos centrais do DCCR (35 °C, 2 vvm, 500 rpm) foram os que
apresentaram valores de producdo de AH superiores aos demais ensaios com uma bioproducéo de
aproximadamente 0,5 g/L de AH por 28 h. A estabilidade operacional demonstrou producéo de
AH por até 15 reciclos e a estabilidade de estocagem mostrou maior eficiéncia do imobilizado
mantido sob refrigeracdo (4 °C) por até 90 dias com aproximadamente 53% de concentracao de
AH. Através dos processos de purificacdo, obteve-se o hialuronato de sodio apresentando nédo
toxicidade, atividade antibacteriana com concentragéo inibitoria minima acima de 50 mg/mL
frente a trés bactérias (Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Salmonella typhimurium) e
poder antioxidante de 77,82 mg/ml de hialuronato de sédio para eliminar 50% do radical ABTS.
As propriedades morfoldgicas realizadas por MEV mostraram os cristais de hialuronato de sédio
presente na amostra, alem de detectar os grupos funcionais do hialuronato de sodio através do
FTIR. Os termogramas apresentaram degradagdo do biopolimero em aproximadamente 280 °C.
Também foi realizada a aplicacdo em creme cosmético com boas caracteristicas fisicas e de
estabilidade. De acordo com os resultados obtidos, a producao de &cido hialurénico com células
de Streptococcus zooepidemicus imobilizadas em espuma de poliuretano, pode vir a tornar-se uma
alternativa inovadora para a producéo do biopolimero.

Palavras-chave: bioprodugdo, biomassa imobilizada, purificagdo, hialuronato de sadio,
propriedades bioldgicas e fisicas.



ABSTRACT

Hyaluronic acid (HA) is a biopolymer that is in growing demand in multiple applications. The
microbial production of HA is an alternative that has been used to meet the entire market
demand for the biopolymer, in addition to being a method that presents biosafety. The
immobilization of microbial cells in polyurethane can be an excellent alternative to reuse,
optimize and reduce operational costs. In this sense, this work aimed to produce hyaluronic acid
through Streptococcus zooepidemicus cells immobilized in polyurethane foam. For biomass
production, sheep brain and heart (BHI) infusion medium (37 g/L) was used in a bioreactor,
under conditions of 37 °C, 500 rpm and 1 vvm, for 24 h. After separating the cells, they were
used for immobilization in different loadings (4, 6, 8 and 10 g raw and 6 g diluted) together
with an immobilization support ratio of 7 g polyol, 0.02 g silicone and 3 g of isocyanate. All
formulations were evaluated through HA bioproduction using reaction medium composed of
glucose (30 g/L), yeast extract (15 g/L) supplemented with mineral salts (monopotassium
phosphate (KH2PO4) (2g/L), dipotassium phosphate (K2HPO4) (0,5¢/L), magnesium sulfate
(MgS0Os) (0,59/L), ammonium sulfate ((NH4)2SO4) (0,5g/L) and amino acid (L-asparagine (0.
1g/L)), with a reaction medium/immobilized ratio of 30 g¢/L, in addition to a partial
characterization of the morphology. After evaluating the best cell/support ratio, bioproduction
was optimized in relation to time with a central rotational composite design varying the
conditions (temperature, dynamics and aeration). Operational stability was proven using
cultivation in a batch bioreactor for 28 h, followed by HA quantification, separation of the
immobilized must from the must followed by new bioproduction. Storage stability was
achieved at room temperature (25 +- 2 °C) and refrigeration (4 +- 2 °C), keeping the active
ingredient in airtight packaging composed of laminated polyester and a metallized finish with
ziplock closure. HA recovery was carried out through several steps interspersed with variations
in ethanol, centrifugation, refrigeration and sodium chloride. The characterization of sodium
hyaluronate was carried out through biological properties (antimicrobial activity, antioxidant
and cytotoxicity), functional groups through non-infrared spectroscopy with Fourier transform
(FTIR), thermal properties (TGS and DSC) and morphology (SEM). The immobilization of 8
g of biomass in polyurethane demonstrated better efficiency compared to other proportions,
with bioproduction of approximately 0,4 g/L of HA and, therefore, was chosen to follow the
other stages of the study. To optimize the operating conditions, the central points of the DCCR
(35 °C, 2 vvm, 500 rpm) were those that presented higher HA production values than the other
tests with bioproduction of approximately 0,5 g/L of HA per 28 h. The operational stability
demonstrated the production of HA for up to 15 recyclings and the storage stability showed
greater efficiency of the fixed asset kept under refrigeration (4 °C) for up to 90 days with a
concentration of approximately 53% of HA. Through purification processes, sodium
hyaluronate was obtained, which presents non-toxicity, antibacterial activity with a minimum
inhibitory concentration above 50 mg/mL against three bacteria (Escherichia coli, Listeria
monocytogenes and Salmonella typhimurium) and an antioxidant power of 77.82 mg /ml of
sodium hyaluronate to eliminate 50% of the ABTS radical. The morphological properties
performed by SEM showed the sodium hyaluronate crystals present in the sample, in addition
to detecting the functional groups of sodium hyaluronate through FTIR. Thermograms showed
degradation of the biopolymer at approximately 280 °C. It was also applied over a cosmetic
cream with good physical and stability characteristics. According to the results obtained, the
production of hyaluronic acid with Streptococcus zooepidemicus cells immobilized in
polyurethane foam could become an innovative alternative for the production of the
biopolymer.

Key words: bioproduction, immobilized biomass, purification, sodium hyaluronate, biological
and physical properties
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DIAGRAMA CONCEITUAL

Por que?

C O consumo de &cido hialurénico (AH) apresenta uma tendéncia de crescimento
significativa;
» O acido hialurénico apresenta inimeras aplicacfes nas areas da medicina, biomedicina,
farmacéutica, alimentos, entre outras.
» A producéo tradicional (com crista de galo) apresenta inimeras desvantagens, como
contaminacdo por virus, sazonalidade, dificuldade de purificacéo;
» Uma das solucGes para suprir a demanda e também evitar a contaminagao por virus é a
producéo de &cido hialurdnico por via microbiana;
» Dentre os microrganismos produtores de AH, se destacam o0s Streptoccoccus
zooepidemius;
» Para restringir a mobilidade microbiana, bem como proporcionar a reutilizacdo das
células ou até mesmo aumentar a producdo de AH, a imobilizacdo de microrganismos
representa uma excelente alternativa.

Quem fez? ~\

» A produgdo de AH tem sido amplamente estudada;
» Néo foram encontrados relatos na literatura de producdo de AH com o uso de biomassa
de Streptococcus zooepidemicus imobilizada com nenhum tipo de suporte.

J
Hipdteses \

» A imobilizacdo de Streptococcus zooepidemicus é realmente eficiente em suporte de
poliuretano?

» A quantidade de biomassa utilizada na imobilizagdo deve ser analisada?

» Parametros reacionais (temperatura, agitacdo e aeracdo) afetam a producdo do
biopolimero?

» A estocagem do imobilizado garante uma producdo continua e estavel?

» Quantos reciclos o imobilizado poderia oferecer?

» Como purificar o 4cido hialurénico (hialuronato de s6dio)?

» Quais sdo as propriedades biolégicas hialuronato de s6dio?

» Existe a possibilidade de aplicacdo do hialuronato de sodio?

Metodologia

» Quais sdo as caracteristicas fisicas do hialuronato de s6dio? /

» Producéo de biomassa utilizando Streptococcus zooepidemicus;

» Imobilizagdo do microrganismo em espuma de poliuretano (poliol e isocianato);

» Fermentagdo do imobilizado utilizado meio reacional previamente otimizado;

» Caracterizacdo parcial do imobilizado;

» Avaliacdo da producéo de AH por espectrofotdmetro;

» Purificacdo do &cido hialurénico (hialuronato de sodio) utilizando solvente etanol,
cloreto de sodio e centrifugacao;

» Avaliacdo microbioldgica; capacidade antioxidante e citotoxicidade;

» Caracteristicas fisicas (MEV, FTIR, TGA e DSC);

\> Aplicacdo em creme cosmeético. /




Respostas

-

» Producéo de acido hialurénico utilizando Streptococcus zooepidemicus imobilizado em
espuma de poliuretano;
» Avaliacdo das condi¢des operacionais de fermentacdo (temperatura, agitacdo, aeracédo);
» Quantidade de reciclos possiveis;
» Estabilidade de estocagem;
» Purificacdo do acido hialurénico (hialuronato de sodio);
» Propriedades bioldgicas e fisicas;
\> Aplicagdo em creme cosmeético.
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1. INTRODUCAO

O é&cido hialurénico (AH) é um biopolimero linear componente principal da matriz
extracelular das articulagdes, pele e cdrnea, e tornou-se muito conhecido devido as suas
propriedades biocompativeis, biodegradaveis, ndo adesivas, ndo imunogénicas, hidrofilicas e
viscoelasticas (CHO et al., 2023).

A producdo industrial deste biopolimero era realizada através de fontes animais,
principalmente crista de galo, mas devido problemas de contaminacao viral, dificuldades de
extracdo e purificacdo, além do alto custo, uma excelente alternativa de producéo é a via
microbiana, pois ndo apresenta tais dificuldades, além de possuir 6timo rendimento devido a
elevado niveis de bioconversdo (MOHAN et al., 2019; FERREIRA et al., 2021).

Para a obtencdo de &cido hialurénico a selecdo adequada do microrganismo é um fator
importante, pois cada um deles apresenta propriedades que podem ser vantajosas ou
desvantajosas em termos de desempenho de producdo e lucratividade. Por isso, o
microrganismo deve ser capaz de produzir altos rendimentos do biopolimero, ser facil de cultivo
e ter baixo custo de producdo. Suprindo estes requisitos, as espécies de Streptococcus
zooepidemicus podem produzir AH de alto peso molecular com excelente biocompatibilidade,
tornando-o adequado para inimeras aplicacfes de forma ndo tdxica e segura (SERRA et al.,
2023).

Tao importante quanto a escolha do microrganismo, sdo as condi¢cGes operacionais
utilizadas no processo de bioprodu¢do, como aeracdo, agitacdo e temperatura. Estudos mostram
que a producdo de AH é consideravelmente melhorada por boa homogeneizagdo do meio de
cultura e pela exposicdo ao oxigénio, uma vez que o cultivo de AH é um processo altamente
viscoso. Assim, a agitacdo deve ser ajustada a uma velocidade adequada, suficiente para uma
boa uniformizacdo do meio, porém ndo elevada ao ponto de danificar as células e diminuir a
sintese de AH. A sintese de AH em condigdes aerdbicas com alto nivel de oxigénio leva a
producéo de moléculas com maior massa molecular em comparagdo com o cultivo anaerébico
(SADEGHI, 2022).

Para otimizar ainda mais os processos de producdo de AH por S. zooepidemicus, a
biotecnologia investiga o0 uso de imobilizacdo destas células, que além de oferecer a
possibilidade de reutilizacdo microbiana, pode proporcionar um aumento na produtividade,
aliada a reducdo dos custos dos processos de bioproducdo. Essa técnica pode ser realizada
através de métodos fisicos ou quimicos para fixar as células em um determinado espaco, de

forma que ndo possam se mover livremente e possam ser utilizadas repetidamente. Ainda como
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vantagem, a imobilizacdo celular pode catalisar uma série de reacfes e é uma tecnologia
relativamente nova (LU et al., 2020).

Em termos de suporte, a espuma de poliuretano tem sido utilizada como excelente
alternativa para imobilizacdo. A espuma de poliuretano (PU) é produzida a partir da
polimerizacdo de poliol e isocianato e é caracterizado por ser um material altamente versatil
que oferece vérias vantagens, como porosidade, grande area de superficie, facil de formular, de
baixo custo, excelente biocompatibilidade, sendo amplamente utilizada como meio para
filtracdo e separacdo além de suporte de imobilizacdo de microrganismos. A imobilizacdo de
células inteiras em poliuretano pode ser realizada por meio de adsorc¢éo fisica, aprisionamento
por copolimerizagdo ou através de ligagdes covalentes (MOON et al., 2020; MA et al., 2023).

Apbs a bioproducdo do AH, o caldo obtido deve passar por diversas etapas para a
recuperacdo ou purificacdo do biopolimero. Para a extracdo e processo inicial de purificacdo do
AH, necessario € primeiro extrair o biopolimero da cdpsula usando um surfactante ou um
detergente como o Dodecil Sulfato de Sodio (SDS). Esta etapa € complexa porque o surfactante
deve ser adicionado com a intencdo de extrair o maximo de AH possivel, mas deve ser removido
antes da etapa final de purificacdo (ROSSATTO et al., 2023). As demais etapas de purificacdo
podem envolver o uso de solventes como etanol, acetona, propranolol, entre outros, combinadas
com o uso de técnicas de centrifugacdo, precipitacio (JABBARI; BABAEIPOUR,;
SAHARKHIZ, 2023).

Conforme todos estes aspectos apresentados, a AH tem aplicacbes versateis nas
industrias de farmacéutica, cosmética e alimentos. Por exemplo, 0 AH com peso molecular
superior a 10 kDa é muito utilizado em tratamentos cosméticos e ortopédicos, enquanto o AH
inferior a 5 kDa pode inibir a inflamacdo e promover a angiogénese. Além disso, o AH foi
autorizado como ingrediente alimentar nos Estados Unidos, Canada, China, Japao, Coreia do
Sul, Itélia e Bélgica (ZHANG et al., 2023).

No entanto, para a imobilizacéo de S. zooepidemicus ainda hd uma escassez de estudos,
0 que torna pesquisas como estas inovadoras, servindo como uma alavancagem para novos
rumos da biotecnologia.

Neste contexto, este trabalho foi conduzido com o objetivo de imobilizar o
microrganismo Streptococcus zooepidemicus ATCC 39920 em espuma de poliuretano
otimizando as condicdes de bioproducdo de &cido hialurdnico, realizar a caracterizacdo do
produto obtido e avaliar a estabilidade operacional e de armazenamento e a potencialidade de

aplicacdo em creme cosmético.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/angiogenesis
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Imobilizar o microrganismo Streptococcus zooepidemicus ATCC 39920 em espuma de

poliuretano para a producéo de acido hialurénico (AH).

2.2. Objetivos especificos

- Otimizar o carregamento de biomassa para a formulacdo da espuma;

-Avaliar a morfologia da espuma de poliuretano livre e imobilizada utilizando a
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV);

- Avaliar a capacidade de producéo de Acido Hialuronico do imobilizado;

- Otimizar as condigdes operacionais (temperatura, agitacao e aeragdo) da bioproducao;

- Avaliar o consumo de carbono e nitrogénio durante o cultivo;

- Avaliar a estabilidade operacional do imobilizado;

-Avaliar a estabilidade de estocagem do imobilizado em temperatura ambiente (25 + 2
°C) e resfriamento (= 4 °C);

-Recuperar o &cido hialuénico;

-Realizar a caracterizacdo da morfologia (MEV), grupamentos funcionais (FTIR),
degradacéo térmica (DSC e TGA), e bioldgica (citotoxicidade e capacidade antimicrobiana e
antioxidante) do hialuronato de sodio;

- Formular creme cosmético com adicédo de acido hialoronico bioproduzido.
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ESTRUTURA DO ESTUDO

O presente estudo foi dividido em capitulos de acordo com os assuntos abordados. Ao
final do trabalho sera apresentada uma concluséo geral de todo o trabalho realizado, bem como
sugestBes para trabalhos futuros, referéncias bibliogréaficas utilizadas em todo o trabalho e
apéndices.

e Capitulo 1. Apresenta revisdo da literatura com énfase ao &cido hialurénico, onde
abrange desde sua descoberta, estrutura quimica, producgdo, aplicacdes e purificacdo
(artigo publicado);

e Capitulo 2. Apresenta revisdo da literatura com énfase na imobilizacéo celular;

e Capitulo 3. Imobilizacdo de células de S. zooepidemicus em espuma de poliuretano
flexivel para a bioproducéo de acido hialurénico;

e Capitulo 4. Purificacdo e caracterizagdo fisica e bioldgica do hialuronato de sddio;

e Capitulo 5. Elaboracéo e caracterizacdo de creme cosmético contendo &cido hialurdnico
produzido por Streptococcus zooepidemicus ATCC 39920;

e Considerag0es finais;

Para melhor compreensdo da pesquisa, a Figura 1 apresenta um diagrama simplificado

da sequéncia de etapas envolvidas no presente estudo.

Figura 1- Fluxograma das etapas experimentais realizadas no presente estudo.

‘ Produgdo de biomassa de Streptococcus zooepidemicus ‘

!

Imobilizacio de Streptococcus zooepidemicus
em espuma de poliuretano

1

Diferentes formulacdes (4, 6. 8 ¢ 10 g de
biomassa de Strepfococcus zooepidemus)

!

‘ Definicdo da melhor condicdo de imobilizacdo ‘

U

DCCR | Avaliacio de diferentes condigdes operacionais (temperatura, — Avaliagdo do consumo de
agitacdo e aeracdo) Carbono e Nitrogénio (COT)

Andlise morfolégica ]

I::>| Avaliagio da bioprodugido de AH
doimobilizado

Temperatura ambiente +- 25 °C |

4’( Estabilidade de estocagem do imobilizado ‘

4>| Estabilidade operacional do imobilizado | {

Refrigeracdo +- 4 °C |

4% Recuperacdo e purificacio do AH ‘

[ | ]
‘ Caracterizacio fisica (MEV, FTIR,DSC, TGA) | ‘ Aplicacio em creme | Avaliagio das propriedades bioldgicas
(citotoxicidade e capacidade antimicrobiana e
antioxidante)

Fonte: O autor (2024).
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CAPITULO 1: ACIDO HIALUONICO- DA PRODUCAO A APLICACAO: UMA
REVISAO

A revisdo bibliografia apresentada aqui corresponde ao review publicado no periddico

Biointerface Research in Applied Chemistry (Figura 1.1) sobre o tema desta tese.

Figura 1.1- Cabecalho do artigo publicado no periodico Biointerface Research in Applied

Chemistry sobre o assunto Acido Hialurdnico.
Biointerface Research in Applied Chemistry

Article
Volume 13, Issue 3, 2023, 211
n.ore/10.33263/BRIAC 2]

Hyaluronic Acid — from Production to Application: A
Review

Diane Rigo '@, Leonardo M. da Silva '®, Bruno Fischer '@, Rosicler Colet '®,
Rogério M. Dallago '@, Jamile Zeni '+ ©@

! Department of Food Engineering, URI — Erechim, Av. 7 de Setembro, 1621, CEP 99709-910, Erechim — RS, Brazil
* Correspondence: jamilezeni@uricer.edu.br (1.Z.);

S \uthor ID

Received: 16.04.2022; Accepted: 16.05.2022; Published: 5.06.2022

Fonte: O autor (2023).
RESUMO

O é4cido hialurénico (AH) era tradicionalmente obtido por extracdo de fontes animais,
especificamente de cristas de galo. No entanto, este método de obtencdo tem varias
desvantagens. Portanto, o nimero de pesquisas tem aumentado, e diversas linhagens
microbianas tém sido estudadas para a sintese de AH. Nesta revisdo foram abordadas as
caracteristicas do AH; os microrganismos envolvidos na produgdo de AH; as operagdes para
recuperacdo e purificacdo de AH e as aplicacGes do AH. Diversas espéecies de microrganismos
sdo capazes de produzir AH, principalmente Streptococcus zooepidemicus, que pode produzir
até 7 g/L em condicOes ideais de cultivo. O meio de cultura, assim como as condicGes
ambientais (pH, temperatura, aeracdo, agitacao), sdo fatores que influenciam diretamente na
producdo de AH, podendo reduzi-la ou maximizé-la. Em relacdo aos metodos de recuperacdo
e purificacdo, varias técnicas em sequéncia sao utilizadas envolvendo a precipitacdo do AH do
caldo de fermentacdo, geralmente utilizando repetidamente solventes organicos, surfactantes,
centrifugacdo, separacdo por membrana, entre outros. As fun¢des do AH abrangem diversas
areas como farmacéutica, médica e estética, entre outras, fazendo com que a demanda comercial
por esse biopolimero aumente a cada ano, justificando pesquisas envolvendo sua bioproducao.
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Palavras-chave: biopolimero; hialuronano; bioproducdo; Streptococcus zooepidemicus;
engenharia metabdlica.

1.1. Introducéo

O écido hialurdonico (AH) é um polimero natural que pertence a um grupo de
heteropolissacarideos encontrados em diversos tecidos humanos e animais e por meio de fontes
microbianas (GRACA et al., 2020). Suas caracteristicas estruturais e propriedades fisicas,
quimicas e bioldgicas permitem que seu uso seja amplo e abranja diversas areas, principalmente
farmacéutica, médica, odontoldgica e biomédica (GUPTA et al.,, 2019; AL-KHATEEB;
OLSZEWSKA-CZYZ, 2020).

Tradicionalmente, o AH ainda é obtido a partir de extracGes de origem animal, mais
especificamente de cristas de galo. No entanto, devido a complexidade da matriz, que consiste
em um emaranhado de glicosaminoglicanos ligados a proteinas, 0 processo necessario para sua
extracdo e purificagdo é caracterizado pela complexidade e severidade das etapas envolvidas,
desestimulando sua producdo (CHAHUKI et al., 2019). Assim, a producdo de AH por
microrganismos surge como uma alternativa a substituicdo da via tradicional, que também pode
aumentar a producdo por meio de abordagens de engenharia metabolica e biologia sintética.
Inicialmente, verificou-se que cepas selvagens de Streptococcus sp, como S. zooepidemicus, S.
thermophilus, S. pyrogenes e S. equisimilis sintetizam precursores de AH. Destes, nas Gltimas
3 décadas, 0 S. zooepidemicus tem estado no centro da industria de producdo de AH devido aos
seus excelentes resultados (MOHAN et al., 2019). Nos Gltimos anos, por meio de modificactes
genéticas, outras cepas, como Escherichia coli, Lactococcus lactis, Bacillus subtilis,
Agrobacterium sp. e Corynebacterium glutamicum, também comecaram a ser estudadas como
possiveis produtoras de AH (SUNGUROGLU et al., 2018).

Além disso, a sintese microbiana de AH permite a utilizacdo de uma ampla variedade
de meios de bioprodugdo, que devem apresentar um equilibrio entre os teores de carbono,
nitrogénio e sais, para que ndo haja deficiéncia ou excesso dos mesmos, prejudicando a
desenvolvimento da microbiota e consequentemente a producdo de AH. Outros fatores como
pH, temperatura, agitacdo e aeracdo também devem ser levados em consideracdo, pois cada
microrganismo possui suas necessidades nutricionais e condi¢cdes ambientais para manter suas
necessidades fisiologicas funcionando adequadamente (ARSLAN; AYDOGAN, 2021). Em
relacdo ao processo de producéo, as etapas de separacgéo e purificacdo, normalmente realizadas
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através da combinacdo sequencial de diferentes métodos, devem ser consideradas, garantindo
assim a seguranca e qualidade final do biopolimero (CAVALCANTI et al., 2020).

Nesse contexto, o objetivo desta revisao € servir de embasamento teorico para futuros
estudos sobre a producéo de acido hialurdnico por microrganismos, sendo os tépicos abordados
caracteristicas do AH; microrganismos utilizados na produgdo de AH; operagdes para
recuperacdo e purificagdo de AH, bem como aplica¢des de AH, por meio de bancos de dados

online disponiveis.

1.2. Materiais e Métodos

Foi realizada uma revisdo de literatura nas principais bases de dados abertas (Scielo,
ScienceDirect, tendo como descritores acidos hialurdnicos; propriedades fisicas, quimicas e
bioldgicas; producdo de AH, incluindo fonte animal e fonte microbiana; recuperacdo e
purificacdo de AH, em portugués e inglés, considerando os artigos publicados nos ultimos 15

anos.

1.3. Resultados e discussao

1.3.1. Acido hialurénico: estrutura e constituicdo quimica

O primeiro estudo sobre AH data de 1880, quando o cientista francés Portes observou
que a mucina do corpo vitreo era diferente de outros mucoides na cornea e na cartilagem e a
chamou de “hialomucina”. Em 1934, Karl Meyer e John Palmer isolaram pela primeira vez um
glicosaminoglicano (GAG) do humor vitreo do olho bovino, chamando-o de “acido
hialurénico” (derivado do acido hialdide [vitreo] e urdnico). O primeiro AH de grau
farmacéutico foi produzido em 1979 pela Balazs através de sucessivas etapas de extracdo e
purificacdo de favos de galo e cordao umbilical humano, estabelecendo assim uma base para a
producdo industrial de AH. A nomenclatura foi alterada em 1986 para “hialuronano”,
confirmando a nomenclatura deste polissacarideo, descrito como uma biomolécula Unica com
diferentes funcdes biologicas, atribuidas as suas propriedades fisico-quimicas e suas interagoes
especificas com ceélulas e matriz extracelular. Posteriormente, foi confirmada a presenca de
acido hialurénico em outros 6rgdos (articulacdes, pele, crista de galo, corddo umbilical, entre
outros) e tecidos (conjuntivo, epitelial e nervoso) (FALLACARA et al., 2018; GUPTA et al.,
2019).
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O hialuronano é um polimero linear de glicosaminoglicano (GAG) com unidades
repetidas de B-1,3-N-acetil glucosamina e acido B-1,4-D-glucurdnico ligados entre si (Figura
1.2) (GUNASEKARAN; GOWDHAMAN; PONNUSAMI, 2020). Quando ambos os agucares
estdo na configuracdo Y, as hidroxilas, o grupo carboxilato e o carbono anomérico no agucar
adjacente estdo em posicBes equatoriais estericamente favoraveis ao mesmo tempo, todos 0s
atomos de hidrogénio ocupam as posi¢des axiais menos favoraveis. 1sso torna a estrutura do
AH energeticamente muito estadvel e, devido ao carater aniénico da molécula, torna-se
altamente hidrofilica (GALLO et al., 2019).

AH é o Unico GAG que ndo € sulfatado e ligado a proteinas. Geralmente é composto
por 100 a 20.000 unidades de repeticdo e possui peso molecular entre 105 e 108 Da,
diferentemente de outros GAGSs, que sdo menores (ABDALLAH et al., 2020). Dependendo da
fonte, o peso molecular do AH pode variar. Por exemplo, o &cido hialurénico derivado de
animais tende a ter pesos moleculares elevados (até 20.000 kDa). Por outro lado, os AHs

bacterianos tendem a ter um peso molecular menor, entre 1.000 e 4.000 kDa.

Figura 1.2- Estrutura quimica do &cido hialurénico.

Fonte: O autor (2023).

O AH é um componente onipresente de todos os tecidos e fluidos do corpo humano. No
entanto, € mais abundante na pele (50%), onde participa na cicatriza¢éo de feridas. Além disso,
0 AH ¢ essencial para manter a umidade e regular a pressdo osmdtica da pele, reter grandes
quantidades de agua e reduzir rugas (MIHAJLOVIC et al.,, 2022). O AH ¢ sintetizado
extracelularmente por seis glicosiltransferases conhecidas como hialuronano sintases (HASS).
Em células de mamiferos, HASs podem aparecer em trés isoformas (HAS1, HAS2 e HAS3)

que diferem em atividade catalitica ou tipo de célula. A isoforma mais expressiva nos
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queratinocitos é a SAH2, caracterizada por sua producdo diminuir com o envelhecimento da
pele (LEE et al., 2011).

Devido as suas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, em 1950, o AH passou a ser
comercializado em escala industrial como insumo/aditivo para diversos produtos,
principalmente ligados a formulacGes destinadas as areas médica e cosmética. As principais
fontes precursoras utilizadas para obté-lo foram os corddes umbilicais, vitreos bovinos e,
principalmente, cristas de galo, que se destacam por sua concentracdo atual, com uma
quantidade de aproximadamente 7,5 mg/g (GUNASEKARAN; GOWDHAMAN;
PONNUSAMI, 2020).

O alto consumo de AH, associado a falta de sua principal matéria-prima (crista de galo),
além da possivel contaminacdo com endotoxinas animais que causam efeitos indesejaveis na
forma de respostas imunes e alergias, sdo fatores que desencadeiam o aumento da procura por
fontes e, principalmente, por formas alternativas de obtencéo de AH. Nos ultimos anos, uma
dessas alternativas estudadas tem sido a via microbiolégica (CHAHUKI et al., 2019).

Nesse contexto, destaca-se a producdo por fermentacdo bacteriana a partir de S.
zooepidemicus, bactéria conhecida por causar infeccdo em muitos animais, como cavalos,
vacas, coelhos, porcos, cées e gatos, mas raramente em humanos. O interesse da comunidade
cientifica por esta bactéria, e principalmente por sua aplicacdo na producdo de AH, vem
crescendo nos ultimos anos (Figura 1.3) e deve-se principalmente ao processo de producao
(producéo, extracdo/purificacdo), cuja escalabilidade é facilmente demonstrada, e a qualidade
do AH obtido (GUNASEKARAN; GOWDHAMAN; PONNUSAMI, 2020).
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Figura 1.3- Publicacbes de artigos de pesquisa e revisdes bibliograficas no Science Direct
referentes as palavras-chave “acido hialurdnico”, “hialuronan” e “Streptococcus

zooepidemicus” no periodo de 2010 a 2020.
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Fonte: O autor (2023).

E possivel observar um aumento no nimero de artigos aproximadamente 3 vezes em
um periodo de 10 anos em relagdo ao “acido hialurénico”. No entanto, em rela¢ao as palavras-
chave "hyaluronan™ e "Streptococcus zooepidemicus", o nimero de artigos apresentou poucas

alteragBes nesse mesmo periodo.

1.3.2. Propriedades: fisicas, quimicas e bioldgicas

As propriedades fisicas, fisico-quimicas e bioldgicas do AH estdo diretamente ligadas
ao seu peso molecular. Pesos moleculares de 0,4 a 4,0 kDa permitem que ela atue como indutora
de proteinas de choque térmico e como propriedade nao apoptotica. Polissacarideos com peso
molecular de 6 a 20 kDa tém atividades imunoestimuladoras, angiogénicas e flogéticas. O acido
hialurdnico com peso molecular de 20 a 200 kDa participa de processos bioldgicos como
desenvolvimento embrionario, cicatrizacdo de feridas e ovulagdo. Em contraste, o acido
hialurdnico de alto peso molecular (>500 kDa) tem atividade antiangiogénica e pode funcionar
como um preenchedor de espago natural e imunossupressor. O aumento do peso molecular e da

concentracdo nas solugdes polimericas leva ao reforco da rede tridimensional do polimero e,
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consequentemente, resulta no aumento da viscosidade e viscoelasticidade da solugdo. Em
alguns casos, por exemplo, no processo de eletrofiacdo, peso molecular, concentracdo e
viscosidade sdo os principais parametros considerados na obtencao de nanofibras (SNETKOV
et al., 2020). Alem disso, o AH pode ter alta capacidade de retencdo de umidade, alta
biocompatibilidade e propriedades higroscépicas, proporcionando ao AH a capacidade de atuar
como lubrificante, amortecedor, estabilizador da estrutura articular e regulador da resisténcia
ao fluxo do equilibrio hidrico (GUPTA et al., 2019). Devido a sua estrutura quimica, o AH é
facilmente modificavel e maleavel em termos de manuseio, 0 que permite a criacdo de
diferentes formas fisicas, tornando-o extremamente versatil em termos de aplicagdes.

Cada uma dessas formas tem seu nicho e aplicagdo, como:

» Formagdo de hidrogéis: quando usados como base para hidrogéis, formam redes de
cadeias interconectadas. Para melhorar as funcdes de reticulacdo, ligagdes covalentes devem
ser feitas.

O acido hialurdnico possui dois grupos funcionais (COOH e OH) que influenciam o tipo
de reticulador usado para modificar a matéria. O grupo carboxilico pode ser modificado, por
exemplo, pela adicdo de N-hidroxisuccinimida. O grupo hidroxila pode ser reticulado por
glutaraldeido, por exemplo. No entanto, 0 método de reticulacdo covalente requer reagentes
biologicamente hostis que ndo sdo adequados para células e tecidos. Comparado ao &cido
hialurdnico original, o tipo reticulado, usado principalmente na engenharia de tecidos, apresenta
mecanica mais robusta e € menos suscetivel a degradacdo enzimatica. A cinética de gelificacéo
deve ser rapida o suficiente para fins de engenharia de tecidos para permitir 0 encapsulamento
no material celular/gel (KAZEMZADEH et al., 2020). Esses materiais podem ser considerados
favoréveis para uso tanto na industria farmacéutica quanto na area biomédica.

Suas aplicacdes podem atuar como carreadores de drogas (CHEN et al., 2013).

»  Solucdes viscoelasticas: devido aos seus altos pesos moleculares, suas solugdes podem
ser extremamente viscosas e apresentar propriedades de escoamento ndo newtonianas

(HUI et al., 2019). O alto volume ocupado por suas cadeias poliméricas, em sua maioria

ligadas a agua, confere flexibilidade ao acido hialurénico, contribuindo para constantes

mudancas estruturais (SILVER et al., 2019). As solugdes viscoelasticas de AH sdo
excelentes para simular o liquido sinovial encontrado nas articulagdes, cujas
propriedades viscoelasticas naturais podem ser atribuidas a concentracdo de &cido
hialurénico presente nelas. No entanto, essas solucdes ndo possuem integridade
mecanica duradoura (DOVEDYTIS; LIU; BARTLETT, 2020).
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« Andaimes a base de AH sdo estruturas de suporte temporarias que ajudam a promover
o0 crescimento interno de células e tecidos por meio de estruturas biodegradaveis, como
hidrogéis. Eles estdo sendo amplamente utilizados na industria médica para varios fins
terapéuticos, como aplicacdes em tecido 0sseo, preenchimento de espacos, reparo de
tecido nervoso e cerebral, distribuicdo de células e regeneragdo muscular (ERICKSON
etal., 2018). Certos critérios devem ser atendidos por essas estruturas, como a superficie
do scaffold deve permitir adesdo e crescimento celular; deve ser biocompativel, ndo
deve promover inflamacgéo ou resposta imune e a degradacédo da superficie do scaffold
ndo deve produzir produtos toxicos; o andaime deve ter as propriedades fisicas e
mecanicas do tecido original que esta tentando imitar; a porosidade da estrutura deve
ser suficiente para permitir o crescimento celular e a difusdo de nutrientes (ZAMBONI
etal., 2017).

» Nanoparticulas AH (NPs-AH): na medicina, as nanoparticulas sdo inovacdes
nanotecnolégicas que visam diagnosticar, tratar ou prevenir doencas (KRISHNAN et
al.; (2022). O AH e seus derivados tém sido extensivamente investigados no projeto de

carreadores de drogas pela industria farmacéutica (YU et al., 2020).

Relatos mostram que esse biopolimero pode se ligar a receptores CD44, considerados
superexpressos em células malignas com alta mobilidade e capacidade invasiva por meio de
ligacOes de hidrogénio. Assim, nanoparticulas a base de AH podem ter um tecido tumoral alvo
especial, sendo capazes de se automontar contendo varios nacleos hidrofébicos e uma camada
externa hidrofilica de AH. Além disso, NPs-AH demonstra melhor acumulo no local do tumor
em comparacdo com derivados de AH sollveis em dgua (ZHONG et al., 2015).

Além de fornecer propriedades mecanicas e fisico-quimicas interessantes para os tecidos,
0 AH também desempenha importantes funcGes biolégicas como molécula sinalizadora e €
facilmente degradado em fragmentos bioativos (GALLO et al., 2019). Nesse contexto, diversas
modifica¢fes quimicas podem ser realizadas para aumentar sua estabilidade estrutural. Essas
modifica¢fes visam os grupos funcionais de acido carboxilico da por¢éo de &cido glicurénico
da hidroxila da porcdo de N-acetilglucosamina. Os grupos de &cido carboxilico podem ser
modificados por amidagdo, condensacdo de Ugi ou formacdo de éster, enquanto 0S grupos
hidroxila podem ser modificados por formacdo de éter, formacdo de hemiacetal usando
glutaraldeido, formacé&o de éster, formacdo de carbamato ou oxidacéo.

Esses derivados de AH podem ser reticulados quimicamente por ligagbes covalentes,

fisicamente reticulados usando interacdes ndo covalentes ou combinados com ambos o0s
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métodos. O processo de reticulacdo leva a formacdo de uma rede 3D capaz de reter grandes
quantidades de &gua; ou seja, formam um hidrogel com propriedades semelhantes as dos tecidos

bioldgicos, o que resultara em excelente biocompatibilidade (ZAMBONI et al., 2018).

1.3.3. Aplicagdes

As funcdes in vivo e aplicacGes industriais do AH estdo diretamente relacionadas as suas
propriedades viscoelasticas e pseudoplasticas com base no peso molecular do polimero
(YASSER, MOHAMED, KOBEASY, 2018). Por exemplo, o AH de baixo peso molecular,
também chamado de oligoacido hialurdnico, possui atividade antioxidante superior ao AH de
massa molar convencional.

Considerando gque pode ser obtido com diferentes pesos moleculares, este produto esta
sendo comercializado tanto para uso em produtos farmacéuticos (tratamento de olho seco,
osteoartrite, osteogénese, cicatrizacdo de feridas) quanto em cosméticos (preenchimentos
dérmicos) (GUNASEKARAN; GOWDHAMAN; PONNUSAMI, 2020). Sua capacidade
antioxidante sugere que pode ser utilizado como suplemento em sucos e iogurtes, visando

reduzir o nimero de radicais livres presentes no organismo (GUO; YIN; CHEN, 2018).

1.3.4. AH na matriz extracelular

Quando em solucBes fisioldgicas, ocorrem repulsdes mdtuas entre seus grupos
carboxilicos, fazendo com que o AH inche, formando uma rede hidratada com excelente
plasticidade. Quando introduzido na matriz celular dos tecidos conjuntivos moles, o AH
desempenha um papel importante na minimizacéo dos efeitos do envelhecimento por meio de
sua acdo lubrificante, tamponamento osmotico e preenchimento de espacos, como distarbios
ortopédicos, sindrome do olho seco e, principalmente, flacidez da pele (ZAMBONI et al.,
2018).

Destes, o resultado estético proporcionado pelo preenchimento de tecidos moles com
AH reticulado ou estabilizado, que leva a eliminacdo de rugas, além de permitir a modelagem
do contorno facial, é responsavel pela maior demanda comercial por AH, principalmente em
baixo peso molecular (aproximadamente 105 Da). E utilizado em diversas formulagbes

cosmeticas de uso topico para melhorar a hidratacdo dos tecidos (GALLO et al., 2019).
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1.3.5. AH no processo de cicatrizagdo

Segundo Dovedytis, Liu e Bartlett (2020), o processo de cicatrizacdo é dividido em
quatro fases principais: hemostasia, inflamatoria, proliferacdo e maturacdo. Portanto, a
aplicacdo do &cido hialurénico se deve principalmente ao seu papel durante esses processos.

O AH fornece duas fun¢Ges muito importantes durante a cicatrizacdo de feridas como
parte da proliferacdo e migracdo celular. Primeiro esse biopolimero fornece uma estrutura
temporaria nos estagios iniciais da ferida. Essa estrutura ajuda a facilitar a difusdo de
suprimentos nutricionais e ajuda a livrar a ferida dos residuos do metabolismo celular. Em
segundo plano, o AH esta intimamente envolvido na proliferacdo e migracao dos queratindcitos
(tipo de célula da epiderme ou camada mais externa da pele). Essa estrutura temporaria é
substituida a medida que a ferida amadurece pela adicdo de proteinas proteoglicanas e
moléculas de coldgeno. Além dessas fungdes, por ser uma macromolécula higroscopica, é
altamente osmotica, permitindo o controle da hidratacdo durante os periodos de reparo de
feridas e processos inflamatoérios associados. A sua presenca em niveis elevados durante este
processo é relevante para a proliferacdo e migracdo celular. A medida que o tecido de
granulacdo amadurece, o AH é degradado e, a medida que os niveis caem, mais moléculas de
proteina sdo produzidas. As proteinas se ligam ao AH para tornam-se proteoglicanos e
continuam o processo de cicatrizacdo para aumentar a resiliéncia do tecido. Essas moléculas
sdo capazes de absorver até 3.000 vezes seu peso em agua e sao, portanto, um importante agente
umectante para o tecido (VOIGT; DRIVER, 2012).

Foglarové et al., (2016) desenvolveram filmes a base de AH para aplicacdes biomédicas.
Os filmes produzidos apresentaram superficie lisa e homogénea e foram preparados a base de
ésteres de palmitol, um material insolivel em agua. Com base na caracterizacdo, o filme
manteve o peso molecular do polimero utilizado e mostrou-se ndo citotoxico, possuindo grande
potencial de aplicacdo em diversas areas da biomedicina, incluindo seu uso na engenharia de
tecidos para cicatrizagéo de feridas.

Os geis de AH apresentam boa capacidade de absorcéo e histocompatibilidade, por isso
sdo frequentemente utilizados para prevenir aderéncias teciduais pos-operatorias, separando a
superficie tecidual durante o reparo de feridas teciduais, como o endomeétrio, prevenindo
aderéncias e formacdo de tecido fibroso, alem de inibir a migracdo e a fagocitose de

granuldcitos e a deposicéo de plaquetas (FEI et al., 2020).
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1.3.6. AH nos processos de inflamagao e metastase tumoral

Suas funcbes incluem mediar a migracdo, adesdo, proliferacdo, sinalizacdo e
diferenciacdo celular, atividade imunorreguladora, anti-inflamatoria, antioxidante e
antienvelhecimento. Também pode ser utilizado como principal matéria-prima para a
construcdo de bases de biomateriais na engenharia de tecidos e promogéo da diferenciacéo de
células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo em células produtoras de insulina.
Além disso, estudos mostraram que 0 AH pode aumentar a secrecdo de insulina pela linhagem
de células B pancredticas HIT-T15, sugerindo que o acido hialurénico pode ser um potencial
regulador da diferenciacdo de células-tronco que pode tratar o diabetes tipo 1 (LUO et al.,
2019).

Existem dois receptores comuns de superficie celular que interagem com moléculas de
AH. Eles sdo chamados de CD44 e RMMAHA (receptor para motilidade mediada por acido
hialurénico). O comprimento da cadeia de polissacarideos desempenha um papel crucial no
efeito; em particular, pequenos oligbmeros de AH, emergentes devido a atividade de
hialuronidase (HYAL), tém uma atividade bioldgica extraordinariamente alta. Por exemplo,
moléculas de AH de alto peso molecular suprimem a angiogénese, enquanto pequenos
fragmentos estimulam o mesmo processo. Existem muitos outros exemplos de impactos
opostos, dependendo do comprimento da cadeia. Sabe-se também que pequenos fragmentos de
AH participam de processos de inflamacao e metastase tumoral por meio da interagdo com 0s
receptores supracitados, gerando um atrativo ponto de partida para a modificacdo quimica
estrutural de moléculas de AH para investigar alteracfes na atividade biolégica ou geracao de
novas propriedades devido a uma alteragdo na estrutura e comportamento secundario/terciario
do polieletrolito (MENDE; NIEGER; BRASE, 2017). Esta biocompatibilidade,
biodegradabilidade, caracteristicas de direcionamento ativo e a estrutura quimica facilmente
modificada do AH o torna amplamente utilizado em véarios métodos de tratamento do cancer
(HUANG et al., 2019).

A Tabela 1.1 apresenta alguns estudos com aplicacdes de AH em diferentes areas e

diferentes fungdes.



35

Tabela 1.1- Estudos envolvendo aplicaces de AH em diferentes areas e diferentes funcgdes.

Area Aplicacdo de AH

Referéncia

Fibras eletrofiadas carregadas com AH para aplicagdes de curativos
e cicatrizagdo de feridas

GUQ; YIN; CHEN,
(2018); CHANDA
etal., (2018)
HUSSEIN et al.,
(2020)

Nanomedicamentos a base de AH para tratamento de cancer

KIM et al., (2019);
SU et al., (2021)

Aplicacdo de &cido hialurénico na regeneragéo 6ssea

WEN et al., (2020)

Injecdo de AH para regeneracdo da papila;
Cobertura de implante dentario com HA para melhorar sua
osseointegracao;

Mistura de AH com material de enxerto 6sseo sintético;
Cobertura de area cirurgica (de dentro e de fora) por AH para
melhorar e acelerar o processo de cicatriza¢éo do tecido;
Uso de AH ap6s raspagem e planejamento radicular como uma
terapia adjacente para periodontite;

Aplicacéo topica de AH para tratamento de Ulceras orais;
Uso de AH como um adjacente aos tratamentos de gengivite e peri-
implantite;

Uso de AH como um adjacente ao tratamento ndo cirdrgico da
recessdo gengival;

Misturar AH com fibrina rica em plaquetas, plasma e fatores de
crescimento para melhorar os resultados gerais;

Usado como um carreador de drogas de tamanho nano;

HA como matriz para encapsular células-tronco e moléculas de
sinalizac&o para reconstrucdo da articulagdo temporomandibular,
glandulas salivares, polpa dentaria, osso dentario, esmalte, canal
radicular e mucosa.

Matriz de microagulhas a base de acido hialurdnico

Meédica;
Farmacéutica;
Odontoldgica;

Biomédica

ZHAI et al., (2020)
SAHA; RAI,
(2021)

Uso como colirio;
Inje¢Bes de AH intra-articular como opg&o de tratamento de
osteoartrite;
Preenchimento de gengivas, labios e cicatrizagdo de feridas

HUYNH;
PRIEFER, (2020)

Filme fino feito da mistura de colageno, acido hialurdnico e
quitosana reticulado com amido dialdeido

SIONKOWSKA,;
MICHALSKA-
SIONKOWSKA;
WALCZAK,
(2020)

Formacéo de hidrogéis para aplica¢es biomédicas e na engenharia
de tecidos

PANDIT;
MAZUMDAR;
AHMAD, (2019);
LARRANETA et
al., (2018);
MENDES et al.,
(2021); XU etal.,
(2021);
BENINATTO et
al., (2019)

AH para preenchimento dérmico na rea periocular

MURTHY; ROOS;
GOLDBERG,
(2019)

AplicacGes do &cido hialurénico em oftalmologia e lentes
de contato

CHANG et al.,
(2021)

Aplicacdo de AH como carreador de drogas para liberagcdo
sustentada

HUANG et al.,
(2019)
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Rejuvenescimento facial BILLON;
HERSANT;

MENINGAUD,

(2017)

Sintese de pontos fluorescentes de carbono (CDs) usando

Ambiental e acido hialurénico como fonte de carbono e aplicacdo para ZHONG et al.,

Quimica deteccdo seletiva de ions Fe 3+ e 4cido folico (2019)
Alimenticia Propriedades de formacéo de filme e gelificacdo para embalagens GL'}/:I\?IRAARDAIES

comestiveis SAHIN, (2021)

Fonte: O autor (2023).

Como apresentado na Tabela 3, as aplicagcdes do AH sdo inimeras e em multiplas areas
(odontoldgica, médica, alimenticia, cosmética, etc). No entanto, é notoria a utilizacdo deste

glicosaminoglicano principalmente nas areas da odontologia, médica e procedimentos estéticos.

1.3.7. Producéo/obtencéo de AH

O mercado global de produtos baseados em AH, estimado em cerca de US$ 8,3 bilhdes
em 2018 deve superar os US$ 15 bilhdes até 2026. Dependendo da aplicagéo, o valor do AH e
seus derivados variam de US$ 2.000 a 60.000 por kg (GUNASEKARAN; GOWDHAMAN;
PONNUSAMI, 2020). Essa enorme diferenca de preco deve-se principalmente a elevada pureza
exigida, principalmente pelas aplicacdes médicas e, em menor grau, ao peso molecular exigido
por essas aplicacfes. A producdo de HA estd crescendo, particularmente na China, onde as
vendas devem atingir um volume de 613 toneladas até o final de 2022. A titulo de comparacéo,
a producdo de HA no inicio dos anos 2000 foi estimada em 10-20 toneladas/ano para aplicaces
oftdlmicas, cosméticas e dietéticas, e menos de 1 toneladas/ano para aplica¢Ges de grau médico
(FERREIRA et al., 2021).

Essa grande demanda comercial exige que os processos de producdo de AH sejam
otimizados para se obter produtos que atendam a elevados padrées de qualidade, associados a
rendimentos e custos acessiveis. Tanto a fonte quanto o processo de purificacdo colaboram para
determinar as caracteristicas do AH produzido em termos de pureza, peso molecular,
rendimento e custo, o que representa um grande desafio no campo da pesquisa aplicada ha
hialuranos de alta qualidade e elevado rendimento utilizando métodos menos dispendiosos
(FALLACARA et al., 2018).

1.3.7.1.0rigem animal
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Segundo Yao et al. (2021), durante o periodo de 1930, o AH foi isolado de forma
sucessiva de uma grande variedade de diferentes tecidos de animais. A primeira vez que o AH
foi obtido com um elevado grau de purificacdo, bem como apresentando um elevado peso
molecular foi de corddo umbilical e crista de galo, sendo esta extracdo realizada por Endre
Balazs, tornando-se entdo um dos produtos mais aplicados em cirurgia oftalmica.

A obtencdo de AH de fontes animais, principalmente de cristas de galo e humor vitreo
bovino baseiam-se na extracdo com solventes, com posterior precipitacdo e lavagens como
tratamentos finais da extracdo. Anteriormente os solventes de extracdo eram compostos por
misturas de cloroférmio e dgua, no entanto, foram substituidos por misturas ambientalmente
mais amigaveis de agua e etanol ou acetona. Ap6s o processo de extracao, as solu¢des contendo
AH sdo submetidas a tratamentos subsequentes, envolvendo a remogéo bacteriana e posterior
separacdo das cadeias proteicas ligadas a estrutura do AH, utilizando para isso bactericidas e
enzimas proteoliticas, respectivamente (CAVALCANTI et al., 2020).

As desvantagens dos métodos de extracdo oriundos de tecido animal podem ser
resumidas da seguinte forma: disponibilidade limitada de tecidos animais; 0 processo de
extracdo é extremamente complicado; pode gerar impacto ambiental; a taxa de extracdo da
producdo de AH é baixa e o controle de qualidade ndo é confiavel. Segundo Badri et al. (2018),
todos estes fatores contribuem como limitadores no emprego do método de extracao de tecidos
animais para a producédo comercial do AH em grande escala.

1.3.7.2.Fonte microbiana

Os microrganismos desempenham um importante papel econdmico nos processos
metabolicos e bioquimicos que incluem reacdes que vdo desde a producdo de enzimas até
biopolimeros (SOMAN et al.,, 2020). As investigaces sobre a producdo de AH por
fermentacdo microbiana comecaram a aparecer na década de 1980 e evoluiram rapidamente nas
ultimas décadas (YAO et al., 2021). Esse aumento da producédo se deve a algumas vantagens,
como evitar o risco de infeccdo viral cruzada de espécies, purificacdo mais eficiente, menores
custos de producdo e maiores rendimentos em comparagdo com fontes animais (AMADO et
al., 2016).

Algumas técnicas de producdo microbiana vém sendo desenvolvidas com a intencéo de
se obter um elevado peso molecular por meio do isolamento da capsula que é composta de
polimeros de AH, além de fontes microbianas adequadas (YASSER, MOHAMED,
KOBEASY, 2018).
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A producéo microbiana de AH pode ser afetada de maneira consideravel em funcéo das
condigdes de cultura, incluindo temperatura, pH, taxa de aeracdo, velocidade de agitagéo,
oxigénio dissolvido, tensdo de cisalhamento e tipo de biorreator. Portanto, em varios estudos,

parametros 6timos sobre a producdo microbiana tém sido investigados (GEDIKLI et al., 2018).

1.3.7.3.Cepas microbianas selvagens

Segundo Rohit et al. (2018), diversas cepas microbianas selvagens produzem capsulas
de AH naturalmente, como parte de sua autodefesa contra hospedeiros invasores. Exemplos
destas espécies sdo: Streptococcus zooepidemicus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus
equisimilis, Streptococcus thermophilus e outros organismos, como Pasteurella multocida e
Cryptococcus neoformans. No entanto, a producdo industrial atual de AH é realizada por
espécies de Streptococcus, principalmente o S. zooepidemicus, devido a sua elevada producao
de AH (6 - 7 g.L ) (Tabela 1.2).

Os diferentes resultados obtidos (0,007 até 6,74 g/L) podem estar relacionados a
utilizacdo de diferentes meios de producdo (sintéticos e/ou oriundos de residuos
agroindustriais), a espécie do microrganismo ou ainda a variacdo das condi¢des experimentais
(pH, temperatura, agitacao e aeragéo).

No entanto, dentre os trabalhos encontrados na literatura, referentes ao Streptococcus
zooepidemicus, a faixa de pH e temperatura sdo fatores que ndo variam (entre 6 e 8 e 37°C,
respectivamente), diferentemente da agitacdo, que pode variar de 90 a 500 rpm. A aera¢do

utilizada nos estudos geralmente é de 1 vvm, mas ainda assim pode variar de 0,1 a 2 vvm.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/streptococcus-zooepidemicus
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/streptococcus-pyogenes
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/streptococcus-thermophilus
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/pasteurella-multocida
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cryptococcus-neoformans
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/streptococcus

Tabela 1.2- Producéo de acido hialurénico por via microbiana.

Microrganismo Meio de producéo pH Tem(p g;a;tu ra A?r';?g’;lo A(?/?ﬁso (';‘/E) Referéncia
Streptococcus Soro de leite e hidrolisado de soro de leite; glicose (50 g/L); lactose (50 6.7 37 500 1 4 CHAHUKI
zooepidemicus g/L); extrato de levedura (5 g/L); triptona (15 g/L) ’ etal., (2019)
ATCC 35246 Melago de cana de agUcar e agua de maceracgdo de milho (50 g/L); 6.7 37 500 1 348 ROHIT et

extrato de levedura (5 g/L); Triptona (15 g/L) ‘ ' al., (2018)
Streptococcus Acucar de palma (10,0-50 g/L); fontes diversas de nitrogénio (17,5 7 37 200 1 199 AMADO et
zooepidemicus g/L) ' al., (2016)
MTCC 3523 Glicose em concentracdes variadas (10-60 g/L); extrato de levedura FERREIRA
(10 glL) ! 37 400 DI 3345 qral,, (2021)
Suco de caju; extrato de levedura (60 g/L) 6,5 37 150 2 0,0070 '2:%?2%?7?
Maltodextrina (30 g/L); extrato de levedura (5 g/L) 6,4 37 90 Aﬂz;zg:f) 0,92 PIR(E(?l%t)aI.,
AROSKAR;
Sacarose (20 g/L); caseina hidrolisada (25 g/L); extrato de levedura KAMAT,;
(3.5 g/L) 7 37 400 2 5,10 KAMAT.
(2013)
RANGASW
Glicose (30 g/L); extrato de levedura (10 g/L) 7,2 37 200 1 5 AMY; JAIN,
Streptococcus (2008)
zooepidemicus SHAN:
ATCC 39920 B ADLE"
Glucose (50 g/L); extratq de levedura (20 g/L); solugdo com 7 37 200 DI 0226 RAMACHA
oligoelementos NDRAN
(2013)
Extrato de levedura (variando de 14,65 a 85,35 g/L; melaco de cana WANG et
(variando de 14,65 a 85,35 g/L) 8 37 150 0.5 2,825 al., (2020)
; . YAOetal.,
Glicose (25 g/L); extrato de levedura (60 g/L) 7 37 DI 2 2,5 (2021)
Glicerol (40 g/L) 7 37 1200  0lal 7 P’?Z'\'Oi;""’
Synechococcus sp. Ar enriquecido com CO; (1% (v / v)), sob iluminag&o continua (300 DI 38 DI DI 008 V\(/)E(S;BaITO

PCC 7002

pumol fotons m — 2 s-1)

(2018)
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Streptococcus ZHANG et
zooepidemicus Extrato de levedura (25 g/L); sacarose (70 g/L) 7 37 294 15 6,2 L (2019
WSH-24 al., (2019)
Streptococcus Aeracéo LIU et al
zooepidemicus Amido (5%); glicose (0,5%); extrato de levedura (0,5%) 7 37 220 ¢ | 6,74 2010 B
NJUSTOL natura (2010)
Streptococcus . . .\, .
Jo0epidemicus Glicose (diferentes concentragdes); extrato de levedura (diferentes ; 37 DI DI 138 Z:"Aglocégt
35237 concentragdes) al., ( )
Streptococcus
thermophilus YIT Leite desnatado a 10% DI 42 DI ?’e"l 0,8 IZAWA et
2084 agitacdo al., (2009)
Bacillus subtilis . . KOTRA et
3NA Glicose (30 g/L); extrato de levedura (10 g/L) 7 37 300 DI 0,096 al., (2013)
KUMAR;
Streptococcus JANAKIRA
equisimilus Sacarose; extrato de levedura; extrato de carne bovina 7 37 180 DI 7,16 MAN;
(MK156140) NATARAJ,
(2021)
DI: Dados ndo informados

Fonte: O autor (2023).
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Streptococcus zooepidemicus

InvestigacOes sobre a produgdo de AH por fermentacdo microbiana comecgaram a
aparecer na década de 1980 utilizando o Streptococcus zooepidemicus e evoluiu rapidamente
ao longo das décadas, sendo que este microrganismo foi usado pela primeira vez para producao
comercial durante este periodo e se estende até hoje. No entanto, existem alguns desafios que
persistem no processo de fermentacdo de S. zooepidemicus: a viscosidade do caldo de
fermentacdo aumenta dramaticamente quando o teor de AH atinge acima de 4 g/L, e 0 oxigénio
dissolvido (OD) € reduzido drasticamente, dificultando o acimulo de biomassa e rendimento
de AH; durante o consumo de carbono, a concentracdo de OD cai rapidamente podendo levar
ao acimulo de subprodutos da via anaerdbia, como o lactato (YAO et al., 2021).

Além de reduzir riscos de contaminacéo viral, a producdo de AH microbiano requer um
processamento mais simples, € desprovido de instabilidades, pois ndo depende da sazonalidade
e demonstra menos variacOes de lote. Diante dessas consideracdes, tendo aceitacdo regulatoria
nos EUA e no Reino Unido, a literatura referente a producdo de AH por S. Zooepidemicus
apresenta inimeras tentativas para aumentar a quantidade produzida, incluindo técnicas
convencionais (por exemplo, otimizar o processo de extracdo, adaptar os meios de cultura e
selecionar cepas com alta produtividade de AH) e métodos de engenharia metabolica (ZAKERI,
RASAEE; POURZARDOSHT, 2017).

Como essas bactérias adquiriram a capacidade de sintetizar hialuronano ainda é uma
questdo de debate, mas a bactéria Streptococcus precisa de trés genes diferentes para produzir
a capsula de AH (VIGETTI et al., 2014). Os genes hasA, hasB e hasC sao transcritos em um
operon e codificam &cido hialurénico sintase, UDP-glicose desidrogenase e UDP-glicose
pirofosforilase, respectivamente. (YAO et al., 2021).

1.3.7.4.Cepas microbianas recombinantes

A producéo de AH por bactérias recombinantes apresenta-se como uma fonte alternativa
devido as preocupacdes de seguranga sobre a patogenicidade das cepas naturais produtoras de
AH. Neste sentido, varias tentativas de obtencdo deste biopolimero com hospedeiros
bacterianos Gram (+) e Gram (-) vem sendo investigadas, utilizando, por exemplo, Escherichia
coli, Lactococcus lactis, Bacillus subtilis, Agrobacterium sp. e Corynebacterium glutamicum
(Tabela 1.3) (SUNGUROGLU et al., 2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/streptococcus
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/streptococcus

42

O aprimoramento de cepas € provavelmente um dos métodos mais importantes para
resolver problemas de baixa eficiéncia de conversdo do substrato, formacéo de subproduto e
baixa tolerancia ao stress através do uso de mutagénese aleatoria , mutagénese dirigida ao local,
superexpressdo do gene alvo, evolugdo laboratorial e triagem de alto rendimento. Outras
abordagens para melhorar a expresséo fenotipica também séo reladas, como embaralhamento
de genoma e engenharia de fator de transcricéo artificial (YAO et al., 2021).

Vérias estratégias podem ser adotadas para construir esses produtores de AH, com a
selecdo de AHsintases e cepas hospedeiras representando a etapa mais critica, pois variacdes
na sequéncia da AH sintase, conformacdo estrutural ou capacidades metabdlicas da célula
hospedeira fazem diferenca no rendimento da producdo ou no peso molecular do AH. A
primeira vez que a clonagem de AH sintase e agrupamentos de genes relacionados de S.
zooepidemicus ocorreu em 1993, e realizou a sintese heterdloga de AH. As funcdes da AH
sintase foram melhoradas pela engenharia de proteinas ou modificacdo do microambiente da
reacdo enzimatica, incluindo a composicéo lipidica da membrana. Além disso, estratégias de
engenharia metabdlica, como a superexpressao de enzimas de vias metabolicas intermediarias
(por exemplo, UDP-glicose 6-desidrogenase ou glucosamina-1-fosfato N-acetiltransferase) ou
o0 bloqueio da sintese de metabdlitos indesejados (por exemplo, L-lactato) foram adotadas para
conduzir a geragdo de metabdlitos intermediarios necessarios para a sintese de AH (WANG et
al., 2020; YAO et al., 2021).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/mutagenesis
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/mutagenesis

Tabela 1.3- Producdo de acido hialurénico por microrganismos geneticamente modificados.
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. . . x Temperatura Agitacéo Aeracgdo(v A
Microrganismo Meio de producéo Ph (C) (rpm) vm) AH (g/L) Referéncia
Escherichia coli LB suplementado com 3 g/L glicose e 3 g/L 1 1 WOO etal.,

K12 w3110 lactose DI 37 200 DI 0,299 (2019)

. SUNGUROG
0
M17 br_oth supplemented with 0,5% DIt 37 i i 6,09 LU etal.
(weight/vol) glucose (2018)
Lactococcus lactis . - HMAR et al
M17 medium containing 10 g/L glucose DI* 30 200 DI* 0,68 (2014) N
M17 supplemented with 1% (w/v) glucose DI* 30 170 DI* 0,65 CHI(EON(;;SEE’
Sucrose (20 g/L); yeast extract (10 g/L) DI* 37 280 DI* 0,97 Z,:IM(B2(31N7I)et
Bacillus subtilis JI.A et al
LB DI? 37 200 DI? 6,8 (2013) B
Ogataea MANFRAO-
polymorpha 1% yeast extract, 2% peptone and 2% glucose DI 37 200 DI* 0,197 NETTO etal.,

NCYC495 (2021)

Kluyveromyces
. GOMES et
lactis YNB medium and glucose (40 g/L) 6,0 30 200 2 1,89 al., (2019)
JEONG;
Pichia pastoris Glucose (40 g/L); yeast extract (7,5 g/L); 70 30 500 07 17 SHIM: KIM
peptone (10 g/L) ' (20’1 2) '
Streptococcus
. No IZAWA et
0,
thermophilus M17 with 1% lactose 68 40 100 agitation 12 al., (2011)
MAO;
Agrobacterium sp. LB DI 30 250 DI* 0,3 CHEN,
(2007)

DI: Dados ndo informados.

Fonte: O autor (2023).
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1.3.8. Fatores que interferem na producao de &cido hialurénico

Segundo Chahuki et al. (2019), a sintese microbiana de AH é um processo intensivo
em energia e carbono, onde aproximadamente 5% da fonte de carbono é responsavel pela
sintese de AH, enquanto o crescimento celular e a producdo de lactato e acetato consomem
cerca de 10 e 80% da fonte de carbono, respectivamente. O &cido UDP-glucurdnico e a
UDP-N-acetil glucosamina sdo precursores tanto do AH quanto da biossintese da parede
celular. Assim, acaba ocorrendo uma competicdo por fontes de energia e carbono entre a
biossintese de AH e o crescimento celular. A biossintese de AH também enfrenta uma forte
competicdo entre a biossintese da parede celular e a via glicolitica. Nesse sentido, reduzir o
crescimento celular e a via glicolitica podem ser alternativas para se obter uma maior
quantidade de AH.

A influéncia da composic¢ado do meio de cultura na producdo de AH por fermentacéo
tem sido muito estudada. Os primeiros meios eram compostos por fontes animais como a
infusdo de cérebro e coracao (BHI) e sangue de ovelha. No entanto, outras fontes alternativas
de meio de cultura vém sendo estudadas, como as fontes microbianas, particularmente o

extrato de levedura e derivados vegetais, como peptona de soja.

1.3.8.1.Carbono

O carbono ndo é apenas essencial para o crescimento microbiano, mas também para
a sintese da cadeia de acucar do AH. No entanto, existe uma tolerancia celular as
concentragdes de nutrientes que precisam ser levadas em consideracdo. Diferentes
concentracdes de glicose variando de 10 a 60 g/L ja foram testados e os resultados
encontrados foram que o peso molecular maximo de AH obtido foi em uma concentracédo de
glicose de 40 g/L. Ao aumentar a concentracdo de glicose acima de 40 g/L, o crescimento
bacteriano € inibido e o peso molecular do AH também diminui. Isso indica que 0s
microrganismos possuem pontos de corte especificos quanto ao uso de fontes de carbono e
também podem modular o metabolismo detectando mudangas ambientais. O carbono pode
resultar em pressao osmatica excessiva em altas concentracdes, 0 que pode ser prejudicial
para a producdo de AH, convertendo assim mais fluxos de carbono em outras vias
competitivas (YAO et al., 2021).

Em geral, os meios de cultura utilizados para a produgdo de AH microbiano contém

glicose como fonte de carbono (PIRES et al., 2010). No entanto, estudos indicam que 0 uso
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de sacarose no meio de fermentagcdo pode aumentar o peso molecular do HA em 800 kDa
mais do que o uso de glicose como fonte de carbono (GEDIKLI et al., 2018).

Algumas das fontes de carbono também podem incluir substratos agroindustriais,
como melaco, caldo de cana, licor de milho, entre outros. Esses subprodutos de custo
relativamente baixo podem ser usados no meio de cultura, reduzindo assim o custo de

producédo de polimeros de alto valor, como 0 AH (PAN et al., 2015).

1.3.8.2.Nitrogénio

O potencial de crescimento e producdo de AH por S. zooepidemicus é altamente
dependente do nitrogénio organico. O primeiro meio consistia em fontes animais, como
infusdo de cérebro e coracao (BHI) e sangue de ovelha. No entanto, outras fontes alternativas
de meio de cultura tém sido estudadas, como as fontes microbianas. Extrato de levedura e/ou
peptona sdo amplamente adicionados como fontes de nitrogénio no meio de cultura. A
literatura afirma que esta bactéria pode necessitar de concentracdes muito altas (até 20 g/L)
de peptona e/ou extrato de levedura para a producao de AH (ARSLAN; AYDOGAN, 2021).
Outras fontes que incluem substratos organicos sdo a proteina de soja e a proteina de soro
de leite, que podem reduzir os custos de producdo de AH (PAN et al., 2015).

1.3.8.3.Suplementacao do meio reacional

Embora muitos estudos tenham sido realizados para otimizar a produgdo de AH,
poucos trabalhos foram publicados relacionados ao uso de suplementos para aumentar a
producdo de AH.

O resultado da suplementacdo com alguns compostos no meio de producdo € descrito
por Aroskar; Kamat; Kamat (2013):

e Sulfato de magnésio (MgSO4): Este composto é um cofator necessario para que a
enzima HAS se torne uma holoenzima. A adicdo deste magnésio pode aumentar o
peso molecular do AH formado.

e Fosfatos: sua adicdo pode aumentar o peso molecular do AH. No entanto, eles ndo
aumentam o rendimento do polimero.

e L-arginina: o papel deste aminoacido esta relacionado & doacdo de carbono e
nitrogénio na sintese de purina e pirimidina, economizando assim o consumo de

energia pelo microrganismo.
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e Glutamina: € um componente que esta diretamente envolvido na via de sintese do
AH, doando o grupo amina para a conversdo da frutose 6 fosfato em glucosamina 6
fosfato, que é um importante precursor para a sintese do AH, que, por sua vez,
produzird N-acetilglucosamina em outros, aumentando assim o rendimento de AH.

e Uridina: pode aumentar a producdo de AH devido ao envolvimento de moléculas no
AH via de sintese.

e Glucronato de sddio: ativa a sintese de AH e atua no alongamento da cadeia
molecular do AH.

Outros elementos minerais como sédio (Na) e manganés (Mn) também participam
de varias reac0es e funcdes:
e Manganés (Mn): atua como cofator para glicosiltransferases que estdo
envolvidas na sintese de dissacarideos em cadeias poliméricas.
e Sodio (Na): pode contribuir para a producdo microbiana de AH, devido ao
seu papel no lactato excrecdo por bactérias do género Streptococcus (PIRES
et al., 2010).

1.3.8.4. Temperatura

A temperatura também é considerada um parametro fundamental para a fermentacéo,
pois pode modificar tanto a concentracdo maxima de AH quanto seu peso molecular médio
(CAVALCANTI et al., 2020).

A temperatura afeta a velocidade das rea¢fes bioquimicas, a atividade catalitica da
enzima intracelular dos microrganismos, o tempo de geracéo e a atividade do microrganismo
envolvido. As taxas de reacdo do microrganismo aumentam com a temperatura até que uma
temperatura limite seja atingida, apos a qual a taxa de crescimento diminui. A temperatura
ideal para a producédo de polissacarideos como o AH dependera do tipo de microrganismo
envolvido na bioproducédo (LIU et al., 2018; SHOPARWE et al., 2020).

1.3.8.5.pH
O pH do meio é um dos parametros essenciais a serem controlados na maioria dos

processos fermentativos. O efeito do pH & mostrado para influenciar a producdo de

polissacarideos do que no crescimento celular (SHOPARWE et al., 2020). Em particular, o
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AH ¢é sensivel a mudancas no pH. Em pHs relativamente acidos (< 4,0) ou basicos (> 11), 0
AH é degradado por hidrélise. Destes, em condigdes alcalinas, esse efeito € mais
pronunciado devido ao rompimento das ligagdes H, que participam da organizacéo estrutural
das cadeias AH (FALLACARA et al., 2018).

1.3.8.6.0xigénio dissolvido (OD)

Os niveis de oxigénio dissolvido (OD) afetam os potenciais redox intracelulares, as
cargas de energia e os coeficientes de transferéncia de massa de oxigénio, que interferem no
metabolismo microbiano. A disponibilidade de OD no processo de fermentacdo para a
producdo de AH fermentado é um fator importante, e as concentracdes de OD demonstraram
afetar significativamente a eficiéncia da sintese. A viscosidade proporcionada pelo AH
macromolecular causa uma diminui¢do no OD do caldo de fermentagéo, dificultando a
manutencdo do metabolismo celular normal e o acumulo efetivo do AH, que forma uma
camada tipo capsula ao final da fermentacdo, inibindo o metabolismo do crescimento
bacteriano (YAO et al., 2021).

1.3.8.7.Agitacéo

Segundo Huang et al. (2007), a funcdo principal da funcdo é homogeneizar o caldo.
Glucoronato de sddio: ativa a sintese de AH e atua no alongamento da cadeia molecular do
AH. O clima vigoroso também favorece a oxigenacdo, mas nao auxilia diretamente na
producdo de AH. Shoparwe et al. (2020) observaram para Streptococcus zooepidemicus que
a biomassa celular e a producdo de AH aumentaram significativamente com o aumento da
velocidade de agitacdo até 300 rpm, obtendo biomassa celular méxima de 2,20 g/L e
concentracdo de AH de 1,23 g/L. Segundo os autores, 0 aumento da velocidade até 300 rpm
proporciona uma maior subdivisdo das bolhas, resultando em uma maior area superficial
para a ocorréncia de transferéncia de massa gas-liquido, reduzindo a espessura dos filmes de
gas e liquido responsaveis pela resisténcia ao transporte da massa. Também foi observado
que o rendimento de AH e o crescimento celular diminuiram com o aumento da velocidade
de agitacdo de 400 para 500 rpm. Neste caso, houve uma diminui¢cdo mais drastica na
producdo de AH em comparagdo com o crescimento celular, indicando que a producgéo de

AH é mais sensivel a velocidade do agitador do que o crescimento celular. No entanto, essa
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velocidade de agitacdo néo deve ser muito maior, pois tende a prejudicar a qualidade do AH
e pode danificar o biopolimero.

1.3.9. Operacdes de recuperacdo e purificacdo de AH

A producéo de acido hialurdnico ocorre intracelularmente, pois a enzima HasA
(sintase de hialuronano) atua na membrana plasmatica da célula, polimerizando as unidades
de &cido glicurénico UDP e UDP-Nacetilglucosamina. Apds a polimerizacao, grande parte
do AH é excretado fora do meio celular, na forma de capsula, o que permitira que o polimero
se alongue e garanta um alto peso Guingor et al. (2019), molecular, aumentando o interesse
pelo produto (CALDASPAN et al., 2013).

De acordo com os diferentes métodos de extracdo na literatura incluem a lise SDS
(dodecil sulfato de sddio), sonicacdo, centrifugacdo, precipitacdo com etanol, dialise,
filtracdo por membrana, salting in e salting-out. No trabalho desses autores, foi realizada
filtracdo sequencial com membrana de 8-0,45-0,2 um, seguida de liofilizacdo do AH apds
precipitacdo com etanol. A utilizacdo deste método sequencial possibilitou a recuperacéo de
12 g/L AH.

A separagédo e purificacdo do AH envolve a precipitagdo repetida do caldo de
fermentacdo usando solventes orgénicos como etanol, acetona, isopropanol, etc. Esses
processos envolvem grandes quantidades de solventes e sdo demorados, o que pode levar a
aumento de custos. Embora a tecnologia de membranas tenha sido usada em alguns
processos de purificacdo, 0 processo apenas concentra a solugdo de AH ou remove pequenas
moléculas soliveis (AKDAMAR et al., 2009).

Muitos autores usam dodecil sulfato de sodio (SDS) para liberar AH produzido
dentro da cépsula excretada ou que permaneceu dentro da célula (AMADO et al., 2016;
AMADO etal., 2017; HUANG et al. 2007; ZHOU et al., 2009; RAMACHANDRAN, 2010).
Outros estudos vao diretamente para a precipitacdo e purificacdo do AH presente no caldo,
sem adicdo de SDS ou qualquer outro surfactante para quebrar a cdpsula (MACEDO;
SANTANA, 2012; AROSKAR; KAMAT; KAMAT, 2013; CALDASPAN et al., 2013;
ZEE-WEI LAI, 2011).

Segundo Souza et al. (2021), o uso de surfactantes para recuperacdo de AH, como
dodecil sulfato de sodio, lauril sulfato ou desoxicolato de sédio, ndo € muito adequado, pois
introduz um novo contaminante no caldo de fermentagdo, que deve ser removido

posteriormente na etapa de purificacdo. Alega também que séo necessarias apenas etapas de
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centrifugacdo do caldo em baixas velocidades por um longo tempo para que ocorra a
liberacdo de AH. Segundo Cavalcanti et al. (2020), o uso de sais quaternérios (cloreto de
cetilpiridinio — CPC ou brometo de cetiltrimetilamonio — CTAB) pode ser utilizado em
caldos para a formacéo de complexos com AH, facilitando sua recuperacéo.

Segundo Cavalcanti et al. (2020), o grau de pureza do AH é um fator determinante
para o sucesso de aplicagdes clinicas. Por exemplo, ao usar AH ndo purificado, a inflamagéo
pode se desenvolver na cirurgia intraocular. Isso se deve a sua estrutura molecular, pois o
AH retém contaminantes em sua estrutura, que € altamente hidratada e carregada
negativamente quando em pH fisiolégico. Portanto, precipitacdo, filtragdo, adsorcédo,
eletroforese e troca ibnica sdo os processos de separacdo e purificagdo mais amplamente
estudados. A combinacédo de operacdes de purificacdo pode levar a processos otimizados em

termos de eficacia e eficiéncia na remocédo de impurezas, conforme mostrado na Tabela 1.4.

Tabela 1.4- Métodos de recuperacéo e purificacdo de AH produzidos por via microbiana.

Microraanismo Sequéncia de etapas aplicadas na Producéo Referéncia
g recuperacio e purificacdo de AH (g/L)
Streptococcus zooepidemicus  SDS; Etanol; Precipitacdo por centrifugacéo; 247 FALLACARA
ATCC 35246 Solugéo de NaCl, ' et al. (2018)
AL-
. . N i KHATEEB,;
convigerio Preagosone ol 03 oLszewsk
' A-CZYZ
(2020)
) . .. S HUANG;
SDS; Centr;{;rg‘gﬁagéfg:;ﬁ)|tac;ao com 2.4 CHEN: CHEN
' (2007)
Streptococcus zooepidemicus . . ) PAN et al.
ATCC 39920 Centrifugacdo; Etanol; Carbazol 0,219 (2015)
Centrlfugagap; Fllfragao_ por njembrana; YAO et al.
Carvao ativado; Precipitacdo com 2,5 (2021)
isopropanol; Solucéo de NaCl
SDS; Centrifugacéo; Solucéo de NaCl; RANQASWA
Carbazol modificado 5 MY:; JAIN
(2008)
Cromatografia liquida de alta pressdo 0.111 KOTRA et al.
(HPLC) ‘ (2013)
Streptococcus zooepidemicus SDS; Centrifugacgéo; Solugéo de NaCl, 12 GUNGOR et
RSKK 677 Coluna de didlise ‘ al. (2019)
S Precipitacdo com alcool isopropilico;
Streptococcsu;zzso_(;epldem|cus Solucéo de NaCl; Carvéo ativado; 1,386 ZH'?ZI\(I)SSt al.
Centrifugacéo; Filtracdo; Carbazol
Streptococcus thermophilus Acido tricloroacético; Precipitagio com CAVALCAN
o o A 0,208 Tletal.
YIT 2084 etanol; Liofilizacdo; Cromatografia em gel (2019)
Streptococcus zooepidemicus SDS; Centrifugacgdo; Precipitacdo com 054 AMADO et al.
MTCC3523 etanol; Solucdo de NaCl; CTAB ' (2016)

Fonte: O autor (2023).
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Pode-se observar que em todos os estudos contemplados na Tabela 4, diversas
técnicas foram utilizadas para a recuperacdo e purificacdo do AH, sugerindo, portanto, que
ndo existe uma técnica Unica que seja mais eficiente para esses processos e que novas
pesquisas nessa area € necessario desenvolver um método eficiente para que possa ser

utilizado, se ndo em todas, mas na maioria das produc¢des microbianas de AH.

1.4. Conclusoes

O é&cido hialurdnico tem diversas finalidades/aplicacbes em inUmeras areas como
farmacéutica, médica, estética, odontoldgica, ambiental, quimica e alimenticia. Seu alto
valor agregado justifica 0 aumento da demanda comercial por este biopolimero a cada ano.
Diante disso, diversos microrganismos estdo sendo estudados buscando maximizar a
producdo de AH, apresentando uma vantagem ao obtido de animais, pois permite sua
producdo em escala industrial e, por ndo possuir proteinas animais, ndo causa reacoes
alérgicas, sendo, portanto, a forma mais utilizada.

O sistema de producdo bacteriana tem se destacado por permitir a otimizacdo do
rendimento e qualidade do produto através do controle das condi¢des de cultivo.
Streptococcus zooepidemicus se destaca em relacdo a outros microrganismos devido a sua
alta capacidade de producdo de AH, o que torna essa cepa uma das mais utilizadas para
pesquisas nessa area.

As fontes de nutrientes (carbono, nitrogénio e sais) que podem ser utilizadas para
alimentar esse microrganismo sdo diversas. No entanto, devem ser oferecidos em
quantidades adequadas para que a bioproducéo ocorra de forma otimizada. Outros fatores
ambientais (como pH, temperatura, agitacdo e aeracdo) devem ser considerados para manter
as necessidades fisioldgicas do microrganismo.

Portanto, este trabalho fornece informacdes sobre o0 AH, descrevendo sua estrutura,
aplicacOes, processos de producéo, separacdo e purificacdo. Esta revisdo de literatura busca
contribuir com a comunidade cientifica, subsidiando estudos futuros e atuais sobre a

bioproducdo de AH por microrganismos.
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CAPITULO 2: IMOBILIZACAO DE CELULAS MICROBIANAS.

Resumo: A imobilizagdo é uma alternativa que vem sendo muito estudada e aplicada, nao
somente em processos enzimaticos, mas também em situacBes que utilizam células
microbianas. Existem inimeras op¢des de suporte, no entanto, a espuma de poliuretano vem
se destacando como um metodo simples e eficaz para a obtencdo de imobilizados. Neste
sentido, realizou-se uma pesquisa bibliogréfica em plataformas como o Science Direct,
Scielo e google académico focada em imobilizacdo, especialmente a microbiana. Imobilizar
um microrganismo por métodos fisicos ou quimicos permite a preservagdo das atividades
metabolicas, a possibilidade de reutilizacdo e protecédo das células, podendo assim, melhorar
a estabilidade microbiana e tolerancia a diferentes condi¢Oes de temperatura e pH. Em
relacdo ao material de suporte, este deve oferecer condi¢cdes adequadas para a sobrevivéncia
dos microrganismos, ndo devendo ser toxica e deve ter uma boa capacidade de adsorcéo. A
espuma de poliuretano apresenta inUmeras vantagens como alta resisténcia mecanica e a
solventes organicos, além de apresentar uma elevada porosidade e baixo custo. No entanto,
ndo foram encontrados trabalhos referentes a imobilizacédo de Streptococcus zooepidemicus.

Palavras-chave: suporte, microrganismo, poliuretano, reutilizacao.

2.1. Introducéo

A aplicacdo industrial de estratégias biotecnoldgicas é limitada por dois fatores
principais: a falta de estabilidade operacional em longo prazo e a dificuldade na recuperacao
e reutilizacdo das células. Como alternativa, a literatura recomenda o emprego de células
imobilizadas como forma de superar tais desvantagens (BOUABIDI; EL-NAAS; ZHANG,
2019).

Os sistemas de cultivo microbiano imobilizado tém mostrado grande potencial nos
processos de producdo bioguimica. Apos a imobilizacdo celular, a competicdo adversa entre
diferentes microrganismos pode ser reduzida, e o efeito sinérgico de varios microrganismos
com diferentes fungdes pode ser promovido, 0 que torna os sistemas mais estaveis e robustos.
No entanto, ainda existem muitos desafios a serem enfrentados, como por exemplo, a selecéo
de métodos e suportes de imobilizagdo adequados, que podem assim, melhorar ainda mais a
bioconversao eficiente de substratos complexos e a producgéo de bioprodutos metabdlicos
(LU et al., 2020).

A imobilizacdo de células em suportes pode preservar as atividades metabolicas,
além de minimizar a contaminagdo do meio ambiente. Mais importante ainda, a tecnologia
de imobilizacdo permite a coleta e reutilizacdo de células, manter a densidade microbiana
alta e proteger as células contra danos causados pelo ambiente externo. A imobilizagdo

também pode aumentar a estabilidade das bactérias contra substancias toxicas e tornar o
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derivado imobilizado a base de microrganismos fécil de separar, bem como melhorar a
eficiéncia (WU et al., 2021).

Em comparacdo com a biotecnologia tradicional, a tecnologia de microrganismos
imobilizados apresenta melhor em relacao a estabilidade e tolerancia dos microrganismos ao
calor e ao pH, além de reducdo do custo operacional, proporcionando um desenvolvimento
ecoldgico, seguro e econdmico (LIU et al., 2021).

O método de imobilizacdo de microrganismos tem sido estudado como uma forma
alternativa de retirada de nitrogénio para o tratamento de efluentes em paises como Japéo e
na Europa. O emprego de microrganismos imobilizados pode reduzir o tempo de tratamento,
além de possibilitar mudancas minimas na atividade microbiana, em comparagdo com o
método de tratamento convencional, devido a mudancas repentinas na carga afluente ou nas
condicdes de operacdo (SHIN; YOON; PARK, 2019).

2.2. Métodos de imobilizagéo

O processo de imobilizacdo microbiana pode ser conduzido empregando métodos
quimicos (por ligagdo covalente, floculagdo ou formagdo de cluster) ou fisicos (adsor¢ao ou
aprisionamento (carragenina, goma gelana, quitosana) (Figura 2.1). A escolha do método
esta relacionada a varios fatores, tais com tipo de suporte e microrganismo, meio reacional
e condicBes de aplicacBes (NG; WANG; CHEN, 2020).

Figura 2.1- Métodos de imobilizacdo de microrganismos.

Técnicas de imobilizacdo de
células

el ]
Métodos quimicos ] [ Métodos fisicos ]

Floculagcdoou . . ~
EfieE e EaT Ligagao covalente Aprisionamento Adsorgao

Fonte: Adaptado de Bouabidi; EI-Naas; Zhang, (2019).
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Segundo Qiao et al. (2020), o material de suporte utilizado na imobilizacdo de
microrganismos € um parametro fundamental. Um suporte eficaz ndo deve ser toxico para
0s microrganismos e ndo deve ser poluente para o meio ambiente, além de exibir boa
capacidade de retencdo. Também deve fornecer capacidade elevada de carga de massa
celular, elevada estabilidade mecénica, biolégica e quimica, além da difusdo ideal de
nutrientes através do material, permitindo um contato efetivo como o microrganismo onde
sera metabolizado. O suporte para imobilizacdo celular deve ser biocompativel, o que
significa fornecer um ambiente inerte para as células imobilizadas sem comprometer sua
atividade bioldgica (BOUABIDI; EL-NAAS; ZHANG, 2019).

Materiais porosos sdo desejaveis em muitos processos biotecnoldgicos, sendo
utilizados como suporte para imobilizacdo de biomassa microbiana. Varios materiais
sintéticos como vermiculita, perlita, polietileno ou poliuretano expandido (PU) sdo usados.
Esses materiais sdo biologicamente inativos, ou seja, fornecem apenas uma superficie para
a imobilizacdo da biomassa e formacdo do biofilme, enquanto o crescimento dos
microrganismos deve ser suprido pela solu¢do nutritiva adicionada. Vantajosamente, a
composicao gquimica variavel das espumas de PU permite modificar as propriedades da
superficie e, assim, ajustar as interacdes entre a espuma e outras substancias (BENES et al.,
2020).

Mukundan et al. (2020) naram o aprisionamento de células de Streptococcus lactis
produtoras de B-galactosidase em microcdpsulas de silica. As células imobilizadas
apresentaram aumento de trés vezes na atividade enzimatica em relacédo as células livres. A
constante de Michaelis para células livres e células imobilizadas foi de 8,33 e 4,16 mM,
respectivamente, com um Vmax para células livres e células imobilizadas de 71,43 e 125
umoles min 2, respectivamente, podendo este estudo ser interpretado como favoravel para a
formacdo do complexo substrato-microrganismo nas células microencapsuladas.

Peng et al. (2010) imobilizaram Streptococcus faecalis BTO01 em uma estrutura
combinada de alginato de sodio, diatomita e silicone. A producéo diaria de L-citrulina atingiu
95,6 g/L, com rendimento molar de 95,1%, o qual se manteve estavel por até 73 dias.

Aissa et al. (2019) imobilizaram Streptococcus thermophilus em particulas de argila
suspensas de Maghnia. Sua capacidade de remocao de azul de metileno em sistemas aquosos,
dependendo da concentragéo inicial, variou entre 88 e 96% de eficiéncia ap6s uma hora

reacional.
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2.3. Imobilizacdo em suporte de poliuretano (PU)

2.3.1. Caracteristicas e propriedades do polimero

Atualmente, o poliuretano (PU) é um dos materiais poliméricos organico em
crescente expansdo em termos de aplicagdes na area das engenharias (JIN et al., 2020). O
poliuretano é amplamente utilizado como espuma, borracha, revestimentos e adesivos,
devido as suas propriedades exclusivas que sao adequadas para diversas condi¢des especiais
(ZHANG et al., 2020). O PU é um composto macromolecular contendo varios grupos
carbamato gerados gradualmente pela polimerizacédo entre grupos diol ou diamina e um pré-
polimero com grupos terminais de isocianato, que sdo formados pela reacdo exotérmica entre

0 isocianato, poliéster, poliéter, poliolefina e outros oligdmeros polidis (Figura 2.2).

Figura 2.2- Formacdo do poliuretano.

O
Ree—eN—(C—C + HO—R —™ R—MHJ\DR
Isocianato Poliol Poliuretano

Fonte: Adaptado de Liu et al. (2013).

Os poliuretanos sdao um grupo de polimeros extremamente versateis, porque podem
ser produzidos em uma ampla gama de densidades de reticulagdo, com estruturas desde
muito macias a muito duras. As espumas de PU sdo classificadas de acordo com a natureza
da estrutura celular (aberta, fechada) ou de acordo com sua rigidez (flexivel -PUF) ou rigida
(PUR). Geralmente a espuma rigida tém sido usada para aumentar a rigidez e fornecer
absorcéo de energia extra quando aplicados, no entanto, esse fator contribui para diminuir o
envelhecimento da estrutura (MAHMOUD; NASR; MAAMOUN, 2017).

A morfologia e a resisténcia fisica das espumas de poliuretano podem ser ajustadas
otimizando as formulagdes do material (razdo isocianato/poliol) e introduzindo varios tipos
de enchimentos durante a fabricagdo (SUNG; KIM, 2017). A espuma tradicional tem
caracteristicas de baixa densidade e fabricagdo facilmente escalavel. No entanto, geralmente

absorve agua e 6leos (LIU et al., 2013).
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As espumas de PUF e PUR sé&o diferentes, cada uma com vantagens e desvantagens
especificas para os usos pretendidos. Os PUFs tém uma estrutura de células abertas quase
completa, com densidades tdo baixas quanto 20 kg/m3. O PUF é propenso a queimar com a
liberacdo de gases extremamente tOxicos e combustiveis. As espumas de PUR sdo
principalmente de estrutura celular fechada com densidades aparentes tipicamente entre 30
e 35 kg/m3, embora densidades de até 80 kg/m3 sejam comercialmente oferecidas. O gas do
agente de expansdo contribui para baixa condutividade térmica, baixa densidade, baixa
permeabilidade e absorcéo de umidade, alta rigidez e estabilidade dimensional. As espumas
de PUR sdo usadas principalmente em aplicacGes de construcdo e industriais, como placas
isolantes ou para isolar refrigeradores e freezers. Para melhorar as caracteristicas mecanicas
e térmicas e o comportamento durante a formacdo de espuma, nanoparticulas podem ser
adicionadas a espumas de PU (DENG et al., 2021).

Segundo Dacewicz; Grzybowska-Pietras, (2021), a espuma de poliuretano é
inofensiva ao meio ambiente, ou seja, ndo polui nosso entorno. Também € inodoro e nao
afeta a fisiologia humana. Além disso, a espuma de poliuretano ndo se decompde facilmente
e é bastante resistente a condi¢cdes climaticas variaveis. Devido a sua elevada porosidade,
alta absorcdo de agua, inércia quimica, estabilidade fisica, flexibilidade mecénica, baixo
custo e facilidade de aumento de escala a espuma de poliuretano (PU) tem sido utilizada
como um excelente suporte para imobilizacdo de microrganismos e enzimas, além de serem
Gteis no tratamento bioldgico de gases de exaustdo, por exemplo, ambnia, bem como na
remocédo de NH4* de aguas residuais (MOON et al., 2020; DACEWICZ; GRZYBOWSKA-
PIETRAS, 2021).

Na literatura observa-se a existéncia de alguns artigos cientificos descrevendo
diferentes maneiras de como os microrganismos podem colonizar espumas de poliuretano

em culturas de escala de laboratério, conforme descrito a seguir.

2.3.2. Imobilizag&o de microrganismos em espuma de poliuretano

A espuma de poliuretano (PU) tem sido amplamente utilizada como carreador para a
imobilizacdo de diversos microrganismos devido a sua elevada resisténcia mecénica,
resisténcia a solventes organicos e ataque microbiano (ZHOU et al., 2009). Além disso, a
imobilizacdo de células oferece uma alternativa para otimizar a separagéo e purificacdo de
compostos, uma vez que é uma abordagem de baixo custo que protege 0 microrganismo e

permite a reutilizacdo das células imobilizadas. Também pode ser facil de manusear e ndo
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exige custos elevados. O poliuretano tem sido utilizado como matriz de imobilizagéo para
diferentes microrganismos e utilizado em multiplas aplicacbes (MESQUITA et al., 2018).

Uma das vantagens mais importantes do polimero de poliuretano € que o mesmo
possui uma grande superficie devido a sua porosidade e uma grande capacidade de absorcao
para células microbianas, o que o torna adequado para revestir superficies com agentes
microbianos (KAZEMZADEH et al., 2020).

A imobilizacdo de células inteiras em PU pode ser realizada por meio de adsor¢éo
fisica ou aprisionamento por copolimerizacdo. Em contraste com a adsorcdo, que é um
processo demorado de duas etapas que separa a etapa de imobilizacdo da sintese de PU, o
aprisionamento “in situ” combina a polimerizagdo de PU com a imobilizacdo de células
(Figura 2.3) (MOON et al., 2020).

Figura 2.3- Representacdo de imobilizacdo de células inteiras em espuma de PU.

Imobilizacao de células inteiras em espuma
de poliuretano

Célula Biorreator

Fonte: Adaptado de Moon et al. (2020).

Apesar do elevado numero de trabalhos de imobilizagdo microbiana, ndo ha nenhum
trabalho abordando a imobilizacao de Streptococcus zooepidemicus em PU. No entanto, ha
estudos com os quais esta pesquisa pode tomar como referéncias em relagdo a imobilizacdo
microbiana em PU. Em Souza et al. (2021) produzir acido maltobionico e seus sais pela
acdo da enzima periplasmatica de Zymomonas mobilis imobilizada in situ em espuma de

poliuretano flexivel (PU). Na imobilizagéo, as concentracdes de formulacdo do poliuretano
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para suporte de biomassa variaram, e o aspecto visual do material imobilizado foi avaliado,
bem como sua atividade, rendimento de imobilizacdo e estabilidade operacional. Na
condicdo de imobilizacdo maximizada o derivado imobilizado apresentou uma atividade de
19,40 U.g* de célula seca, comum rendimento de imobilizagio de 60,29% e 15 reutilizacdes.
Mesquita et al. (2018) imobilizaram a bactéria Xanthomonas campestris em PU para
producdo de goma xantana. Com resultado da imobilizacdo o material sintetizado
proporcionou um aumento da producdo de goma xantana de 274%. As fermentacfes em
batelada continua demonstraram a possibilidade de reaproveitar as células imobilizadas em
até 6 vezes, considerando 50% da producdo inicial de goma xantana. O armazenamento em
diferentes temperaturas (—4°C e —80 °C) por trinta dias nao afetou a capacidade metabolica
das células imobilizadas de produzir goma xantana, embora o armazenamento em —80°C
tenha mostrado maior producdo de goma xantana e menor lixiviacao de células da matriz.
Células de Klebsiella variicola SKV. foram imobilizadas em poliuretano para
biorremediagdo de petroleo bruto. A eficiéncia maxima de biorremediacao do petréleo bruto
pela cepa de K. variicola SKV: livre foi de 93,3% durante 3 semanas, enquanto que a
biorremediacéo do petréleo bruto foi de 44,31% para as células imobilizadas em poliuretano,

com as células permanecendo vivas por mais de 6 meses (KAZEMZADEH et al., 2020).

2.4. Conclusoes

A imobilizacdo de células microbianas em espuma de poliuretano representa uma
abordagem inovadora e promissora para uma variedade de aplicacdes biotecnolégicas. Ao
encapsular microorganismos em uma matriz porosa de poliuretano, esta técnica oferece
varias vantagens, desde a estabilizacdo de enzimas até a producdo de bioprodutos.

Esta metodologia oferece uma protecdo fisica eficaz as células, protegendo-as contra
estresses ambientais adversos, enquanto ainda permite a troca de nutrientes e metabdlitos.
Além disso, a espuma de poliuretano fornece uma plataforma de suporte robusta e versatil,
que pode ser facilmente adaptada para diferentes sistemas de cultivo e condicGes de
processo.

A imobilizacdo de células microbianas em espuma de poliuretano apresenta um
potencial significativo em varias areas da biotecnologia, incluindo a producéo de &cido
hialurénico. Sua aplicacdo pode resultar em processos mais eficientes, econdémicos e

sustentaveis, contribuindo assim para 0 avancgo da ciéncia e da industria.
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No entanto, é importante ressaltar que ainda ha desafios a serem superados, como a
otimizacdo das condi¢Ges de imobilizacdo, a maximizagdo da atividade celular e a
minimizacao da lixiviacdo de células. Investigacdes futuras devem continuar explorando e
refinando essa técnica, visando sua ampla ado¢éo e implementacdo em diversos campos da

biotecnologia.
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CAPITULO 3: BIOPRODUCAO DE ACIDO HIALURONICO POR CELULAS DE
S. ZOOEPIDEMICUS IMOBILIZADAS EM ESPUMA DE POLIURETANO
FLEXIVEL

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi imobilizar células de Streptococcus zooepidemicus em espuma
de poliuretano para producdo de &cido hialurdnico. A producdo de biomassa foi realizada
em biorreator utilizando meio BHI (infusdo de cérebro e coragdo de carneiro) sob as
condicdes de 500 rpm, 1 vvm e 37°C. A avaliacdo do processo de imobilizacdo ocorreu
primeiramente avaliando-se a relacdo biomassa (4, 6, 8 e 10 g de célula bruta e 6 g de célula
diluida) versus suporte (7g de poliol, 0,029 de silicone e 3 g de isocianato). Para confirmacao
da aderéncia das células ao suporte, foi realizado microscopia eletrénica de varredura
(MEV). Apds definicdo da melhor relacdo biomassa/suporte, foi realizado um estudo
cinético de producdo do AH com as células imobilizadas, onde variou-se as condicdes
operacionais (temperatura, agitacdo e aeracdo) através de um DCCR. Da melhor condigéo
operacional para producdo do AH analisou-se o consumo de carbono organico total (COT)
e nitrogénio total (NT) e os parametros cinéticos (conversdao de substrato em produto,
produtividade massica, produtividade especifica, velocidade especifica de formacdo de
produto). Avaliou-se a estabilidade operacional (ciclos repetidos) e de estocagem do
imobilizado. A méxima producéo de AH (0,445 g/L) foi obtida com o imobilizado contendo
8g de biomassa em 28h de processo com condi¢des operacionais de 500 rpm, 2 vvm e 35°C
e meio composto por glicose (30 g/L), extrato de levedura (7,5 g/L) e suplementacdo (fosfato
monopotassico (KH2PO4) (2g/L), fosfato dipotassico (K:HPO.) (0,5¢/L), sulfato de
magnésio (MgS0Os) (0,5¢/L), sulfato de aménio ((NH4)2.SO4) (0,5¢/L) e L-asparagina
(0,19/L). Neste mesmo periodo foi observado um consumo de 28% COT e 43% NT, um Ypss
de 0,01484, Pm de 0,01486 g/L.h, g de 0,00849 g/(L.g.h) e pumax de 0,00847 g/(g.h). O reuso
das células imobilizadas foi possivel com 15 ciclos. A estabilidade de estocagem em
refrigeracdo (4 = 2 °C) foi eficiente por 90 dias apresentado aproximadamente 54% de
produtividade de AH, ja em temperatura ambiente (25 + 2 °C) por apenas 30 dias com
aproximadamente 55%. Os resultados obtidos fornecem informacgdes importantes para
permitir a continuidade dos estudos de producdo de AH por S. zooepidemicus imobilizado
em espuma de poliuretano.

Palavras-chave: biomassa, suporte, bioconversao.

3.1. Introducéo

Os polimeros microbianos ganharam enorme atencdo ao longo das décadas devido
as suas excelentes propriedades e versatilidade. Dentre os polimeros microbianos, o acido
hialurénico (AH) destaca-se como um dos biopolimeros mais versateis. Devido as fungdes
bioldgicas, como estimulagdo da proliferacio de fibroblastos, propriedades
cicatrizantes, facilidade de dissolucédo e baixa viscosidade, 0 AH de baixo peso molecular,
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por exemplo, é usado na engenharia de tecidos, bem como em colirios e pomadas para a
pele. Também é um ingrediente chave em formulag¢fes nutracéuticas, e como ingredientes
alimentares em diversos paises (CIRIMINNA; SCURRIA; PAGLIARO, 2021).

Com crescimento exponencial do consumo do AH devido as suas diversas areas de
aplicacOes, 0 AH esta estimado em US$ 15,25 bilhdes até 2026 e, diante disso, a producdo
microbiana torna-se a melhor alternativa comparada a producdo de origem animal, através
da minimizacdo de contaminacdo viral e proporciona menor custo (BRUGNOLI et al.,
2023).

Neste sentindo, 0 AH pode ser sintetizado por varias bactérias, no entanto, o AH
sintetizado por bactérias selvagens de Streptococcus zooepidemicus que produzem
naturalmente AH como parte de sua autodefesa, recebe destaque por esta ser considerada a
cepa com maior capacidade produtiva do biopolimero (ROHIT et al, 2018).

Para que a producdo de AH ocorra de forma maximizada é importante levar em
consideracdo ndo s6 o meio de cultura, devendo este conter fontes de carbono, nitrogénio e
sais, mas também as condicdes de fermentacdo como temperatura, pH, distribuicdo de
oxigénio e homogeneizacdo do meio (ROSSATTO et al., 2023). Além disso, 0 modo
convencional de fermentacédo acaba se tornando obsoleto, instigando a busca por tecnologias
e bioengenharias mais produtivas e economicamente viaveis, como a imobilizac&o, a qual
pode ocorrer empregando métodos fisicos ou quimicos para fixar as células ao suporte (LU
et al., 2020).

Dentre os suportes, devido as suas excelentes propriedades fisicas e quimicas
(resisténcia mecéanica e a solventes) e biocompatibilidade nas &reas bioquimica e
biotecnoldgica, a espuma de poliuretano tem ganhado destaque na imobilizacdo de
microrganismos e enzimas, pois permite a incorporacdo do material bioldgico ha estrutura
do suporte em uma Unica etapa, in situ, durante a sintese do polimero (BUSTAMANTE-
VARGAS, 2015; SOUZA et al., 2021).

Souza et al. (2021) produziram acido maltobidnico utilizando células de Zymomonas
mobilis imobilizadas in situ em espuma flexivel de poliuretano (PU) utilizando uma
proporcado de 7 g de poliol, 3,5 g de isocianato; 0,02 g de silicone e 7 g de biomassa e obteve
uma bioconversio de 491,42 mmol L"! de maltobionato de s6dio em 47,56 h, com conversio
fator de 0,88 e produtividade em massa, produtividade especifica e velocidade especifica de
formagcdo de produto de 2,58 mmolh-h?t; 1,81 mmolg'H?! e 6,25 mmolgiH?,
respectivamente. Também foram obtidos 15 reciclos com rendimento de 60,29%. Este

trabalho pdde ser utilizado como base para as pesquisas de imobilizagdo de Streptococcus
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zooepidemicus em PU para producdo de AH, visto que néo foram encontrados trabalhos com
esta cepa imobilizada.

Neste contexto, o objetivo desta etapa do trabalho, foi avaliar a imobilizacdo de
Streptococcus zooepidemicus em poliuretano (PU), caracterizar o imobilizado gerado em
relacdo as suas propriedades estruturais, quantidade de biomassa aplicada no momento da
imobilizacdo, otimizacdo da producdo de AH em diferentes condi¢cdes operacionais,

consumo de carbono e nitrogénio, quantidade de reciclos e a estabilidade de estocagem.

3.2. Materiais e métodos

3.2.1. Cultivo de Streptococcus zooepidemicus para producdo de biomassa

Para a producédo de biomassa de S. zooepidemicus ATCC 39920 foram necessarias

duas etapas: ativacao e cultivo em biorreator.

Ativacéo da cepa

A cepa de S. zooepidemicus foi reativada em placas contendo caldo Brain Heart
Infusion — BHI (Merck KGaA/Alemanha), 37 g/L, e agar (Kasvi/Brasil), 20 g/L, sendo
incubada em estufa bacterioldgica (Biomatic/Brasil) a 37 °C por 24 ou 48 h, até apresentar
crescimento do microrganismo. As colonias foram transferidas para frascos contendo caldo
BHI (37 g/L) e agar (20 g/L) inclinado e deixadas crescer por 24 h a 37°C. Apds, foi
adicionado Oleo mineral (Synth/Brasil) ao frasco, resultando na solucdo estoque do
microrganismo, que permaneceu armazenada a 4°C, com repique sendo efetuado, no

minimo, a cada 6 meses.

Cultivo em biorreator

Apobs a incubacdo por 24 h em estufa bacteriologica a 37°C em placas de Petry
contendo caldo BHI (37 g/L) e agar (20 g/L), foram retiradas 10 alcadas das unidades
formadoras de colénia (UFC) e estas foram transferidas para erlenmeyers contendo 100 mL
de caldo BHI (37 g/L). Posteriormente, este in6culo acrescido de microrganismos, foi
adicionado ao biorreator (B-Braun - Biotech International) com mais 900 mL do mesmo
meio reacional (BHI) previamente esterilizado. O contetdo foi incubado a 37 °C, 500 rpm e
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1 vvm por 24 h com o objetivo de se obter uma maior quantidade de massa celular. Ao final
da fermentacdo, o caldo foi centrifugado a 4800 rpm, 25 °C e 15 min para separac¢do da
biomassa e descarte do sobrenadante.

A Figura 3.1 apresenta o aparato experimental utilizado tanto para cultivo de

biomassa, como a realizagdo da fermentacdo submersa para producdo de AH.

Figura 3.1- Aparato experimental utilizado para producdo de biomassa em biorreator e para

a producdo de acido hialurénico.

35°C U

a)

(a) Banho ultratermostato; (b) Reator encamisado; (c) Controlador de rotacdo; (d) Bomba
peristaltica para controle de entrada de oxigénio; (e) Controlador de pH; (f) Bomba

peristaltica para injecdo de hidréxido de sddio (NaOH); (g) Frasco com NaOH 5 M.
Fonte: Autor (2023).

3.2.2.1mobilizacédo

O processo de imobilizacdo ocorreu seguindo metodologia descrita por Souza et al.
(2021), com adaptaces. O estudo envolveu a observacdo da formacdo da espuma e
aderéncia das células, bem como sua produtividade em diversas propor¢des de biomassa.

A ordem de formacdo da espuma foi realizada da seguinte maneira: em um copo
plastico descartavel de 180 mL foram adicionados 7 g do reagente A (poliol), posteriormente

foi adicionada a quantidade de biomassa desejada em cada formulagdo (4, 6, 8 e 10 g de
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biomassa bruta e também 4 g de biomassa diluida com 2 g de 4gua destilada). A mistura foi
agitada manualmente com bastdo de vidro até homogeneizacdo. Em seguida, foram
adicionados 0,02 g de silicone e novamente homogeneizado. Por fim, 3 g de isocianato foram
adicionados a cada formulacdo e homogeneizados com bastéo de vidro até iniciar o processo
de expanséo da espuma. As espumas formadas foram deixadas em repouso por 24 h para
estabilizacdo da sua estrutura e posteriormente foram cortadas com bisturi estéril em cubos

com arrestas de 0,5 cmd.

3.2.2.1. Caracterizagdo da morfologia de imobilizacdo - Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV)

As analises de MEV foram realizadas em microscépio marca Zeiss, modelo EVO
LS25. Para o recobrimento da superficie das amostras com ouro foi utilizado um
metalizadora Quorum SC 7620. As micrografias foram obtidas na tenséo de 10Kv.

3.2.2.2. Producdo de &cido hialurdnico empregando imobilizados sintetizados com

diferentes carregamentos de biomassa

Inicialmente, foram produzidos 30 g de espuma para cada formulagéo (4,6,8e 10 g
de biomassa bruta e também 6 g de biomassa diluida — equivalente a 210g/L de célula), a
fim de avaliar a eficiéncia da quantidade de biomassa e a cinética de producao de AH. As 30
g de espuma de poliuretano imobilizada foram adicionadas a 1 litro de meio reacional
composto por glicose (30 g/L), extrato de levedura (7,5 g/L), suplementagdo com sais
minerais (KH2POs (2g/L), KoHPO4 (0,5¢g/L), MgSOs (0,5g/L), (NH4)2SO4 (0,5g/L) e
aminoéacidos (L-asparagina (0,1g/L)) (Silva et al., 2021). A producdo de AH foi conduzida
em pH 7,0, temperatura de 37 °C, aeracdo de 1 vvm e 500 rpm e foi acompanhada
temporalmente até observacdo de declinio de bioproducdo, a qual ocorreu em
aproximadamente 8 h. O controle de aeracdo foi realizado com um compressor aerador
(Inalar/Compact/Brasil), o pH foi controlado continuamente ao longo do tempo de
bioproducdo com NaOH 5 M alimentado no reator com controlador de pH equipado com
bomba dosadora (DosaTronic pH 2900/Provitec/Brasil) e a temperatura foi controlada
mediante um banho termostatizado (Nova Etica/Brasil).

A cada hora aliquotas de 10 mL de caldo foram retirados do biorreator para

determinacéo da concentracdo de AH no meio, em g/L.
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3.2.3. Recuperagdo e quantificagdo do acido hialurénico

Para a liberacdo do AH aos 10 mL de caldo fermentativo foi adicionado 10% (v/v)
de uma solucgéo de dodecil sulfato de sodio (SDS) a 5% (m/v) (Neon/Suzano), permanecendo
em ultrassom (UNIQUE — modelo USC — 1800 A, Frequéncia US: 40 kHz, poténcia US:
154 W) por 15 minutos. Posteriormente, o caldo fermentativo com SDS foi submetido a
centrifugacdo (Centrifuge MPW-351R/MPW® Med. Instruments/Pol6nia) a 4800 rpm por
15 min., a 25 °C. O sobrenadante foi empregado para a quantificacdo da concentracdo do
AH.

A concentracdo de AH presentes, tanto no caldo de fermentacéo ap6s o processo de
liberacdo, como apo6s a purificacdo, foi conduzida empregando aliquotas de 1 mL
acondicionadas em tubos de ensaio aos quais adicionou-se 2 mL de brometo de
cetiltrimetilamonio — CTAB (Dinamica/Brasil) 2,5% (m/v) dissolvido em uma solugéo de
NaCl (Synth/Brasil) 0,2 M. Ap6s uma etapa de homogeneizacdo, os tubos de ensaio foram
deixados em repouso por 10 min a temperatura entre 20 e 30°C, seguido de analise
espectrofotométrica em 400 nm, contra um branco realizado com agua em substituicdo a
amostra.

A curva padrdo utilizada foi construida com acido hialurdénico comercial 1,5%
(Exodo Cientifica/Brasil), nas concentragdes de 10 a 100 pg/mL, nas mesmas condi¢des
descritas. Os resultados foram expressos em gramas de AH por litro de caldo fermentativo

(gan/L), levando em consideracéo a diluicdo realizada (Silva et al., 2021).

3.2.4. Maximizacdo das condi¢Bes operacionais da producéo de acido hialurénico

Apo6s definicdo da quantidade de biomassa a ser utilizada no processo de
imobilizacdo, um DCCR com pontos axiais (valores codificados e reais) foi realizado para
avaliar a influéncia das condicGes operacionais utilizadas na producdo de AH com células
imobilizadas em poliuretano. As variaveis estudadas foram: temperatura (20 a 50 °C);
agitacdo (164 a 836 rpm) e aeracdo (1 a 3 vvm) (Tabela 3.1). A variavel fixa utilizada em

cada ensaio foi 0 pH (7,0). Todos os ensaios estdo apresentados na Tabela 3.3 dos resultados.
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Tabela 3.1- Variaveis e niveis utilizados no DCCR na produgdo de 4cido hialurdnico.

Variaveis - Niveis

independentes* Codigo -1,68 -1 0 +1 +1,68
Temperatura X1 20 26 35 44 50
Agitacdo X2 164 300 500 700 836
Aeracdo X3 1 1,4 2 2,6 3

Variaveis fixas: glicose (30 g/L), extrato de levedura (7,5 g/L) e sais (KH2PO4 (2g/L), K;HPO4 (0,5¢/L),
MgSOa (0,59/L), (NH.4),SO4 (0,5¢/L) e L-asparagina (0,1g/L).
Fonte: O autor (2024).

Os ensaios foram conduzidos empregando 30 g de imobilizado e um 1 L de meio
reacional. A concentracdo de AH em cada um dos ensaios foi avaliada com a retirada de 1
mL de amostra de hora em hora tomando o cuidado para ndo ultrapassar uma quantidade

total superior a 10% (v/v).

3.2.5. Carbono organico total (COT) e nitrogénio total

A determinacdo de COT e nitrogénio total foram realizadas pelo método da oxidacéao
por combustao catalitica a 680 °C e deteccdo por infravermelho, em equipamento Shimadzu
modelo TOC-VCSH.

3.2.6. Parametros cinéticos

Os parametros cinéticos foram calculados com base no melhor tempo de producédo
de &cido hialurénico, ou seja, no tempo de 28 h reacionais e sob as condi¢Ges operacionais
de temperatura, aeracdo e agitacdo otimizadas.

O fator de conversdo de substrato em produto (Ypsso) foi determinada pela relagéo
entre a concentracdo de AH e a concentracgdo de glicose inicial, segundo a Equagéo 1.

Ye_rr 1)

S0~ So
Onde: Ypso, conversdo de substrato em produto (g/L)/(g/L); Ps, concentragdo de &acido

hialurénico formado (g/L); SO, concentracdo inicial de glicose (g).

A produtividade massica foi calculada a partir da Equagéo 2.
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Pm Pf—Pi (2)

Onde: Pm, produtividade massica g/L.h; Pi, massa inicial de produto (g/L); Pf, massa final de

produto (g/L); t, tempo de processo (h).

Para determinar a produtividade especifica nos ensaios de bioconversdo foi

empregada a Equacéo 3.

9= (3)

Onde: q = produtividade especifica g/(L.g.h); p = produtividade méssica g/(L.h); g = massa

seca de S. zooepidemicus em gramas de (g).

A velocidade especifica de formacéo de produto (up.méax) foi determinada conforme
equacéo 4.
1 amp (4)

PMAX=3% Ta

U

Onde: umax, velocidade especifica de formagéo de produto g/(g.h); My, massa de células (g);

dMP/dt, derivada do produto em funcéo do tempo (g.h).

3.2.7. Estabilidade operacional do imobilizado

A estabilidade do imobilizado foi avaliada pelo reuso em ciclos repetidos, utilizando
o melhor tempo reacional obtido pelo planejamento experimental (28 h), utilizando o meio
reacional otimizados por Silva et al. (2021). Foram utilizados 30 g de espuma para 1 Litro
de meio reacional.

No intervalo entre cada batelada, a espuma de poliuretano flexivel contendo o S.
zooepidemicus incorporado foi removida do meio de filtracdo a vacuo (Marte® modelo 131,

Brasil) e adicionada a um novo meio para nova sintese.

3.2.8. Estabilidade de estocagem do imobilizado
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Os imobilizados foram armazenados em embalagens de polietileno, de tamanho 12
X 17,3 cm e espessura: entre 0,8 e 0,9 micras, em duas temperaturas diferentes: refrigeragéo
(4 °C) e em temperatura ambiente (25 °C) até o processo de bioconversao de 28 h. A avaliagao
de producdo de AH foi realizada nos tempos 0, 15, 30, 45, 60, 75, e 90 dias de

armazenamento utilizando toda a amostra armazenada em cada embalagem.

3.2.9. Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, a nivel de 95% de confianga, utilizando o software Statistica
(versédo 5.0 StatSoft, Inc., Tulsa OK, USA).

3.3. Resultados e discussao

Nesta secdo serdo apresentados os resultados e discusséo da imobilizacgdo in situ, dos
ensaios de bioconversao para producdo de AH, otimizacdo das condi¢bes operacionais, a

estabilidade operacional e de estocagem do imobilizado.

3.3.1. Producdo de &cido hialurénico empregando imobilizados sintetizados com diferentes

carregamentos de biomassa

A Figura 3.2 apresenta a evolucdo temporal da concentragdo de AH no meio
reacional para os imobilizados sintetizados com diferentes carregamentos de biomassa junto

a formulacdo da espuma de poliuretano.
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Figura 3.2- Producdo de &cido hialurénico em funcéo do tempo utilizando biomassa de

Streptococcus zooepidemicus imobilizada em espuma de poliuretano.

0,25 ~ @ 4 g de biomassa bruta
M6 g de biomassa bruta
0,23 - 8 g de biomassa bruta
0.20 A X4 g de biomassa diluida
Q ’ 10 g de hiomassa bruta
2 0,18 -
2 = "
o 0,15 -
o
&
o 0,13 - |
g - u u
§ 0,10 -
S 0,08 - -
L 2 2 4
0,05 2 * ¢ N¢ \/ 4 </
N P8 X 2N X 0 0
¥ A X »
0,03
0,00 T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tempo (h)

Fonte: O autor (2024).

Independentemente da forma e carregamento de biomassa empregadas na etapa de
imobilizacdo, todos os imobilizados apresentaram uma mesma tendéncia em relacdo a
producdo de AH em funcdo do tempo reacional, com um aumento da quantidade de AH
produzida até as 4 h reacionais, seguido de decaimento brusco para os tempos subsequentes.

As variacBGes mais significativas foram observadas para os imobilizados sintetizados
com carregamentos de 6 e 8 g de biomassa, 0s quais correspondem aos imobilizados com
maior producdo de AH, com concentracfes de 0,34 e 0,47 g/, respectivamente, para 4 h
reacionais.

Esta tendéncia sugere que o emprego de até 8 g de biomassa (correspondente a 1,75
g de célula seca) permite uma distribuicdo relativamente mais homogénea da mesma na
estrutura polimérica do imobilizado, também observado no MEV, permitindo o livre acesso
do substrato ao microrganismo, contribuindo assim para uma efetiva producdo de AH.
Portanto, esta quantidade de biomassa foi a escolhida para dar sequéncia a producéo de AH
por S. zooepidemicus imobilizado.

Carregamentos acima de 8 g de biomassa, ou seja, como no caso do imobilizado
sintetizado com 10 g denotam um efeito negativo, apresentando uma concentracédo de AH

de 0,088 g/L em 4 h de fermentacdo. Esta tendéncia foi relacionada a possivel formacao de



80

aglomerados devido ao excesso de biomassa, 0s quais tendem a limitar o acesso do substrato
ao microrganismo e consequentemente, hd menor producéo de AH (LEI et al., 2015; WU et
al., 2014).

Em relacdo a forma (bruta ou diluida) da biomassa adicionada observa-se
similaridade em relacdo aos resultados da concentragcdo de AH (0,075 a 0,12 g/L) para 0s
ensaios conduzidos com a mesma massa de biomassa bruta — ensaios com 4 g de biomassa
bruta e 4 g de biomassa diluida com 2 g de agua, sugerindo que a diluicdo ndo afeta de
maneira relevante na forma de incorporacdo e, consequentemente, na atividade do
microrganismo.

As amostras dos imobilizados sintetizados com diferentes massas de biomassa foram
caracterizadas quanto a sua estrutura morfologica por MEV. A Tabela 3.2 apresenta as
condi¢cdes empregadas, 0 aspecto visual macroscopico do imobilizado sintetizado e as
imagens microscopicas obtidas para os referidos imobilizados. Podemos observar que a
conformacdo macroscépica da espuma apresentou mudancas estruturais em funcdo da
quantidade de massa adicionada. Os imobilizados sintetizados com 0s menores
carregamentos de biomassa (4 e 6 @) apresentaram visualmente uma estrutura mais
compacta. No entanto, microscopicamente observa-se estruturas similares para o0s
imobilizados sintetizados com 4, 6, 8 g de biomassa bruta e 4 g de biomassa diluida, os quais
diferem expressivamente em compactacdo em relagdo ao imobilizado sintetizado com 10 g
de biomassa bruta (Tabela 3.2), cuja maior compactacdo pode estar dificultando o acesso do
substrato aos sitios ativos da enzima presente na estrutura do microrganismo/suporte, bem
como a oxigenacao durante a fermentacdo, justificando assim a menor producdo de AH
observada para este imobilizado, com uma concentracdo de 0,088 g/L em 4 h reacionais
(Figura 3.2).
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Tabela 3.2- Comparacdo da formulacdo das espumas sem biomassa, com 4, 6, 8 e 10 g de
biomassa bruta e 6 g de biomassa diluida e imagem obtida pelo MEV.
Biomassa () Formacdo espuma - __MEV

Sem
bhiomassa

4 g bruta

4 g diluida

6 g bruta

8 g bruta

Date :7 Oct 2021
Time :15:34:56

10 g bruta

Fonte: O autor (2024).
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A Figura 3.3 apresenta 0 comportamento da concentracdo de AH liberado pelo microrganismo imobilizado em funcdo do tempo de

bioproducéo, para as condi¢des operacionais (temperatura, agitacéo, aeracio) dos 19 ensaios do delineamento experimental completo 23,

Figura 3.32- Concentracdo de AH em funcéo do tempo de bioproducéo quando utilizado diferentes condi¢fes operacionais (temperatura, agitacao,
aeracdo) dos 19 ensaios do delineamento composto central rotacional.
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De acordo com a Figura 3.3, observa-se que os melhores resultados foram obtidos
para 0s ensaios do ponto central 15 a 19, (500 rpm, 2 vvm e 35°C), 0s quais apresentam as
maiores concentra¢Ges de AH (= 0,5 g/L), com 28 h de bioprodugdo. Apds este periodo,
observa-se um declinio da concentracdo de AH, que pode ser justificada pelo balanco
energético negativo do meio reacional aliado as condi¢Ges operacionais adequadas a
situacdo. Condicdes de producdo de AH otimizadas similares (37°C, 1 vvm e 500 rpm) foram
encontradas por Amado et al. (2017) utilizando o microrganismo de forma livre.

Os demais ensaios apresentaram concentraces de AH inferiores as observadas para
0S pontos centrais. Esta tendéncia foi relacionada a combinacdo das variaveis estudadas que
ndo favoreceram a producéo de acido hialurdnico pelo microrganismo, seja por condi¢des
de agitacdo muito baixas, como no caso dos ensaios 1, 2, 5, 6 (300 rpm) e 11 (164 rpm)
interferindo na homogeneizagdo do meio reacional com o imobilizado, desfavorecendo,
assim, o acesso do substrato pelo microrganismo, ou em condi¢cdes exageradas de agitacao
como no ensaio 12 utilizando 836 rpm proporcionando o cisalhamento das células. As
condigdes com menor taxa de oxigenacdo do meio (ensaios 1, 2, 3 e 13), considerando que
0 microrganismo se encontrava aprisionado/imobilizado, podem ter prejudicado as trocas
gasosas, interferindo na producéo de AH. A temperatura também influencia diretamente o
metabolismo e sobrevivéncia dos microrganismos e observa-se neste estudo que em
condi¢cdes mais brandas de temperatura (35 °C), o processo fermentativo se torna mais
eficaz.

Todos esses resultados corroboram com os achados da literatura, onde uma
temperatura ideal ao microrganismo pode ser determinante para a producdo de AH e até
mesmo para a sobrevivéncia das células (SHOPEWARE et al, 2020). O mesmo serve para a
agitacdo e aeracdo, pois utilizando uma agitacdo muito elevada pode gerar o0 rompimento
celular ou entdo, em uma condicdo muito baixa, pode facilitar a agregacédo das espumas nas
paredes do biorreator, enquanto que um déficit de oxigénio pode dificultar a respiracao
celular e auxiliar na viscosidade do meio reacional, o que pode dificultar o metabolismo
microbiano (YAO, 2021).

Portanto, as condigOes de 35°C, 2 vvm e 500 rpm e tempo de 28 h de producéo foram
definidas como as melhores condic¢des para dar continuidade as proximas etapas do estudo
e para a realizacdo de tratamento estatistico (Tabela 3.3). No tempo de 28 h obteve-se um
Yrisde 0,01484, Pr de 0,01486 g/L.h, q de 0,00849 g/(L.g.h) e umax de 0,00847 g/(g.h).
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A Tabela 3.3 apresenta a matriz do DCCR (valores codificados e reais) e a resposta
em concentragdo de AH (g/L) obtida em 28 h de bioproducéo.

Tabela 3.3- Matriz do DCCR (valores codificados e reais das variaveis independentes) e

resposta em concentracdo de AH (g/L) em 28 h de producéo

Temperatura  Agitacdo Aeracdo AH  AHprdita Desvio DR (%)

ENsAlo ey (rpm) wm) @l (L)

1 1 (26) 1(300)  -1(L,4) 0130 0,093 0037 2846
2 1 (44) 1(300)  -1(1,4) 0122 0161 -0,039 -31,97
3 -1 (26) 1 (700) 1(14) 0138 0161 -0023 -16,67
4 1(44) 1(700) 1(26) 0144 0093 0051 3542
5 -1 (26) -1 (300) 1(26) 0128 0141 -0,013 -10,16
6 1(44) -1 (300) 1(26) 0210 0209 0001 048

7 -1 (26) 1 (700) 1(26) 0334 0209 0125 37,43
8 1 (44) 1 (700) 1(26) 0132 0141 -0009 -6,82
9  -168(20) 0 (500) 0(2) 0146 0164 -0,018 -12,45
10 1,68(50)  0(500) 0(2) 0134 0164 -0,030 -22,52
11 035  -168(164) 0(2) 0130 0173 -0,043 -32,81
12 0 (35) 1,68 (836) 0(2) 0,166 0173 -0007  -4,00
13 0 (35) 0(500)  -1,68(1) 0130 0132 -0,002 -1,79
14 0 (35) 0 (500) 1,68(3) 0166 0213 -0,047 -2829
15 0 (35) 0 (500) 0(2) 0,445 0469 0024 -539
16 0 (35) 0 (500) 0(2) 0464 0469 -0,005 -1,08
17 0 (35) 0 (500) 0(2) 0508 0469 0039 7,68

18 0 (35) 0 (500) 0(2) 0454 0469 -0,015 -330
19 0 (35) 0 (500) 0(2) 048 0469 0017 350

Variaveis fixas: glicose (30 g/L), extrato de levedura (7,5 g/L) e sais (KH2PO4 (2g/L), K2HPO4 (0,5¢/L),
MgSO4 (0,5g/L), (NH4)2S04 (0,5¢g/L) e L-asparagina (0,1g/L).

DR - Desvio relativo.

Fonte: A autor (2024).

Conforme os resultados apresentados na Tabela 3.3, foi possivel observar que a
média de concentracdo de AH obtida em 14, dos 17 ensaios realizados foi de
aproximadamente 0,16 g/L em 28 h reacionais. A menor concentracdo foi observada no
ensaio 2 (0,122 g/L), o qual utilizou as variaveis de 26 °C para temperatura, sendo esta
inferior ao ideal para o microrganismo manter suas fun¢des metabdlicas, 700 rpm de
agitacdo que pode ter auxiliado no cisalhamento das células e do proprio AH e uma aeragéo
de 1,4 vvm que pode ter sido insuficiente para a distribui¢do do oxigénio dissolvido.

As maiores concentraces de AH podem ser observadas nos ensaios 15, 16, 17, 18 e
19 (0,445; 0,464, 0,508; 0,454 e 0,486 g/L, respectivamente) sendo estes 0s pontos centrais
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do planejamento com uma média de 0,47 g/L de AH. Estes resultados foram superiores em
aproximadamente 66% dos demais 14 ensaios estudados 0 que torna esta etapa de extrema
importancia para a continuacao dos estudos. Os valores preditos de AH (0,469 g/L) obtidos
pelo tratamento estatistico também reforcam que as otimizacGes das condi¢des operacionais
estudadas neste estudo sdo satisfatdrias, visto que estes se assemelham muito com os valores
obtidos nos ensaios dos pontos centrais (média de 0,472 g/L), onde também se encontram
valores de desvio padrdo baixos quando comparados com os demais ensaios do DCCR.

A Tabela 3.4 apresenta os coeficientes de regressdo, erro puro, valores de p e t(2)
para a concentracdo de acido hialurdnico a nivel de confianca de 95%, onde mostra que as
interacOes das varidveis temperatura X agitacdo foram estatisticamente significativas (p<

0,05) neste processo fermentativo.

Tabela 3.4- Coeficientes de regresséo e erro puro, valores de p e t do DCCR para a producgéo

de &cido hialuronico.

Coeficiente de regresséo  Erro puro t(2) p
Média 0,47 0,0114 41,34 0,0000
(1) Temperatura®C(L) -0,01 0,0069 -151  0,2050
Temperatura°C(Q) -0,11 0,0069 -15,71  0,0001
(2)Agitacgdo (rpm)(L) 0,02 0,0069 2,32 0,0807
Agitacdo (rpm)(Q) -0,11 0,0069 -15,30  0,0001
(3)Aeracédo (vwm)(L) 0,02 0,0069 3,52  0,0245
Aeracgdo (vwm)(Q) -0,11 0,0069 -15,30  0,0001
1L. 2L -0,03 0,0090 -3,75  0,0199
1L. 3L -0,01 0,0090 -164 0,1764
2L. 3L 0,01 0,0090 1,36 0,2450

Fonte: O autor (2024).

O modelo foi validado pela analise de variancia (ANOVA) (Tabela 3.5), com um
coeficiente de correlagéo (R?) de 0,96 e um F calculado (32,74) de 10,82 vezes superior ao
F tabelado (3,025).
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Tabela 3.5-Anélise de variancia para avaliacdo da significancia estatistica do modelo para a
concentracdo de AH (g/L) obtida durante 28 h reacionais em cada ensaio do DCCR.

SQ GL QM F calc
Efeitos 0,375537 5 0,075107 32,73931
Residuo 0,029823 13 0,002294
Falta de ajuste 0,027233 9
Erro puro 0,002590 4
Total 0,405360 18

Frab = 3,025.
Fonte: O autor (2024).

A Equacdo 5 apresenta 0 modelo codificado de segunda ordem que descreve a
concentracdo de AH, em g/L, em cada um dos estudos realizados em funcdo das variaveis

independentes (agitagéo, aeracdo e temperatura).

AH (g/L) = 0,469-0,108X1?- 0,105X2®+0,024X3-0,105X3(3-0,034X1X> (5)

Onde: AH (g/L) = quantidade de &cido hialurénico produzido; X1= temperatura (°C); Xo=
agitacdo (rpm); Xs= Aeragéo (vvm).

A anélise de variancia também permitiu a construcdo da superficie de resposta e
curva de contorno (Figura 3.4) que mostra que a concentracdo de AH (g/L) em relacdo a

combinacéo das variaveis estudadas (temperatura e agitacéo).

Figura 3.4- Superficie de resposta e curva de contorno de producao de AH (g/L) em funcéo

das variaveis independentes temperatura x agitacao.
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Fonte: O autor (2024).
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E possivel observar na superficie de resposta e curva de contorno que a tendéncia
para a maxima concentracdo de AH (g/L) encontra-se na regido de temperatura, agitacao e
aeracdo de 35 °C, 500 rpm e 2 vvm, respectivamente, ou seja, condi¢des estas que foram
indicadas no ponto central e que sdo proximas as condi¢des de bioproducdo utilizando o
Streptococcus zooepidemicus livre.

Ap0s a maximizacdo das condi¢des operacionais, bem como a defini¢do do tempo de
bioproducéo de 28 h, foram realizadas as analises de consumo de substratos em termos de
COT e nitrogénio total onde, ao analisar o consumo destes substratos (Figura 3.5), observa-

se que houveram tendéncias de consumo semelhantes.

Figura 3.53- Consumo de carbono organico total e nitrogénio total durante as 28 h de

bioproducéao de AH.
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Fonte: O autor (2024).

A medida que o tempo de bioproducdo transcorreu, observou-se uma relagdo
inversamente proporcional entre a concentracdo de AH e os teores de carbono e nitrogénio.
Isso significa que a medida que os nutrientes eram consumidos gradualmente, a concentracéo
de AH aumentava no meio reacional. Ao final de 28 h, a concentra¢do de AH atingiu 0,445

g/L, enquanto 28% do carbono organico total (COT) e 43% do nitrogénio foram consumidos.
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E importante notar que a concentracgio de carbono adicionada ao meio reacional era quatro

vezes maior do que a concentracdo de nitrogénio.

3.3.3. Estabilidade operacional

A possibilidade de reutilizacdo de microrganismos imobilizados € uma das principais
vantagens para 0 sucesso econdmico em processos industriais. A Figura 3.6 apresenta 0s
resultados dos ensaios de estabilidade operacional para as células de imobilizadas em PU ao
longo de ciclos reacionais sequenciais. Apds 28 h de cultivo, parte do caldo foi utilizada para
quantificacdo imediata da concentracdo de AH e parte do caldo obtido foi congelado (-20°C)

por 24 h para posterior quantificacdo do biopolimero.

Figura 3.64- Estabilidade operacional das células de Streptococcus zooepidemicus

imobilizadas em poliuretano.
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Fonte: O autor (2024).

Conforme observado na Figura 3.6, 0 reuso das células manteve-se com poucas
alteracdes do primeiro ao sétimo ciclo tanto para o caldo ndo congelado como para o caldo

congelado. Do 8° ciclo em diante houve um aumento constante e significativo da
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concentracdo de AH atingindo um pico méximo de aproximadamente 0,94 e 1,77 g/L no 13°
reciclo para o caldo ndo congelado e congelado, respectivamente. Ou seja, 0 processo de
congelamento do caldo aumenta aproximadamente 1,88 vezes a liberacdo de AH. Apds o
15° reciclo nao foi mais possivel quantificar o AH devido a formacéo de um aglomerado,
que ndo permitia a separacdo do sobrenadante com o restante do caldo. Nota-se também que,
0 processo de congelamento do caldo praticamente dobra a concentracdo de AH, podendo
ser justificado pelo fato de que o frio auxilia na abertura das capsulas expelidas pelo
microrganismo através da formacdo de cristais ocasionadas pelo congelamento lento
(BULUT et al., 2018).

Outro importante fator avaliado durante os reciclos foi a perda de massa de
imobilizado, visto que, de 30 g utilizados na primeira bioproducdo sobraram apenas
aproximadamente 5 g ao final do reciclo nimero 15, uma perda média de aproximadamente
1,77 g de imobilizado por reciclo, totalizando aproximadamente 84% de perda durante os
processos de filtracdo e insercdo em nova batelada. Fato este ocorrido pela diminui¢do do
tamanho de particula em funcdo da agitacdo e aeracdo utilizadas fazendo com que o

imobilizado ficasse preso no filtro e/ou nas proprias paredes do biorreator (Figura 3.7 ae b).

Figura 5- Aspecto visual do imobilizado: a) antes do primeiro reciclo e b) ap6s o 15° reciclo.

Fonte: O autor (2024).

A coimicdo do imobilizado, vinculada principalmente ao processo de agitacdo, se

por um lado dificulta sua recuperacdo do meio reacional, contribuindo assim para a perda de
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massa entre os ciclos, por outro lado pode estar contribuindo/favorecendo diminuindo efeitos
difusionais, favorecendo o acesso do substrato aos microrganismos imobilizados, refletindo
em uma maior producdo de AH.

Mesquita et al. (2018) imobilizaram a bactéria Xanthomonas campestris em
poliuretano para producdo de goma xantana. As bioprodugdes em batelada continua
demonstraram a possibilidade de reaproveitar as células imobilizadas em até 6 vezes,
considerando 50% da producéo inicial de goma xantana. O armazenamento em diferentes
temperaturas (—4 °C e —80 °C) por trinta dias ndo afetou a capacidade metabolica das células
imobilizadas de produzir goma xantana, embora 0 armazenamento em —80°C tenha
mostrado maior producdo de goma xantana e menor perda de células da matriz polimérica.

Souza et al. (2021) imobilizaram a enzima periplasmatica de Zymomonas mobilis em
espuma flexivel de poliuretano (PU). Na producdo de acido maltobiénico e seus sais 0
imobilizado apresentou capacidade de converséo por 15 ciclos.

Na Figura 3.8 observa-se 0 aumento da concentracdo de AH em relacdo a perda de
imobilizado no decorrer dos reusos. Em média, para o caldo sem congelamento o aumento
da concentracdo foi de 36 mgAH/ g de imobilizado enquanto que para o caldo apds o

congelamento este aumento foi de 73,5 g/L mgAH/ g de imobilizado.

Figura 3.8- Relacdo entre concentracdo de &cido hialurdnico e perda de massa de

imobilizado durante os reciclos.
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Fonte: O autor (2024).

3.3.4. Estabilidade de estocagem
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A estabilidade de estocagem do imobilizado foi avaliada em duas condicdes:
temperatura ambiente (25 £ 2 °C) e refrigeracdo (4 + 2 °C). A atividade residual foi

acompanhada por 90 dias, sendo os resultados apresentados na Figura 3.9.

Figura 3.96- Estabilidade de estocagem do imobilizado em temperatura ambiente e

refrigeracdo expressa concentracao relativa de acido hialurénico (%).
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Fonte: O autor (2024).

O imobilizado mantido sob refrigeracdo apresentou durante todo o periodo avaliado
(90 dias) uma performance superior ao imobilizado a temperatura ambiente. Ambas as
amostras apresentam uma mesma tendéncia, com uma perda gradativa e constante da
atividade até o 60° dia, mantendo-se constante até os 90 dias, onde a atividade residual para
a amostra armazenada em refrigeracdo foi aproximadamente 50%, ou seja, 1,33 vezes
superior a observada para a amostra armazenada a temperatura ambiente.

Estes resultados sugerem que a refrigeracdo contribui mais efetivamente na
minimizacdo de efeitos relacionados a perda da atividade catalitica das células de S.
zooepidemicus imobilizadas em poliuretano, mantendo sua capacidade de producéo de AH
mais elevada em relacdo a amostra armazenada em temperatura ambiente. Souza et al.
(2022), observaram tendéncia semelhante para o Z. mobilis imobilizado em poliuretano, com
as amostras armazenadas em menores temperaturas preservando sua atividade catalitica por

mais tempo e com melhores conversdes em relagdo as armazenadas a temperatura ambiente.
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3.4. Conclusao

Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que a produ¢do méaxima de acido
hialurdnico (AH) foi alcancada utilizando um processo de imobilizacdo com 8g de biomassa
em 28 horas, operando a 500 rpm, 2 vvm e 35°C. Este processo resultou em uma alta
eficiéncia de conversdo de substrato, com um consumo de 28% de carbono organico total
(COT) e 43% de nitrogénio total (NT). Além disso, os parametros cinéticos indicaram uma
alta capacidade de producdo, com um YP/S de 0,01484, Pm de 0,01486 g/L.h, q de 0,00849
g/L.g.h e pmax de 0,00847 g/g.h.

A reutilizacdo das células imobilizadas por 15 ciclos demonstra a robustez e a
viabilidade econdmica do processo. Além disso, a estabilidade de estocagem a 4 + 2°C por
90 dias e a 25 + 2°C por 30 dias destaca a importancia do controle de temperatura para
manter a produtividade do AH ao longo do tempo.

Esses resultados fornecem uma base sélida para futuros estudos na producéo de acido
hialurdnico utilizando S. zooepidemicus imobilizado em espuma de poliuretano. A
otimizacdo dessas condicdes operacionais pode levar a um aumento ainda maior na
produtividade e eficiéncia do processo, contribuindo para o desenvolvimento de métodos de

producdo mais sustentaveis e economicamente viaveis para o AH.
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CAPITULO 4: RECUPERACAO E CARACTERIZACAO PARCIAL DO
HIALURONATO DE SODIO PRODUZIDO POR Streptococcus Zooepidemicus
IMOBILIZADO EM POLIURETANO

RESUMO

O objetivo deste estudo foi purificar o hialuronato de sodio produzido por células de
Streptococcus zooepidemicus imobilizadas in situ em poliuretano flexivel (PU) e avaliar as
propriedades fisicas (morfologia, grupos funcionais, estabilidade e degradacdo térmica) e
bioldgicas (citotoxicidade, atividade antioxidante e antimicrobiana). A purificacdo do
hialuronato de sddio foi realizada utilizado etanol e cloreto de sodio. O hialuronato de sodio
apresentou 56,65% de purificacdo e/ou recuperacdo, nao exibiu citotoxicidade em células
HEK-293 em concentragdes até 1000 ug mL, apresentou concentragdes inibitorias minimas
(MIC) para as bactérias Escherichia coli ATCC 8739, Listeria monocytogenes NCTC 11994,
Salmonella typhimurium ATCC 14028 e Staphylococcus aureus ATCC 25923 em uma
concentracdo acima de 50 mg/mL. A ac¢do antioxidante do hialuronato de sédio apresentou
valor de 77,82 mg/ml de hialuronato de sédio para eliminar 50% do radical ABTS. A anélise
morfologica (MEV) realizado mostrou as particulas de hialuronato de sodio presentes no po,
os dados de FTIR apresentaram os grupos funcionais respectivos ao hialuronato de sodio e
0 comportamento termogravimétrico indica que o pico de degradacdo do hialuronato de
sodio ocorreu na temperatura de 280 °C. Estes resultados sdo satisfatorios e indicam que o
hialuronato de sodio produzido pode ser utilizado para possiveis aplica¢cdes, principalmente
para a area de alimentos, em funcdo de apresentar atividade antioxidante e antimicrobiana.

Palavras-chave: Precipitacao, solvente, &cido hialurdnico.

4.1. Introducéo

O é&cido hialurénico (AH) é um biomaterial de amplas aplicacdes. Devido as suas
propriedades fisicas e bioldgicas, como ndo toxicidade, atuagdo como agente antimicrobiano
e antioxidante, o hialuronato de sodio pode ter suas aplicacfes destinadas a industria
alimenticia (filmes, suplemento alimentar, indUstria de leites e derivados), inddstria
cosmética (cremes, preenchedores, antienvelhecimento), industria farmacéutica
(nanoparticulas de medicamentos, colirios, injecdes para osteoratrite), dentre outras exigindo
elevados graus de pureza.

Com a comercializacdo de AH cada vez mais elevada, a producéo industrial deste
biopolimero depende da fermentacdo microbiana realizada, principalmente, por cepas de
Streptococcus zooepidemicus, sendo o modo de operagdo mais utilizado a cultura em
batelada (FLORES-MENDEZ et al., 2024).
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Uma vez concluida a bioproucéo, o caldo de cultura contendo o AH sintetizado é
obtido e 0 AH é extraido do meio reacional usando varios métodos, incluindo o uso de
surfactantes, precipitacao e purificacao para remover impurezas e obter uma forma altamente
pura do polimero.

Os processos de purificagdo em si, geralmente incluem a combinacdo de diferentes
técnicas como a centrifugacdo, precipitacdo, filtracdo, cromatografia ou ultrafiltragdo. O uso
de solventes como etanol, metanol, acetona e propanol que agem promovendo a desidratacao
e reduzem a constante dielétrica do meio, aumentando as interacdes eletrostaticas, levando
a agregacao intra e intermolecular. Esta € uma das operagdes mais utilizadas para a remogao
de proteinas. Nestes casos, 0 uso de etanol e propanol sdo preferiveis, devido a ndo
toxicidade. Além disso, o custo do etanol é mais barato quando comparado a outros alcoois
e cetonas, por isso, este é o solvente mais utilizado para precipitacdo de AH (CAVALCANTI
et al., 2020). Também o uso de cloreto de sodio serve para auxiliar na precipitacdo do
biopolimero resultando em particulas mais homogéneas e devido a esta etapa do processo de
purificacdo, o &cido hialurdnico é convertido no hialuronato de sodio.

Apesar da existéncia destas inumeras metodologias e combinacdes das mesmas,
ainda se tem diversas dificuldades de se chegar a resultados com exceléncia devido, muitas
vezes, as falhas na descricdo destas técnicas pela literatura. Por isso, nos ultimos anos, 0s
estudos em torno do AH tem se voltado a otimizacdo dos métodos de purificacdo, pois é
importante para garantir um isolamento eficiente e de alta pureza, mas que também implique
em técnicas de baixo custo, alto rendimento, uniformidade, e ambientalmente segura
(ABDALLAH et al., 2020).

Neste sentido, o objetivo desta etapa do estudo foi purificar o &cido hialurénico
produzido por fermentacdo submersa de S. zooepidemicus imobilizado em espuma de PU

(descrito no capitulo 3) e avaliar suas propriedades fisicas e bioldgicas.

4.2. Materiais e Métodos

4.2.1.Producdo de 4&cido hialurdnico por células de Streptococcus zooepidemicus

imobilizadas in situ em poliuretano flexivel

A producédo do AH foi realizada adicionando-se 30 g de imobilizado (8g de biomassa)
em biorreator contendo 1 L de meio composto por glicose (30 g/L), extrato de levedura (7,5
g/L) e sais (KH2PO4 (2 g/L), KoHPO4 (0,5 g/L), MgSOa4 (0,5 g/L), (NH4)2SO4 (0,5 g/L) e L-
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asparagina (0,1 g/L)) e em condigdes operacionais de 500 rpm, 2 vvm e 35 °C por 28 h de

bioprodugéo.
4.2.2.Recuperacdo do acido hialurénico

A recuperagéo/purificacdo do AH foi realizada segundo Amado et al. (2016), com
modificagdes. O sobrenadante obtido da etapa de centrifugacdo contendo o AH foi
transferido para um frasco, acrescentado 20 mL de etanol 99% e armazenado em geladeira
por 1 h. Apds, foi realizada nova centrifugacdo nas mesmas condi¢cdes anteriores. O
sobrenadante foi descartado e ao precipitado foram adicionados 15 mL de uma solucdo de
NaCl 1,5 M, homogeneizando até sua dissolucdo. Essa solucdo foi armazenada em freezer
(-20°C) por aproximadamente 8 h. Posterior a remocdo do freezer, apds seu
descongelamento, foram acrescentados 20 mL de etanol e centrifugado novamente, sendo
que o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi diluido em 20 mL de agua destilada e
armazenado sob refrigeracdo (4°C +- 2°C) para ser quantificado e/ou liofilizado (Equacgéo
1).

AH purificado (%) = —purificado_, 1) )

AHgem purificar

Onde: AHpurificado € @ quantidade de AH em g/L apds o processo de purificacdo; AHsem

purificar € @ quantidade de AH em g/L antes do processo de purificacao.
4.2.3.Quantificacdo do &cido hialurénico purificado

Esta etapa do trabalho foi realizada conforme descrito no item 3.2.3.
4.2.4.0btenc&o do hialuronato de sddio em pd

Para a obtengdo do hialuronato de s6dio em po, o precipitado diluido em 20 mL de
agua destilada foi congelado por 24 h e posteriormente liofilizado em Liofilizador (modelo:

Modulyo; fabricante: Edwards), acoplado a uma bomba de vacuo (modelo: RV8; fabricante:

Edwards); a temperatura de -40 °C a -60 °C por 48 h, como ilustrado na Figura 4.1
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Figura 4.1- Aspecto geral do liofilizador utilizado na secagem do &cido hialurdnico.
!

Fonte: O autor (2024).

4.2.4.1. Avaliagéo da citotoxicidade

Cultivo

Para os ensaios de citotoxicidade do hialuronato de sodio foi utilizada a linhagem
celular endotelial de rim de macaco Vero, adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro
(BCRJ). As células Vero foram cultivadas em Meio de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) low glucose, suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de
penicilina/estreptomicina e 1% de anfotericina. As culturas foram mantidas a 37°C em
atmosfera umidificada contendo 5% de gas carbdnio (CO>) até atingirem confluéncia ideal
para 0s ensaios.

Para os ensaios, foi utilizado &cido hialurénico dissolvido em &gua ultrapura (sistema
Milli-Q®) e filtrado com filtro de seringa esterilizado (0,22 um; polietersulfona). As células
foram tratadas com concentracées crescentes (10, 50, 100, 500 e 1000 pg/mL) da solucdo de
acido hialurénico (m/v) por 24, 48 e 72 h. As condicdes testadas foram definidas a partir da
literatura (Chen et al., 2019; Nascimento et al., 2021; Zerbinati et al., 2021; Totu et al., 2023)
e de ensaios prévios do grupo. O meio extracelular foi utilizado para os ensaios de 0xido
nitrico (ON), producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e liberacdo de ds-DNA.

Estas analises foram realizadas em parceria com a Universidade de Caxias do Sul
(UCS) — Caxias do Sul, Rio grande do Sul.

Ensaio de viabilidade celular (MTT)
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Para avaliar a viabilidade celular, o ensaio MTT foi realizado de acordo com Denizot
e Lang (1986). O indculo equivalente a 1x10° de células foi semeado em placas de 96 pocos
e cultivado por 24 h. Ap0s os tratamentos, 0 meio de cultura foi removido em seu devido
tempo, e a solucdo estoque de MTT (1 mg / mL) foi adicionada. As placas foram incubadas
por 1 ha 37 ° C. Em seguida, o MTT foi removido e a placa colocada para secagem por 24
h. Os cristais de formazan foram diluidos com 100 uL de DMSO e a absorbancia foi lida a
517 nm usando um leitor de microplacas (Victor-X3, Perkin Elmer, Finlandia). Os resultados

foram expressos em porcentagem (%) em relacdo ao controle.

Producéo de oxido nitrico (ON)

Apds os tratamentos com o acido hialurdnico, os sobrenadantes foram coletados para
realizacdo do ensaio. Os niveis de 6xido nitrico (NO) foram determinados através de um
método indireto (GREEN, 1892) baseado no uso do reagente de Greiss. O reagente de Greiss
¢ capaz de detectar nitrito organico (metabdlito do NO) na amostra. A sulfanilamida pode
interagir com o nitrito da amostra formando sais de diazénio. Esses sais em contato com N-
(1-dicloridrato de naftil)etilenodiamina torna-se rosa ou roxo. A intensidade da cor é
indiretamente proporcional para producédo de NO. A absorbancia foi quantificada a 540 nm.
Os resultados foram expressos em porcentagem (%) em relacdo ao controle.

Quantificacao de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) extracelular

O ensaio fluorimétrico da 2,7 diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) baseia-se na
capacidade desta substancia ser desacetilada por esterases citosélicas para
diclorodihidrofluoresceina (DCFH), produto ndo fluorescente, que por sua vez, € convertido
por espécies reativas para diclorofluoresceina (DCF). O DCF pode ser facilmente
visualizado por sua fluorescéncia a 525nm quando excitada a 488 nm (HALLIWELL;
WHITEMAN, 2004). O resultado foi expresso em percentual do controle (%).

Avaliacgéo da liberagdo de DNA de fita dupla (ds-DNA)
O ensaio de PicoGreen ¢é utilizado para a quantificacdo do ds-DNA liberado no meio

devido a danos a membrana da célula, com o objetivo de investigar citotoxicidade. Para o

ensaio, é utilizado o reagente fluorescente ultrassensivel Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA
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Reagent (Invitrogen®), o qual quantifica as duplas fitas de DNA em solucdo e emite
fluorescéncia quando se liga com o DNA dupla fita (HA et al., 2011). O resultado foi

expresso em percentual do controle (%).

4.2.4.2. Propriedades bioldgicas

Para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo
bactericida minima (CBM) a avaliacéo da atividade antimicrobiana do hialuronato de sodio
foi realizada utilizando quatro bactérias diferentes, sendo elas: duas bactérias Gram-positivas
(Escherichia coli ATCC 8739 e Listeria monocytogenes NCTC 11994) e duas bactérias
Gram-negativas (Salmonella typhimurium ATCC 14028 e Staphylococcus aureus ATCC
25923).

Diferentes dilui¢bes seriadas de hialuronato de sodio (de 50 a 0,018 mg/mL) foram
realizadas em placas de ELISA utilizando como solvente meio nutriente Luria Bertani (LB)
(10 g/L de triptona, 5 g/L de extrato de levedura e 5 g/L de NaCl) e BHI (infuséo de cérebro
e coragdo de carneiro) (37 g/L). Apos 10 uL da solucdo da suspensdo bacteriana foram
adicionados aos pocos contendo 150 uL da solugdo de hialuronato de sddio. As placas foram
incubadas por 24 h a 35 +/- 2°C em estufa bacteriologica. O controle negativo foi feito
substituindo a suspenséo bacteriana por meio nutriente e o controle positivo utilizando 150
uL de meio sem hialuronato de sodio passando pelo mesmo processo de incubacéo.

Apbs as 24 h, realizou-se a leitura das placas em leitor de microplaca ELISA (Bio
Tek Instruments, EL 800) a 490 nm. O resultado de CIM é de acordo com Gaio et al. (2015),
a menor concentracdo de hialuronato de sodio capaz de inibir o crescimento bacteriano,

verificado pelo ndo surgimento de turvacdo, sendo determinada conforme a Equacéo 2.

CIM/CBM (mg/mL) = Abs (amostra) - Abs (controle) (@)

A CBM ¢ a concentracdo minima capaz de eliminar os microrganismos. Para
verificar esta, em outra placa de ELISA foi adicionado 150 uLL meio nutriente e entdo 10 pL
de cada amostra da CIM foram inoculados nos pocos contendo meio da placa de ELISA,
desta forma foi possivel realizar uma leitura logo apés a inoculagdo (Controle) e outra apos
24 h de incubacdo (Amostra) em estufa bacteriologica a 35°C, a CBM também pode ser

calculada por meio da Equacao 2.
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4.2.4.3. Avaliagéo da atividade antioxidante

Existem diversos metodos para se avaliar a capacidade antioxidante de um composto.
Geralmente, estes testes sdo baseados na transferéncia de elétrons (TE), como: ABTS;
DPPH; oxidacdo ferrosa-laranja de xilenol (FOX); tiocianato férrico (FTC), poder
antioxidante/redutor férrico (FRAP); poder redutor de ferricianeto de potéassio (PFRAP); e
poder antioxidante redutor cuprico (CUPRAC). Através destas metodologias 0s
antioxidantes reagem com um agente oxidante e sdo quantificados por espectrofotometria,
obtendo, assim, a capacidade de um antioxidante na reducdo de um oxidante. O grau de
mudanca de cor (aumento ou diminui¢do da absorbancia) esté correlacionado a concentracao
de antioxidantes na amostra (XIAO et al., 2020).

Neste trabalho, a atividade antioxidante foi realizada frente ao radical ABTSe+ de
acordo com o método descrito por Larrauri, Rupérez e Saura-Calixto (1997) com adaptacdes.

Uma solucdo contendo ABTS (7 mM) — 1000 uL — e de Persulfato de Potéssio (140
mM) - 17,6 uL — foi preparada e armazenada ao abrigo da luz, permanecendo em repouso
por 16 h. Decorrido o tempo, a solucdo foi diluida com agua destilada até se obter a
absorbéncia de 0,700 abs +/- 0,05 em 734 nm. Apo6s isto uma curva de calibragdo foi
preparada utilizando uma solugéo de Trolox nas concentragdes de 50 a 2000 pumol/L.

Para a quantificacdo, uma solucdo de hialuronato de sodio foi preparada
ressuspendendo o sal em agua destilada (5 a 75 mg/mL). Assim, 20 uL destas dilui¢bes
foram colocados para reagir com 2,0 mL do radical ABTSe+, a mistura foi homogeneizada
e ap6s 6 minutos no escuro foi realizada uma leitura em espectrofotémetro no comprimento
de onda de 734 nm. A &gua destilada foi utilizada como branco e o controle é o valor da
leitura de 2 mL da solu¢do de ABTSe+ acrescida de 20 uL de agua destilada. Os resultados
foram expressos em 1C50 ou em mM de Trolox por mg de amostra com uso da curva de

calibracéo.

4.2.4.4. Avaliacdo da morfologia do hialuronato de sodio

As analises da morfologia do hialuronato de sodio por microscopia eletrénica de
varredura (MEV) seguiram tal qual a descric¢do do item 3.2.4.1.

4.2.4.5. Avaliagdo de grupos funcionais
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Os grupos funcionais do hialuronato de s6dio oram avaliados por espectrdmetro de
infravermelho (FTIR) (Agilent, modelo Cary 630 ZnSe PC Bundle) equipado com um
acessorio de reflexdo total atenuada (Diamond ATR). Os espectros da superficie foram

coletados no modo transmitancia, na regifo de a 650 a 4000 cm™ com resolucio de 2 cm™.

4.2.4.6. Avaliagdo da estabilidade e degradag&o térmica

A estabilidade térmica foi analisada por analise termogravimétrica (TG) e anélise
térmica diferencial (DTG) usando Amostra de 1,668 mg de hialuronato de sédio em um
DTG- (Shimadzu, modelo DTG-60, Kyoto, Japdo). Os seguintes parametros foram
utilizados na analise: taxa de aquecimento de 5 C/minuto; fluxo atmosférico de nitrogénio
de 50 mL/minuto; faixa de temperatura de 30-800 °C; e recipiente de platina. Os resultados
foram obtidos usando o TA Software de status de aquisicéo versdo 2.21 e TA60 versao 2.21
programas. A analise foi realizada em parceria com a Universidade Tiradentes (UNIT) —

Aracaju, Sergipe.

4.2.4.7. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

O estudo de calorimetria diferencial de varredura (DSC) foi realizado empregando
um calorimetro de varredura diferencial (Shimadzu DSC-60 (Shimadzu, Kyoto, Japdo)).
Uma amostra de 5,3 mg foi adicionada em recipiente de aluminio sob atmosfera de
nitrogénio, com vaz&o de 50 mL/minuto. Os termogramas foram escaneados em ida e volta
a uma taxa de aquecimento constante de 5 °C/min na temperatura de 10 a 400 °C. A anélise

foi realizada em parceria com a Universidade Tiradentes (UNIT) — Aracaju, Sergipe.
4.2.5. Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, a nivel de 95% de confianca, utilizando o software Statistica
(versdo 5.0 StatSoft, Inc., Tulsa OK, USA).

4.3. Resultados e discussao

4.3.1. Purificagéo do &cido hialurénico
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Os processos de separacdo e purificacdo mais amplamente estudados envolvem a
precipitacao, filtracdo, adsorcao, eletroforese e troca idnica. A combinacgédo de operacdes e
uso de solventes organicos como etanol, acetona e isopropanol para purificacdo podem levar
a processos otimizados em termos de eficacia e eficiéncia para a remogdo de impurezas
(CAVALCANTI et al., 2020).

A metodologia utilizada, a qual conduziu a formacdo de hialuronato de sodio,
possibilitou uma purificacdo e/ou recuperacdo de 56,65% do AH, ou seja, algumas
impurezas ainda ficaram presentes no produto e\ou na converséo no hiluronato de sodio.
Gungor et al. (2019) obtiveram 72% de purificacdo, utilizando em sua metodologia NaCl e
coluna de dialise, ou seja, aproximadamente 21% superior.

A Figura 4.2 apresenta o aspecto visual do hialuronato de sodio obtido apds o
processo de liofilizagdo, onde é possivel verificar um p6 com caracteristica de cor clara e

aspecto parcialmente uniforme.

Figura 7- Aspecto visual do hialuronato de sodio.

Fonte: O autor (2024).

4.3.1.1. Citotoxicidade do hialuronato de s6dio

Avaliacéo da Citotoxicidade pelo Ensaio MTT

Os ensaios de citotoxicidade séo essenciais para determinar o impacto do produto na

sobrevivéncia celular, bem como para identificar as concentragcdes 6timas em que ndo ocorra
reducéo da taxa de metabolismo celular superior a 20% (ZERBINATI et al., 2021).
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A Figura 4.3 apresenta a viabilidade celular apds 24, 48 e 72 h de tratamento de
células de linhagem VERO (macaco) com diferentes concentragdes (10, 50, 100, 500 e 1000
ug/mL) de hialuronato de sodio, expressa através de uma porcentagem em comparagao com
células ndo tratadas (células controle). Nota-se que o hialuronato de sédio produzido com as
condigdes apresentadas neste trabalho, ndo apresentou atividade citotoxica em todas as
concentragOes testadas, bem como demonstrou auséncia de citotoxicidade prolongada (até
72 h).

Figura 4.3- Efeito do hialuronato de sodio na viabilidade das células VERO. Células tratadas
com diferentes concentragdes de hialuronato de sodio (10, 50, 100, 500 ¢ 1000 pg/ml) por
24, 48 e 72 h. Os resultados sdo expressos como média + DP de pelo menos trés
experimentos independentes. Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes
entre os tratamentos de acordo com a andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste post

hoc (b) de Tukey. A significancia estatistica foi determinada em p < 0,05.
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Fonte: O autor (2024).

A exposicdo das células de condrocitos humanos SW1353 ao hialuronato de sodio,
foram testadas por Lee; Kim; Lee (2016) em concentragdes de até 800 pug/mL, a lidocaina e
com as duas substancias combinadas. A exposi¢do ao hialuronato de sédio resultou em
pouco efeito na viabilidade celular enquanto que a lidocaina inibiu a viabilidade de maneira
dependente da dose. No tratamento combinado, a citotoxicidade induzida pela lidocaina foi
minimizada pelo hialuronato de sodio, cujo efeito protetor em relacdo a toxicidade da

lidocaina ficou evidente ap0s 24 h de tratamento.
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Producdo de oxido nitrico (ON)

A geracao de moléculas de radicais livres, como o 0xido nitrico (NO), é um marcador
indicativo de inflamacdo celular. Neste contexto, dentro da faixa de concentracdo de
hialuronato de sédio avaliada, de 10 a 1000 ug/mL, observou-se auséncia de alteracdo nos
niveis de NO nas células VERO (Figura 4.4), o que sugere que o hialuronato de sodio exibe

atividade anti-inflamatoria.

Figura 4.4- Efeito do hialuronato de sodio nos niveis de 6xido nitrico nas células VERO.
Células tratadas com diferentes concentragfes de hialuronato de sodio (10, 50, 100, 500 e
1000 pg/ml) por 24, 48 e 72 h. Os resultados s&o expressos como média + DP de pelo menos
trés experimentos independentes. Letras diferentes indicam valores significativamente
diferentes entre os tratamentos de acordo com a andlise de variancia (ANOVA) seguida do

teste post hoc (b) de Tukey. A significancia estatistica foi determinada em p < 0,05.
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Fonte: O autor (2024).

Quantificacao de ROS extracelular

A atividade antioxidante das amostras foi estudada quanto a sua capacidade de ndo
alterar os niveis de Espécies de reacdo de oxigénio (ERO) em células VERO. Os niveis ERO
sdo mediadores importantes em diversas vias e sdo produtos toxicos conhecidos no
metabolismo celular. Algumas EROs como o radical anion superoxido (O2), peroxido de
hidrogénio (H202), peroxinitrito (ONOOH) e o radical hidroxila (OH), sdo formadas nas

células como consequéncia da atividade aerobica normal (SUN et al., 2021).
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Através da Figura 4.5 foi possivel observar que nas concentracdes de hialuronato de
sodio (10, 50, 100, 500 e 1000 pg/ml) estudadas, ndo constatou-se a geragdo de estresse
oxidativo, mantendo a mesma quantidade de espécies reativas de oxigénio por até 72 h em

células VERO, valor este estatisticamente igual ao controle celular.

Figura 4.5- Efeito do hialuronato de sddio os niveis de ERO nas células VERO. Células
tratadas com diferentes concentracdes de hialuronato de sodio (10, 50, 100, 500 e 1000
ug/ml) por 24, 48 e 72 h. Os resultados sdo expressos como média = DP de pelo menos trés
experimentos independentes. Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes
entre os tratamentos de acordo com a analise de variancia (ANOVA) seguida do teste post
hoc (b) de Tukey. A significancia estatistica foi determinada em p < 0,05. ROS= Espécies

reativas ao oxigeénio.
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Fonte: O autor (2024).

O hialuronato de sddio é considerado um potencial eliminador de EROs. Segundo
pesquisas, este biopolimero quando formado com elevado peso molecular (HMW-HA, 1000
kDa) pode proteger as células epiteliais da cornea contra danos oxidativos induzidos por luz
ultravioleta, cloreto de benzalconio, lauril sulfato de sodio, dentre outros (WU et al., 2017).

Também pode ser empregado como adjuvante com outras substancias como silica
mesoporosa, quitosana e carboximetilcelulose sodica oxidada, o hialuronato de sédio,
apresentando potencial redutor de EROs por quelagédo de cations metalicos, demonstrando
que pode desempenhar um importante papel na entrega controlada de medicamentos (SHAO
etal., 2022).
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Avaliacéo da liberacéo de DNA de fita dupla (ds-DNA)

O DNA tem um papel vital nos processos que transportam informacdo genética e
fornecem o direcionamento para a sintese bioldgica de proteinas e enzimas atraves dos
processos de replicacédo e transcri¢do da informacdo genética (XU et al., 2020).

Neste sentido, 0 ensaio de PicoGreen € utilizado para a quantificagdo do ds-DNA
liberado no meio devido a danos a membrana da célula, com o objetivo de investigar
citotoxicidade.

Conforme mostra a Figura 4.6, é possivel observar que os niveis de ds-DNA nas
células VERO ndo apresentaram mudancas significativas (p>0,05) em nenhuma das
condicBes de exposi¢do ao hialuronato de sddio submetidas (10, 50, 100, 500 e 1000 pg/ml
por 24,48 e 72 h).

Figura 4.6- Citotoxicidade do hialuronato de sodio de acordo com o reagente ds-DNA
Quant-iT™ PicoGreen® em células VERO. Células tratadas com diferentes concentragdes
de hialuronato de sédio (10, 50, 100, 500 ¢ 1000 pg/ml) por 24, 48 € 72 h. Os resultados sdo
expressos como média = DP de pelo menos trés experimentos independentes. Letras
diferentes indicam valores significativamente diferentes entre os tratamentos conforme
analise de variancia (ANOVA) seguida de testes post hoc (b) de Tukey. A significancia

estatistica foi determinada em p < 0,05.
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Dessa forma, pode-se concluir que o hialuronato de sodio produzido e purificado
neste trabalho ndo representa um papel toxico para as células VERO estudadas, no entanto,

ndo apresenta respostas satisfatorias como antioxidante.

4.3.1.2. Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do hialuronato de sodio foi testada frente a quatro
bactérias, sendo elas: Escherichia coli; Listeria monocytogenes; Salmonella typhimurium;
e Staphylococcus aureus e os resultados da concentracao inibitoria e bactericida minina estéo

apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1- Concentracdo inibitdria e bactericida minimas do hialuronato de sodio.

Patogenicidade Bactéria CIM (mg/mL) CBM (mg/mL)

Gram-positiva _ Es_cherichia coli 50 > 50
Listeria monocytogenes 50 > 50

Gram-negativa Salmonella typhimurium 50 > 50
Staphylococcus aureus > 50 > 50

Fonte: O autor (2024).

O hialuronato de sddio apresentou atividade antimicrobiana com concentracao
inibitéria minima (CIM) de 50 mg/mL em 3 das 4 bactérias estudadas (Escherichia coli,
Listeria monocytogenes e Salmonella typhimurium). Contudo, os estudos sobre o potencial
de concentracdo bactericida minima (CBM) do hialuronato de sédio ndo produziram
resultados favoraveis para nenhum dos microrganismos examinados, uma vez que nenhuma
das bactérias demonstrou suscetibilidade & morte celular.

Em estudo realizado por Chuc-Gamboa et al. (2021) aplicando o hialuronato de sodio
em filmes de quitosana ndo obtiveram resultados positivos para atividade antimicrobiana
testadas contra Escherichia coli, Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus, e
moderada atividade contra Salmonella typhimurion. A justificativa relatada pelos autores
sugere que a baixa atividade antibacteriana pode ser devida a baixa densidade de quitosana
na camada mais superficial da amostra.

Segundo Jasenska et al. (2021), embora o hialuronato de sédio possuir atividade
antimicrobiana contra diversas espécies de microrganismos, no entanto esta macromolécula
ndo é comumente considerada como um agente antibacteriano. Além disso, sua atividade

pode ter correlagdo com o peso molecular.
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A literatura sugere que o hialuronato de sodio com alto peso molecular (1300 kDa)
pode reduzir significativamente o nimero de S. aureus, e que com baixa massa (141 kDa)
ndo inibe o crescimento na concentracao de 1 mg/mL. No caso de cepas de S. mutans, o sal
de baixo peso molecular resultou em um aumento no ndmero de células em relacdo ao
controle, indicando que o AH pode ter sido utilizado como uma fonte de nutrientes para 0s
microrganismos (GUZINSKA et al., 2018).

Também existem controversas sobre as propriedades pro ou antiproliferativas do
hialuronato de sodio isolado/sozinho, ou seja, sem estar associado a outras substancias. Os
seus efeitos na proliferacdo celular sdo complexos e ainda dependem da concentracdo de
AH, do tamanho molecular e do tipo de célula (SPITZER et al., 2008).

4.3.1.3. Propriedades antioxidantes

Considerando que a capacidade antioxidante é definida como qualquer substancia
que, quando presente em baixas concentracbes em comparacdo com um substrato oxidavel,
atrasa ou inibe significativamente a oxidacdo desse substrato, pode-se afirmar que
fisiologicamente, o papel dos antioxidantes é prevenir danos aos componentes celulares
decorrentes de reacdes quimicas promovidas por radicais livres (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1995).

Nos tltimos anos, inimeras investigacdes cientificas demonstram que o hialuronato
de sddio apresenta efeitos antioxidantes in vivo e in vitro. Mohammed e Niamah (2022)
analisaram a atividade antioxidante de &cido hialurdnico extraido de Streptococcus
thermophilus e obtiveram resultados em concentragcfes de 1300 pg/ml, com 69,18%, 78,42%
e 73,74% de atividades de DPPH, per6xido de hidrogénio e eliminacao de quelantes de ferro,
respectivamente.

O método DPPH foi testado neste estudo, porém ndo foi possivel quantificar a
capacidade antioxidante da amostra, visto que o hialuronato de sodio precipitou ao entrar em
contato com o solvente (etanol) utilizado no método. Neste sentido, foi entdo utilizado o
método ABTS utilizando agua destilada como solvente.

Os resultados obtidos indicam que 1 g de hialuronato de sddio foi capaz de inibir o
cation radicalar ABTS de maneira equivalente a 15,36 pumol trolox e que sdo necessarios
77,82 mg/ml de hialuronato de sodio para eliminar 50% do radical ABTS. Estes resultados
corroboram com a avaliagdo dos nives de EROs avaliados como parte da citotoxicidade e

indicam baixa capacidade antioxidante da amostra.



110

Segundo KADERLI et al. (2015) o fato de o hialuronato de sédio néo ter apresentado
boa capacidade antioxidante neste trabalho, pode estar relacionado ao fato de que alguns
antioxidantes quando em elevadas concentracdes, podem ter efeito contrario e catalisar sua

propria oxidacgéo, ou seja, tendo efeito pré-oxidacao.

4.3.1.4. Caracteristicas estruturais do hialuronato de sodio

O resultado do MEV do hialuronato de sddio ¢é apresentado na Figura 4.7. Através
das imagens ampliadas em 200 x, pode-se observar uma estrutura polimérica macica, com
certas granulometrias nao uniformes, mas semelhantes entre si.

Os cristais em maior quantidade, menores e mais escuros sdo atribuidos ao NaCl, o
qual foi utilizado para a purificacao/precipitacdo de AH, além de possiveis restos celulares
de S. zooepidemicus que nédo foram totalmente eliminados na etapa de purificagdo. Por fim,
0s maiores cristais, com uma cor mais clara (esbranquigada) sdo atribuidos aos cristais de

hialuronato de sodio corroborando com os achados por Paiva et al. (2022).

Figura 8- Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) de hialuronato de sédio.
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Fonte: O autor (2024).

4.3.1.5. Grupamentos funcionais do hialuronato de sédio

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) é um
método pratico utilizado para detectar grupos organicos caracteristicos em polissacarideos.

Todas as bandas identificadas e seus respectivos comprimentos de onda sdo mostrados na
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Figura4.8 e na Tabela 4.2, que apresenta a lista 0s grupos organicos identificados no espectro

FTIR do hialuronato de sédio.

Figura 4.8- Espectros de FTIR de hialuronato de sédio.
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Fonte: O autor (2024).

Na Tabela 4.2 estdo listados os grupos organicos identificados no espectro FTIR do
hialuronato de sédio.

A banda “a”, localizada na faixa de 3296 cm™ corresponde ao estiramento do grupo
N - He O - H, enquanto que a banda “b” ¢ correspondente ao alongamento C - H na area de
2922 cm™? (ALKRAD et al., 2003). J4 na banda “c”, em 2323 cm™, encontra-se o trecho tiol
SH e nas bandas “d” e “e”, nas faixas de 1628 e 1539 cm, sdo atribuidas as amidas I e I
(CHUC-GAMBOA et al., 2021).

O pico relacionado a banda “f”, em 1397 cm™, é referente ao alongamento simétrico
do grupo C - O - C e a banda “g”, em 1146 cm™, refere-se ao alongamento assimétrico C -
O - C, deformaciio O - H e deformacio C = O (MENDES et al., 2010; WOJCIK-
PASTUSZKA; SKRZYPCZYK; MUSIAL, 2021).

As bandas observadas na faixa de 1056 cm™ (bandas “h”) e 952 cm™* (banda “i”) no
biopolimero de hialuronato de sddio referem-se ao estiramento C - O — C, ao estiramento C
— O - C e deformagdes CH>OH (SAFAEI; TARAN, 2017).

A banda nomeada como “a”, cujo valor se encontra na faixa de 3296 cm™, também

foi observada por Paiva et al. (2022) em hialuronato de sédio produzido por S.
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vinculada aos grupamentos hidroxila (OH).

Tabela 4.2- Grupos organicos encontrados no espectro FTIR do hialuronato de sédio.

Banda  Comprimento de onda (cm™) Grupos e ligacdes organicas
a 3296 EstiramentoN-He O - H
b 2922 Alongamentodo C - H
c 2323 Trecho Tiols SH
d 1628 Amida | e amida Il
e 1539 Amida | e amida Il
f 1397 Alongamento simétricoC- 0 - O
g 1146 Alongamento assimétrico C — O - C,
deformacdo O - H e deformacdo C = O
h 1056 EstiramentoC-0O-C
i 952 Estiramento C - O - C e deformacgdes

CH20H

Fonte: O autor (2024).

4.3.1.6. Propriedades térmicas

A Figura 4.9 corresponde a andlise termogravimétrica (TGA) e analise térmica

diferencial (DTA) do hialuronato de sddio produzido por S. zooepidemicus ATCC 39920. A

técnica TGA acompanha a perda ou ganho de massa de uma amostra em funcdo do tempo

ou da temperatura, enquanto que a termogravimetria derivada (DTG) é um arranjo

matematico no qual a derivada da variacdo de massa em relacao ao tempo (dm/dt) registrada
em funcdo do tempo ou da temperatura (DENARI; CARVALHO, 2012).
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Figura 4.9- Analise termogravimétrica (TGA) e curvas de termogravimetria derivada
(DTG).
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Fonte: O autor (2024).

Observa-se duas regides de perda de massa, uma em aproximadamente em 115 °C,
correspondendo a 4,04% em peso, e foi associada a perda de agua. A segunda ocorre na faixa
de temperatura de 190 a 460 °C, com uma perda de peso de aproximadamente 22,15%, e foi
relacionada a degradacdo da estrutura do préprio biopolimero. A curva DTG indica que o
pico de degradacdo do hialuronato de sddio ocorreu na temperatura de 280 °C, apresentando
a maior taxa de perda de massa (1,5%/min).

Duas etapas de degradacdo térmica para o hialuronato de sédio produzido por
Streptococcus zooepidemicus, também foram observadas por Safaei; Taran, (2017), com a
primeira ocorrendo na faixa abaixo de 150 °C com 13,75% de perda de peso, enquanto que
a segunda fase ocorreu em aproximadamente 220 a 460 °C com uma perda de peso de

53,99% relacionadas a perda de agua e degradacédo do hialuronato de sédio, respectivamente.

4.3.1.7. Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

O comportamento térmico do hialuronato de sodio obtido foi avaliado mediante

analises de DSC, apresentadas na Figura 4.10.
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A andlise DSC € uma ferramenta poderosa e versatil para estudar as propriedades
térmicas de uma ampla variedade de materiais, desempenhando um papel fundamental no
desenvolvimento, na caracterizacdo e no controle de qualidade de produtos em varias
industrias. As principais funcdes e aplicacbes da analise DSC sdo: determinacdo de
transicOes térmicas; estudo da estabilidade térmica; caracterizagdo de polimeros;
desenvolvimento de materiais, entre outras.

Figura 4.10- Termograma DSC de hialuronato de sédio.
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Fonte: O autor (2024).

A andlise térmica diferencial do polimero de hialuronato de sodio apresentou dois
eventos, sendo um deles exotérmico, em 87 °C e outro evento endotérmico em 286 °C.

Os resultados obtidos por Wojcik-Pastuszka; Skrzypczyk; Musiat, (2021), ao
avaliarem uma amostra de AH pura, revelaram a presenca de dois picos endotérmicos
semelhantes, ocorrendo a 228,5 e 246,7 °C, os quais foram associados & degradacdo do
polimero. Contudo, as discrepancias nas temperaturas registradas entre este estudo e os do
referido autor podem ser atribuidas a fusdo das interagdes intermoleculares entre as cadeias

de hialuronato de sédio ou a possivel presenca de impurezas na amostra.

4.4. Conclusao
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Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que o acido hialurénico (AH)
produzido, embora ndo tenha alcancado o nivel maximo de pureza relatado em outros
estudos, demonstrou ser um material seguro e promissor para uma variedade de aplicacGes
industriais. A metodologia de purificacdo empregada, utilizando etanol como solvente em
conjunto com NacCl, resultou em uma eficiente purificacdo do hialuronato de sédio, com uma
taxa de remocdo de impurezas de 56,65%. A anélise de citotoxicidade indicou a seguranca
do AH produzido em concentragdes testadas, sugerindo seu potencial para uso em aplicagdes
bioldgicas.

Além disso, o AH apresentou atividade antioxidante moderada e atividade
antimicrobiana contra algumas bactérias, 0 que o torna particularmente interessante para
aplicacdes na industria de alimentos.

As técnicas de caracterizacdo utilizadas forneceram informacdes detalhadas sobre a
estrutura e as propriedades térmicas do hialuronato de sddio produzido, contribuindo para o
entendimento de suas caracteristicas e possiveis aplicacdes.

Apesar das limitacdes identificadas, como a necessidade de otimizacdo dos processos
de purificacdo e caracterizacdo, bem como estudos adicionais para explorar mais a fundo
suas propriedades e aplicagdes em diferentes contextos, os resultados obtidos sugerem que
0 AH produzido tem potencial para ser utilizado em uma variedade de aplica¢6es industriais,
especialmente na industria de alimentos, devido as suas propriedades antimicrobianas e

antioxidantes.
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CAPITULO 5: ELABORACAO E CARACTERIZACAO DE CREME
COSMETICO CONTENDO ACIDO HIALURONICO PRODUZIDO POR
STREPTOCOCCUS ZOOEPIDEMICUS ATCC 39920

O capitulo apresentado a seguir corresponde a um Trabalho de Conclusdo de Curso
elaborado a partir do projeto de tese inicial e est& publicado no livro Expressées Académicas
2022 - ENGENHARIA DE ALIMENTOS E ENGENHARIA QUIMICA/URI (Figura 5.1).

Figura5.1- Cabecalho do capitulo do livro ExpressGes Académicas 2022 - ENGENHARIA
DE ALIMENTOS E ENGENHARIA QUIMICA/URI.

ELABORACAO E CARACTERIZACAO
DE CREME COSMETICO CONTENDO
ACIDO HIALURONICO PRODUZIDO POR
STREPTOCOCCUS ZOOEPIDEMICUS ATCC

39920

Evelin Garibotti Modzelewski', Diane Rigo®, Rogério Marcos Dallago’,
Jamile Zeni*

'Académica do Curso de Engenharia Quimica (URI)
*Doutoranda do Programa de Pés-Graduacio de Engenharia de Alimentos (URI)
‘Prof. Dr. do Curso de Engenharia Quimica (URI)

“Profa. Dra. do Curso de Engenharia de Alimentos (URI)

Fonte: O autor (2022).

5.1. Introdugéo

A pele € considerada um dos principais 6rgaos do corpo humano devido a sua fungéo
de regulacdo e imunidade, além da protecdo contra agentes externos, controle de
temperatura, defesa organica, controle do fluxo sanguineo, entre outros (FERREIRA;
CAPOBIANCO, 2016).

Toda pele necessita de cuidados especiais, seja de cunho funcional ou estético.

Quando estético, a pele do rosto se destaca das demais. Quando ndo esta bem hidratada, as
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células responséaveis por manter a boa elasticidade ndo produzem coldgeno e elastina de
forma suficiente, favorecendo a formagéo de sulcos na pele. Outro aspecto a considerar, esta
relacionado aos melandcitos, que na auséncia de dgua ndo produzem melanina suficiente
para a absorcdo dos raios ultravioleta (RASCHE, 2014).

Normalmente, estas caracteristicas se intensificam com a idade/envelhecimento. De
acordo com Oliveira (2009), o envelhecimento cutaneo é um processo bioldgico continuo
caracterizado por multiplos fatores que interagem entre si, levando ao desgaste natural da
pele. Dentre estes fatores, destacam-se: 0s genéticos, a exposic¢do solar cronica, tabagismo,
alcoolismo, estresse emocional, repercussdo de doengas cuténeas e sisttmicas que podem
ser genéticas e/ou endocrinas.

Durante o envelhecimento humano, ha alteracdes biogquimicas e estruturais das fibras
de colageno, reduzindo sua sintese e aumentando sua degradacdo e, por consequéncia,
proporcionando alteracdo do volume facial, perda de elasticidade, ritides, sulcos e marcas de
expressdes (VASCONCELOS et al., 2020). A rigidez e a perda de moléculas de agua
dificultam a difusdo dos nutrientes com consequente diminuicdo da capacidade de
regeneragéo dos tecidos.

Maia; Salvi (2018) denotam que a derme e epiderme tendem a decair quantitativa e
qualitativamente com a idade através da reducdo da atividade mitocondrial e da degradacao
e diminuicdo do colageno da matriz celular. O envelhecimento esta associado, ainda, a perda
progressiva dos coxins de gordura da face e ao declinio da elasticidade da pele.

Para melhorar a aparéncia, a humanidade faz uso de diferentes substancias/compostos
h& milhares de anos. Preliminarmente, essas substancias apresentavam pigmentos de origem
animal e vegetal que eram aplicados topicamente na tentativa de melhorar somente a
aparéncia facial (GOMES; DAMAZIO, 2009). Com o passar do tempo, 0 mercado de
cosméticos evoluiu, passando a proporcionar preparacdes constituidas por substancias
naturais ou sintéticas utilizadas na manutencdo e aperfeicoamento da estética do corpo
humano, com o objetivo principal de limpéa-lo, perfuma-lo, alterar ou corrigir sua aparéncia,
colaborando de modo a melhorar a qualidade da pele e seus anexos (BRASIL, 2015).

A acdo de rejuvenescimento pode se dar de duas maneiras: i) com tratamentos
preventivos e paliativos, que remete a um conjunto de agdes que visam evitar e reduzir o
aparecimento dos sinais de envelhecimento cutaneo; ii) formulagbes cosméticas como o
acido hialurénico (AH), que visa reverter determinadas manifestagdes clinicas visiveis de
uma pele envelhecida (OLIVEIRA, 2009).
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A procura do método mais eficaz de preenchimento cutdneo permitiu uma evolucao
na prevencao e rejuvenescimento natural da pele. Neste contexto, o acido hialurénico se
coloca no mercado como uma alternativa para o tratamento do envelhecimento facial e tem
sido utilizado no preenchimento de partes moles para corrigir depressdes, rugas e sulcos.
Seu comportamento bioldgico é bem conhecido, com estudos histoldgicos, sendo absorvido
gradativamente ao longo dos meses (SALLES et al., 2011; BERNARDES et al., 2018).

O AH é um biopolimero glicosaminoglicano (GAG) linear com unidades repetidas
de B-1,3-N-acetil glucosamina e [-1,4-D-4cido glucurénico ligados entre si. Suas
caracteristicas estruturais e suas propriedades fisicas, quimicas e biol6gicas permitem que a
sua utilizacdo seja ampla e abranja diversas areas, incluindo a estética (GUPTA et al., 2019;
AL-KHATEEB; OLSZEWSKA-CZYZ, 2020). Através da sua aplicacdo, o AH se adapta
aos contornos do rosto, tratando as rugas, recuperando o volume e a hidratacdo natural da
pele (SANTONI, 2018).

Originalmente, o AH era obtido de fontes animais, principalmente de crista de galo,
no entanto, devido a possibilidade de contaminacéo, sazonalidade, apelo ambiental e outros
fatores, foram desenvolvidas alternativas de obtencdo de AH, sendo uma destas, através do
emprego de culturas bacterianas, como o Streptococcus, gerando rendimentos com maior
concentracdo de AH. Entre as linhagens de bactérias, S. zooepidemicus € um dos mais
utilizados devido sua elevada producdo (até 7 g/L) (HARTH et al., 2018).

O mesmo autor ainda ressalta que o AH produzido por bactérias apresenta as mesmas
caracteristicas reoldgicas que o AH de origem animal e é capaz de diminuir os riscos de
contaminacdo por proteinas e virus animais. Além disso, os custos de purificacdo se tornam
menores, 0 que torna a rota microbioldgica ainda mais promissora. Tipicamente, utiliza-se
glicose como fonte de carbono e uma fonte de nitrogénio complexa (como peptona de soja)
para compor o meio nutricional de produgéo.

Tendo em vista todas as informacOes postas, a incorporacdo de AH de origem
microbiana em creme cosmético € uma alternativa promissora em substituicdo ao AH de
origem animal. Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo formular creme
cosmeético do tipo dleo/dgua (O/A) com adigdo de acido hialurdnico (0,1 e 0,5%, m/m)
produzido por Streptococcus zooepidemicus ATCC 39920 e avaliar a estabilidade de
estocagem em 48 h e durante 15, 30 e 60 dias frente as temperaturas de 20 e 40 °C,
realizando-se analises organolépticas, estabilidade acelerada por centrifugacao, viscosidade,

densidade, atividade de agua, umidade, pH e cor instrumental.
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5.2. Metodologia

5.2.1. Preparacdo da emulséo semi-solida O/A e incorporacdo do AH em creme cosmético

A emulsdo semi-sélida O/A foi preparada por adicdo da fase aquosa (EDTA-
dissodico; metilparabeno (4-hidroxibenzoato de metilo); glicerina e 4gua purificada) a fase
oleosa (Polawax (alcool Cetoestearilico e Monoestearato de Sorbitano Etoxilado);
propilparabeno (propyl 4-hydroxybenzoate); butil-hidroxitolueno e vaselina liquida),
mediante agitacdo automatica (agitador Unguator) até a formacdo de creme durante 2 min
para homogeneizacdo completa, manteve-se esta agitacdo até o resfriamento. Partindo da
formulacdo-base, foram preparadas emulsdes contendo AH nas percentagens de 0,1 e 0,5%

(m/m), a incorporacdo foi realizada com o0 AH em p6, manualmente.

5.2.2. Caracterizacao das formulagbes cosméticas

Estabilidade de estocagem: As formulacGes (sem AH (creme base) e com 0,1% e
0,5%, m/m, de AH), foram acondicionadas em recipientes de plastico e armazenadas em
estufa a 20 °C e 40 °C, durante 60 dias, sendo realizadas analises de aspecto visual,
estabilidade acelerada por centrifugacdo, viscosidade, densidade, atividade de &gua,
umidade, pH e cor instrumental. As analises foram realizadas no tempo 0 (48 h), em 15, 30
e 60 dias.

Anélise organoléptica/aspecto visual: é 0 que pode assegurar o desempenho de um
item, a avaliacdo sensorial, como ja diz 0 nome, é uma avaliacdo através dos 6rgdos dos
sentidos. Foi realizada por andlise visual, olfactiva e tactil.

Estabilidade acelerada por centrifugacdo: O ensaio de estabilidade acelerada por
centrifugacéo foi realizado a primeira vez 48 h apos a preparagdo das amostras. Colocou-se
cerca de 3 mL de cada amostra em tubos graduados, que foram submetidos a 2 ciclos de
centrifugacdo (Centrifuga Eppendorf 5804) de 30 minutos cada, a 5000 rpm, a temperatura
de 25 °C e analisados quanto ao volume de liquido (mL) liberados e aspecto visual.

Viscosidade: A determinacdo da viscosidade foi realizada a temperatura constante de
25 °C utilizando viscosimetro Thermo Haake T550.

Densidade: A densidade das formulag6es foi obtida atraves da relacdo massa/volume

determinada em proveta.
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Atividade de agua: A atividade de &gua foi determinada em analisador de atividade
de 4gua DECAGON, modelo Pawkit, com amostra a temperatura ambiente.

Umidade: A umidade das formulacdes cosméticas foi determinada em estufa com
recirculacdo de ar (Fanem, modelo 320-SE), com aproximadamente 2 g de amostra a 105 °C
por aproximadamente 4 h ou até massa constante de acordo com AOAC (2005).

pH: O pH das formulacGes cosméticas foi medido em pHmetro (Digimed, modelo
DM-22) de acordo com AOAC (2005), na proporcao de 1/10 (v/v).

Cor instrumental: A cor foi determinada atraves de colorimetro (Minolta Chroma
Meter, modelo CR-400), no sistema de cor CIELAB, com os trés componentes, L*
(luminosidade ou brilho) cujo valor varia entre zero (preto) e 100 (branco), e as coordenadas
de cromaticidade a* e b* que variam de -a* (verde) até +a* (vermelho), e de -b* (azul) até
+b* (amarelo). O célculo da tonalidade cromatica (C*) foi realizado através dos valores

obtidos diretamente do colorimetro, através da Equacéo 1.
C* = (a*Z + b*2)1/2 (1)

Analise estatistica: Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA),
e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a nivel de 95% de confianca utilizando
o0 software Statistica (versdo 5.0 StatSoft, Inc., Tulsa OK, USA).
5.3. Resultados e discussdes
5.3.1.Preparacéo e incorporacdo do AH em creme cosmético

Foram elaboradas 3 formulagdes de creme cosmético do tipo O/A (creme base - sem

AH, com adicdo de 0,1 e 0,5% de AH). O aspecto visual das 3 formulacGes pode ser

observado na Figura 5.2.
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Figura 5.2- Aspecto visual das formulac¢6es do creme-base e com adigdo de AH.

Creme-base

Creme + 0,1% AH

Creme + 0,5% AH

o

Fonte: O autor (2022).

“Os caracteres organolépticos constituem o indicativo mais acessivel para se avaliar
a qualidade de uma preparacdo semi-sélida e para detectar alteracGes. O simples exame
visual pode funcionar como um indicativo, por vezes perfeito, da homogeneidade da
preparacdo. Qualquer individuo, apés a aplicacdo de um creme na pele, submete-o,
involuntariamente, a uma analise visual, olfactiva e tactil. A cor e o aroma séo dois indices
seguros para elucidar quanto ao estado de conservacdo da preparacdo, pelo que uma
mudanca de cor ou um cheiro diferente, mais ou menos pronunciado, séo indicios de que
houve alteracdo” (OLIVEIRA, 2009).

De acordo com a analise organoléptica realizada, as amostras de creme, apds 60 dias
de armazenamento, apresentaram aspecto visual de coloracdo branca, cheiro caracteristico
de creme comercial e aspecto homogéneo (Figura 3), indicando que ndo houve oxidacéo do
AH.

5.3.2. Caracterizacdo das formulacfes cosméticas
Estabilidade acelerada por centrifugacao

A estabilidade de uma preparacdo farmacéutica estd relacionada com a sua
capacidade de resistir a alteracGes fisicas e/ou quimicas. No método de centrifugacéo, a forca
gravitacional atua sobre o produto, promovendo o movimento das suas particulas. A
centrifugacdo gera estresse na preparacdo ao simular um aumento da forca da gravidade,
permitindo, assim, antecipar possiveis alteracGes de estabilidade. Estas alteragdes podem ser
observadas sob a forma de precipitados, ocorréncia de separacdo de fases, formacéo de

sedimentos compactos, coalescéncia, entre outros. As amostras sdo centrifugadas a
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temperatura, tempo e velocidade padronizados e depois sdo verificadas visualmente
(OLIVEIRA, 2009).

No que faz referéncia a analise de estabilidade acelerada, nenhuma formulacédo
apresentou separacdo de fases, permanecendo homogéneas durante todo o periodo em que
ficaram armazenadas, independente da temperatura (20 e 40 °C), como apresentado na
Figura 5.3.

Figura 5.3- Aspecto visual das formulacbes de creme apds a anélise de estabilidade
acelerada.

1 - Creme-base 40°C; 2 - Creme-base 20°C; 3 - 0,1% AH 40°C; 4 - 0,1% AH 20°C; 5 - 0,5% AH 20°C; 6 - 0,5% AH 40°C

Fonte: O autor (2022).

Viscosidade

A viscosidade é uma forca de atrito entre as camadas adjacentes dos fluidos. Em
outras palavras, a viscosidade € uma resisténcia sob a forma de atrito interno. Esta grandeza
também depende da temperatura, isto €, quanto maior a temperatura, maior a agitacdo das
moléculas e com maior facilidade escorre um liquido ou um sélido, portanto, temperatura e
viscosidade sdo grandezas inversamente proporcionais: quando a temperatura aumenta, a
viscosidade tende a diminuir (BERTULANI, 1999).

Alguns fluidos apresentam mudancas na viscosidade em fungdo do tempo, sob
condigdes constantes de tenséo de corte, pelo que se consideram duas categorias: os fluidos

com tixotropia e os fluidos com reopexia. Os materiais plasticos ndo fluem quando Ihes é
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aplicada uma baixa tensdo de corte, podendo, nestas circunstancias, apresentar propriedades
elasticas. Contudo, estes materiais necessitam de um valor minimo de tenséo de corte (valor
de cedéncia), a partir do qual iniciam o escoamento (€ o0 que acontece com determinados
cremes) (OLIVEIRA, 2009).

Sdo diversos os métodos utilizados para se determinar a viscosidade. Os mais
comumente empregados utilizam viscosimetros rotativos, de orificio e capilares. A
determinacéo por viscosimetro rotativo consiste na medicdo do torque requerido para rodar
uma agulha imersa numa amostra. Dependendo da faixa de viscosidade da amostra,
seleciona-se a agulha (spindle) adequada (OLIVEIRA, 2009). No presente estudo, o spindle
utilizado foi de 25, a temperatura de 25°C e rotagdo de 10 rpm. Os resultados obtidos para
as amostras de cosméticos armazenadas em diferentes condicGes sdo apresentados na Tabela
5.1.

Tabela 5.1- Resultados de viscosidade do creme cosmético contendo AH armazenado a 20

e 40 °C por um periodo de 60 dias.

Temp. de Amostras Armazenamento (dias)
estocagem (°C) 0 15 30 60
Sem AH 17494°82 231152 18299¢EP 2422430
+ 646 + 347 + 487 +94
20 °C 0,1% de 21953242 19326°CP 1726040 2020200
AH + 628 + 241 +735 +81
0,5% de 22505444 2435144 2505142 31142344
AH + 68 + 415 + 220 +91
Sem AH 8944dcb 22011°AP 2084442+ 30423¥%
+ 232 + 264 402 +44
10°C 0,1% de 19499°Eb 2125902 18379462 26412282
AH + 808 +48 +128 + 69
0,5% de 23464344 2216740 1879680 2195°¢P
AH + 1570 +122 + 147 +168

*MédiastDesvio Padrdo seguidas de letra iguais minasculas/maitsculas/mindsculas na linha/coluna/coluna
indicam ndo diferem estatisticamente entre si, a nivel de confianca de 95%.
Fonte: O autor (2022).

Analisando os resultados obtidos, percebeu-se que o creme-base (sem AH) teve um
aumento na viscosidade ao final dos 60 dias em ambas as temperaturas de estocagem (20 e
40°C).

Para o creme contendo 0,1% (m/m) de AH a 20°C, observa-se a maior viscosidade
no tempo 0 (48 h), ndo apresentando diferenca significativa nos periodos de 15, 30 e 60 dias.
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O cosmético armazenado a 40°C, apresentou um comportamento oposto, com a maior
viscosidade sendo observada ao final dos 60 dias, porém, assim como em 20°C, também néo
apresentou diferenca significativa em relacdo aos demais tempos. Para o creme contendo
0,5% (m/m) de AH a 20°C, observa-se uma tendéncia contraria ao armazenado a 40°C,
apresentando a maior viscosidade em 60 dias de armazenamento.

Ao analisar todas as formulagdes, nota-se que o creme contendo 0,5% (m/m) de AH,
na temperatura de 20°C ao final dos 60 dias, apresentou a maior viscosidade, 31.142 cP.
Esse valor pode ter sido conduzido pelo fato de que a formulacdo ficou em temperatura
ambiente até a analise de viscosidade ter sido realizada, ha a possibilidade de ter tido
influéncia da temperatura externa.

Os limites de aceitacdo no que faz referéncia a viscosidade devem ser definidos pelo
formulador considerando-se a percepc¢ao visual decorridas de alteracdes. Deve-se levar em
conta a possibilidade de o consumidor também reconhecé-las (BRASIL, 2004).

Segundo Amiralian e Fernandes (2018), os cremes apresentam alta viscosidade e, de

acordo com as andlises organolépticas, os resultados obtidos sao aceitaveis.

Densidade

A densidade dos materiais € inversamente proporcional ao volume, e o volume, por sua
vez, € uma grandeza que varia com a temperatura e a pressdo. Portanto, se aumentar a
temperatura, as particulas ou moléculas constituintes da substancia irdo se expandir, aumentando
0 volume e, consequentemente, diminuindo a densidade. O contrario também €é verdadeiro.
Conclui-se, portanto, que a densidade é inversamente proporcional a temperatura, isto €, com o
aumento da temperatura a densidade diminui e, diminuindo a temperatura, a densidade aumenta.

Os resultados de densidade para os cosmeéticos armazenados em diferentes condigdes sao

apresentados na Tabela 5.2.

Tabela 5.2- Resultados de densidade do creme cosmético contendo AH armazenado a 20 e

40 °C por um periodo de 60 dias.

Temp. de Amostras Armazenamento (dias)
estocagem (°C) 0 15 30 60
bAa bAa aAa bBa
Sem AH 1,02 1,07 1,18 1,01
20 °C + 0,08 + 0,06 +0,03 +0,00
0,1% de 0,980¢A2 1,274 1,052 0,95¢BP

AH +0,08 +0,13 + 0,04 +0,02
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0,5% de 0,91¢A° 1,164 1,11bABa 1,354

AH +0,03 +0,07 +0,03 +0,03

Sem AH 1,01bAa 1,15%4a 1,05204 1,01PAa

+0,08 +0,06 +0,03 +0,03

10 °C 0,1% de 0,960¢Aa 0,90¢BP 0,96PA0 1,03%4%
AH +0,05 +0,03 +0,02 +0,01

0,5% de 1,09242 1,084 0,920Ab 0,95PBb

AH +0,07 +0,02 +0,09 +0,01

*MeédiastDesvio Padrao seguidas de letras iguais minudsculas/maidsculas/mindsculas na linha/coluna/coluna
indicam que nédo diferem estatisticamente entre si, a nivel de confianca de 95%.
Fonte: O autor (2022).

Os valores de densidade oscilaram entre 0,90 e 1,35 g/mL. Esta oscilacdo
possivelmente ocorreu devido a metodologia utilizada, ja que foi determinada a densidade
em provetas, ndo sendo um método téo preciso.

O Guia de Controle de Qualidade de Produtos Cosméticos preconiza que a densidade
em cremes deve apresentar valores entre 0,95 e 1,05 g/cm3 (BRASIL, 2008).

Para o creme adicionado de 0,1% de AH a 20°C, a densidade aumentou
significativamente ao final dos 15 dias. Na temperatura de 40°C, observa-se um aumento ao
final dos 60 dias. Para o creme contendo 0,5% de AH a 20°C, a densidade aumentou ao
longo do tempo de armazenamento. J& quando armazenado a 40°C ocorreu 0 oposto, a
densidade diminuiu ao longo do periodo de armazenamento.

Estdo dentro dos limites de aceitacdo as formulagbes sem AH, aos 20°C, no tempo 0
e ao final dos 60 dias e com 0,1% de AH no tempo 0, aos 30 e 60 dias. Aos 40°C, atendem
ao referido guia as formulagdes sem AH no tempo 0, aos 30 e 60 dias. Para o creme com
0,1%, somente ndo se encaixa a formulagdo armazenada ao final dos 15 dias. Por fim, para

0,5% de AH, o valor esta dentro do limite apenas ao final dos 60 dias.

Atividade de a4gua

Para a atividade de 4gua (Tabela 5.3), os valores obtidos em todas as formulagdes foram
muito proximos, entre 0,90 e 0,98, com baixos desvios padroes. N&do se observam variacfes
estatisticamente significativas entre as amostras com o tempo de armazenamento a 20°C. As
variagcbes se manifestam entre as temperaturas e tempos de armazenamento a 40°C, onde a
temperatura por ser mais elevada proporciona efeitos mais intensos sobre as amostras,

conduzindo a tais diferengas.
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Tabela 5.3- Resultados de aw do creme cosmético contendo AH armazenado a 20 e 40 °C
por um periodo de 60 dias.

Temp. de Amostras Armazenamento (dias)
estocagem (°C) 0 15 30 60

Sem AH 0,97344 0,98244 0,9728P 0,962

+0,01 +0,00 +0,00 +0,01

20 °C 0,1% de 0,9724a 0,98244 0,98244 0,962
AH +0,01 +0,01 +0,00 +0,01

0,5% de 0,97%4 0,984 0,972 0,972

AH +0,01 +0,01 +0,01 +0,01

Sem AH 0,94¢4a 0,97PAb 0,98244 0,90°EP

+0,05 +0,00 +0,00 +0,01

10°C 0,1% de 0,970 0,98242 0,964 0,970
AH +0,00 +0,01 +0,01 +0,01
0,5% de 0,97°Aa 0,984 0,98%Aa 0,973Aa

AH +0,00 +0,00 +0,01 +0,01

*MédiastDesvio Padrdo seguidas de letras iguais mindsculas/maiusculas/mindsculas na linha/coluna/coluna
indicam que ndo diferem estatisticamente entre si, a nivel de confianca de 95%.
Fonte: O autor (2022).

Umidade

Este fator pode afetar diversas formas cosméticas, mas principalmente as solidas
como talco, sabonete em barra, sombra, sais de banho, entre outras. Podem ocorrer alteragdes
no aspecto fisico do produto, tornando-o amolecido, pegajoso ou modificando peso ou
volume, como também contaminagdo microbioldgica (BRASIL, 2004). Segundo a Guia de
Controle de Qualidade de Produtos Cosmeéticos, uma abordagem sobre ensaios fisico-
quimicos de 2008, a umidade ndo é um ensaio aplicavel para creme, locdo, gel ou 6leo para
0 rosto/corpo/cabelos/maos/pés, no entanto, foi realizado para verificar os valores que seriam
obtidos.

A Tabela 5.4 apresenta os resultados de umidade para 0s cremes cosméticos
produzidos com e sem a incorporacdo de AH, armazenados por 60 dias a diferentes
temperaturas.
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Tabela 5- Resultados de umidade do creme cosmético contendo AH armazenado a 20 e 40
°C por um periodo de 60 dias.

Temp. de Amostras Armazenamento (dias)
estocagem (°C) 0 15 30 60
Sem AH 15,3042 14,51¢A2 16,3234 15,9560
+0,01 +0,60 +1,05 +0,13
20 °C 0,1% de 10,8282 1461282 15,4134 16,01282
AH + 1,00 +1,0 +0,99 +0,62
0,5% de 14,29¢Ba 16,09082 16,3534 17,4924
AH +0,6 +0,1 +1,10 +0,16
Sem AH 12,7994 14,83¢A2 15,30°82 16,9924
+0,02 +0,12 +0,1 +0,17
10°C 0,1% de 12,12¢A 14,3542 16,5424 16,6024
AH +0,02 +0,62 +0,86 +0,53
0,5% de 12,414 14,320Ab 16,4342 16,2020
AH +1,00 +0,09 +0,61 +0,11

*MédiastDesvio Padrdo seguidas de letras iguais mindsculas/maiusculas/mindsculas na linha/coluna/coluna
indicam que ndo diferem estatisticamente entre si, a nivel de confianca de 95%.
Fonte: O autor (2022).

Os resultados demonstram um aumento da umidade dos cremes com o decorrer do
tempo de estocagem, independentemente da temperatura de armazenamento. Pode ter
ocorrido uma condensacdo de agua na tampa, e esta, portanto, escorreu para a formulacéo

cosmeética, aumentando a umidade.

pH

O pH de uma preparacdo para aplicacdo cutanea constitui um parametro
extremamente importante, uma vez que cada produto deve apresentar pH compativel com a
regido do corpo onde se aplica. A pele tem, normalmente, um pH médio de 5,5, embora este
valor possa variar ligeiramente conforme as diferentes zonas do corpo (OLIVEIRA, 2009).

Os produtos cosméticos de aplicagdo cuténea sdo frequentemente formulados com
um pH ligeiramente acido, uma vez que a pele, em resultado de fatores enddgenos encontra-
se revestida por um manto acidico: o filme hidrolipidico. Assim, um pH entre 4 e 4,5
favorece a integridade cuténea, evitando a instalagcdo de organismos patogénicos que tém
frequentemente preferéncia por meios mais alcalinos. Além disso, o pH ligeiramente acido
podera contribuir para melhorar a estabilidade quimica e microbiolégica do produto
cosmeético, assim como aumentar a sua eficacia (PORTO, 2018).
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Os resultados de pH das amostras de creme cosmético contendo AH armazenado a
20 e 40°C por um periodo de 60 dias sdo apresentados na Tabela 5.5.

Tabela 5.5- Resultados de pH do creme cosmético contendo AH armazenado a 20 e 40 °C

por um periodo de 60 dias.

Temp. de Amostras Armazenamento (dias)
estocagem (°C) 0 15 30 60

6’03aAa 5’27bAa 4’7cAa 4,47cAa
Sem AH +0,21 +0,17 +0,12 +0.11
20 °C 0,1% de 5,19%8P 4,672 4,81°Aa 4,38
AH +0,07 +0,04 +0,26 +0,20
0,5% de 6,07242 4,93p"B2 4,76 4,20°A
AH +0,16 +0,08 +0,25 +0,06
6,218Aa 4,58PBb 4,4QPBb 3,80¢8BP
Sem AH +0,01 +0,09 +0,09 +0,04
6,158 4,58PBa 4,19¢Ch 3,954Ba

° 1% de AH ’ ’ ’ ’
40°C 0,1% de +0,09 +0.06 +0.10 +013
6,143Aa 6,143Aa 5,35PAD 5,030Aa

0 ) i) i) )
0.5%deAH 410 +0.12 +0.22 +0.25

*MédiastDesvio Padrdo seguidas de letras iguais minasculas/maitsculas/mindsculas na linha/coluna/coluna
indicam que ndo diferem estatisticamente entre si, a nivel de confianca de 95%.
Fonte: O autor (2022).

Os valores de pH oscilaram entre 3,80 e 6,21. Observa-se que todas as formulacdes
de creme, independente da temperatura (20 e 40 °C), apresentaram uma diminuicao do pH
em fungédo do tempo de armazenamento, com as maiores variagdes sendo observadas a 40
°C e apresentaram valores de pH < 5,0 com 60 dias de armazenamento. Em alguns casos,
como na amostra sem AH a 40 °C, esta diferenca é superior a duas (2) unidades de pH com
60 dias de armazenamento, 0 que corresponde a um aumento da concentracdo de ions
protdnicos (H+(aq)) superior a 100 vezes.

Esta tendéncia, com uma maior variacdo do pH com o armazenamento, para as
amostras a 40 °C, foi vinculada ao processo de acidificagéo, o que provavelmente ocorre por
reacOes de oxidacéo, conduzindo a formacdo de acidos organicos, que sdo favorecidas pela
temperatura, um parametro reconhecido por aumentar a velocidade das reages, favorecendo
assim a acidificacdo das amostras armazenadas a 40 °C, em relacdo as armazenadas a 20 °C
(ATKINS; JONES; LAVERMAN, 2018). As reacdes de oxidagdo podem ser evitadas com
0 uso de antioxidantes e melhores condi¢cdes de armazenamento. O lugar ideal para se

armazenar um creme é em armario seco, ao abrigo da luz.
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As formulagtes sem AH e com 0,1% armazenados a 40 °C ao final dos 60 dias,
obtiveram um pH mais &cido (3,80 e 3,95, respectivamente) em relagdo as outras
formulac@es, ndo sendo tdo ideais para a pele. J& 0s outros cremes estdo na faixa ideal de
pH.

Cor

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Brasil (2008), a analise da cor
(colorimetria) pode ser realizada por meio visual ou instrumental. Na analise visual
(colorimetria visual) compara-se visualmente a cor da amostra com a cor de um padrdo
armazenado em frasco da mesma especificacdo. Pode-se efetuar essa analise sob condicdes
de luz “branca” natural ou artificial ou ainda em camaras especiais, com varias fontes de luz
(ou seja, varios comprimentos de onda). A analise instrumental substitui o olho humano
como detector e pode ser feita por meio da colorimetria fotoelétrica ou da colorimetria
espectrofotométrica. A colorimetria fotoelétrica é o método que utiliza uma célula
fotoelétrica como detector. E usualmente empregado com luz contida em um intervalo
relativamente estreito de comprimento de onda obtido pela passagem da luz branca através
de filtros. Os aparelhos utilizados nesse método sdo conhecidos como colorimetros ou
fotdmetros de filtro (BRASIL, 2008).

Por meio de um colorimetro, obtiveram-se os seguintes resultados (Tabela 5.6): para
0 creme-base a temperatura de 20 °C, o maior valor de L* (luminosidade ou brilho), 64,32,
foi ao final dos 30 dias, contudo, os valores ndo diferiram significativamente entre si. Para a
coordenada de cromaticidade a*, que varia de -a* (verde) até +a* (vermelho), o maior valor
obtido, 0,70, foi no tempo 0. Para a coordenada b* que varia de -b* (azul) até +b* (amarelo),
o valor maior foi ao final dos 60 dias, -3,07, 0s outros valores ndao apresentaram diferenca
significativa. Comparando com o creme-base a 40 °C, todos os valores apresentaram
semelhanga.

Para o creme com 0,1% de AH, os maiores valores de L* se deram na temperatura
maior, embora aos 20 °C os valores ainda sejam proximos. Para a*, 0s maiores valores estdo
na temperatura de 20 °C. Para b*, os maiores valores prevaleceram na temperatura de 40 °C.

Ja para o creme produzido com 0,5% de AH, os valores de L* foram aproximados
em ambas as temperaturas. Para a coordenada a*, os valores foram maiores na temperatura
de 40 °C para o tempo 0, aos 15 e 60 dias. E, por fim, para b*, na menor temperatura os

valores foram maiores.



Tabela 5.6- Resultado de cor instrumental (L*, a*, b* e C*) do creme cosmético contendo AH armazenado a 20 e 40 °C por periodo de 60 dias.
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Temperatura de
estocagem das

amostras (°C)

Armazenamento (dias)

0

15

30

60

Parametros de cor

Parametros de cor

Parametros de cor

Parametros de cor

L* a* b* Cc* L* a* b* Cc* L* a* b* Cc* L* a* b* c*
Sem AH 52,730 (,70%82 -3,220ha  3,30AP 61,60°42  0,30°BP -4,2734a 42834 64,3272 (Q,210A 3 77bAa 3 7gbAa | 5B 48cBa 0,680B2  -307°A 314940
+0,46 +0,06 +0,03 +0,12 +1,15 +0,03 +0,13 +0,1 +0,12 +0,05 +0,01 +0,14 +1,06 +0,01 +0,17 +0,09
. 0,1% de AH | 59,10% 1 25344 -2,91¢8b  3/17¢Bb 62,430 Q,50bA% -4 14388 4 18%8a 67,4992 0,164 -3,64bBa 3 64082 53,7340 1,373 -2,73%a 3,059
20°c +0,31 +0,07 +0,15 +0,12 +0,08 +0,02 +0,02 +0,12 +0,22 +0,13 +0,03 +0,16 +0,61 +0,24 +0,27 +0,1
0,5% de AH | 57,16%% 0,323 2,640 2,660 57,3580 (,23¢CP -2,56P80 2 576Cb | g1 g2bCb g 2QdAa .2 30cBb 2 31cch 62,65 0,245Cb -2,06980 2 0gdco
+0,13 +0,05 +0,01 +0,51 +0,14 +0,01 +0,02 +1,61 +0,03 +0,06 +0,03 +1,33 +0,09 +0,01 +0,01 +0,97
Sem AH 56,4983 (0,684 -3,30%A48  3,770Ba 61,1582 0,42cBa  -3523Ab 3 542Ab | §3 560 024943 .3 DgbAb 3 3bAb 57,77¢82 0,45PABb .3 48bAa 3 51aAa
+0,77 +0,02 +0,14 +0,09 +0,01 +0,02 +0,01 +0,56 +0,36 +0,04 +0,05 +0,22 0,34 +0,01 +0,01 +2,53
10°C 0,1% de AH | 60,34%4  0,42Bb  .3430Aa 3 46%a+ | 64,192  (,50%44 -2,9248b 2 ggeBb 64,0904 Q,2°Ca+ - 3,080  3,08°BP 61,49¢A 0,39PBb -0,9%b +  3,08d¢h
+0,33 +0,01 +0,02 0,1 +0,25 +0,01 +0,03 +0,03 +0,17 0,02 +0,01 +0,21 +0,77 + 0,06 0,11 *1,73
0,5% de AH | 57,498 (,34¢°Ca -2,70PBa 2 72CA | g1 BbBa  ( 43bBa -2,91%82 2 9gaBa 63,63%% 0,159  -271%Ca 2 71bCa 60,7540 0,4834a -2,66%8a 2 7bBa
+0,18 +0,03 +0,01 +0,74 +0,09 +0,02 +0,01 +0,02 +0,83 +0,03 +0,01 +0,37 +0,08 +0,02 +0,01 +0,81

*MediastDesvio Padrdo seguidas de letras iguais mintsculas/maitsculas/mindsculas na linha/coluna/coluna indicam que ndo diferem estatisticamente entre si, a nivel de confianca de 95%.

Fonte: O autor (2022).
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5.4. Conclusao

A elaboracdo de creme cosmeético tipo O/A com AH produzido por fermentacdo
submersa apresentou caracteristicas organolépticas adequadas para um produto com fins de
uso estéetico. Observou-se também uma boa estabilidade, ndo havendo separacao de fases nos
testes realizados, em vista disso, conclui-se que houve uma homogeneizacéo das fases O/A
de forma adequada durante o seu preparo.

De forma geral, ndo houve diferencas significativas no que tange as andlises fisicas
do creme, entre as diferentes composicbes (0,1 e 0,5%) e entre as temperaturas de
armazenamento (20 e 40 °C), sugerindo que todas as formulacbes podem ser utilizadas em

trabalhos futuros.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com um vasto leque de aplicagbes, o acido hialurénico (AH) experimenta uma
crescente demanda a cada ano, e os métodos de producdo utilizando microrganismos tém se
destacado por oferecerem maior rendimento e qualidade do produto. Entre esses métodos, as
cepas de Streptococcus zooepidemicus se destacam devido & sua notavel capacidade de
producdo de AH.

A utilizacdo desta bactéria imobilizada em espuma de poliuretano, juntamente com as
condi¢des operacionais otimizadas, representa uma inovacgdo significativa na comunidade
cientifica, abrindo caminho para uma nova abordagem na produgdo deste biopolimero.

Adicionalmente, o acido hialurénico (AH) purificado exibiu notaveis propriedades
fisicas e bioldgicas, demonstrando-se ndo téxico e abrindo portas para sua aplicacdo em
cremes cosméticos. Essas caracteristicas promissoras também sugerem perspectivas
encorajadoras para sua utilizacdo em produtos alimenticios, incluindo a producdo de

biofilmes.
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