V SIMPOSIO DE BIOQUIMICA E BIOTECNOLOGIA
05 a 07 de agosto de 2015, Londrina - PR

VSIMBBTEC

Londrina 2015

Crescimento Celular e Producéo de Acido Hialurénico por
Streptococcus zooepidemicus ATCC 39920

Nicole Caldas Pan’, Hanny Cristina Braga Pereira?, Josiane Alessandra Vignoli?,
Agnes Magri!, Maria Antonia P. Colabone Celligoi'

lUniversidade Estadual de Londrina — Departamento de Bioquimica e Biotecnologia
Caixa Postal 10-011 — CEP 86.057-970 Londrina — Parana - E-mail: nicolepan.eq@gmail.com

RESUMO
O objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento celular e a producao de acido hialurdnico
por Streptococcus zooepidemicus ATCC 39920. O cultivo foi realizado em batelada em meio BHI
(Infusdo de Cérebro e Coracdo) a 37°C, 150 rpm por 24 horas. Amostras foram coletadas a
cada 2 horas. A velocidade especifica de crescimento microbiano foi de 0,235 h™, com uma
biomassa de 0,613 g.L? apds 12 horas de cultivo, sendo a producdo de &cido hialurdnico 0,215
g/L. O maior valor atingido para o polimero foi de 0,229 g.L™ apds 24 horas de cultivo.
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INTRODUGAO
O acido hialuronico (AH) é o Unico glicosaminoglicano ndo covalentemente associado a um

nucleo proteico e ndo sulfatado (KOGAN et al., 2007). O polimero é nao imunogénico e esta
caracteristica, associada a sua elevada viscoelasticidade, tem levado a aplicacao do acido
hialurbnico em cosméticos (ITO, 2014; STERN; MAIBACH, 2008), cirurgias oftalmoldgicas
(KRETZ; LIMBERGER; AUFFARTH, 2014; PRASAD; JAYARAMAN; RAMACHANDRAN, 2010),
engenharia de tecidos (COLLINS; BIRKINSHAW, 2013; SU et al., 2014), tratamento de
osteoartrite (YU et al., 2014) e sistema de administracao de farmacos (BROWN; JONES, 2005;
MAYOL et al., 2008).

Comercialmente, o polimero é extraido da crista de galo ou produzido por fermentagdo
microbiana. O acido hialuronico microbiano é sintetizado como uma capsula extracelular por
Streptococcus, em particular Streptococcus equi subespécie zooepidemicus (CHONG et al.,
2005). A sintese do acido hialurdnico é responsavel por 5 a 10% do carbono metabolizado pela
bactéria, sendo que as unidades de acido D-glicurénico e N-acetilglicosamina, que constituem as
moléculas do polimero, sao derivadas de glicose-6-fosfato e frutose-6-fosfato, respectivamente
(CHONG; NIELSEN, 2003).

A composicao do meio de cultivo influencia diretamente no metabolismo de Streptococcus
que requer meio rico em aminoacidos, nucleotideos e vitaminas, necessarios ao crescimento e
producdo do polimero (MARCELLIN; CHEN; NIELSEN, 2009).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento celular e a producdo de acido hialuronico,
por Streptococcus zoeepidemicus ATCC 39920 em meio de Infusao de Cérebro e Coracao (Brain
Heart Infusion - BHI).
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MATERIAL E METODOS

Microrganismo e Inoculo: Streptococcus zooepidemicus ATCC 39920 foi obtido da Colecao
Brasileira de Micro-organismos de Ambiente e Industrias (CBMAI) e mantido em solucdo salina
contendo 50% v/v de glicerol a -80°C. Para obtencdo do indculo, a cultura estoque foi estriada
em placas de Agar Infusao de Cérebro e Coracao (BHI agar) e incubadas por 24 horas a 37°C.

Condicoes de Cultivo: S. zooepidemicus foi crescido em Erlenmeyer de 500 mL contendo
100 mL de meio BHI liquido (37 g.L™) a 37°C e 150 rpm. Amostras foram retiradas a cada 2
horas, durante 24 h. O cultivo foi interrompido por centrifugagdo a 9.956 x g por 15 min, a 4°C.
Das amostras foram quantificados o acido hialurénico e o crescimento celular.

Métodos Analiticos: O crescimento celular foi determinado por turbidimetria a A=600 nm e
correlacionada a curva de biomassa em g.L?. A quantificacdo do &cido hialurdnico foi em
cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia (CLAE), equipado com coluna OHpak SB- 806M HQ 80
x 300mm (Shodex, Japan) a 40°C, solucdo de NaNO; 0,1 M a 1 mL.min™ como fase médvel e
detector de indice de refracdo (Shimadzu RID-10A). O padrao utilizado foi de hialuronato de
sddio (Sigma-Aldrich Brasil Ltda).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos durante o cultivo de S. zooepidemicus em  meio BHI estao
apresentados na Figura 1, onde o crescimento celular apresentou uma fase exponencial de 2 a 8
horas, com velocidade especifica de crescimento microbiano de 0,235 h™. Trabalhos de Don e
Shoparwe (2010) e Liu et al. (2009), avaliando diferentes meios de fermentagao, observaram
resultados semelhantes, com fase exponencial de crescimento entre 2 a 8 h de cultivo. A maior
biomassa foi de 0,613 g.L?, em 12 horas de cultivo, onde a producdo de acido hialurénico foi
de 0,215 g.L™". Apds 24 horas, a producdo do polimero atingiu 0,229 g.L™. Izawa et al. (2010)
em meio a base de leite enriquecido com peptona de soja, obtiveram uma producdo de 0,208
g.L" em cultivo por S, thermophilus YIT 2084. A produgdo de acido hialurénico acompanhou o
crescimento celular e a maior produtividade foi obtida apds 8 horas de cultivo, sendo esta de
0,023 g.L'L.h™.
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Figura 1 — Cinética de crescimento celular (e) e producao de acido hialur6nico (*)por
Streptococcus zooepidemicus ATCC 39920 em meio Brain Heart Infusion.

CONCLUSOES
Os resultados demonstram que Streptococcus zoeepidemicus ATCC 39920 teve a fase de
crescimento exponencial entre 2 a 8 horas e a maior producao de acido hialurénico foi de 0,229
g.L™. Este resultado se torna de interesse para a escolha do tempo adequado para o preparo do
indculo em diferentes fermentacoes.
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