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RESUMO
Um dos bioprodutos de grande interesse atualmente é o Acido Hialurénico (HA), uma
molécula descrita na literatura como um polissacarideo do tipo glicosaminoglicanos (GAGs)
ou mucopolissacarideos. O HA ¢ uma biomolécula polissacaridica linear e negativa,
caracterizada por sua estrutura composta por sequéncias repetidas de dissacarideos. O
objetivo deste estudo é apresentar o processo de biossintese mais difundido atualmente, além
de resumir sistematicamente as novas tendéncias na producdo de HA, levando em
consideragdo os avancos tecnoldgicos e as aplicacdes praticas. Essa revisdo critica da
literatura se baseia em artigos principalmente encontrados no banco de dados de pesquisa do
portal de periodicos PUBMED, utilizando descritores de busca em inglés e seus sindbnimos.
Inicialmente, foram obtidos 125 resultados, dos quais 57 atenderam aos critérios de pesquisa,
sendo selecionados 32 para andlise adicional. Na etapa de revisdo bibliografica foi
apresentada a forma mais difundida de produgdo de HA. Além disso, os artigos foram
codificados, destacando seus objetivos, pontos-chave revisados pelos autores e suas
conclusdes sobre as novas tendéncias na biossintese do HA. As bactérias Bacillus sp. e
Escherichia coli sao consideradas as mais promissoras para a producao em larga escala do
HA microbiano, devido a sua disponibilidade comercial. No entanto, a instabilidade dos
plasmideos usados para a expressdo génica nesses microrganismos pode comprometer a
confiabilidade e seguranca do processo. Por outro lado, os fungos apresentam alta taxa de
crescimento e sao mais facilmente manipuldveis geneticamente, o que os torna organismos
promissores para a produ¢do moderna de HA, de acordo com os autores. Conclui-se que o
processo de producdo de HA por microrganismos, modificados geneticamente ou ndo, passa
por etapas complexas para a obtengdo em escala industrial, sendo necessario recriar
cuidadosamente as condi¢cdes normais do organismo da bactéria ou fungo utilizado para
garantir um produto de qualidade e eficiente. Além disso, ¢ essencial filtrar, purificar e
otimizar o HA para obter um produto livre de residuos e suficientemente puro para ser

utilizado em processos e produtos de interesse da industria.

Palavras-chave: Bioativos; Fermentacdo; Bioprocesso.
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1. INTRODUCAO

O periodo hodierno demonstra um grande avango em relacdo as ferramentas
tecnologicas, com tal avanco estendido a produgdo industrial, sendo uma das maiores
inovacdes a obtencdo de bioprodutos. Através da biotecnologia, ¢ possivel produzir em larga
escala, de maneira otimizada e segura, as mesmas moléculas produzidas por microrganismos,
tendo grande serventia econdmica e reduzindo o uso de animais durante as experimentacoes.
Apesar de utilizar microrganismos, esses seres vivos possuem uma complexidade menor do
que animais vertebrados, conseguindo assim refinar a técnica e obedecer a principios
bioéticos, corroborando ainda com os Principios de Russel-Burch (1956) que enfatiza os 3Rs
(replacement, refinement e reduction), propondo condigdes mais adequadas para o uso de
animais.

Um dos bioprodutos de interesse atualmente é a molécula de Acido Hialuronico (HA),
sendo descrito na literatura como um polissacarideo do tipo glicosaminoglicanos (GAGs) ou
mucopolissacarideos, um tipo de biomolécula polissacaridica linear e de carga negativa, tendo
como principal caracteristica a estrutura composta por sequéncias repetidas de dissacarideos
(SHIKINA et al., 2022). Os GAGs também possuem uma outra classificacdo, podendo ser
polissacarideos sulfatados ou nao sulfatados, sendo o HA englobado no grupo ndo sulfatado.
De acordo com a literatura (PRYDZ, 2015) o HA ¢ um polissacarideo nao sulfatado, sendo
também um heteropolimero polianidonico sem ramificagdo linear, com caracteristica
biodegradavel e estrutura quimica ligada covalentemente por residuos de
N-acetil-d-glucosamina e 4cido d-glucuronico com cerca de 20 a 15.000 repeti¢gdes em suas

cadeias (OWEN et al, 2017) (Fig. 1).

Figura 1. Fragmento da estrutura primaria do HA (GUPTA et al, 2019)

OH

O HA ¢ sintetizado a partir da enzima hialuronano sintase (HAS), sendo uma proteina
comum de animais vertebrados e podendo variar em isoenzimas de tipo 1, 2 e 3. As HAS
produzem polimeros de cadeias diferentes e possuem regulacdo diferencial através de niveis

transcricionais, translacionais e também pods-traducionais, como por exemplo splicing



alternativo', a localizagio e processos epigenéticos (CSOKA, 2013). Palmer (1934) relata que
a molécula de HA foi isolada pela primeira vez do humor vitreo de vacas® e também do
corddo umbilical humano, além de fluido sinovial (encontrado nas articulacdes humanas) e
crista de galos, por Karl Meyer e John Palmer. Ao longo dos anos, viu-se também que o ser
humano em fase adulta também ¢ capaz de produzir o HA numa propor¢ao de 15 gramas de
HA para cada 70 quilos de peso corpéreo. O principal 6rgao onde o HA pode ser encontrado
nessas condicdes € na pele (a partir de fibroblastos, sinoviocitos e condrécitos) (GUPTA et al,

2019).

Gupta e colaboradores (2019) documentaram que o HA possui propriedade hidratante,
J& que por possuir carga negativa, € rico em grupos carboxilatos, conhecidos por serem fontes
de sais de carater hidrofilico, o que confere ao HA aspectos de viscoelasticidade e capacidade
de reter a umidade. Com tais caracteristicas, a molécula torna-se um possivel produto a ser
utilizado no equilibrio de balango hidrico, também como lubrificante e ainda como

preenchedor e amortecedor em superficies como a pele.

Para a obtencdo do HA, foi aceito como padrao, por muitos anos, a extragao a partir
de animais, mas ha algum tempo essa pratica deixou de ser a realidade de industrias de
biotecnologia (LIU et al., 2018). Em decorréncia da bioética e o uso de animais, este método
tem entrado em desuso, sendo substituido por técnicas que demandam um menor custo das
empresas, com menos riscos de contaminagdo, maior grau de seguranca € também maior
potencial de otimizar e obter moléculas de interesse numa escala industrial. Golinska (2016)
relata que ¢ comum encontrar HA nas células, mas ainda mais em células bacterianas, pois ¢
um componente de sua capsula celular polissacaridica, servindo como um fator de viruléncia
para as bactérias.

A partir desta confirmacao, atualmente ha a preferéncia pela fermentagao bacteriana
para se obter HA em escala industrial, tendo ainda a preferéncia para bactérias do género
Streptococcus sp., que demonstrou grande eficacia, confianca e seguranca (CHONG et al.,
2004). A técnica também foi confirmada como a de menor risco para a ocorréncia de
contaminagdes, estando abaixo do limite permitido pelos requisitos atuais de seguranca
biologica no que tange as aplicagdes médicas e cosméticas (WESTBROOK, 2018; WOO,
2019; MANFRAO-NETTO, 2022).

Um fato interessante a respeito deste tipo de industria é que, em 2020, quando a

! Processo de recombinagdo aleatoria das sequéncias capazes de codificar informagdes a partir do gene, comum
para formar diferentes proteinas nos seres humanos.
2 Fluido que reveste a cavidade do globo ocular conferindo estrutura as partes do olho € mantendo transparéncia.



economia estava decaindo em decorréncia a pandemia de Covid-19, o mercado de HA
demonstrou um crescimento exponencial, com vendas significativas através de produtos
cosméticos que tinham em sua composicdo o HA, tornando-se uma tendéncia em
E-commerces (COSMETICS MARKET REPORT, 2020). A Sociedade Americana de
Cirurgides Plasticos (2021) percebeu também um crescimento exponencial em procedimentos
ndo invasivos que utilizam o HA, tendo como publico-alvo nas estatisticas, as mulheres
(70%). Traduzindo essas informacdes para cifras, o mercado de HA no mundo chegou a
movimentagdes de US$ 1,1 bilhdo em 2021 ¢ US$ 1,6 bilhdo em 2022, sendo estimado uma
marca de US$ 2,60 bilhdes em 2030 (um crescimento de 8% no periodo) (CMI, ano).
Estima-se que existam diferentes aplicagdes para o HA de acordo com os pesos
moleculares da substincia, podendo variar em torno de 10* a 107 Daltons. Tem-se as
aplicagOes para a area de farmacos, pensando em tratamentos (inflamagdes cutaneas, doengas
articulares, anticancerigeno e antiproliferativos) com faixas de peso molecular bastante
variaveis; para a area de alimentacdo saudavel (suplementacdo, estética e retardamento de
envelhecimento), para a area de embalagens; e ainda para a area cosmética, sendo a mais
conhecida (combate aos radicais livres, proliferacdo e diferenciacao celular, conferir
elasticidade a pele, reducdo de rugas, regulagdo de metabolismo e estimulo a sintese de
colageno), podendo também combater seletivamente as células cancerigenas (YIBIN et al.,

2021).

Tendo em vista a relevancia desta tematica para a saide, economia ¢ meio ambiente,
esta revisdo critica buscou apresentar o processo de biossintese mais difundido atualmente e
resumir sistematicamente as novas tendéncias na producdo de HA a partir dos aspectos de
avangos tecnologicos e aplicagdes praticas. Também discutiu-se os principais desafios da
producao de HA em escala industrial, levantando-se os principais problemas relacionados aos

processos de produgdo, projetando-se as perspectivas futuras.
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2. MATERIAIS E METODOS

Trata-se de uma revisdo critica de literatura. baseada em artigos encontrados
principalmente no banco de dados de pesquisa do portal de periddicos PUBMED, adotando-se
descritores de busca em inglés e seus sinonimos (Quadro 1) na pesquisa por artigos
publicados, acerca da biossintese e de inovacdes tecnologicas nos processos de obtencao de

acido hialuronico.

Quadro 1. Descritores de pesquisa

Descritor n° 1 ((Hyaluronic acid) OR (Hyaluronate) OR (Hyaluronan))

((Microbial fermentation) OR (Fermentation) OR (Bacterial fermentation) OR

Descritor n° 2 .
eseritor i (Fungal fermentation))

A andlise cientifica de contetido contemplou duas etapas fundamentais: i) etapa de
pré-analise e ii) etapa de leitura e estudo do material, onde selecionou-se aqueles de maior
representatividade e pertinéncia aos objetivos desta revisao, conforme os critérios de inclusdo
e exclusao (Fig. 2).

Figura 2. Fluxograma dos critérios de inclusdo e exclus@o dos artigos
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3. RESULTADOS

A pesquisa dos artigos, delimitada pelo cruzamento dos descritores, retornou, a priori,
125 resultados, 57 obedeciam aos filtros de pesquisa, dos quais, a posteriori, restaram 32. Na
etapa seguinte, apresentou-se a forma de produ¢do do HA mais difundida atualmente, a
fermentacdo bacteriana estreptocdcica, descrita no subitem 3.2 . Além disso, codificou-se os
artigos, sendo discriminados os objetivos, os pontos chave revisados pelos autores e sua

conclusdo a respeito das novas tendéncias na biossintese do HA (Quadro 2 do subitem 3.3).

3.1. Mercado do Acido Hialurénico
Sao diversas as possibilidades do uso do HA, e por isso hoje essa substancia possui

muitas aplicagdes, como o uso na industria de alimentos, produtos médicos, procedimentos
estéticos e ainda na produgdo de cosméticos. Por isso, a industria de HA se apresenta como
uma grande oportunidade, bastando compreender sobre seu processo de producgdo, estudar a
sua aplicacdo e principalmente entender as necessidades do publico-alvo, conseguindo
entregar um produto que atenda as expectativas de quem fard uso (MARCELLIN et al.,
2009).

Os primeiros produtos que chegaram ao mercado que possuiam o HA como
matéria-prima foram cremes para tratar Ulceras e queimaduras da empresa Fidia na década de
60, e em 2003, a Genzyne e a Q-Med também fizeram uso da propriedade hidratante do HA e
produziram cremes para a pele. O primeiro produto altamente puro foi uma substancia
utilizada para hidratagdo em cirurgias oftalmologicas em 1979, pela Pharmacia (Pfizer), ja
que os olhos sdo bastante sensiveis € demandam maiores cuidados (CHONG et al., 2005;
MARCELLIN et al., 2009).

De acordo com Oliveira e Fontes (2020), a indastria médica tem demandado cerca de
1 tonelada de HA anual, com prego em dolar que corresponde a US$1.000 a US$25.000/kg.
No entanto, o mercado de cosméticos consegue superar a indistria médica em quase 50 vezes,
ja& que o HA tem grande mercado em produtos de beleza, o que reduz em muito o seu valor,
correspondendo a US$100 a US$500/kg. O uso do HA ndo ¢ somente devido a sua
propriedade hidratante, mas corresponde também as propriedades antioxidante e viscoelastica;

sendo o principal motivo para o mercado estético ser o principal detentor do uso de HA.
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Na Figura 3, extraida de Oliveira e Fontes (2020), ¢ possivel observar as principais
marcas que fazem uso do HA, e o que mais chama a atencdo ¢ a quantidade de empresas do

ramo estético que dominam o mercado de HA.

Figura 3 — Principais marcas no mercado que fazem uso de HA. (OLIVEIRA; FONTES, 2020).
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De acordo com a analise de Rezer e colaboradores (2022), atualmente produtos para os
olhos e cremes de beleza e lo¢des tonicas sdo as principais areas que fazem o uso de
quilogramas liquido do HA, ressaltando que em 2020 registrou o uso de mais de 2 toneladas e
mais de 4 toneladas, respectivamente. Os autores observam que o Brasil importa o dobro de
HA em comparacdo ao que exporta, explicitando que ha a capacidade de produgdo no pais,

mas que carece de maiores incentivos.
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3.2. Biossintese do Acido Hialurénico
Em seu estudo, Oliveira e colaboradores (2016) realizaram uma analise de

microrganismos e alteracdes que tornam viavel a produgcdo de HA, conseguindo ainda
quantificar por grama/litro (g/L) esta produ¢do. Dentre as formas de vida estudadas, as trés
que demonstram maior producdo sdo: 1) a bactéria Bacillus subtilis com operon® adicionado a
enzima acido hialuronico sintase do género Streptococcus, produzindo 6,8g/L; II) a bactéria
Streptomyces albulus com gene para produzir acido hialurénico sintase de Streptococcus
zooepidemicus, produzindo 6,2g/L; e III) a bactéria Escherichia coli com plasmideo
modificado, produzindo 0,5g/L.

E documentado que nas condi¢des adequadas, é comum a produgio de 5 a 10g/L de
HA, podendo essa quantidade demorar até 16 horas no meio de cultivo, sendo sugerido o
biorreator do tipo descontinuo alimentado para que a cepa responsavel pela produgdo nao

perca eficiéncia devido a falta de insumos (VASI et al., 2014).

O processo mais difundido de produgdo industrial do HA ¢ a fermenta¢ao microbiana,
principalmente a estreptococica, por demonstrar alta confiabilidade e seguranca. (CHONG et
al. 2004). No entanto, ¢ de suma importancia controlar as condi¢des de operacdo do processo
fermentativo, como meio de cultura, potencial hidrogenionico (pH), temperatura, agitagdo e

aeracao, para que se obtenha éxito. (PIRES, 2009)

3.2.1. Meio de Cultura

As bactérias do género Streptococcus zooepidemicus necessitam de um meio rico em
nutrientes para crescimento, com fontes de carbono, nitrogénio e ions minerais. A Glicose ¢ a
fonte de carbono mais utilizada, j4 como fonte de nitrogénio podem ser utilizados os
hidrolisados de caseina, os aminodcidos, as peptonas e o extrato de leveduras. Além disso, os
minerais, como magnésio, manganés, potassio, ferro, zinco e outros, fornecem elementos
necessarios ao cultivo da célula, especialmente os ions magnésio e manganés que possuem
grande importancia na produg¢do de HA, por serem responsaveis pela sintese da cadeia

repetida de dissacarideos (PIRES, 2009).

3.2.2. Temperatura
A temperatura ¢ um fator que interfere diretamente na formacdo do produto

fermentativo por  Streptococcus zooepidemicus como no crescimento celular, e nao

? Sinaliza o inicio da transcri¢do génica.
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necessariamente a temperatura Otima ¢ igual para ambos. A temperatura de 37°C foi
encontrada como Otima para o crescimento € producdo do HA, porém o rendimento e massa
molar do acido diminui em temperaturas maiores, ¢ a velocidade de crescimento diminui em
temperaturas menores. Entretanto, estudos apontaram producao de HA com alta massa molar

em temperaturas de 28°C (PIRES, 2009).

3.2.3. Potencial Hidrogenidnico (pH)
O pH do meio influencia tanto a taxa de produg¢do como o rendimento do HA por

Streptococcus zooepidemicus, visto que a atividade enzimatica e a velocidade de crescimento
microbiana dependem desse fator, no entanto, observou-se influéncia inexpressiva na massa
molar . Os estudos apontaram atividade maxima da enzima catalitica da polimerizagdo do HA
em pH 7,1, produto com maior viscosidade em pH 7,4 e pH 6timo em torno de 6,7 na

producao do acido em cultivo em batelada (PIRES, 2009).

3.24. Agitacao e Aeragao

Streptococcus sao microrganismos anaerdbios facultativos, porém o HA produzido em
meio aerdbico apresentou maior eficiéncia para obtencdo de HA de maior massa molar. Em
condi¢des anaerdbias, foi encontrado na literatura rendimento de 0,3 a 1,0 g/l com massa
molar média de 7x10°, j4 em condi¢des aerdbias, verificou-se ser possivel obter um produto
com maior massa molar (em média 2x10°) e rendimento equivalente. Os autores constatam
que a aeracdo e agitacdo sdo fatores importantes para o rendimento e taxa de produgdo de
HA, sendo necessario e possivel aplicar taxas de agitacdo sem danificar as moléculas do

produto desejado (PIRES, 2009)

3.2.5. Producao Industrial

Apesar da biossintese ser bastante estabelecida e estudada na literatura, Sadhasivam e
colaboradores (2011) preconizam que seja substancial otimizar as caracteristicas do processo,
j& que a escala industrial demanda mais insumos e por isso pode ndo ter a mesma eficiéncia
que o organismo realizando o processo naturalmente em sua c€lula. Assim, as caracteristicas
quimicas devem ser preservadas para o aumento de producdo, de forma a garantir a
degradacdo do produto, a compatibilidade e seu uso como insumo farmacéutico e cosmético.
Para tal, ¢ possivel adicionar substiancias nos compostos de interesse e também ¢é possivel
utilizar 0 método de reticulagio, onde sdo criados compostos de estrutura e massa maiores. E

comum realizar o método de reticulagao para géis de fins estéticos.
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Para obter os produtos biotecnoldgicos gerados pelos microrganismos, sdo necessarias
trés etapas essenciais, o upstream, a transformagdo e o downstream. A primeira etapa
corresponde a0 momento em que o microrganismo ¢ escolhido, tratado e sdo preparados os
reagentes. Ja na transformacdo, os microrganismos produzirdo os compostos de interesse. Por
fim, a ultima etapa sera responsavel por separar e purificar estes compostos, sendo estes ja
intitulados como produtos (FERREIRA ef al., 2021). No entanto, estas etapas sdo bem mais

complexas, o que ¢ demonstrado na Figura 4 com maior detalhe.

Figura 4 — Detalhamento da produgdo de HA por microrganismos. (adaptado de FERREIRA et al., 2021)
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O modelo proposto por Ferreira e colaboradores (2021) foi baseado no modelo

realizado na industria que ja foram testados previamente em outros trabalhos realizados pelo
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seu grupo, patentes e também baseado na literatura. Manteve-se a planta em operagdo por um
periodo de 330 dias, conseguindo obter no modelo de sistema descontinuo alimentado um
total de 5,0g/L a cada ciclo de produgdo. O modelo utilizado pelos autores envolve uma
ciclagem de etapas com pouco meio inserido constantemente nos reatores, conseguindo
inserir uma etapa de purificacdo durante o procedimento para garantir que o HA produzido
seja puro e estéril.

Ja no estudo de Nasser e colaboradores (2022), a produgcdao de HA foi baseada em
cepas de Escherichia coli e Bacillus megaterium. Foi construido um plasmideo modificado a
partir de genes oriundos de Streptococcus zoopedemicus, produtores conhecidos de HA, sendo
estes clonados e inoculados em ambas as espécies de bactérias que foram crescidas em meio
especifico. Na primeira modificagdo para Escherichia coli, ndo foi demonstrada producao
significativamente estatistica no processo, no entanto, ao entender a modificagdo necessaria
para producdo, a comparagao foi de Smg/L a 50mg/L no primeiro experimento e 500mg/L no
segundo experimento. Na modificagdo realizada para Bacillus megaterium, o mesmo
plasmideo resultou na produgdo de 2.476mg/L, sem a necessidade de novas modificagdes no
plasmideo. Os autores acreditam que bactérias Gram-positivas sdo capazes de produzir
quantidades mais significativas de HA, devendo estas serem priorizadas no processo de
produgdo, concordando ainda com Chong e colaboradores (2005).

Ao tentar entender a produgdo de HA em bactérias do género Bacillus sp., Wang e
colaboradores (2023) sequenciaram subespécies deste grupo para entender através da
filogenética, os genes de produg¢do de HA e sua conformagdo. Os autores descobriram que
pequenas alteragdes de aminodcidos durante a sequenciagcdo destes genes, faz com que as
propriedades das enzimas — como as hialuronatos liases — sejam significativamente
aumentadas, gerando uma quantidade maior de HA. Uma peculiaridade deste estudo € que, as
bactérias foram isoladas de locais diversos, como solo profundo, ar e mar; sendo a enzima
encontrada da Bacillus sp. isolada do ar mais abundante. A partir destes achados, os autores
descobriram que ¢ possivel modificar biotecnologicamente estas proteinas, fazendo com que
produzam HA em larga escala para a industria.

Ainda durante a produgdo em larga escala, Ferreira e colaboradores (2021)
demonstram no seu método que, durante o processo de obtencdo do HA também sdo obtidos
outros tipos de acidos, tendo em vista os processos metabolicos comuns dos microrganismos.
Alguns acidos sdao os acido acético e o acido latico que sao removidos no final da producao
junto com &cidos nucleicos, biomassa e outros tipos de materiais que sdo considerados

impurezas.
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Na etapa de recuperagdo ocorre a clarificacdo e a filtragdo, momento em que o produto
¢ centrifugado para que o HA seja obtido das moléculas resultantes da producao. Mesmo apds
este processo ainda ha residuos oriundos dos microrganismos, sendo necessario realizar uma
ultrafiltracdo que fard uma rigorosa separagdo através de membranas. A partir dai, haverd uma
nova filtragdo, de forma que o produto desta ultima filtracdo serd mais de 90% do HA de
interesse do processo. Apesar da sequéncia de filtragdes, ainda é necessario realizar a
purificacao do produto obtido, absorvendo o carvao e precipitando alcoois, assim o HA obtido

no final das filtragdes podera ser ressuspendido, centrifugado e pulverizado e entdo resultando

no produto desejado (FERREIRA et al,, 2021).
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3.3. Novas tendéncias para biossintese do HA

Quadro 2. Novas tendéncias na biossintese do HA

Referéncia Objetivos Constatacdes dos autores Conclusio

O é4cido hialurénico pode ser obtido através de diferentes
métodos, incluindo: i) Sintese quimica, utilizando reagdes
click e irradiagdo por luz UV; ii) Reagdes enzimaticas,
como a degradacdo por hialuronidase; iii) Reagdes
quimioenzimaticas; iv) Extracdo de fontes animais, através
da hidrolise de tecidos animais, especialmente a crista de
galo; v) Fermentag¢do microbiana em bactérias do género
Streptococcus (Streptococcus equi subsp. zooepidemicus,
Streptococcus equi subsp. equi, Streptococcus pyogenes),
vi) Fermentag8o microbiana em bactérias gram-positivas
(incluindo 12 espécies do género Lactobacillus,
Corynebacterium glutamicum, Streptomyces,
Synechococcus, género Bacillus, Lactococcus lactis); vii)
Fermentagdo microbiana em bactérias gram-negativas
(Pasteurella multocida, Escherichia coli, Agrobacterium);
viii) Fermentagcdo microbiana com fungos (Cryptococcus
neoformans, Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces
lactis, Pichia pastoris).

S. zooepidemicus tem sido amplamente estudado como
fonte bioldgica de acido hialurénico (HA). Organismos
recombinantes sdo considerados opgdes seguras e
econdmicas para a produgdo de HA, uma vez que ndo
requerem purificagdo de toxinas. Entre as bactérias,
Bacillus sp. e Escherichia coli apresentam alto potencial
devido a sua disponibilidade comercial. No entanto, sua
produtividade ainda ndo se equipara a dos produtores
nativos, devido a instabilidade dos plasmideos utilizados
para a expressdo génica. Em contraste, os fungos
superam as bactérias em taxa de crescimento, sio menos
exigentes em termos de nutrientes e sdo mais facilmente
manipuldveis geneticamente. Esses fatores tornam os
fungos organismos altamente promissores para a
produgdo moderna de HA.

Revisar as caracteristicas,
atividade bioldgica e
biossintese de acido

hialurdnico de varias origens,
abordando o estado atual da
produgéo de acido hialurdnico
(HA) por organismos
bacterianos e fingicos
recombinantes.

Shikina ef al, 2023
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Referéncia Objetivos Constatacdes dos autores Conclusio

Os métodos de preparagdo biolégica do acido hialuronico
(HA) envolvem diversas abordagens, incluindo: i)
Extragdo de tecido animal, como pentes/cristas de galo,
corddes umbilicais humanos e globos oculares de animais;
ii) Fermentacdo por Streptococcus sp.; iii) Fermentagdo
por E. coli; iv) Fermentagdo por B. subtilis; v) | Foram realizados avangos significativos na triagem e

= Resumir a pesquisa sobre Fermentagdo por C. glutamicum; vi) Fermentagdo por | modificagdo de cepas para produgdo de acido
a caracteristicas bioquimicas e | Streptomyces albulus; vii) Fermentagdo por Pichia | hialuronico (HA), assim como na otimizagdo das
= aplicagdes de HA com pastoris; e viii) Fermentacdo por Lactococcus lactis . Além | condi¢Ges de fermentagdo e purificagdo dos produtos. As
o diferentes pesos moleculares e | disso, existem estratégias para regular a sintese de HA com | aplicagdes industriais do HA foram amplamente
.': os métodos atuais para a pesos moleculares variaveis, que incluem: i) Degradagdo | reconhecidas, impulsionando pesquisas detalhadas sobre
[ preparagdo bioldgica de HA. | fisica, através de processos como degradagdo por calor, | suas vias metabdlicas e enzimas-chave. Isso resultou em

ultrasonicacgdo, feixe de elétrons, raios X e microondas, | um progresso notavel no campo.
bem como tratamento térmico; ii) Degradagdo quimica,
envolvendo hidrdlise acida, acido ascorbico e peroxido de
hidrogénio; iii) Métodos biologicos, como ajuste de
parametros fisico-quimicos, uso de HA-sintase e controle
da hidrélise de HA através da atividade de HAase.

Destacar as caracteristicas | Inicialmente, as cepas de estreptococos A e C foram
estruturais e fisico- quimicas | utilizadas na produgdo industrial de &cido hialurénico | Embora tenham sido realizados diversos estudos sobre a
do acido hialuronico via | (HA). Atualmente, diversos produtos comerciais a base de | fabricagdo de nanofibras (NFs) a base de acido
fermentagdo microbiana, com | HA, como Juvederm® da Allergan e Restylane® da | hialurénico (HA), ainda ha desafios técnicos a serem
foco particular na fabricagdo | Q-med AB, sdo produzidos por meio do uso de | superados. Questdes como quebras de circuito e
de nanofibras a base de HA | Streptococcus equi. Recentemente, a literatura cientifica | parametros de solugdo, como alta viscosidade e
por eletrofiagdo e parametros | descreveu varios protocolos para a produgdo microbiana de | condutividade do HA, precisam ser gerenciadas para
que afetam sua sintese, | HA por meio da fermentacdo, utilizando cepas de | melhorar a estabilidade, resisténcia a tragdo e
progresso atual em aplica¢Bes | referéncia de Streptococcus zooepidemicus e Streptococcus | caracteristicas estruturais, como porosidade, que afetam
médicas dessas nanofibras a | thermophilus, em diferentes condi¢des de cultivo. Além | a atividade bioldgica dessas NFs. O avango no
base de HA por eletrofiagdo, | disso, foram relatados estudos sobre as aplicagdes médicas | desenvolvimento de  protocolos otimizados de
suas limitagdes e perspectivas | de nanofibras derivadas de HA, produzidas por meio de | eletrofiacdo e estratégias de implantagdo pode ampliar as
futuras sobre o potencial des- | eletrofiagdo, como a fabricagéo de curativos, engenharia de | aplicagdes médicas dessas NFs baseadas em
sas nanofibras a base de HA | tecidos utilizando andares de nanofibras e como | biopolimeros.

na area médica carreadores de medicamentos.

Humaira et al, 2022
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77
s

, 20

Rodriguez ef af

Langar luz sobre as principais
vias de produgdo de HA,
vantagens e desvantagens,
juntamente com os esforgos
atuais na  extragdo e
purificagdo desta molécula de
alto wvalor agregado de
diferentes fontes.

Houve progressos significativos na extra¢do e produgio de
acido hialurénico (HA) por meio de diversas abordagens
bacterianas. Esses avangos abrangem a obtengdo de HA
com diferentes pesos moleculares para uma variedade de
finalidades, especialmente aplicagdes médicas.
Streptococcus equi  ssp, Streptococcus thermophilus,
Corynebacterium glutamicum geneticamente modificado,
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Kluyveromyces lactis e
Lactococcus lactis sdo algumas das bactérias utilizadas
nesse processo, com a concentragdo do HA expressa em
kilodaltons.

Até o momento, a fermentagdo bacteriana se destaca
como a rota mais promissora para a produgdo de acido
hialurénico (HA) de alto peso molecular. Embora haja
varias fontes para a producdo de HA, a ampla
diversidade de bactérias capazes de sintetizar essa
molécula tem impulsionado esforgos significativos nessa
area. No que diz respeito as estratégias de extragdo e
purificagdo, as etapas iniciais de pré-purificagdo
envolvem operagdes unitarias convencionais, como
centrifugagdo e diversas precipitagdes utilizando
solventes polares. Por outro lado, a ultrafiltragdo (UF), a
diafiltragdo (DF) e a cromatografia de exclusdo de
tamanho sdo os métodos de purificagdo final mais
preferidos. Um importante escopo de pesquisa proposto
para a melhoria da produgdo de cepas bacterianas
existentes € a engenharia genética.

)

wsekaran V. DG, VP 202

Gun

Entender o papel das proteinas
de membrana na sintese de
HA em bactérias e o papel que
desempenham no rendimento
e peso molecular de HA,
propondo baseado na
literatura, como as proteinas
de membrana e mecanismos
celulares, como o controle da
transcrigdo, podem ser
utilizados para desenvolver
cepas industriais eficientes que
aumentam o rendimento e o
tamanho do HA produzido.

Em cepas ndo modificadas, apenas algumas espécies de
Streptococcus e Pasteurella tém sido observadas
produzindo quantidades consideraveis de capsula de acido
hialurdnico (HA). Em todos os Streptococcus sp.
identificados como produtores de HA, foi constatado que
as proteinas HasA desempenham um papel crucial tanto na
sintese quanto no transporte do HA. No caso de algumas
Pasteurella sp., as proteinas envolvidas na sintese e no
transporte do HA séo diferentes. Além disso, as proteinas
responsaveis exclusivamente pela sintese do HA ndo sio
proteinas de membrana.

Existem proteinas de membrana especificas que
acredita-se estarem envolvidas na transferéncia de acido
hialurénico (HA) através da membrana. A produgio de
HA ocorre sempre nas fases de crescimento e nfo na
fase estaciondria em estirpes de tipo selvagem, devido ao
controle transcricional do operon has*. Tanto os
ativadores quanto os repressores da transcrigdo foram
identificados em bactérias estudadas para a produgdo de
HA. A cepa mais comumente utilizada para a produgéo
industrial € S. zooepidemicus, despertando um grande
interesse entre os pesquisadores. Portanto, ha um
interesse significativo nas cepas de S. zooepidemicus na
comunidade cientifica.

# Inicio da transcri¢dio com trés genes, hasA, hasB e hasC.
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Referéncia Objetivos Constatacdes dos autores Conclusio
Os autores destacam como variaveis nas estratégias de
fermentacdo do acido hialuronico a selegdo do ~ L . S .
. & . . ¢ A produgdo de acido hialurénico (HA) por meio de

microrganismo ¢ do meio de cultivo. Isso levanta a . . .
e . > e .. . . microrganismos requer a escolha cuidadosa do substrato,
= . discussdo sobre a utilizagdo de potenciais meios de cultivo . - , o
=3 Apresentar e discutir as . . . suplementos e condi¢des de cultura. E possivel utilizar
- . . ~ | obtidos a partir de fontes alternativas, bem como a . .
= estratégias de fermentagdo ~ . . . fontes alternativas como substratos nos meios de cultura.
2 . > . | suplementag@o desses meios, as condi¢des de cultivo, a - ..
- disponiveis para  produzir - A suplementagdo do meio, juntamente com o controle da
= .. . . configuracdo do fermentador ¢ o modo de cultura. Os N e . -
= acido hialuro6nico. . . 5 ~_ | temperatura, pH, aeragdo, agitagdo e concentra¢do do
= microrganismos mencionados nesse contexto  sdo
= . . substrato, desempenha um papel fundamental nesse

Streptococcus  ssp,  Corynebacterium  glutamicum,

S . . e . processo.

Escherichia coli, Bacillus subtilis, Kluyveromyces lactis e

Lactococcus lactis.

A producdo de acido hialurénico (HA) através de

diferentes rotas microbianas e em diferentes meios de

fermentacdo envolve a utilizagdo de microrganismos como | A produgdo biotecnoldégica emerge como uma

Streptococcus equi subsp. zooepidemicus, Lactobacillus | abordagem viavel para atender a demanda do mercado
- acidophilus, Bacillus subtilis, Lactobacillus lactis e | de acido hialurénico (HA), desde que sejam
o Corynebacterium glutamicum. No que diz respeito aos | considerados cuidadosamente a selegdo precisa de
™ Apresentar o progresso da | avangos nos modos de fermentagdo, sdo aplicados | microrganismos, a fermentacdo e as etapas de
-t
S pesquisa tecnologica de HA, | diferentes métodos, incluindo batelada, batelada repetida, | purificagdo. No entanto, a produgdo biotecnologica de
:; discutindo 0s aspectos | batelada alimentada e fermentagdo continua. Os processos | HA ainda requer mais pesquisas, especialmente no
- biossintéticos microbianos de purificagdo e separagdo, conhecidos como downstream, | campo da biologia sintética, integrag¢do de abordagens de
5 geralmente empregam o isopropanol como agente | engenharia genética e avangos tecnologicos em
= precipitante preferido. Para alcangar altos niveis de pureza, | biorreatores estratégicos. Esses esfor¢os adicionais

um requisito essencial no mercado consumidor de HA, sfo | podem aprimorar significativamente a eficiéncia e a

necessarios métodos robustos de purificagdo, como | qualidade da produgdo de HA baseada em biotecnologia.

ultrafiltragdo, diafiltracdo, adsor¢do com carvdo ativado,

entre outros.
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Conclusiao

Yao ZY at al, 2021

Apresentar a producdo de HA
por microrganismos e
demonstrar seu mecanismo de
sintese, com foco no estado
atual em varios sistemas de
produgdo, bem como
estratégias comuns de biologia
sintética, incluindo direcionar
mais fluxo de carbono para a
biossintese de HA e regular o
peso molecular (MW) e

finalmente discutir 0s
principais desafios ©
perspectivas.

Os autores observaram uma limitagdio de cepas
recombinantes competitivas na biotecnologia industrial,
com pouca utilizagdo de hospedeiros promissores, como
Saccharomyces sp. e células de mamiferos. No entanto,
com o avango das tecnologias de integragdo e modificagdo
do genoma, surgem novas possibilidades para aprimorar as
cepas produtoras de HA. Uma solugdo pode ser o aumento
do espago extracelular através da modificagdo do volume
das células bacterianas que acumulam HA. Para isso, os
inibidores da divisdo celular, como as proteinas SulA e
MinCD, podem ser utilizados para inibir a fun¢@o dos
genes-chave da divis@o celular bacteriana, como o ftsZ. A
superexpressdo desses genes inibe a formagao do anel FtsZ
(anel Z), impedindo a divisdo celular normal e resultando
em células com maior espago interno para a acumulagéo de
produtos. Isso pode aumentar a taxa de sedimentag@o
bacteriana, o que é importante para a extragdo subsequente
do HA na etapa de purificagdo. Combinando essas
estratégias, é possivel melhorar a eficiéncia da produgéo de
HA e explorar novos hospedeiros para a biotecnologia
industrial.

A pesquisa sobre estratégias de engenharia metabdlica
para alcangar uma alta produgio de HA envolve diversas
abordagens. Isso inclui bloquear vias de competigdo,
aumentar o fluxo na biossintese de HA e aprimorar as
enzimas envolvidas nessa via. Além disso, estratégias de
regula¢do do peso molecular, como ajustar a proporgéo
de precursores e utilizar abordagens enzimaticas
combinadas sdo importantes para obter HA com
distribui¢do de peso molecular especifica. A aplica¢do
dessas estratégias de regulacdo de peso molecular, por
meio da biologia sintética, permite a producdo de
oligossacarideos de HA especificos, o que impulsionara
a ampla utilizagdo do HA em éreas como medicina
clinica, cosméticos e industrias de alimentos.

Nazeri A ef ol 2021

Desenvolver um método de
extragdo de HA de raizes
pilosas de Nicotiana tabacum.

A sequéncia otimizada da enzima sintase2 do &cido
hialurdnico humano (hHAS?2) foi introduzida em plantas
de Nicotiana tabacum por meio de transformagfo com
Agrobacterium rhizogenes. Nas raizes transgénicas de
tabaco, foi observada a maior concentragdo de hHAS2,
alcangando 65,72 ng/kg, com uma atividade antioxidante,
medida pela capacidade de sequestro do radical DPPH, de
46% a uma concentragdo de 0,56 g/kg. O acido hialurénico
produzido por essa modificagdo genética possui um alto
peso molecular, superior a 0,8 MDa.

Foi desenvolvido um sistema de expressdo vegetal
eficiente e rapido para a produgéo de acido hialurdnico
(HA), uma substancia que ndo é naturalmente sintetizada
pelas plantas. As raizes pilosas de tabaco transgénico
mostraram-se promissoras € seguras como um sistema
para a produgdo de HA. Além disso, o HA acumulado
em tubérculos, frutas e raizes pode ser facilmente
coletado e utilizado em alimentos e produtos cosméticos,
reduzindo os custos de extragdo e purificagdo. Com a
produ¢do de HA em plantas transgénicas sendo uma
opcdo de baixo custo, espera-se que as pesquisas nesse
campo se expandam rapidamente em diversas industrias.
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Conclusiao

Cominan & #ral, ""'

Explorar as caracteristicas
fenotipicas da cepa Bacillus
subtilis 3NA para criar uma
plataforma para produgdo de
biomoléculas usando HA
como prova de conceito.

Foi desenvolvida a cepa 3NA com o objetivo de produzir
acido hialurénico (HA). Um meio de cultura quimicamente
definido foi formulado, contendo sais inorganicos nas
proporgdes estequiométricas adequadas para sustentar o
crescimento da biomassa e a produgdo de HA. Além disso,
foi desenvolvido um processo de fermentagdo escalonavel
que permite a produgdo de HA com alta produtividade
volumétrica.

Uma analise econdmica comparativa em relagdo a outros
métodos revela que o novo processo pode resultar em
um aumento de mais de 100% no lucro operacional de
uma fabrica. O uso do hospedeiro, do meio de cultura e
da abordagem logica empregada no desenvolvimento do
processo de fermentagdo descrito aqui estabelece uma
plataforma adaptavel para a produgdo de diversas outras
biomoléculas.

Ozecan A, Germee M, Turhan 1, 2022

Avaliar vantagens de alfarroba
para produgdo microbiana de
HA e modelagem cinética da
fermentacdo de HA.

Através da associacdo do extrato de alfarroba com
Streptococcus ~ zooepidemicus, foi determinada a
composic¢ao ideal do meio de cultura. A produgdo maxima
de acido hialurdnico (HA) obtida em uma fermentagdo em
frasco agitado foi de 2,6 g/L (1,25 x 1076) no meio
otimizado. Essa composi¢do ideal do meio foi utilizada
para realizar a fermentag@o, ¢ o processo foi modelado por
meio de trés modelos distintos: o0 modelo logistico para a
producdo de biomassa, o modelo Luedeking-Piret para a
produgdo de HA e o modelo Luedeking-Piret modificado
para o consumo do substrato. Ao estimar os dados reais
utilizando esses modelos cinéticos, foram obtidos valores
de R? superiores a 0,80, indicando uma consisténcia
adequada entre os dados estimados e os dados reais.

Este estudo demonstrou que a alfarroba possui potencial
como fonte de carbono para a produgdo de acido
hialurénico (HA). O HA produzido em meio contendo
alfarroba apresentou um alto peso molecular,
classificado como HA de alto peso molecular (> 1,0
MDa). Esse tipo de HA pode ser utilizado em diversas
aplicagdes, incluindo alimentos, cosméticos e
especialmente em aplicagdes clinicas.
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7
P94

, 20

Gao W er al

Identificar repressores trans-
cricionais putativos em S.
zooepidemicus ¢ compreender
sua capacidade ou
incapacidade de regular ou néo
a sintese de HA

Foi realizada a construgdo de uma cepa com delecdo do
gene individual, e foram detectadas altera¢des fenotipicas
nas cepas correspondentes em relagdo a tolerancia ao
estresse e produgdo de HA. Uma das cepas apresentou
maior sensibilidade a alta temperatura, enquanto a outra
demonstrou maior resisténcia ao estresse oxidativo. A
delegdo de trés repressores transcricionais resultou em
niveis significativamente reduzidos de transcri¢do do gene
hasA. O impacto da proteina ScrR na regulagdo da
produgdo de HA foi investigado através da analise da
expressdo transcricional dos genes scrA e scrB, que sdo
alvos diretos do regulon’ ScrR. A deficiéncia de ScrR
resultou em uma expressdo desequilibrada de scrA e scrB,
0 que pode contribuir parcialmente para a redugfo na
produgdo de HA.

A regulacdo da sintese de HA e a resisténcia a estresses
ambientais em S. zooepidemicus sdo controladas por
diversos repressores transcricionais. Uma abordagem
genética sistémica pode aprofundar o conhecimento
sobre os mecanismos de regulagdo fisiologica em S.
zooepidemicus, contribuindo para o desenvolvimento de
cepas industriais de alto desempenho na producdo de
HA.

Wang J er al, 2021

Determinar a influéncia de
nanoparticulas no rendimento
de HA, além dos efeitos da
adi¢do de nanoparticulas no
peso molecular médio de HA e
no mecanismo de absor¢do de
células  bacterianas  para
algumas das nanoparticulas de
interesse.

Foram realizados testes utilizando diferentes doadores de
ferro, como FeSO4-7H20, nanoparticulas de ferro de
valéncia zero (Fe NPs) e nanoparticulas de 6xido férrico
(a-Fe203NPs), para investigar seu impacto na produgéo de
HA. O bioprocesso que utilizou uma adigdo de 30 mg/L de
Fe NPs resultou na maior produgdo de HA em comparagéo
com os demais grupos. No entanto, as Fe NPs foram
limitadas devido ao efeito sinérgico do geomagnetismo e a
alta energia de superficie, o que levou a uma aglomeragédo
evidente. Para solucionar esse problema, foram
desenvolvidas novas nanoparticulas de ferro modificadas
com sacarose (SM-Fe NPs), que apresentaram uma
dispersdo e aglomera¢do mais efetivas. Com relagdo aos
aditivos de SM-Fe NP, um suprimento adequado de
nutrientes e oligoelementos proporcionou substratos e
energia suficientes para a reprodugdo do Streptococcus
zooepidemicus.

A adi¢do de sacarose durante o processo de preparacdo
foi efetiva para melhorar a dispersdo das nanoparticulas
de ferro (Fe NPs). As nanoparticulas modificadas com
sacarose (NPs SM-Fe) demonstraram excelente
estabilidade e forneceram nutrientes e oligoelementos
adequados para a proliferagdo e atividade das células
microbianas, resultando em um aumento significativo na
produgdo de HA. Com a adigdo de 30 mg/L de NPs
SM-Fe, a produ¢do de HA aumentou 3,28 vezes em
comparagdo com o grupo controle, enquanto a adi¢do de
FeSO4-7H20 e 0-Fe203NPs apresentou baixa
atividade. Portanto, a utilizagfo eficiente das NPs SM-Fe
para a produgdo de HA ¢é um método promissor,
especialmente no ambito da produgéo industrial.

® Conjunto de genes regulados pela mesma proteina.
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Floris-Cidica M ot . 2021

Explorar o uso de PEG-citrato
ATPS para a recuperagdo
primaria e purificagdo parcial
de HA produzido em &S.
zooepidemicus.

O citrato de sodio foi escolhido devido as suas
propriedades biodegradaveis e ndo toxicas, o que torna o
descarte dos sais de citrato mais ecologicamente correto
em comparagdo com os sais de fosfato, especialmente em
escala industrial. Na primeira etapa, foram estudados os
efeitos do peso molecular do PEG no comprimento da fase
de amarragdo, na razdo de volume e no comportamento de
parti¢do, bem como na recuperagdo de amostras puras de
HA. Em seguida, o sistema de duas fases aquosas
PEG-citrato com a melhor recuperagio foi selecionado e
testado diretamente no caldo de fermentagdo de S.
zooepidemicus.

Neste estudo, foi comprovado que o sistema PEG-citrato
ATPS apresenta um grande potencial como uma
estratégia eficaz de recuperag@o primaria para o processo
de produgdo de HA microbiano.

1 4

Jafari B et af,

Utilizar a mutagénese quimica

aleatdria para 0
desenvolvimento de cepas
mutantes de Streptococcus

equisimilis grupo G com alta
produtividade de HA.

Apds o isolamento inicial de 10 cepas ndo patogénicas de
GCS e GGS, uma cepa da GGS foi submetida a
mutagénese quimica aleatoria, resultando na supressdo de
guanina e timina. Esse processo dificultou a ocorréncia de
mutagdes estaveis de transi¢do entre GC e AT na cadeia de
DNA. Em seguida, foram identificados mutantes com alta
produgdo de estreptolisina® e hialuronidase negativas por
meio de rastreamento. A consisténcia na morfologia e na
producdo de HA de alta produgéo foi avaliada por meio de
10 passagens em uma placa de 4gar sangue. Por fim, o
peso molecular dos HAs purificados foi determinado por
meio de eletroforese em gel de agarose

No geral, foram identificadas cepas mutantes do tipo
selvagem GGS com a capacidade de produzir HA em
um pH mais baixo e em um tempo menor em
comparagdo com as condicdes de fermentagdo
estreptocdcica convencionais. Esses  mutantes
demonstraram um titulo em massa’ mais elevado de HA
do que o tipo selvagem, o que os torna candidatos
promissores para produgdo em larga escala. Além disso,
¢ importante ressaltar que os HAs produzidos por essas
cepas mutantes apresentaram baixo peso molecular e
propriedades polidispersas, o que sugere seu potencial de
aplicagdo em areas como biologia e medicina.

® Exotoxina estreptocécica.
7 Calcula concentracdo de uma solugo.
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Referéncia Objetivos Constatacdes dos autores Conclusio
A microbiota intestinal humana demonstrou ser capaz de

Foi realizado um estudo para avaliar e comparar a | degradar o HA em oligossacarideos de numeros pares e

degradacdo do HA pela microbiota intestinal de dez | impares, apresentando diferentes taxas de degradacdo. A

individuos chineses. O sequenciamento de alto rendimento | fermentagdo do HA resultou no aumento da abundancia

do rRNA 16S foi utilizado para investigar como a | de varias espécies bacterianas, como Bacteroides spp.,

fermentacdo do HA ¢é modulada pela comunidade da | Bifidobacterium spp., Dialister spp. e Faecalibacterium
Q Langar luz sobre o | microbiota intestinal. Foram realizadas analises | spp., capazes de fermentar o HA e produzir acidos
o metabolismo do HA e | sistematicas dos produtos de degradagdo do HA, incluindo | graxos de cadeia curta, como acetato, propionato e
= entender a biodisponibilidade | oligossacarideos derivados de HA, bem como dos acidos | butirato, em quantidades significativas. Foi observado
Er do HA do ponto de vista da | graxos de cadeia curta benéficos fermentados pela | que B. ovatus E3 e B. xylanisolvens G25 s@o
o microbiota intestinal. microbiota intestinal humana. Além disso, trés bactérias | microrganismos intestinais que tém capacidade positiva
Z isoladas da microbiota (Bacteroides xylanisolvens G235, | de degradagdo do HA. Além disso, foram identificadas

Bacteroides uniformas L8 e Bacteroides ovatusE3) foram | enzimas ativas no HA, como GH 88, PL 8, PL 29, PL 35

utilizadas para investigar o mecanismo de degradagdo do | e PL 33, provenientes de B. ovatus E3. Esses achados

HA. Durante o estudo, também foram identificadas as | proporcionam insights importantes sobre o metabolismo

enzimas responsaveis pela degradagdo do HA na | do HA pela microbiota intestinal humana, com possiveis

microbiota intestinal. aplicagdes no desenvolvimento de suplementos

dietéticos e aditivos alimentares saudaveis.

Foram desenvolvidos sistemas de expressdo epissomal

para o gene hasA, juntamente com outros genes do operon

envolvidos na via biossintética do HA. A produgo de HA

foi confirmada em todas as cepas estudadas (pLys Y/Ig, | Os resultados indicam que as bactérias Gram-positivas
=i Rosetta2, Rosetta? (DE3) pLysS, Rosetta-gami B (DE3) | sdo preferenciais como hospedeiras para a produgdo
=y Investigar a aplicabilidade de | pLysS e B. megaterium (MS941)). A presenga do HA foi | recombinante de HA em comparagdo com as bactérias
= quatro cepas de E. coli como | verificada por espectroscopia de infravermelho com | Gram-negativas. Tanto os titulos em massa quanto o
== plataformas potenciais para a | transformada de Fourier (FTIR), enquanto seu teor foi | peso molecular (MW) do HA produzido por B.
2] produgdo de HA. monitorado em diferentes meios de cultura através de | megaterium foram significativamente maiores do que os
= ensaios turbidimétricos. O peso molecular do HA foi | obtidos pelas diferentes cepas hospedeiras de E. coli

caracterizado por cromatografia de permeagdo em gel. | utilizadas neste estudo.

Além disso, cepas recombinantes selecionadas foram

examinadas por microscopia eletronica de varredura

(MEV).
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Referéncia Objetivos Constatacdes dos autores Conclusio

Por meio do estudo dos efeitos da proporg¢éo de etanol, pH
e NaCl na precipitagio de HA com etanol, foi possivel | O pH e o NaCl exercem influéncia na pureza e
Estudar os efeitos das | compreender como essas variagdes afetam a produgdo do | recuperagdo do HA durante a precipitagdo com etanol.

% proporgdes etanol/caldo e o | Bio-HA. Os resultados foram analisados considerando a | As diferentes estruturas do HA em diferentes valores de
e nimero de etapas (pH | recuperagdo e a pureza como parametros de desempenho | pH desempenham papéis importantes no processo de
; variavel, presenga ou auséncia | da precipitagdo. Além disso, a analise de espalhamento de | precipitagdo. Observou-se que as distribui¢des de massa
= de cloreto de so6dio), como | luz permitiu observar a distribuicdo de tamanho dos | molar do HA ndo foram significativamente afetadas
- estratégias de precipitagdo | precipitados, fornecendo imsights sobre as mudangas | pelas condigbes de precipitagdo. Estudos futuros podem
= para a recuperagdo e | estruturais em diferentes valores de pH. O HA foi obtido a | explorar o uso de outros solventes para otimizar a
% purificagéo de acido | partir de Streptococcus zooepidemicus, cultivado em um | precipitagio em condigdes especificas, bem como
3 bio-hialurénico de alta massa | meio contendo apenas glicose e peptona de soja. Esses | investigar a propor¢do HA/proteina e os efeitos de

molar (Bio-HA). resultados contribuiram para uma melhor compreenséo da | superficie, especialmente quando se busca obter HA

purificagdo do HA, uma vez que a precipitagdo geralmente | purificado para aplicagdes clinicas.
¢é o primeiro passo no processo global de purificagdo.

A pesquisa revelou que a glicose ¢ o componente
principal do EPS, representando mais de 90,28% de sua
composi¢do. Além disso, constatou-se que o EPS possui
excelente capacidade de absor¢do de umidade e retengéo
de agua, comparavel a quitosana e ao hialuronato de
sodio, amplamente utilizados como hidratantes. O EPS
também demonstrou uma capacidade significativa de
remocdo de radicais hidroxila (OH) com uma taxa de
depuracdo de até 12%. Além disso, o EPS exibiu um
efeito notavel na eliminagdo de O*. Em relacio a
adsor¢do de ions metalicos, o EPS apresentou uma alta
capacidade de adsor¢do para Cu®*" e Pb*, com taxas de
adsor¢do alcangando 69,79% e 82,46%,
respectivamente. O efeito de adsor¢do do EPS para Pb*
foi particularmente superior ao do Cu®". Essas
caracteristicas tornam o EPS altamente promissor em
diversos campos, como cosméticos e prote¢do ambiental.

Foram realizadas otimizagdes nas condi¢des de
fermentacdo da cepa Pseudoalteromonas agarivorans,
resultando em um rendimento médio de EPS de 2,604 +
0,022 g/L. O EPS obtido apresentou uma concentragdo de
n = 226 x 10° g/mol ¢ Mw = 2,81 x 10° g/mol.
Observou-se um coeficiente de dispersdo de 1,24,
indicando uma dispersdo moderada. Além disso, o EPS
apresentou uma pureza relativa uniforme.

Hao L er al, 2019
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Gioatachalk J et al, 2009

Entender e controlar os
fatores-chave para a sintese
complexa de HA

A sintese "one-pot" do acido hialuronico (HA) envolve a
utilizagdo de seis enzimas distintas para a construgdo da
cadeia de HA a partir dos monossacarideos GIcA e
GlcNAc, que sdo facilmente obtidos e de baixo custo. Para
essa sintese, ¢ essencial uma composi¢do especifica de
fons metélicos, incluindo Mg*’, Mn?*" e K', que sdo
ajustados para otimizar a atividade das enzimas PmHAS e
EM UDP-GlcNAc. O ion K* também melhora a atividade
da enzima AtGIcAK. O pH e a concentracio de Mg>" sdo
fatores cruciais para controlar a sintese de HA. Condigdes
ideais de sintese foram alcangadas em um tampao
HEPES-NaOH com pH 8, utilizando uma alta
concentragdo (25 mM) de Mg*". Nessa configuracio, foi
possivel obter HA de alto peso molecular (1,54 MDa), com
baixa dispersdo (1,05) e um rendimento de 80,2%,
resultando em uma concentra¢do final de HA de 1,4 g/L.
Em outra configuracio, com 15 mM de Mg* em
HEPES-NaOH (pH 8.,5), foi alcangada uma alta
concentragdo de HA (2,7 g/L) com um rendimento de
86,3%, tamanho médio de 1,49 MDa e dispersdo de 1,2.

Foi comprovado que a sintese in vitro "one-pot" pode ser
adaptada para a produgdo de acido hialurdnico (HA) de
alto peso molecular e baixa dispersao.

27

Gao W et al, 20

papéis  dos

R-M na
transformagdo  genética de
DNA estranho, construindo
mutantes deficientes em R-M
e avaliando os fenotipos de
mutantes individuais.

Explorar  os
sistemas

Este estudo investigou os papéis do sistema tipo IR-M e do
sistema tipo II R-M em S. zooepidemicus. Foram criados
mutantes knockout do gene do sistema R-M e seus efeitos
na eficiéncia da transformagfo foram avaliados. Além
disso, os mutantes com deficiéncia no sistema R-M foram
submetidos a analise de crescimento e fermentagdo de HA
para avaliar os efeitos da delegdo do gene no metabolismo
global.

Este estudo teve como objetivo analisar os papéis da
subunidade tipo IR-M e da endonuclease de restri¢do da
familia Scal tipo II por meio da delecdo in-frame. Como
resultado, foi criado um mutante deficiente na
endonuclease de restrigdo da familia Scal tipo II, o qual
apresentou  uma  eficiéncia de  transformagio
significativamente aumentada. Esse mutante pode ser
uma ferramenta valiosa para acelerar o desenvolvimento
de linhagens mais eficientes e robustas na produgéo
industrial de HA e outros produtos quimicos finos. A
eliminacdo  bem-sucedida dos  sistemas R-M
proporcionara maior eficiéncia na transformagdo
genética de S. zooepidemicus, acelerando assim o
desenvolvimento de cepas comerciais para a produgdo
eficiente de HA.
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Wang Y ef al, 2020

Descrever a  engenharia
metabolica de
Corynebacterium glutamicum
e a aplicagdo de uma estratégia
de fermentagdo para fabricar
hialuronano com diferentes
pesos moleculares.

Foi realizado o projeto de C. glutamicum para a produgéo
eficiente de HA, por meio da selecdo da via de sintese mais
produtiva. Isso envolveu a superexpressio de enzimas
intermediarias que convertem glicose em UDP-GIcA e
UDP-GIcNAc, os blocos de construgdo do HA, além de
reduzir a produgdo enddgena de polissacarideo
extracelular. A cepa modificada alcangou uma produgdo de
34,2 g/I. de HA em culturas descontinuas alimentadas. No
entanto, a formac¢do de uma camada semelhante a uma
capsula de HA limitou a absor¢do de nutrientes e inibiu
ainda mais a sintese de HA. Para superar esse efeito
inibitério, a hialuronidase de sanguessugas (LHYal,
hidrolase) foi adicionada a cultura descontinua alimentada,
promovendo a quebra da capsula celular e reduzindo a
viscosidade do meio de cultura. Essa estratégia melhorou a
captagdo de glicose ¢ a produgdo de HA. O uso da
hialuronidase de sanguessugas resultou em hiperprodugéo
de hialuronano, atingindo uma concentragéo de 74,1 g/L.

A otimizagdo da via de biossintese do HA, a desativagdo
da produgdo de polissacarideos extracelulares, a quebra
do encapsulamento celular ¢ a solugdo do problema de
transferéncia de massa através da suplementa¢do com
LHYal, levaram ao desenvolvimento de uma fabrica de
células C. glutamicum altamente eficiente ¢ a uma
abordagem de fermentagdo. Os resultados e estratégias
descritos neste estudo tém potencial para serem
aplicados também na produgéo de outros biopolimeros.

Wei C et al, 2019

Sintetizar com eficiéncia os
oligossacarideos de HA e
resolver o oxigénio dissolvido
no processo de fermentagéo

Neste estudo, realizou-se a superexpressdo da enzima
sintase de HA (HasA) e a introdugdo ¢ otimizagdo da
sanguessuga hialuronidase LHAase em Streptococcus
zooepidemicus WSH-24. Como resultado, foi obtida uma
producdo eficiente de oligossacarideos de HA com melhor
oxigénio dissolvido. Apds 24 horas, a taxa de produgdo de
oligossacarideos de HA atingiu 294,2 mg/(L-h), com uma
concentragdo acumulada de 0,97 g/L em frascos de cultura,
0 que representa um aumento de 1,82 vezes em relagdo a
cepa selvagem. A produgdo de oligossacarideos de HA foi
aumentada para 7,06 g/l em um fermentador de 3 L.

A cepa de Streptococcus zooepidemicus desenvolvida
para a producdo de oligossacarideos de HA apresenta um
grande potencial de aplicag@o.
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Para obter uma expressdo constitutiva de LHyal em niveis
elevados em P pastoris, adotou-se uma estratégia
combinatdria que envolveu a otimizag@o simultdnea do
promotor e do peptideo sinal. Diversos marcadores foram
Utilizar estratégias | investigados para aprimorar a expressdo de LHyal. Além
combinadas para alcancar a [ disso, trés fatores de transcrigdo (Aftl, Gal4-like, Yapl),
expressdo  constitutiva e | que desempenham papéis na regulagcdo do metabolismo de
secretora de LHyal em P | carboidratos e no estresse oxidativo, foram superexpressos.
pastoris. Através dessas modificagdes, a expressdo da LHyal
recombinante aumentou de 4,24 x 10"4 para 3,03 x 10°
U/mL em culturas em frascos. Por fim, a produgdo de
LHyal foi aprimorada para 2,12 x 10° U/mL em um
fermentador de 3 L

Ap0s otimizar o cassete de expressdo de LHyal com o
promotor GAP(m) e o peptideo sinal sp23, além de
realizar a modificagdo N-terminal com a adi¢do de uma
tag de glutamina e co-superexpressio do fator de
transcrigdo Aftl, foi obtida uma expressdo constitutiva
de LHyal. Isso resultou em um aumento na atividade de
4,24 x 10* U/mL para 3,03 x 10° U/mL em culturas em
frascos. Por fim, a produgdo de LHyal foi
significativamente aprimorada para 2,12 x 10° U/mL em
um fermentador de 3 L. As linhagens recombinantes
desenvolvidas neste estudo sdo altamente promissoras
para a produg¢do industrial de LHyal.

Huang H ef af, 2020

No genoma de S. zooepidemicus, ha um gene que codifica | Até onde sabemos, este estudo € a primeira evidéncia de
o regulador Rgg. Esse gene tem baixa semelhanga com os | sinalizagdo célula-célula mediada por Rgg/SHP em S.
genes rgg2 e rgg3 encontrados em Streptococcus pyogenes. | zooepidemicus, uma espécie de estreptococos de grande
Foi descoberto que a forma ativa do feromdnio é curta e | importancia tanto na area clinica quanto na industrial.
hidrofébica (LLLLKLA), consistindo dos 7 aminoacidos | Esta descoberta tem relevancia no desenvolvimento de
C-terminais do pré-peptideo Shp. Essa sequéncia difere de | estratégias de detec¢o de quérum® para o controle de
todos os feromdnios peptidicos relatados em estreptococos. | infec¢des por S. zooepidemicus, além de ser importante
Em resposta ao SHP ativo, o regulador Rgg atua como um | para a engenharia metabdlica dessa espécie na produgéo
ativador transcricional, induzindo a expressdo de shp e | comercial de produtos HA, fornecendo um moédulo de
estabelecendo um circuito de feedback positivo. regulagdo autossuficiente.

Compreender a forma como a
viruléncia e a produgdo de
polissacarideos da capsula de
Streptococcus zooepidemicus é
regulada.

Xie £ et al, 2019

8 Densidade microbiana.
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4. DISCUSSAO

Preconiza-se que as moléculas escolhidas para otimizagdo do HA, devem ser
estudadas ndo somente de acordo com a literatura, mas também testadas de acordo com as
condi¢des da producdo, haja vista que podem ndo agir de acordo com o descrito. Condi¢des
como alimentacdo, temperatura, pH, agitacdo, aeracdo e meio influenciam fortemente na
producao e nos residuos dos microrganismos, sendo necessaria uma experimentagdo mais

apurada para a as condi¢des necessarias (DUFFECK et al., 2020).

Para obter-se o HA biossintético, reagoes de click e irradiacao através de luz UV tém
sido utilizadas para realizar a sintese da molécula, além disso também sdo feitas reagdes
enzimaticas através da via hialuronidase, reacdes quimioenzimaticas através da extragdo de
origem animal, promovendo a hidrolise dos tecidos — principalmente de tecidos de crista de
galo — e também a fermentacdo de microrganismos do género Streptococcus sp.,
Lactobacillus sp., Corynebacterium sp., Streptomyces sp., Synechococcus sp., Bacillus sp.,
Pasteurella sp., Escherichia coli e Agyobacterium sp. A literatura também documenta que
fungos do tipo levedura também sdo capazes de realizar fermentacdo e, consequentemente,
produzir HA, como Cryptococcus neoformans, Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces

lactis e Pichia pastoris (SHIKINA et al, 2022).

Na producdao de HA, os métodos de extracdo e purificacio que envolvem
microrganismos desempenham um papel crucial. A separacdo a jusante e o processo de
purificacdo sdo etapas fundamentais para obter um HA com alto peso molecular e alta pureza.
Devido a sua importancia nessas etapas criticas, eles continuam sendo obstaculos para a

producao industrial de HA de qualidade superior (YAO et al., 2021).

Com o objetivo de aprimorar o processo de produgdo de HA, muitos microrganismos
passaram por modificagdes moleculares e genéticas. Esses organismos recombinantes sao
considerados pelos especialistas como fontes alternativas seguras e econdmicas de HA, uma
vez que ndo exigem purificacdo de toxinas. Além disso, diversos estudos mencionam o uso de
espécies vegetais e organismos recombinantes na producao de HA, como a associacdo de
Nicotiana tabacum com Agrobacterium rhizogenes ou vagens de alfarroba com Streptococcus

zooepidemicus.

Inicialmente, as bactérias Bacillus sp. € Escherichia coli sao consideradas as mais
promissoras para a producao em larga escala do HA microbiano, devido a sua disponibilidade

comercial. No entanto, a instabilidade dos plasmideos usados para a expressdo génica nesses
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microrganismos pode comprometer a confiabilidade e a seguranca do processo. Por outro
lado, os fungos apresentam uma alta taxa de crescimento e sdo mais facilmente manipulaveis
geneticamente, o que os torna um dos organismos mais promissores para a produ¢cdo moderna

de HA, conforme apontado pelos autores.

5. CONSIDERAGOES FINAIS

O processo de producdo de HA por microrganismos passa por etapas complexas para
obtencdo em escala industrial, considerando que as condi¢des normais do organismo da
bactéria ou fungo utilizado devem ser recriadas cuidadosamente para garantir um produto de
qualidade e eficiente. Além disso, ¢ imprescindivel que o produto seja filtrado, purificado e
otimizado a fim de obter o HA livre de residuos e puro suficiente para ser incrementado em
processos e produtos de interesse para a industria.

As novas tendéncias em engenharia quimica e biotecnologica para biossintese de
acido hialurénico tém favorecido a obtencdo do HA em condig¢des 6timas para as diferentes
finalidades de uso, além da desobrigagdo da exploracdo de tecidos animais, a reducao de
residuos prejudiciais ao meio ambiente e o fortalecimento da economia através do aumento
da produgdo do HA para uma escala industrial. O melhoramento genético dos
microrganismos, configura fonte promissora de obtencdo do HA, o que representa um

panorama positivo para a saude e para a estética.
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