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RESUMO - O é4cido hialurénico (AH) ¢ um polissacarideo linear com diversas
aplicacdes nas areas biomédicas e farmacoldgicas. Este trabalho teve por objetivo
estudar a influéncia da cardiolipina na producdo do AH através de fermentacao
submersa utilizando o Streptococcus zooepidemicus ATTC 39920. O meio de
cultura foi composto de glicose (25 g.L!"), como fonte de carbono e peptona de
soja ou extrato de levedura, como fontes de nitrogénio e cardiolipina (30 mg.L!)
Cultivos na auséncia de cardiolipina foram usados como controle. O desempenho
das fermentagdes foi analisado em termos de concentragdo celular, concentragao
de AH e rendimento Yp/x (AH/células). Dos resultados obtidos concluiu-se que a
cardiolipina elevou significativamente a producdo de AH, principalmente quando
a fonte de nitrogénio foi a peptona de soja.

1. INTRODUCAO

O 4acido hialurénico (AH) ¢ um polissacarideo formado por repetidas unidades
dissaridicas de acido D-glicurénico e N-acetilglicosamina unidas através de ligagdes
glicosidicas -1-3 e B-1-4. O 4cido hialurdnico ¢ um dos componentes da matriz extracelular
dos vertebrados e estd presente principalmete em cartilagens, cordao umbilical, pele, humor
vitreo e fluido sinovial. Devido a sua alta retencdo de 4gua, viscoelasticidade e
biocompatibilidade, o AH possui diversas aplicagdes farmacéuticas, médicas e cosméticas.

Bactérias do género Streptococcus também produzem AH. O AH produzido por via
microbiana € puro, biocompativel e apresenta as mesmas propriedades do AH produzido em
humanos. Nesses microrganismos o AH ¢ sintetizado no interior das células e excretado
através da membrana celular, formando uma barreira que protege a célula do stress causado
pelo meio ao qual esta exposta.

Na produgdo do AH, a enzima hialuronidase sintase (HAS) ¢ responsavel pela sintese
e elongacdo da cadeia de AH, essa enzima também participa do processo de extrusdo do AH
através da membrana celular. Como a membrana celular ¢ constituida por uma parte
hidrofébica e uma parte lipidica, Weigel (1998) concluiu que a cardiolipina age juntamente
com a enzima HAS na extrusao do AH, ou seja, a parte lipidica da cardiolipina interagiria
com a bicamada lipidica da membrana bacteriana e as por¢des hidrofébicas da cadeia de AH,
enquanto os grupos acidicos da cardiolipina interagiriam com a enzima € as por¢des
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hidrofilicas da cadeia de AH. Assim, os fosfolipideos e as enzimas criariam uma passagem na
membrana na forma de poro, através do qual o AH sintetizado seria mais facilmente
extrudado. Um esquema da atuagdo da cardiolipina juntamente com a enzima HAS pode ser
visto na Figura 1.

Figura 1 - Modelo para o complexo cardiolipina - hialuronidase sintase (Weigel, 1998).

The Active Cardiolipin-Hyaluronan Synthase Complex

Nos ultimos 10 anos, a industria farmacéutica e cosmética tem se posicionado contra a
utilizagdo de fontes de origem animal em cultivos microbianos por razdes de seguranga. Pires
et al. (2010), utilizaram derivados agricolas em meios de cultura para a producdo de AH, o
suco de caju em conjunto com o extrato de levedura foi considerado um meio promissor para
a produgdo de AH, com uma concentragdo de 0,89 g.L-! em cultivos com aeragdo natural.
Benedini e Santana (2012) demonstraram a eficiéncia de peptona de soja como fonte de
nitrogénio em cultivos com aeragdo natural utilizando extrato de levedura e glicose como
controle.

Considerando o mecanismo proposto por Weigel (1998) e a importancia da fonte de
nitrogénio na producdo do AH, este trabalho foi conduzido de modo a avaliar o efeito da
cardiolipina em fermentagcdes com extrato de levedura ou peptona de soja como fontes de
nitrogénio.

2. OBJETIVO

Estudar os efeitos da cardiolipina na producdo do acido hialurénico por fermentacao
submersa utilizando o Streptococcus zooepidemicus, em meios de cultura contendo glicose
como fonte de carbono e peptona de soja ou extrato de levedura como fonte de nitrogénio.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Microrganismos

Uma cepa do microrganismo Streptococcus equi, subsp. zooepidemicus ATCC 39920,
obtida através da American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EUA) como
cultura liofilizada, foi mantida congelada a -80 °C, em ampolas contendo glicerol (10%) como
crioprotetor.
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3.2. Inoculo

Uma ampola contendo a cultura de Streptococcus equi subsp. Zooepidemicus ATCC
39920 foi descongelada e semeada em placas de Petri contendo agar e peptona de soja (67g.L-
1) (Benedini e Santana 2013) ¢ incubadas a 37 °C durante 24 h. As coldnias foram transferidas
das placas de Petri para frascos Erlenmeyer (50 mL) contendo 10 mL de meio de cultura.
Esses frascos foram incubados sob agitacdo (150 rpm) a 37 °C, durante 12 h. Em dois dos
frascos Erlenmeyer o cultivo foi conduzido com glicose e peptona de soja e nos outros dois
com extrato de levedura e glicose. A razdo glicose : nitrogénio utilizada foi de 4,3 : 1 para
todos os cultivos.

3.3. Fermentacao

O inoculo foi transferido a 10% v/v para os frascos Erlenmeyer (250 mL), contendo as
mesmas concentracdes de glicose, peptona de soja ou extrato de levedura. A cardiolipina foi
adicionada na concentragdo 30,0 mg.L-!. No total foram realizadas 8 fermenta¢des. Todos os
frascos foram incubados a 150 rpm, 37 °C, durante 24 h. Ao final deste periodo foram
coletadas amostras para as analises em triplicata.

3.4. Separacio e Purificacdo do AH

O caldo fermentado foi centrifugado a 3200 rpm durante 20 minutos. O sobrenadante
isento de células foi tratado com etanol a 1.5:1 v/v (etanol : caldo). A solugdo foi refrigerada a
4 °C durante 1 h para a precipitagdo do AH, e em seguida foi centrifugada novamente a 3200
rpm durante 20 minutos. Uma solugdo de NaCl 0.15 mol.L-! foi adicionada ao AH
precipitado. O processo de precipitacdo com etanol e centrifugagdo da solugdo refrigerada foi
realizado por mais duas vezes consecutivas.

3.5. Métodos Analiticos

Crescimento celular: O crescimento celular foi determinado em triplicata de acordo com
o método gravimétrico. Ao final da fermentagdo, uma amostra contendo 10 mL do caldo
fermentado foi retirada e centrifugada em tubo previamente seco e pesado. Apds a
centrifugacdo o caldo residual foi separado e as células lavadas com adgua deionizada e
centrifugada mais duas vezes. Finalmente, as células foram secas e pesadas para o método
gravimétrico.

Concentracdo de AH: Foi aplicado o método turbidimétrico para determinar o teor de
acido hialurdnico no caldo fermentado como descrito por Chen e Wang (2009). Hialuronato
de s6dio (Hylumed ™) da Genzyme Corporation (Cambridge, MA, EUA) foi utilizado como
padrdo. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Os resultados finais de concentragdo celular e concentragdo de AH representam a
média aritmética da duplicata dos cultivos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 2 (a) mostra a influéncia da cardiolipina na concentragdo celular e a Figura 2
(b) na concentracdo de AH. Os resultados mostram claramente um aumento da concentragao
de AH com a adicao de cardiolipina no meio de cultura contendo peptona de soja, comparado
ao meio contendo extrato de levedura. Os efeitos da cardiolipina na concentragdo celular
foram menos expressivos.

Figura 2 — (a) Concentragao celular e (b) Concentracao de AH. Legendas: PSC (Peptona de
soja sem cardiolipina), PCC (Peptona de soja com cardiolipina), ESC (Extrato de levedura
sem cardiolipina) e ECC (Extrato de levedura com cardiolipina).
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Em ambos os casos os resultados mostram que quanto maior a concentracdo celular,
menor a producdo de acido hialurdnico. Isso ocorre devido a utilizagao da energia para o
crescimento celular em detrimento da produ¢do do AH, nesse caso o extrato de levedura
apresentou melhores resultados em termos de rendimento, que representa a quantidade de AH

produzida em relacdo as células (Ypx). A Figura 3 exibe a influéncia da cardiolipina no
rendimento Yp/x.

Figura 3 — Influéncia da cardiolipina no rendimento Yp/x. Legendas: PSC (Peptona de
soja sem cardiolipina), PCC (Peptona de soja com cardiolipina), ESC (Extrato de levedura
sem cardiolipina) e ECC (Extrato de levedura com cardiolipina).
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Com relacdo ao rendimento Yp/x, 0 meio de cultura contendo peptona de soja e glicose
exibiu um aumento de aproximadamente 3 vezes com a adi¢do de cardiolipina em relacao ao
controle (Figura 3). O meio de cultura contendo extrato de levedura e glicose resultou em uma
queda de rendimento Yp/x de aproximadamente 16% com a adigdo de cardiolipina em relagao
ao controle.

Comparando os resultados dos dois meios de cultura utilizados, podemos observar
uma nitida vantagem do extrato de levedura em relacdo a peptona de soja em termos de
rendimento na produ¢do de AH (Figura 3). Esta vantagem pode estar relacionada a
concentracdo de aminodcidos livres presentes no extrato de levedura, sendo este um
parametro importante para a producdo de AH segundo Armstrong et al. (1997). No entanto, a
utilizagdo de fontes vegetais de meio de cultura pode proporcionar vantagens para a
purificagdo e comercializacdo do AH, principalmente para aplicagdes farmacéuticas. Além
disso a massa molar, um parametro muito importante na producdo de AH deve ser
futuramente avaliada na presenca das duas fontes de nitrogénio utilizadas neste trabalho e da
cardiolipina.

5. CONCLUSAO

A utilizagdo de cardiolipina em meio de cultura contendo peptona de soja e glicose,
aumentou a producdo de AH em fermentacdo submersa utilizando o Streptococcus
zooepidemicus.

6. NOMENCLATURA

AH - Acido hialurénico

ECC — Extrato de levedura com cardiolipina
ESC — Extrato de levedura sem cardiolipina
HAS — Hialuronidase sintase

PCC — Peptona de soja com cardiolipina
PSC — Peptona de soja sem cardiolipina
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