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RESUMO

SILVA, M. R. Estratégias de cultivo para a produg¢do de polissacarideo capsular por
Haemophilus influenzae tipo b e determinacao de parametros de qualidade para o produto.
Disserta¢dao (Mestrado em Biotecnologia) - Universidade Federal de Sao Carlos, 2010

Haemophilus influenzae tipo b (Hib) ¢ uma bactéria Gram negativa responsavel por
causar meningite em todo o mundo. O polissacarideo capsular b, um polimero composto por
unidades repetidas de ribosil-ribitol-fosfato (PRP) ¢ o principal fator de viruléncia, sendo
utilizado na formulagdo da vacina contra este microrganismo. Apesar de sua elevada
eficiéncia, a vacina conjugada contra Hib ¢ um produto de alto custo de producao por
envolver processos de fermentagdo, purificagdo e conjugagdo para obtencdo de um produto
final dentro das especificagdes da Organizagdo Mundial da Saude (OMS). O melhoramento
do meio de cultura e das condi¢gdes de cultivo pode contribuir para redu¢do do custo desta
vacina de forma a facilitar sua difusdo nos paises subdesenvolvidos. Assim, o principal
objetivo deste trabalho foi identificar condi¢des de cultivo que resultem em maior produgdo
de polissacarideo capsular, contribuindo para reduzir os custos nas etapas de purificagdo e
conjugacdo. Os ensaios foram conduzidos em frascos agitados ou em biorreatores com 7 a 13
litros de capacidade nominal. A temperatura foi mantida em 37°C, o pH controlado em 7,5
através da adicao de NaOH 5M e a concentracao de oxigénio dissolvido (COD) mantida em
30 % da saturacdo do ar. A vazao especifica de ar variou entre 0,2 e 1 VVM. Amostras foram
coletadas em intervalos regulares de tempo para mensurar densidade optica (DOssonm),
concentragdo celular, producdo de polissacarideo capsular (PRP) e concentracdes de glicose e
metabolitos. Duas possibilidades para aumentar a produgdao de polissacarideo foram
estudadas: 1) diferentes estratégias de cultivo descontinuo alimentado consistindo por: a)
adi¢do intermitente de glicose (CDAIG), b) vazao constante (CDAVC), ¢) vazao exponencial
(CDAVE), e d) reciclo de células seguido de perfusdao (CDAVE+P)); e 2) o melhoramento da
composi¢do do meio de cultura quanto a relacdo carbono/nitrogénio através do uso da
metodologia de delineamento composto central rotacional (DCCR), tendo como varidveis
independentes: Peptona de Soja (S), Extrato de Levedura (EL) e Glicose (G). Pardmetros de
qualidade também foram avaliados para verificar o perfil da massa molecular do produto
(PRP) e os aspectos morfoldgicos do microrganismo. Os resultados das diferentes estratégias
de cultivo juntamente com os resultados da analise econdmica do custo dos processos
estudados mostraram que o CDAVC, com custo de US$ 425.50/g PRP por ano e

produtividade de 88 mg/(L.h), demonstrou ser a melhor alternativa para o processo de



producdo de PRP por apresentar menor custo com boa produtividade. J& o estudo da
composicdo do meio de cultura através da andlise estatistica dos resultados do DCCR
mostraram que a melhor composi¢ao do meio de cultivo (MMC) consistia em S de 5 g/L, EL
de 5,5 g/L e G de 15,25 g/L. Valores de DOsqonm de 8,4 € de producdo volumétrica de
polissacarideo de 410 mg PRP/L foram alcancados em experimentos de validacdo na
condigdo MMC realizados em shaker. Para o ensaio de validagdo da condicdo MMC em
reator, a concentracao de biomassa de 3,0 g MS/L e a producao de polissacarideo capsular de
600 mg PRP/L foram observadas. Valores semelhantes foram obtidos em experimentos de
validagdo realizados em shaker e biorreator na condi¢do CPC, mostrando que tanto a
condicdo CPC como a MMC pertencem a regido de o6timo. A andlise dos pardmetros de
qualidade mostrou que o tempo de cultivo influencia fortemente no tamanho da molécula do
polissacarideo, sendo que quanto maior o tempo de cultivo, menor a sua massa molecular. A
andlise por microscopia eletronica de transmissdo (MET) das células de H. influenzae mostrou
a predominancia de células com morfologia arredondada na sexta hora de cultivo, enquanto
que, na décima segunda hora de cultivo, as células apresentaram morfologia mais alongada e
exibiram a presenca de inclusdes citoplasmaticas na forma de granulos, possivelmente devido
ao acumulo de algum material de reserva. Diante dos resultados obtidos, a nova composi¢ao
de meio resultou em maior crescimento celular e producdo de polissacarideo capsular, com
metade das concentragdes das fontes de nitrogénio (peptona de soja e extrato de levedura), o
que reduz o custo de produgdo. Os cultivos que resultaram em maior produgdo e
produtividade foram o CDAVC (1600 mg PRP/L e 88 mg PRP/L.h) e o CDAVE+P (1800 mg
PRP/L e 129 mg PRP/L.h), sendo que este ultimo (CDAVE+P) atingiu produtividade 30 %
maior que o melhor resultado até entdo descrito na literatura (90 mg PRP/L.h). No entanto, o
cultivo CDAVC apresentou maior viabilidade do ponto de vista econdmico e de execugao e

passivel de escalonamento.

Palavras - chave: Haemophilus influenzae tipo b; polissacarideo capsular; cultivo descontinuo
alimentado; Delineamento Composto Central Rotacional; parametros de qualidade; analise
econdmica.



ABSTRACT

SILVA, M. R. Cultivation strategies for capsular polysaccharide production by Haemophilus
influenzae type b and determination of quality parameters for the product. Master Thesis
(Biotechnology) -Universidade Federal de Sao Carlos, 2010.

Haemophilus influenzae type b (Hib) is a Gram negative bacterium responsible for
causing meningitis worldwide. The capsular polysaccharide b, a polymer composed by
repeating units of ribosyl-ribitol phosphate (PRP), is the major virulence factor and it is used
in the formulation of the vaccine against this microorganism. Despite their high efficiency, the
conjugated vaccine against Hib is a product of high production cost, which involves
fermentation, purification and conjugation processes to obtain a final product within the
specifications of the World Health Organization (WHO). The improvement of the culture
medium and cultivation conditions can contribute to reduce the cost of this vaccine in order to
facilitate its dissemination in developing countries. The main objective of this work was to
identify culture conditions that result in higher production of capsular polysaccharide, helping
to reduce costs in the steps of purification and conjugation. The experiments were carried out
in shake flasks or in bioreactors with 7-13 liters of capacity. The temperature was maintained
at 37 °C, pH controlled at 7.5 by adding NaOH 5M and the concentration of dissolved oxygen
(CDO) maintained at 30% of air saturation. The specific flow rate of air ranged between 0.2
and 1 VVM. Samples were collected at regular time intervals to measure optical density
(DO540nm), biomass concentration, capsular polysaccharide (PRP) production and
concentrations of glucose and metabolites. Two possibilities for increasing polysaccharide
production were studied: 1) different strategies of fed-batch cultivation consisting of: a)
intermittent addition of glucose (FBIG), b) constant feeding (FBCF), ¢) exponential feeding
(FBEF), e d) exponential feeding with cell recycle and perfusion (FBER + P); 2)
improvement of culture media composition regarding the carbon/nitrogen ratio through the
use of central composite rotational design (CCRD) methodology, having as independent
variables: Soy Peptone (S), Yeast Extract (YE) and Glucose (G). Quality parameters were
also evaluated to assess the molecular weight profile of the product (PRP) as well as
morphological aspects of the microorganism. Economic analysis of different cultivation
strategies was used to identify the more economically viable process. The results of the
different cultivation strategies together with the outputs of the studied processes cost analysis
showed that FBCF, with a cost of U.S.$ 425.50/g PRP and productivity of 88 mg/L.h, showed

to be the best alternative among PRP production processes due to its lower cost with a good



productivity. In the study of the culture media composition through the statistical analysis of
the CCRD results showed that the best culture media composition (BCM) consisted of S 5
g/L; YE 5.5g /L and G of 15.25 g/L. DOs4onm and PRP volumetric production values of 8.4
and 410 mg/L, respectively, were attained in validation experiments carried out in shake
flasks at the BCM condition. For the bioreactor BCM validation experiment, biomass
concentration of 3 g DW/L and polysaccharide production of 600 mg PRP/L were observed.
Similar values were reached at validation runs performed in shake flasks and bioreactor for
the central point CP condition, showing that both BCM and CP conditions belong to the
optimum region. The analysis of quality parameters showed that the cultivation time
influences strongly the size of the polysaccharide molecule. The longer the cultivation time,
the lower molecular weight was found. The analysis by transmission electron microscopy
(TEM) of H. influenzae cells revealed a predominance of round cells in the sixth hour of
cultivation, whereas in the twelfth hour of cultivation the cells exhibited a more elongated
morphology with the presence of cytoplasmic inclusions in the shape of granules, possibly
due to the accumulation of some reserve material. Based on these results, the new
composition of the culture medium resulted in an increased of cell growth and capsular
polysaccharide production with half of the sources nitrogen (soybean peptone and yeast
extract) concentrations, which reduces the production cost. The cultivations that resulted in
higher production and productivity of polysaccharide were FBCF (1600 mg PRP/L and 88 mg
PRP/(L.h)) and FBER+ P (1800 mg PRP/L and 129 mg PRP/(L.h)). The FBER+P reached
30% higher productivity of polysaccharide than the best result described in the literature (90

mg PRP/(L.h)). However, the FBCF cultivation was economically more viable.

Keywords: Haemophlius influenzae type b; capsular polysaccharide; fed-bach cultivation;
Central Composite Rotational Design; quality parameters; economical analysis.



LISTA DE ABREVIATURAS

ACIP Advisory Committee on Immunization Practices

ALA acido aminolevulinico

AMP adenosina monofosfato

ANOVA analise de variancia

ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

BCB Banco Central do Brasil

BHI Brain Heart Infusion

BPF Boas Praticas de Fabricagao

CDAIG Cultivo Descontinuo Alimentado com Adi¢ao Intermitente de Glicose
CDAVC Cultivo Descontinuo Alimentado com Vazao Constante

CDAVE Cultivo Descontinuo Alimentado com Vazao Exponencial
CDAVE+P Cultivo Descontinuo Alimentado com Vazao Exponencial, Reciclo de

Células e Perfusdo

CDC Centers of Disease Control and Prevention

Cha concentracao de acido acético na corrente de microfiltrado
CNTP Condi¢ao Normal de Temperatura e Pressao

CG cromatografia gasosa

COD concentracao de oxigénio dissolvido

Cp concentracgao de produto

CPC Condic¢ao do Ponto Central

Cs concentracao de substrato

Csr concentracao de substrato no meio de alimentagao
Cx concentracdo de biomassa

DCCR Delineamento Composto Central Rotacional
DNA Deoxyribonucleic acid

DO densidade optica

DTP Difteria-Tétano-Pertrussis

E Energia

EC Enzyme commission

ECa estimativa de custo de consumo de agua

ECq4 estimativa de custo da depreciacao

ECg estimativa de custo de consumo de energia



EC; estimativa de custo dos insumos

Econs Energia consumida

ECs estimativa de custo dos salarios

EL extrato de Levedura

G glicose

GL grau de liberdade

HA acido acético

HAF acido acético formado

HAMax concentracdo maxima de acido acético

HepB Hepatite B

Hia Haemophilus influenzae tipo a

Hib Haemophilus influenzae tipo b

HIV Human immunodeficiency virus

HMW high molecular weight

HPLC High Performance Liquid Chromatography
Hsf Haemophilus surface fibrils

Hup haem-utilization protein

hxu hemopexin-binding protein

IBGE Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
IgA imunoglobulina A

IgG imunoglobulina G

IPV inativada poliovirus

Kdo 3-deoxy-D-manno-octulosonic acid

KS constante de saturacao

LPS lipopolissacarideo

m coeficiente especifico de manutencao

MHAc massa acumulada de acido acético no reservatorio
MP meio composto de peptona de soja e extrato de levedura
MET Microscopia Eletronica de Transmitancia
MF microfiltrado

MMC Melhor Meio de Cultivo

MS massa celular seca

Mg velocidade de fluxo de massa da fonte de carbono

MCL massa celular liofilizada



MSmax
Mtc
Mtv

n

NAD
NaOHcons
NMN
NMNAT
NR
NRK
OMP
OMS
0]
OPAS
P

Prod
PC
PCR
PCV
PEP
PHA
PHB
PRP
PRP-D
PRPwmax
PRP-OMP
PRP-T
PTS
Qesp
QM
RF

RH
rpm

S

concentracdo maxima de biomassa
massa do tubo contendo pellet

massa do tubo vazio

agitacao (rpm)

nicotinamida adenina dinucleotideo
hidroxido de sdédio consumido
nicotinamida mononucleotideo
nicotinamide mononucleotideo activity
nicotinamide riboside

nicotinamide riboside kinase

outer membrane protein

Organizagao Mundial da Saude
or¢amento do processo

Organizacdo Pan-Americana da Satde
Poténcia

produtividade

Ponto Central

Polymerase Chain Reaction
pneumococcal conjugate vaccine
fosfoenolpiruvato
polihidroxidoalcanoato
polihidroxibutirato
poliribosil-ribitol-fosfato

PRP conjugado ao toxoide diftérico
concentracao maxima de polissacarideo capsular
PRP conjugado a Outer Membrane Protein
PRP conjugado ao toxoide tetanico
phosphotransferase system

vazao especifica de ar (VVM)
quadrado médio

recursos fisicos

recursos humanos

rotacdo por minuto

peptona de soja



Soytone
SQ

to
TA

talim

TCA

= DO ™ R

Hmax

peptona de soja

soma dos quadrados

tempo

tempo do inicio da alimentagao

taxa de aplicacdo

tempo de alimentagado

tricarboxylic cycle acid

toxoide tetanico

tempo de uso do equipamento

ultrafiltrado

vazao volumétrica de ar

volume de cultura final no reator de 13L de capacidade nominal
volume de cultura final no reator de SL de capacidade nominal
volume de cultura inicial no reator de 13L de capacidade nominal
volume de cultura inicial no reator de 5L de capacidade nominal
velocidade de produgao de CO,

vazao de ar L / minuto / volume de meio L

World Health Organization

concentracao de células

coeficiente de rendimento de substrato em produto

coeficiente de rendimento em produto por biomassa formada

coeficiente de rendimento de substrato em biomassa

SIMBOLOS

coeficiente angular de pentose medido a 668 nm
coeficiente angular de glicose medido a 668 nm
coeficiente angular de pentose medido a 540 nm
velocidade especifica de crescimento
velocidade especifica maxima de crescimento

coeficiente angular de glicose medido a 540 nm



LISTA DE FIGURAS

Figura 2.1. Modelo tridimensional das proteinas de membrana externa P1 e P2..................... 39
Figura 2.2. Estrutura da lipoproteina P4 ............ccoviiiiiiiiiiieeeeeee e 39
Figura 2.3. Cluster do gene pili de H. iNfIUENZAE. ............cccueevueeeiieiieeiieiieeieeee e 41
Figura 2.4. Modelo das proteinas HifA a HifE de H. influenzae. ..............ccceuveeeuvveecuveennnnnne 41
Figura 2.5. Representacdo esquematica da estrutura do lipopolissacaridio. .........c.cccceeueneenn. 44
Figura 2.6. Estrutura do polissacarideo capsular de Haemophilus influenzae tipo b. .............. 45
Figura 2.7. EStrutura do 1OCUS CaP ....cveriiriiiiieiieniieiecteeete ettt 46
Figura 2.8. Esquema de biossintese e transporte do polissacarideo capsular................c.......... 47
Figura 2.9. Ciclo patogénico do Haemophilus influenzae. ..............c..ccccoccevevencenveneenencennenn. 48
Figura 2.10. Mecanismo de invasao do Haemophilus influenzae. ...............ccoceeevvveeeveenerenannne. 48
Figura 2.11. Reacdo global catalisada pelo sistema PTS. ........cccooiiiiniiiiniiniieeceiee 50
Figura 2.12. Reagdo de fosforilacao e translocagdo de carboidratos pelo sistema PTS........... 50
Figura 2.13. Mapa com as principais vias do metabolismo do H. influenzae KW20 Rd......... 54
Figura 2.14. Mecanismo de aquisicdo de NAD e NMN pelo H. influenzae. ........................... 57
Figura 2.15. Estrutura secundaria do mondmero NadR. ..........ccccooeviiniiiiniininieecciee 58
Figura 2.16. Mecanismo de controle de abertura e fechamento do canal PnuC....................... 58
Figura 2.17. Mecanismos de aquisi¢ao de ferro pelo Haemophilus influenzae. ...................... 60
Figura 2.18. Incidéncia de MEeNINGIte .......c.eeerireeiiieeiiieciie e eeieeeeiee e eveeeereeereeeereeeeees 61
Figura 2.19. Incidéncia de dOENEGAS .........ccueeiirieriiiieiieieeieeet ettt 61
Figura 2.20. Mortalidade de criangas menores de CINCO aN0S.........cccueeerveeereveeerrveesivreenneeennnes 62
Figura 2.21. Incidéncia de mortes causadas por H. influenzae b. ........cccccceeevvevvenceveneennennen. 62
Figura 2.22. Paises que introduziram a vacina contra o0 Hib..........ccccccoeeiiiiiiiiiiiiinciieeee 64
Figura 2.23. Incidéncia e letalidade por Meningite ..........ccceevveeeiieniienieeniieeieeeeeie e 64
Figura 3.1. Processo deSCONtINUO. .......cocueruiiiiriiniieieiieieete ettt 77
Figura 3.2. Processo descontinuo alimentado. ..........ccoeeiviiiiiieiiieeiiie e 78
Figura 3.3. Processo continuo com reciclo de células. .........ccooerviriiniiiiinieninniinieecee 79
Figura 3.4. Biorreatores Bioflo 2000 € Bioflo 3000............cccvieviiieeiiieiie e 87
Figura 3.5. Tampa de ago inoxidavel do biorreator com as principais tubulagdes................... 88
Figura 3.6. Cultivo descontinuo alimentado com adicao intermitente de glicose.................... 90

Figura 3.7. Cultivo descontinuo alimentado com vazdo de alimenta¢do constante ou
(401011157 4163 - | PSSP 93

Figura 3.8. Cultivo descontinuo alimentado com vazdo de alimentagdo exponencial seguido
de reciclo de células e perfusao



Figura 3.9. Cultivo descontinuo alimentado com adig¢do intermitente de glicose, peptona de
soja da Sigma com suprimento de ar em 0,2 VVM.......ccccooiiiiiiiiiiniieieceeeeee e 102

Figura 3.10. Cultivo descontinuo alimentado com adicao intermitente de glicose, peptona de
soja da BD com suprimento de ar em 0,2 VVM. ....ccocoiiiiiiiiiiiiiiiieecece e 102

Figura 3.11. Cultivo descontinuo alimentado com adicao intermitente de glicose, peptona de
soja da Sigma, com suprimento de ar em 0,5 VVM......cocccooiiiiiiiiiiniieieceeeeee e 104

Figura 3.12. Cultivo descontinuo alimentado com adicao intermitente de glicose, peptona de
soja da BD com suprimento de ar em 0,5 VVM. ....ccocoiiiiiiiiiiiiiiieecee e 105

Figura 3.13. Cultivo descontinuo alimentado com vazdo constante de 77 mL/h ¢ 0,3 a 1
VIV M ettt ettt ettt s a e bt st e h e bttt e he bttt h et eae bt eates 108

Figura 3.14. Cultivo descontinuo alimentado com vazao constante 131 mL/he 1 VVM. ....110

Figura 3.15. Taxa de aplicagdo em cultivos descontinuos alimentados com vazdo constante.

................................................................................................................................................ 110
Figura 3.16: Parametros cinéticos do CDAVC - 1VVM utilizados no software AnaBio 1.0.
................................................................................................................................................ 112
Figura 3.17. Perfil da velocidade especifica de crescimento (). .......ccceeeeveerueenieeniienieenneenne 113
Figura 3.18. Taxa de aplicacao e perfil da velocidade especifica de crescimento celular em
cultivo com limita¢ao no fornecimento de glicoSe. .........ccveruiieiieniieiiienieeieeie e, 114
Figura 3.19. Cultivo descontinuo alimentado com vazao exponencial e p 0,07 .................... 115

Figura 3.20. Glicose residual, produciao de CO, e de acido acético no cultivo com alimentag¢ao
exponencial e limitacdo no fornecimento de gliCOSE. .......ueevvireriieeriieeiiie et 115

Figura 3.21. Taxa de aplicac¢do e perfil da velocidade especifica de crescimento celular do
cultivo com vazdo exponencial p=0,2 h™' com sistema de reciclo de células e perfusdo....... 117

Figura 3.22. Curva de calibragdo para estimar a formacdo de &cido acético através do
consumo de hidroxido de SOAI0. ......ccueeuiriiiiiiiiiiiiiiciceecec e 117

Figura 3.23. Cultivo descontinuo alimentado com vazdo exponencial e p constante em 0,2 h™'
com sistema de reciclo de células € Perfusao ..........cceevieeciieiiieiiieiieceee e 119

Figura 3.24. Tipos de resisténcia (R) encontrados na membrana de microfiltragdo tangencial.
................................................................................................................................................ 121

Figura 3.25. Perfil de crescimento celular e formagdo de polissacarideo capsular (PRP) nas
diferentes estratégias de cultivo descontinuo alimentado. ..........ccccecevieviiiiniinieniiinieiene 125

Figura 4.1. Superficie de resposta do 1° DCCR, densidade optica (DOss0nm) em fungdo da
concentragdo de extrato de levedura (EL) e peptona de $0ja (S)......cccveeveervieenieeiieniienieenen. 142

Figura 4.2. Superficie de resposta do 1° DCCR, densidade optica (DOss0nm) em fungdo da
concentragdo de glicose (G) € peptona de S0Ja (S). ...eevveeriierieeiiierieeieeee ettt 142

Figura 4.3. Superficie de resposta do 1° DCCR, densidade optica (DOss0nm) em fungdo da
concentragdo de glicose (G) e extrato de levedura (EL). ......ccooovieiiiiiiiiniiiiieieeieeeeeee, 143

Figura 4.4. Pareto do 1° DCCR, variavel dependente polissacarideo capsular (PRP); a = 0,1.
................................................................................................................................................ 144

Figura 4.5. Superficie de resposta do 2° DCCR, densidade optica (DOss0nm) em fungdo da
concentragdo do extrato de levedura (EL) e peptona de s0ja (S) ..ccceeevverieeiienieeiieiieeieeee. 147



Figura 4.6. Superficie de resposta do 2° DCCR, polissacarideo capsular (PRP) em funcao da

concentragdo do extrato de levedura (EL) e peptona de soja (S). .ccceeevvevieeiiienieeiieieeieenen, 150
Figura 4.7. Superficie de resposta do 2° DCCR, polissacarideo capsular (PRP) em funcao da
concentragdo de glicose (G) € peptona de $0Ja (S). ...eeveeeiierieeiiierieeie e 150
Figura 4.8. Superficie de resposta do 2° DCCR, polissacarideo capsular (PRP) em funcao da
concentragdo de glicose (G) e extrato de levedura (S). ....ccccoveviiniiiiiinieniiienecceeeeee 151
Figura 4.9. Superficie de resposta do 2° DCCR + ensaios complementares, densidade optica
(DOs40nm) em funcdo do extrato de levedura (EL) e peptona de soja (S)....ccceevevveeieenneennen. 156
Figura 4.10. Superficie de resposta do 2° DCCR, polissacarideo capsular (PRP) em fung¢ado da
concentragdo do extrato de levedura (EL) e peptona de s0ja (S) ..cceeeevverieeiiienieeiieieeieee, 157
Figura 4.11. Superficie de resposta do 2° DCCR, polissacarideo capsular (PRP) em fung¢ado da
concentragdo de glicose (G) € peptona de S0Ja (S)....ceveeeiierieeiiierieeieeee e 157
Figura 4.12. Superficie de resposta do 2° DCCR, polissacarideo capsular (PRP) em fung¢ado da
concentragdo de glicose (G) e extrato de levedura (EL) ........ccooeeiiiiiiiiniiiiieieiieeeeen 158
Figura 4.13. Ensaios em shaker - Condi¢ao no Ponto Central (CPC) e Melhor Meio de Cultivo
(IMIMIC) ..t ettt et et b et s at e bt et e bt et e bt ebt e bt et e ebeenbeenbeeanen 160
Figura 4.14. Cultivo descontinuo, condi¢dao do ponto central (CPC)..........ccceevvvieviieencnnnns 161
Figura 4.15. Cultivo descontinuo, melhor meio de cultivo (MMOC).........ccceoeeevieniienieennennne. 162
Figura 5.1. Cultivo descontinuo alimentado com adi¢do intermitente de glicose com
suprimento de ar em 0,25 VVIML. ..ot 178
Figura 5.2. Cultivo descontinuo alimentado com adi¢do intermitente de glicose com
suprimento de ar €M 0,5 VVIML ....oiiiiiiiiiiiie ettt 179
Figura 5.3. Cromatograma de gel filtragdo das amostras dos cultivos de H. influenzae b em
diferentes tempos de cultivo e vazdes especifica de ar.. .......ccoecveeviieiiienieiiiieie e, 181
Figura 5.4. Gel filtragdao dos padrdes de dextranas € das amostras .........c.ceeeveeeeveeeceveercneeenns 182
Figura 5.5. Perfil de consumo dos aminoécidos presente no meio de cultura para cultivos de
H.ANFTUENZAC Dottt 184
Figura 5.6. Perfil de consumos dos aminoacidos durante o cultivo. .........ccccceeevveeeiieencnnens 185
Figura 5.7. Microscopia Optica (MO) e Microscopia Eletronica de Transmissido (MET) —
CDAIG: 0,25 VVM ..ttt ettt ettt e s e bt eneesse et e eneesaeensesnnans 188
Figura 5.8. Microscopia Optica (MO) e Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) —
CDAILG: 0,5 VVM ..ottt ettt ettt s st e nseeneesse et e eneesaeensesnnans 189
Figura 5.9. Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) - Condicdo no Ponto Central
(@ O OSSR PR RRPRRPRR 190
Figura 5.10. Microscopia Eletronica de Transmissdao (MET) - Melhor Meio de Cultivo
(IMIMIC) ..ttt ettt et et et e e et et e eat e e st e st enteeneenseenseenee st enseeneenseensenneans 191
Figura 5.11. Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) — CDAIG 0,25VVM; CDAIG
0,5VVM; CPC; MMUC. ...ttt ettt ettt et st et esaeenseeneesaeenseeneens 192
Figura 5.12. Cromatografia Gasosa (CG) — Cromatogramas ..........ccceeceerveereereenerneeneenneennes 196

Figura 5.13. Imunoeletroforese em foguete (Rocket) realizadas nas fragdes apoOs ruptura
celular oriunda do cultivo CDAIG 0,2V VM. ...ouiiiiiiiiiiieieee ettt 198



Figura 5.14. Comparagdo das concentracdes de polissacarideo de H. influenzae tipo b na

célula e no sobrenadante do cultivo do experimento CDAIG 0,25 VVM.......ccccccvvvivennnnnen. 199
Figura 6.1. Fluxograma do processo Cultivo Descontinuo Alimentado com Adigdo
Intermitente de GlicoS€ (CDAILG) ....ccuviiiiiiieiie ettt et e 209
Figura 6.2. Fluxograma de processo Cultivo Descontinuo Alimentado com Vazao Constante
(CDAVC) e vazao exponencial (CDAVE).......cooiiiiiiiiiiieieeeeeee et 210
Figura 6.3. Fluxograma de processo Cultivo Descontinuo Alimentado com Vazao
Exponencial, Reciclo de Células e Perfusdo (CDAVEAP). ....ccccoviiiiiiiiiiieiieieeeeeeeeen 211
Figura Anexo 2A. Mapa do metabolismo dos aminoacidos aspartato, glutamato e glutamina
PEIO H. IRfIUECHZAC D. ..ottt ettt et e bt e e eseennbaens 228
Figura Anexo 2B. Mapa do metabolismo do aminoacido cisteina pelo H. influenzae b........ 229

Figura Anexo 2C. Mapa do metabolismo do aminoacido serina pelo H. influenzae b. ......... 230



LISTA DE TABELAS

Tabela 3.1. Condig¢des de cultivo de Haemophilus influenzae tipo b realizados em biorreator

deSCritos NA HEETALUTA. ....c..eeiiiiiiiieie ettt sttt ettt a e sttt e e 81
Tabela 3.1A. Composi¢ao do meio de cultura descontinuo. .........c.cccveeevvieecieeecieeecieeeeeeee 84
Tabela 3.1B. Composi¢cdo do meio de alimentagao..........c.eeeveeriieriieniienieeiieeieeiee e eiee e 84
Tabela 3.2. Ensaios 1€aliZad0s. ........ccuiiiiiiiiiiiiieeiiee ettt 89
Tabela 3.3. ParAmetros e condi¢des de cultivo usado na simulagao. ..........ccceecveevvercieeninennnnne 91

Tabela 3.4. Formagdo de biomassa e producdo de polissacarideo em cultivo descontinuo
alimentado com adi¢ao intermitente de gliCOSE.......coeviriciieriieiieiieieeee e 106

Tabela 3.5. Formagdo de biomassa e producdo de polissacarideo em cultivo descontinuo
alimentado COM VAZA0 CONSLANTE. ........eevuieriieiieriieeieeeie ettt eteerieeete et e sbeesaeeeeaeenaeeenneeneeas 111

Tabela 3.6. Formacao de acido acético e producdo de polissacarideo em cultivo descontinuo
alimentado com vazao exponencial com sistema de reciclo de células e perfusao................ 120

Tabela 3.7. Valores maximos de biomassa, acido e produto nas diferentes estratégias de
cultivo descontinuo alimentado. ...........cceeriieiiieriiiiieie e 124

Tabela 3.8. Fatores de conversao das diferentes estratégias de cultivo descontinuo alimentado.
................................................................................................................................................ 124

Tabela 3.9. Volume de cultura e nimero de fermentagdes em biorreatores com 80 litros. ... 126
Tabela 4.1. Concentragdo das varidveis independentes nos diferentes niveis (1° DCCR).....135

Tabela 4.2. Concentracao das varidveis independentes nos diferentes niveis (2° DCCR).....136

Tabela 4.3. Matriz do 1° DCCR com os niveis codificados € as respostas. .........cccceeeevenne. 140
Tabela 4.4. Regressao do 1° DCCR, varidvel dependente maior densidade Optica................ 141
Tabela 4.5. Andlise de variancia do 1° DCCR, variavel dependente maior densidade optica.
................................................................................................................................................ 141
Tabela 4.6. Matriz do 2° DCCR com os niveis codificados € as respostas. .........cccecueervenne. 145

Tabela 4.7. Regressdo do 2° DCCR, variavel dependente densidade dptica na décima hora de
CUIEIVO. ettt et e bt e e et e b e e e bt e b e e eab e e bt e s st e e bt e eabeenbeesaaeenseas 146

Tabela 4.8. Analise de variancia do 2° DCCR, variavel dependente densidade optica da
décima hora de CUIIVO. ..c..eiiiiiii e 147

Tabela 4.9. Regressdo do 2° DCCR, varidvel dependente producdo de polissacarideo na
décima hora de CUIIVO. ..c..eiiiiiiiiiiie et 148

Tabela 4.10. Analise de varidncia do 2° DCCR, varidvel dependente producdo de

polissacarideo capsular na décima hora de Cultivo..........ccccuveeciiieriiiecciieee e 149
Tabela 4.11. Matriz do 2° DCCR incluindo dados dos ensaios complementares com os niveis
COAITICAA0S € @S TESPOSLAS ...veeevieeiiieeeiiieeiiee ettt e eiteeetteeeteeestaeessseeessseeesseeessseeensseesseeessseeenns 153
Tabela 4.12. Regressdo do DCCR variavel dependente densidade optica. .........ccccevveeennnnee. 154
Tabela 4.13. Regressao do DCCR variavel dependente polissacarideo capsular................... 154

Tabela 4.14. Analise de variancia do DCCR variavel dependente densidade optica. ............ 155



Tabela 4.15. Analise de variancia do DCCR variavel dependente polissacarideo capsular. . 155

Tabela 4.16. Concentracao dos fatores do melhor meio de cultivo (MMC) e da condi¢do no

PONLO CENLTAL (CPC). ittt ettt e st e e b e et eeesaeeensaeesnsaeennseeas 159
Tabela 5.1. Itens alterados no processo descontinuo alimentado com vazado intermitente de
glicose para producao de polissacarideo de H. influenzae tipo b. ........ccccvvveevieecieencieeeeeen, 177
Tabela 5.2. Influéncia da vazdo de ar e do tempo de cultivo na formagdo de biomassa, € na
producao e massa molecular do polissacarideo..........cccveeeeiieeiiiieriiieecie e 180
Tabela 5.3. Area (nm?) e perimetro (nm) das células de H. influenzae b determinados por
analise de microscopia eletronica de tranSMISSAO ........eeevveeriieeerieeerieeerieeereeeesereeereeesaeeenns 193
Tabela 5.4. Densidade de volume (Vv) e diametro (nm) dos granulos observados em células
de H. influenzae b na décima segunda hora de cultivo..........cceeeevieeiiiiiiniiieiiiieeieceee e, 194
Tabela 5.5. Condi¢des dos cultivos, no inicio € no momento de retirada de amostras para
IMET ettt ettt ettt et et e bt e e e st e ae et e e st e bt e nt e st e bt entees e et e eneeeneenteeneans 195
Tabela 5.6. Determinagdo do polissacarideo na célula de H. influenzae b com as amostras do
enSaio CDAIG 0,25 VVIM ..ottt ettt enae s ese e 198
Tabela 5.7. Andlise Elementar.dos elementos carbono, hidrogénio e nitrogénio na célula de H.
IFFIUCHZAC Dottt ettt e et e e et e e s atae e e ataaeassaeessaeeesseeenssaesnseeesnseeensnes 200
Tabela 6.1. Numero de ensaios possiveis de serem realizados no periodo de um ano .......... 206
Tabela 6.2A. Recursos fisicos: equipamentos de USO CONtINUO. ......cccueeevveeerveeerieeeiiieeeieeens 206
Tabela 6.2B. Recursos fisicos: equipamentos de uso eSpecifico........cccovurrviierienviienieenneennen. 207
Tabela 6.2C. INSUIMOS. ..eeutiiiiiiieeiiete ettt ettt st et e st e sbe e st e enbeesaeeeeeas 208
Tabela 6.2D. Recursos hUmanos. ........c.cocueiiiiieiieniieienieeeeeeeeeee et 208
Tabela 6.3. Custo estimado da dgua purificada pelo Ri0os 90..........cccoeeviieeiiiieiiiiieieeeees 213
Tabela 6.4. Consumo de energia anual dos equipamentos de uso especifico e continuo....... 215
Tabela 6.5. Valores monetarios dos equipamentos necessarios para a realizacao dos cultivos.
................................................................................................................................................ 215
Tabela 6.6. Estimativa de custo dos INSUMOS. .......cc.eeueruieririienieiieieneeie et 216

Tabela 6.7. Orgamento anual dos diferentes tipos de processos descontinuos alimentados. .218

Tabela 6.8. Produ¢do, produtividade e orcamento dos diferentes tipos de processos
descontinuos alimMeENntados. ......c...eiiiiiiiiiee e e 219

Tabela Anexo 3. Relagdo de enzimas descritas no mapa das principais vias metabdlicas do
metabolisSmo de H. infIUEHZAE D. .........c.oeeeceeeeiiieeeeeeee et e s 231



My = (4 m) €, (t).V(t,). expluc=so) (3.1)
dc. F
Z=(u-7)c (3.2)
dCs _ F 1 o
2 =(2).(Csr - Cs)- (5 + =) -Cx (3.3)
dr: = [CI.JL{].C_J{_ECP (3.4)
_ Cs _ &y
F_ﬂmdx.gj_t—j'(l = (3.5
MS = MIE;MIB (36)
o 6 (p Abs 668 nm — Q Abs 540 nm)
[ribose] = 6.5-0.9)

A= 5E (3.8)

Prod = “iomax (3.9)

e00
VPC =P (Yoo, — Yooy, ) Qur- oz (3.10)
Cx
In—= Moz (t - tij

Cx; (3.11)
F= VF*_?I.:VL"_E.I. (3.12)
Vis, = 72 (3.13)

LISTA DE FORMULAS

VisL

(3.7)



HAp = 0,0469. NaOH cons + 1,263

Mya, =203+ [0 Cpy, Ft

Vv =2.100 (5.1
Pt = Eﬁ‘jﬁ (5.2)
E=P.t (6.1)

Eoons =P .ty C (6.2)

OP = EC, + ECy + EC, + EC,+ EC,

(3.14)

(3.15)

(6.3)



SUMARIO
Capitulo 1 - Introducgdo e Motivagcdo

LIINTRODUGAO ... 29

1.1.1 ConteXto € MOtIVAGAO . ....cccuriiieeeiiieeeeeiiee e e ettt e e e ettt e e e eeteeeeeeeateeeeeeaaeeeeeeaseeeeessaeeeaanes 29
1.2 OBIETIVOS ... 31
1.3 ORGANIZACAO DA DISSERTACAO ... 32
REFERENCIAS ..o s 33

Capitulo 2 - O Microrganismo

2.1 INTRODUGAO . ... 35
2.1.1 HISEOTICO et e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeanaaaaeas 35
2.1.2 Aente EHIOLOZICO .....eeeiieiiieiie ettt ettt ettt sate et e e eseeenneens 36

2.2 FATORES DE VIRULENCTIA ..o oo es e es e ees e esenenaan 37
2.2.1 Proteinas de Membrana EXTEIMIA ..........uueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenes 38
222 ProteiNas d€ AESA0 c.ceennneeeeeeeeeeee e e e e e e e et e e e e e e e aaaa e as 40
2.2.3 POt ASES ettt ettt e s e e ettt e e ettt ———_ 42
224 BaCTEIIOCINA ..ot e e e e e e e e e e e e e e e e eeeanaaaaeeas 42
2.2.5  LipopoliSSACATTIAIO ....ccvieiiieiieiieetieeiie ettt ettt ettt et eaaeens 42
2.2.6  Polissacaride0o CapSular...........ccccuiieiiieeiiieeieeeciee et eaee e 45

23 PATOGENICIDADE ... .o 47

24 METABOLISMO ... 49
2.4.1 Captacao de Carboidratos........cc.eereieiiieriieiieiie ettt ettt ettt e aeesseesaae e 49
242 V18 GLCOIIICA weeevenneee e e e e e e e e e e e e s e e e e e e eeeeeeannnas 51
243 V1A AAS PENTIOSES .cooeeieeieieeeee e 52
2.4.4 MetaboliSINO O PITUVALO .ooveeeeeeee e e e e e e e e e e e e e 52
2.4.5 CIClo de KIEDS oo 53
2.4.6 Outras Fontes ENergetiCas ........ccueervieeiiieeiieeeiieecieeeeieeeereeesveeesiveeeseeesnaeesnneeesnneees 55

24 IMUNOGENICIDADE ... 55

2.5 FATORES DE CRESCIMENTO ... 56

2.6 AQUISICAO DE FERRO ......ooovieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 58

2.7 INCIDENCIA ...ttt ettt e s s e eee et seeeeeeeesenaeee 60

2 8 VA TN A S 65

REFERENCIAS ...ttt ettt ettt s s et ee s e s et es s s e e eesesesaeeeeeeesenaeee 69

Capitulo 3 - Cultivos de Haemophilus influenzae tipo b

3.1 PROCESSOS FERMENT ATIVOS ..o e e e ee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaaaaaaas 76
3.1.1 Cultivo DESCONTINUO. ...coieieieieeeeieeeeeeeeeeeee 76
3.1.2 Cultivo DescontinUo ALIMENTAAO ... ..ceeeeeieeeeeee e e 77
3.13 CUltIVO CONINUO c.ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 78

3.1.4 Cultivos de Haemophilus infIUENZAe ................cccoeeeeeciieiiieiiesiieeieeiie e eae e 79



3.2 MATERIAIS E METODOS.........coouieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s s sn s 82

3.2.1  MICTOTZANISINO ..eevvieiiieiieeiteetieeiteeteesateeteesereeseesseeesseessseenseessseenseassseenseenssesnseennns 82
3.2.2  Preparo do 1ote trabalho .........cccueiieiiiiiiieciicceece e 82
3.2.3  Mei0S de CUITUIA ...oueiniieiiiiiieieeeceee ettt 83
3.2.3.1 AGAT CROCOIALE ... 83
3.2.3.2  MEIO GICAVES ..ueneieiieniieiieeitete et sttt ettt ettt sttt et sbe et st sb e et sae e 83
3.2.3.3  MeI0 d€ CUILIVO ..oeiiiiiiiiicee e e 83
3.2.3.4  Preparo dos Meios de Cultura..........cceeeeieiiieniieniienieeiiecie e 84
3.2.3.5 Preparo da solug@o de Hemina ............cooveeeiiiieiiieciiiecieeee e 85
3.2.3.6 Preparo do meio de cultura para os cultivos descontinuos ..........c...ceceevuenee 85
3.2.3.7 Preparo do meio de alimentagao .........cc.eeeveeeeiieeiiieeriieeeiee e 86
324 INOCUIO.c..ciiiiiteeceee ettt 86
3.2.5  BIOTTEALOT ..ttt ettt ettt ettt sat e et esae e e b e e 86
3.2.6 Condig0es de CUILIVO .....uviieuviieiiiieeiee ettt e e tre e e aae e eaeeesarae e e 88
3.2.7  Descrig0es dOS CUIIVOS ...oeiiuviiiieeiiie ettt ettt eeaa e e e eareeeeeaes 89
3.2.7.1 Cultivo descontinuo alimentado com adigdo intermitente de glicose .................. 89
3.2.7.2 Cultivo descontinuo alimentado com vazao constante............ceeceereersieeneeenneenne 90
3.2.7.3 Cultivo descontinuo alimentado com vazao exponencial.............cccceeeruvervienennne. 90
3.2.7.4 Cultivo descontinuo alimentado com vazao exponencial seguido de reciclo de
CEIULAS ...ttt ettt ettt ettt ettt 93
3.2.8  Metodologia ANalItiCa........ccueeiiuiiieiieiciie ettt 95
3.2.8.1 Coloragao de GIam.........c.eeeeuiiiiiieeeiiie et et et et e s e et e e eareeeeaaeeeaaeeseneeeennis 95
3.2.8.2 Crescimento CEIUIAT .......coouiiiiiiiiie e 95
3.2.8.3 Viabilidade CelUlar...........ooiiiiiiiiiiiiiiieiceceee e 96
3.2.8.4 Determinagao da concentragdo de polissacarideo capsular..........cccceeeevveerneennnee. 96
3.2.8.5 Determinacao da concentracao de glicose € 4cido acétiCo ........ccvevvrerurerveennennne. 97
3.2.8.6 Estimativa da taxa de aplicacdo, produtividade maxima, velocidade de producao
de CO2 e velocidade especifica de Crescimento...........eeecveeeeveeerieeenieeerieeecee e e evee e 98
3.2.8.7 Determinagao dos fatores de conversao e da velocidade especifica méxima de
CTESCIIMEIITO ...ttt ettt et ettt et e bt e et e e bt e eab e e bt e e st e e bt e sabeeabeeeabeenbeesabeenbeesaeeenbeenaee 98
3.3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....oouiiieieeiieeieeeceeeeeeeeeee oo 100
3.3.1 Cultivos descontinuos alimentados - adi¢do intermitente de glicose ...........cuue....... 101
3.3.1.1 Cultivo descontinuo alimentado com adigdo intermitente de glicose e suprimento
de ar em 0,2 VVIM ..ottt e e e e e e s e enaaanees 101
3.3.1.2 Cultivo descontinuo alimentado com adigdo intermitente de glicose e suprimento
de ar €M 0,5 VVIM .ottt e e e e e s e 103
3.3.2 Cultivos descontinuos alimentados ...........cceecvereerieriinieiienieniee e 106
3.3.2.1 Cultivo descontinuo alimentado com vazao constante............cceceeeveervernieennenne 106
3.3.2.2 Cultivo descontinuo alimentado com limita¢do no fornecimento de glicose..... 111
3.3.2.3 Cultivo descontinuo alimentado com reciclo de células e perfusao................... 116
3.4 CONCLUSAD. ...ttt st 127
REFERENCIAS ..ottt anassnessananees 129

Capitulo 4 - Planejamento Experimental

4.1 O PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL .....coooiiiiieieieieieee e 131
4.1.1  Meio de Cultura para Haemophilus influenzae.................ccccoevveevceeesvencenanneenne. 132
4.2 MATERIAIS E METODOS..........oooiuiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesseseeeee s ses s senesssaenenes 134



4.2.1 MICTOTZANISINIO ....vveeeevieeiieeeiteeeieeesteeesteeeasseeessseeessseeassseeassseeessseesssseesssseesssseensseeenns 134

4.2.2 MEI0 A€ CUITIVO ....eiiiiiiiiieiieeiet et ettt st 134
4.2.3 Planejamento EXperimental............ccccviiiuiiiiiiiieiiiiieciee e 134
4.2.4 Primeiro Delineamento Composto Central Rotacional .............ccccoeoieviienieniiencnne. 134
4.2.4.1 Meio de cultivo do 1° Delineamento Composto Central Rotacional.................. 135
4.2.4.2 Procedimento experimental do 1° DCCR.........ccoeciiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeen 135
4.2.5 Segundo Delineamento Composto Central Rotacional ............ccceeevieeviienciiennnnn, 136
4.2.5.1 Meio de cultivo do 2° Delineamento Central Rotacional................ccccoevuvennennnen. 136
4.2.5.2 Procedimento experimental do 2° DCCR ........cccoocviieiiiieiiiicieeceeee e 136
4.2.6 Validacao dos Experimentos em Frascos Agitados e em Biorreator......................... 137
4.2.6.1 Validagao em frascos agitados .......c.cceceeeeuieeriieeiiie e erie e eree e 137
4.2.6.2. Validagao €m BiOITEAtOr.........c..cceiuiiiiiieeeiie ettt 137
4.2.7 ANAlise EStatiSTICA .....eevuiiiiiiiiiiiieiie e 137
4.2.8 Escolha do Melhor Meio de Cultivo .......c.ooeeviiiiinieniinienieeeeceeeeee e 138
4.2.9 Metodologia ANAITEICA .......eeeeviieeiiieeiie ettt et et eesaeeeeaeeeeaeeeseeeeseeesnseeenes 138
4.2.9.1 Crescimento CEIULAT .......ocuiiiiiiiiiiiiccee e 138
4.2.9.2 Determinacao da concentragdo de polissacarideo capsular..........ccccceeveeeenennnee. 138
4.2.9.3 Determinagdo da concentragao de glicose € 4cido ac€tiCo.........eccvvvveeruienenennne. 138
4.3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ....c.ooiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 139
4.3.1 Planejamento Experimental 1— Primeiro Delineamento Composto Central Rotacional
............................................................................................................................................ 139
4.3.1.1 Andlise estatistica e da superficie de resposta - variavel dependente densidade
OPLICA (12 DICCR )ittt ettt ettt et e et e st et e eneesseeneeeneenseeneas 1460

4.3.1.2 Anadlise estatistica e da superficie de resposta - variavel dependente polissacarideo
capsular (1°

DICCR). ettt ettt ettt sttt 1463
4.3.2 Planejamento Experimental 2 - Segundo Delineamento Composto Central Rotacional
............................................................................................................................................ 144
4.3.2.1 Andlise estatistica e da superficie de resposta - variavel dependente densidade
OPLICA (2° DICCR) ittt ettt ettt st ae et eeae e te e s e sneenseenees 146
4.3.2.2 Anadlise estatistica e da superficie de resposta - variavel dependente producgdo de
polissacarideo capsular (2° DCCR) ....ccccuiieiiiieiiieeciee ettt svee e 148
4.3.3 Ensaios COMPIEMENTATES. ........eeruieriiieiieriieeiieniieeieeeiieeteeeeeeeteesiteesseessresnseesaseenseeenns 151
4.3.4 Ensaios de validaCA0..........ccoeiuuiiiiiiiiiiic et et e 158
4.4 CONCLUSAO ...ttt 163
REFERENCIAS ..ottt snessananees 164
Capitulo 5 - Parametros de Qualidade
5.1 CONTROLE DE QUALIDADE........cotiiiiiiiiieieseeie ettt 166
5.2 MATERIAIS E METODOS........covcuriimrrimreimeseesessssssssessssessssessssessssessssssssssesssnee 168
5.2.1  Metodologia ANAlItICa........ceeeriiiiiiiieiiie e e 168
5.2.1.1 Coloragao de GIamM.........ccvieeeiiieeiieeeiee ettt et ere e e as 168
5.2.1.2  Microscopia Eletronica de TranSmiSSA0 ........c.cceeveeevuveeriieenieeeeiiieenneeennens 168
5.2.1.3  Determinacdo da concentragdo de polissacarideo capsular...........c.ccee....... 170
5.2.1.4 Determinagao da massa molecular do polissacarideo capsular.......................... 170
5.2.1.5 Determinacao de polissacarideo na célula...........c.cooceeeeiieriiniiienieniicieeieee. 1702

5.2.1.6 Determinacgao de aminoacidos do sobrenadante do cultivo..............ccccuvveeenneee. 173



5.2.1.7 Determinacao de polihidroxidoalcanoato (PHA) .......cccccevveeeiievcieeeiieee, 173

5.2.1.8 Determinacao dos elementos Carbono, Nitrogénio e Hidrogénio...................... 175
5.3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ.........c.cooiuiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseseseesessaesesessessens s 176
5.3.1 Influéncia do tempo e vazao especifica de ar na massa molecular do polissacarideo
CAPSUIAT (PRP) .ottt et e et e e e e e e e e ennes 177
5.3.2 Anélise de amiNOACIAOS .....ccueruieriiiriiriieiieieetesc ettt et 183
5.3.3  ASPEctoS MOTTOIOZICOS ...oouviiieeiieiciiie ettt e et aee e s 186
5.3.4. Identificacdo das inclusdes na forma de granulos nas células de H. influenzae b ... 195
5.3.4.1. Determinagdo de polihidroxialcanoato...........cccccueeevieeeciieeeieeeieecee e 195
5.3.4.2 Determinacao de polissacarideo na célula de H. influenzae b............................ 197
5.3.4.3 Determinacgado dos elementos C-N-H.............ccocooiiiiiiiiiiiiieeeee e 199
5.4. CONCLUSAO......ccotiitiiiierieiietiesise sttt st et 201
REFERENCIAS ......ooiiiiieiieeeeeee et nes s snesnananenes 202

Capitulo 6 - Andlise econénica

6.1. PRODUTOS BIOTECNOLOGICOS .....c.ovoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeseeesneeses oo 204
6.2 MATERIAIS E METODOS..........ouiiiiieeieeeeeeeeeeee e ses s 206
6.2.1 Recursos REQUETIAOS ........ooouieruiiiiiiiiiciiee ettt et s esaneens 206
6.2.2 EStMativa de CUSTO ...ccvvieeiieieiieeciie ettt et e e e aee e aeeessaeeesbeeesnaeesnsaeesnseens 212
6.2.2.1 Estimativa de custo da dgua purificada. ..........cceevieriiieniiniiienieeieeeeeeee 212
6.2.2.2 Estimativa de custo da €Nergia ........ccceeeevieeiiieeiiieeciee e 213
6.2.2.3 Estimativa de custo dos equipamentos ............c.eerueerieerieenieenieenieeieesreesieesieeens 215
6.2.2.4 Estimativa de custo de servigos terceirizados............cocueeeeeevieeeeciiiereeecneee e 216
6.2.2.5 Estimativa de custo dOS INSUMOS .........ceevieriieriieiiieeieeiie et eiee e eiee e eeee e e 216
6.2.2.6 Salério dos profissionais especializados..........ccceveeeeieeeiiieeiiieeiee e 216
0.2.3 OTGAMENTO ..eeeiiiiiieieiiiiieeciiie e e ettt e e eeeit e e e e sttt e e eesaaeeesesaeeeeesssseeeaassseaeeanssaeesenssseeeannes 216
6.3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....oouiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 217
6.4 CONCLUSAO ..ottt 221
REFERENCIAS ......ooiiieeeeeee et se s snessenanees 222

Capitulo 7 - Conclusoes gerais e Perspectivas

7.1 CONCLUSOES ..ottt senans 223
T2PERSPECTIVAS ...t 225



Capitulo 1

Introducdo, Objetivos e Organizacgdo da dissertagdo

1.1 INTRODUCAO

1.1.1 Contexto e Motivacao

Haemophilus influenzae ¢ um microrganismo Gram negativo que possui como
principal fator de viruléncia a cépsula polissacaridica. O polissacarideo da cépsula do H.
influenzae ¢ reconhecido por anticorpos especificos, permitindo classifica-lo em seis sorotipos
antigénicos (a- f). O sorotipo b, formado por subunidades de ribosil-ribitol-fosfato (PRP) ¢ o
principal agente causador de pneumonia, bacteremia e meningite em criangas menores de
cinco anos de idade (KONEMAM et al., 1997).

A vacina conjugada contra Haemophilus influenzae tipo b (Hib), constituida pelo
polissacarideo capsular ligado quimicamente a uma proteina (PRP-proteina), confere protecao
e induz memoéria imunologica (WARD et al., 1994). Antes da introducdo da vacina conjugada
contra Hib no Brasil, o contagio por H. influenzae tipo b constituia a causa mais frequente de
meningite na infancia, com alta incidéncia (aproximadamente 5% da populacdo infantil) e
grande impacto na mortalidade infantil, além de ser responsavel por sequelas no sistema
nervoso (RESEGUE et al., 1994; MIRANZI et al., 2003; SIMOES et al., 2004).

A Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS), em 1997, recomendou a
implantacdo na rotina de vacinagdo da vacina conjugada contra o Hib em toda a América
Latina. No Brasil, em setembro de 1999, a vacina contra Hib foi implantada em todo o
territorio nacional dentro do Programa Nacional de Imunizag¢ao (CDC, 1993; CDC, 1994,
KMETZSCH et al., 2003).

Em 2000, a vacina quédrupla combinada DTPHib foi inserida no Programa Nacional
de Imunizacao. Nesta vacina, o componente constituido pelo polissacarideo capsular tipo b de
H. influenzae (Hib) conjugado ao Toxoide Tetanico (PRP-TT) ¢ produzido pela Bio-
Manguinhos enquanto a vacina triplice Difteria-Tétano-Pertrussis (DTP) ¢ produzida pelo

Instituto Butantan. Apos a inclusdo desta vacina no programa nacional de imunizagdo, houve
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uma reducdo drastica nos casos de meningite causada pelo Hib o que demonstra a alta eficacia
desta vacina (RIBEIRO et al., 2007).

A vacina conjugada Hib produzida pela Bio-Manguinhos ¢ o resultado de um processo
de transferéncia de tecnologia envolvendo a empresa multinacional GlaxoSmithKline. Os
esforcos para a inovagdo e dominio integral da tecnologia de producdo dessa vacina
permanecem como um desafio tanto para o Instituto Butantan (Sdo Paulo) quanto para o
Instituto de Tecnologia em Imunobiologicos (Bio-Manguinhos, unidade técnico-cientifica da
Fundagao Oswaldo Cruz, localizada no Rio de Janeiro), que sdo as duas institui¢des publicas
e de referéncia que dividem a responsabilidade da missdo de produzir imunobioldgicos e
vacinas no Brasil (TEMPORAO, 2002; GADELHA, 2003).

Neste contexto, o Centro de Biotecnologia do Instituto Butantan vem investindo ha
anos na inovacao tecnoldgica e contribuindo com know-how para o estabelecimento das
condi¢des de cultivo do Haemophilus influezae b de modo a aumentar a produgdo e a
produtividade do polissacarideo e aprimorar o processo de purificagdo do polissacarideo com
o0 objetivo de tornar o procedimento simples e facil de escalonar, assim como desenvolver um
processo de conjugacdo que resulte em elevado rendimento do produto final conjugado e de
boa qualidade (TEMPORAOQ, 2002).

No Centro de Biotecnologia do Instituto Butantan, os estudos relacionados a produgao
da vacina conjugada Hib tiveram inicio em 2000, e resultaram na tese de doutorado de Takagi
(2003), na qual foram estabelecidas as condi¢des de cultivo submerso em biorreatores,
alcancando-se uma producao de polissacarideo capsular de 2000 mg PRP/L e produtividade
de 90 mg PRP/(L.h). Dando continuidade ao trabalho iniciado por Takagi, outros estudos vém
sendo desenvolvidos, objetivando o melhoramento das condi¢des de cultivo, assim como o
estabelecimento de um processo de purificacdo do polissacarideo capsular e processo de
conjugacao do polissacarideo com o toxoide tetanico (TAKAGI, 2003; TAKAGI et al., 2003;
TAKAGI et al., 2006; LORTHIOIS, 2007; TAKAGI et al.; 2007, ALBANI, 2008; TAKAGI
et al.,2008).

O presente trabalho teve inicio em 2007 no Laboratorio de Bioprocessos do Centro de
Biotecnologia do Instituto Butantan e contribui para a ambiciosa proposta de no futuro
proximo produzir uma vacina combinada pentavalente, composta por antigenos para Difteria,
Tétano, Pertussis, Hepatite B ¢ H. influenzae b (DTP - HepB - Hib), um produto de alta
qualidade, com todos os antigenos produzidos pelo Instituto Butantan com tecnologia

nacional.
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1.2 OBJETIVOS

Os principais objetivos do presente trabalho foram:

v’ estudar diferentes estratégias de cultivo descontinuo alimentado, visando alcangar
maior producdo e produtividade de polissacarideo capsular;

v melhorar a composi¢do do meio de cultura para aumentar o crescimento celular ¢ a
producao de polissacarideo capsular;

v analisar a qualidade do produto (polissacarideo capsular) e aspectos morfologicos do
microrganismo;

v' realizar andlise econdmica das diferentes estratégias de cultivo conduzidas em fungéo

da producao de polissacarideo capsular.
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1.3 ORGANIZACAO DA DISSERTACAO

Com a finalidade de apresentar os resultados das diferentes atividades realizadas de
maneira mais clara e objetiva, esta dissertagdo de mestrado foi organizada em sete capitulos

cujo contetido ¢ resumido a seguir:

Capitulo 1 - Apresentacdo do contexto e motivacao para a realizagdo do trabalho;

Capitulo 2 - Revisao bibliografica sobre o microrganismo Haemophilus influenzae;

Capitulo 3 - Diferentes estratégias de cultivo: apresentacdo de aspectos teodricos
relacionados e discussdo dos resultados da aplicacdo dessas estratégias em cultivos de
Haemophilus influenzae b (Hib);

Capitulo 4 - Planejamento experimental: utilizagdo da metodologia de andlise por
superficie de resposta buscando a melhor composi¢do do meio de cultura de forma a obter
aumento no crescimento celular e na producdo de polissacarideo capsular;

Capitulo 5 - Parametros de qualidade: a) avaliacdo da massa molecular do
polissacarideo em diferentes vazdes especificas de ar ¢ com o tempo de cultivo; b)
caracteriza¢do de aspectos morfoldgicos do microrganismo durante o cultivo;

Capitulo 6 - Analise econdmica: estudo comparativo da viabilidade economica das
diferentes estratégias de cultivo empregadas;

Capitulo 7 - Conclusdes gerais e perspectivas do projeto: discussdo e perspectivas para

futuros estudos.
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Capitulo 2
O Microrganismo — Revisao Bibliogrdfica

2.1 INTRODUCAO

2.1.1 Historico

Em 1892, o bacteriologista alemao Richard Pfeiffer isolou uma bactéria coco bacilar da
saliva dos pacientes infectados (com gripe) durante a grande pandemia de gripe ocorrida entre
1889 e 1892. Ele denominou este microrganismo como Bacilo de Pfeiffer e sugeriu
erroneamente que esta bactéria era a grande responsavel pela pandemia. Ja durante a
pandemia de gripe que ocorreu entre 1918 e 1919 ficou evidente que este microrganismo era
constituinte da flora normal do trato respiratério superior € ndo o agente etioldgico
responsavel pela gripe.

Em 1920, Winslow comprovou que este microrganismo necessitava de fatores do sangue
para o seu crescimento e este passou a se chamar Haemophilus influenzae, cujo significado ¢
afinidade pelo sangue (WARD et al., 1994).

No principio de 1930, Margaret Pittman definiu duas categorias de H. influenzae: nao
capsulada (acapsular) e a capsulada, e caracterizou este ultimo sorologicamente em seis
sorotipos diferentes denominando-os de a-f. Pittman observou que a linhagem de
Haemophilus influenzae tipo b (Hib) era encontrada em amostras do fluido cérebro-espinhal
(FCE) e de sangue de criancas pequenas afetadas pela meningite, e as linhagens acapsuladas
eram recuperadas em amostras do trato respiratorio de adultos. Demonstrou também em
experimentos realizados com animais que o anticorpo contra o polissacarideo capsular tipo b
conferia protecdo especifica contra infecgdo por Hib. A partir destas observagdes, deu-se
inicio ao tratamento com o uso de soros e este foi aplicado mais tarde a criangas com
meningite reduzindo a mortalidade (LIGON, 1998).

O uso de antibioticos contra o H. influenzae nao evitou a morbidade e mortalidade,
ocorrendo casos de doenca contra Hib mesmo para aqueles que receberam tratamento com
antibioticos. Estes fatos motivaram o desenvolvimento de uma vacina contra o Hib (WARD et
al., 1994).

Em 1933, Fothergill e Wright observaram que criangas menores de cinco anos eram mais

vulnerdveis a contrair meningite pelo H. influenzae. Demonstraram também que quase todos
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os soros de adultos possuiam atividade bactericida diante do Hib. Em seguida, verificaram
que o polissacarideo capsular tipo b é que apresentava atividade imunogénica.

A partir destas descobertas deu-se origem a primeira vacina contra Hib, composta por
polissacarideo capsular purificado, registrada em 1985 nos Estados Unidos e aplicada em
criancas com idade entre 24 ¢ 59 meses (WARD et al., 1994). Esta vacina mostrou-se ineficaz
quando aplicada em criangas menores de 18 meses, tornando-se assim, invidvel a introducao
desta na campanha de vacinagao (PELTOLA et al., 1977).

As limitagdes da vacina de polissacarideo capsular foram superadas ao associar o
polissacarideo a proteina de toxodide diftérico por meio de rea¢do quimica, obtendo deste
modo a vacina conjugada. Esta nova vacina, mais imunogénica que a polissacaridica, foi
disponibilizada para uso em 1987 em criangas de 15 meses de idade ou maiores. Ainda assim,
as criancas abaixo desta idade continuavam em risco. Deste modo, outras vacinas foram
desenvolvidas empregando como componente de conjugacdo a proteina ndo toxica derivada
de uma cepa mutante do Corynebacterium diphteriae (CRM197) ou o complexo protéico da
membrana externa da Neisseria meningitidis (OMP) ou ainda o toxoide tetanico (TT). Estas
novas vacinas conjugadas mostraram-se imunogénicas, podendo ser administradas em
criangas desde os trés meses de idade (ROBBINS ¢ SCHNEERSON, 1990).

H. influenzae Rd foi o primeiro microrganismo que teve o genoma sequenciado por
completo, em 1995. A partir destas informacdes estdo sendo decifradas biomoléculas com o
proposito de explicar o mecanismo de patogénese deste microrganismo, € encontrar novos
candidatos vacinais, assim como compreender o mecanismo de biossintese do polissacarideo

capsular até entdo desconhecido (FLEISCHMANN et al., 1995).

2.1.2 Agente Etiologico

Haemophilus influenzae pertence a familia Pasteurellaceae que inclui os membros do
género Pasteurella e Actinobacillus. A exigéncia dos fatores, derivados do sangue, X
(Hemina) e V (NAD) para o seu crescimento ¢ a base para diferenciacao laboratorial do H.
influenzae de outras espécies de Haemophilus.

H. influenzae ¢ uma bactéria Gram-negativa, ndo possui flagelos e tampouco forma
esporo, ¢ fastidiosa e anaerdbica facultativa. Apresenta morfologia coco-bacilar e dependendo
das condigdes a qual ¢ submetida pode apresentar formato bacilar ou de filamento, o que

caracteriza o seu pleomorfismo. O seu hospedeiro natural ¢ o homem sendo normalmente
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encontrada no trato respiratério superior de criangas e adultos. As linhagens comensais
raramente apresentam céapsulas, ja as linhagens invasivas sdo capsuladas. A capsula
polissacaridica aparece como principal fator de viruléncia. Seis sorotipos sao descritos com
base em anticorpos especificos para diferentes capsulas polissacaridicas. As linhagens
capsuladas estdo relacionadas com infec¢cdes mais severas, sendo o sorotipo b (Hib) o
principal agente causador de doencas. Ja as linhagens acapsuladas carecem do polissacarideo
capsular podendo causar otite média e infeccdo do trato respiratorio (LEE, 1987; SMITH,
1993; WARD et al., 1994; FLEISCHMANN et al., 1995; KONEMAM, 1997; FEIKIN et al.,
2001).

As infec¢des causadas pelo H. influenzae tipo b normalmente sdo precedidas de
infeccdo viral das vias aéreas superiores. As infecgdes mais comuns causadas pelo Hib sdo
meningite, epiglotite, bacteremia, pneumonia, sinusite, otite e artrite. A sinusite, otite e
epiglotite ocorrem por disseminagdo direta da bactéria para os seios paranasais, ouvido médio
e tecido supraglotico, respectivamente. Ja4 a pneumonia ocorre pela aspiracdao da bactéria e a
meningite e bacteremia por invasao da corrente circulatoria (TRABULSI ef al., 1999).

O Hib induz resposta inflamatéria com a presenca de fagocitos que leva a lise
bacteriana, liberando endotoxinas e outros componentes que t€m efeitos sobre os tecidos. As
endotoxinas sdo responsaveis por causar febre, coagulagdo intravascular e outras
manifestagoes sistémicas (KONEMAM et al., 1997).

A maioria das pessoas adquire imunidade contra H. influenzae tipo b no primeiro ano
de vida sem desenvolver a doenga. Isto se da através da colonizagdo faringea ou colonizagao
entérica assintomatica de microrganismos que tem reatividade cruzada com o Hib.

O uso de antibidticos como rifamicina que alcanga o meio intracelular, saliva e outras
secrecoes, elimina uma possivel colonizacdo e pode ser utilizado como profilaxia de curto
prazo, assim como a vacina conjugada contra o Hib para uma profilaxia de longo prazo

(TRABULSI et al., 1999).

2.2 FATORES DE VIRULENCIA

Além do polissacarideo capsular, que tradicionalmente ¢ conhecido como sendo o
principal fator de viruléncia das linhagens de Haemophilus influenzae invasivas, algumas
proteinas como as de membrana externa e o lipopolissacarideo sdo também considerados

fatores de viruléncia (WARD et al., 1994).
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2.2.1 Proteinas de Membrana Externa

As proteinas de membrana externa estdo envolvidas com transporte de nutrientes
particulados, metabdlitos ou ions, e funcionam como receptores que detectam sinais quimicos
do meio extracelular e os transmitem para o meio intracelular atuando como enzimas
(ALBERTS et al., 2002).

A conjugacao do polissacarideo capsular tipo b com uma proteina de membrana
externa que seja conservada entre as diferentes linhagens vem sendo alvo para o
desenvolvimento de uma nova vacina. A vacina atualmente disponivel contra Hib (PRP
conjugado a uma proteina), mesmo sendo altamente eficiente, ndo cobre linhagens
acapsuladas que sdo responsaveis por uma série de doengas como infec¢ao de ouvido, sinusite
e infecgao respiratoria (KONEMAM et al,, 1997; MES e VAN PUTTEN, 2007).

As proteinas de membrana externa OMP P1, P2, P4 e P6 (outer membrane protein —
OMP) de H. influenzae sdao consideradas potenciais candidatos vacinais por serem alvos de
anticorpos bactericidas (MURPHY et al., 1986; LOEB, 1987, HETHERINGTON et al., 1993;
KONEMAM et al., 1997; ALBERTS et al., 2002; BERENSON et al., 2005; FELTS et al.,
2007; OSTBERG et al., 2009).

As OMP P1 e P2, proteinas de massa molecular de 46kDa e 40kDa respectivamente,
apresentam sitios de ligacdo para o fragmento C3 do sistema complemento que apresenta um
importante papel na protecdo do hospedeiro contra H. influenzae. Pertencem a classe de
proteinas denominadas como porinas, proteinas de importancia vital para as células, formando
poros nas membranas e permitindo a passagem de substancias através da mesma (figura 2.1A
e B) (LOEB, 1987; HETHERINGTON et al., 1993; KONEMAM et al., 1997; ALBERTS et
al., 2002).

A OMP P1 parece nao ter papel na viruléncia do Hib, mas apresenta estruturas que sao
expostas a superficie da célula e capazes de induzir a sintese de anticorpos que conferem
protecdo contra o Hib em modelo animal (LOEB, 1987; HANSON et al., 1989).

A OMP P2 ¢ uma das porinas mais caracterizadas em termo funcional e constitui mais
de 50% das proteinas de membrana externa. Anticorpos contra a OMP P2 mostraram-se
bactericidas e conferiram prote¢do contra infec¢do causada pelo Hib em modelo animal
(KONEMAM et al., 1997; GALDIERO et al., 2006), assim como a proteina recombinante
rP2 (OSTBERG et al., 2009).
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OMP-P1 of H

MES e VAN PUTTEN, 2007 GALDIERO, et al. 2006

(P) periplasma, (M) membrana e (E) extracelular.

Figura 2.1. Modelo tridimensional das proteinas de membrana externa P1 e P2 de H.
influenzae. A) OMP P1; B) OMP P2.

A OMP P4 (figura 2.2) ¢ uma das proteinas de membrana externa mais conservadas do
H. influenzae, sendo encontrada em linhagens capsuladas e acapsuladas. A P4 ¢ uma
lipoproteina com massa molecular entre 28 e 30 kDa e estd envolvida na desfosforilagdo de
NMN (nicotinamida mononucleotideo). O NMN ¢ de extrema importancia para o H.
influenzae, uma vez que este carece de quase todas as enzimas necessarias para biossintese de
NAD (nicotinamida adenina dinucleotideo). A lipoproteina P4 tem sido um dos alvos na
investigacao para uma vacina contra linhagens acapsuladas de H. influenzae. Anticorpo contra

OMP P4 apresenta atividade bactericida (HOTOMI et al., 2005).

HOTOMI et al., 2005

Figura 2.2. Estrutura da lipoproteina P4, dimero com uma subunidade em azul e outra em
rosa.

A OMP P6, também uma lipoproteina, constitui de 1 a 6% das proteinas de membrana

externa do H. influenzae. Esta lipoproteina apresenta massa molecular de 16 kDa e o gene ¢
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muito conservado entre as linhagens. A OMP P6 ¢ alvo de anticorpos bactericidas em
humanos e se mostrou um potente e seletivo indutor de citocinas pro-inflamatorias,
contribuindo para doenca inflamatoria em humanos (MURPHY et al., 1986; BERENSON et
al., 2005). Em modelo animal, a OMP P6 induziu anticorpos bactericidas e protetores contra
infeccdo pelo H. influenzae (DE’MARIA et al., 1996; KONEMAM et al., 1997).

Uma limitagdo no uso da OMP P6 nativa ¢ a baixa expressdo pela bactéria e a
dificuldade de expressao na forma solavel. A proteina rP6 expressa por E.coli recombinante,
apesar de apresentar caracteristicas fisico-quimicas diferentes quando comparada com a
proteina nativa, mostrou-se imunogénica e capaz de induzir anticorpo especifico podendo ser

um candidato para substituir a proteina nativa P6 (YANG et al., 1997).

2.2.2 Proteinas de Adesao

As proteinas de adesdo sdo moléculas que promovem a adesdo do microrganismo a
superficie da mucosa do hospedeiro. Os receptores para estas moléculas sdo os carboidratos
de glicoproteinas e glicolipidios presentes nas células epiteliais (TRABULSI et al., 1999).

O pili ou fimbria sdo estruturas prolongadas que se estendem além da superficie do
microrganismo conferindo um mecanismo de aderéncia. Este mecanismo permite a associagao
com a superficie epitelial do hospedeiro de forma a favorecer a colonizagdo do trato
respiratorio superior (WARD et al, 1994; GILSDORF et al., 1997, KONEMAM et al.,
1997).

O pili possui importante papel em mediar a aderéncia na superficie de mucosa sendo
um atrativo candidato vacinal. O H. influenzae possui cinco genes que estdo envolvidos na
formacao do pili. Os genes hifA, hifB, hifC, hifD e hifE (figura 2.3) codificam respectivamente
uma proteina estrutural, uma chaperona, uma proteina lider, uma proteina estrutural e uma
adesina estrutural.

A proteina HifB se liga as proteinas HifA, HifD e HifE, formando um complexo
protegendo estas de uma possivel degradagdo no periplasma. Através de uma interacdo com a
proteina HifC, que forma uma plataforma lider, o complexo ¢ montado na superficie da célula

bacteriana (figura 2.4) (GILSDORF et al., 1997).
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Figura 2.3. Cluster do gene pili de H. influenzae.
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(ME) membrana externa; (MI) membrana interna.

Figura 2.4. Modelo das proteinas HifA a HifE de H. influenzae.

.

modificado GILSDOREF et al., 1997

Winter demonstrou que as proteinas de adesio HMW1 ¢ HMW?2 (high molecular
weight) apresentam epitopos que sao reconhecidos por anticorpos opsonofagociticos contra
linhagens acapsuladas de Haemophilus influenzae. Estas proteinas fazem parte de uma familia
de proteinas imunogénicas que sdo comuns em 70 a 75% das linhagens acapsuladas e sdo
possiveis candidatos vacinais (WINTER e BARENKAMP, 2003).

As linhagens de H. influenzae que nao expressam as proteinas HMWI e HMW2
apresentam um gene denominado hia (Haemophius influenzae adhesin) que ¢ predito como
codificador de uma proteina de adesdo de 114 kDa. Uma vacina combinada com as proteinas
HMW e Hia poderia conferir protecdo contra a maioria das linhagens acapsuladas
(BARENKAMP e ST GEME III, 1996).

A proteina Hsf (Haemophilus surface fibrils) com massa molecular de 240 kDa,
apresenta 81% de similaridade e 72% de identidade com a proteina Hia de H. influenzae

acapsular (ST GEME 1II et al., 1996) e ¢ o maior ligante de vibronectina em H. influenzae. A
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glicoproteina vibronectina regula o complexo de ataque a membrana do sistema
complemento. A intera¢do da proteina Hsf com a vibronectina inibe o complemento mediador
de atividade bactericida podendo contribuir na colonizagao e conferir ao H. influenzae maior

fator de viruléncia (HALLSTROM et al., 2006).

2.2.3 Proteases

As IgA-proteases sao enzimas especificas que reconhecem e degradam
imunoglobulinas do tipo A (IgA). As bactérias patogénicas como Neisseria gonorrhoeae, N.
meningitidis, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus sanguis e Haemophilus influenzae
sdo capazes de sintetizar e liberar IgA-proteases. A sintese aparentemente independe de
plasmideos ou outros elementos genéticos extracromossomicos (PLAUT, 1983). A producao
de IgA-proteases pelo Haemophilus influenzae inativa anticorpos especificos e deste modo

facilita a colonizacdo do trato respiratdrio superior (KONEMAM et al., 1997).

2.2.4 Bacteriocina

As bacteriocinas normalmente sdo proteinas de elevada massa molecular que atuam
em linhagens e espécies proximas. Estas proteinas atuam sobre a célula alvo reconhecendo
receptores especificos de superficie ¢ matam a célula através da formagdo de canais na
membrana citoplasmatica permeaveis a ions, degradacao nao especifica do DNA, inibi¢ao da
sintese protéica, ou lise da célula pela inibi¢ao de sintese de peptideoglicano (RILEY, 1998).

Em 1975, Venezia e Robertson descreveram um fator bactericida, denominado
Haemocina, produzido pelo Hib com atividade sobre outras espécies de Haemophilus. Esta
proteina de tamanho e mecanismo de acao similar ao de outras bacteriocinas, ¢ produzida por
mais de 90% das linhagens do sorotipo b de Haemophilus influenzae conferindo vantagem
competitiva em relacdo a outras linhagens e espécies, facilitando a colonizagdo da nasofaringe

(LIPUMA et al., 1990; KONEMAM et al., 1997).

2.2.5 Lipopolissacaridio

O lipopolissacaridio (LPS), também conhecido como endotoxina, ¢ o maior

componente da membrana externa das bactérias Gram-negativas (SCHWEDA et al., 2007). O
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LPS confere propriedades importantes & membrana externa da bactéria como facilitar o
influxo de nutrientes que atuam como barreira para moléculas potencialmente toxicas e
permitir a montagem de proteinas que controlam canais idnicos. O LPS também estd
envolvido na patogénese do H. influenzae nas etapas de colonizacdo e evasdao do sistema
imune do hospedeiro (MOXON, 2009). Apresenta uma caracteristica anfipatica, possuindo
uma por¢do hidrofobica composta por lipidio e uma por¢do hidrofilica composta por
polissacarideo. Na maioria das espécies o LPS ¢ composto por trés regides distintas (figura
2.5A e B), o lipidio A, o oligossacarideo central e o polissacaridio-O (MAGALHAES et al.,
2007).

O lipidio A ¢ uma regido conservada altamente hidrofébica e endotdxica do LPS
formada por fosfolipideos. O lipidio A esta ligado a uma molécula central que ¢ dividida em
regido interna e externa.

A regido interna ¢ altamente conservada e caracterizada por apresentar agucares
incomuns em sua estrutura como o 3-deoxy-D-manno-octulosonic acid (Kdo) e o L-glycero-
D-manno heptose (Hep). Ja a regido externa, ¢ mais varidvel que a interna, e se estende além
da superficie bacteriana. A regido externa consiste de hexoses mais comuns como glicose,
galactose, N-acetilgalactosamina e N-acetilglicosamina.

O polissacaridio-O ou cadeia-O é composta por unidades repetidas de hexoses, sendo
uma regido extremamente variavel, mas apresenta algumas regides mais conservadas. O
polissacaridio-O difere entre linhagens pela quantidade de agucares, sequéncia, ligacao
quimica, substitui¢ao e a forma dos anéis. Este polissacarideo se encontra em uma regiao mais
externa do LPS estando em contato com o sistema imune do hospedeiro e, portanto alvo do
mesmo. Respostas imunoldgicas contra o polissacaridio-O sdo altamente especificas, sendo
este denominado como antigeno-O (ERRIDGE et al., 2002).

No hospedeiro humano, o LPS desempenha um papel importante no surgimento de
manifestagdes clinicas que muitas vezes sao mediadas por substincias que se originam do
plasma ou das células, principalmente pelos macréfagos (TRABULSI et al., 1999).

Zwahlen et al. observaram que o LPS estava envolvido na patogenicidade de
diferentes sorotipos do H. influenzae (ZWAHLEN et al., 1983). O LPS do H. influenzae
apresenta grande diversidade como variagdo alélica, aquisi¢do de transferases distintas,
variagdo de fases e adicdo ndo-estequiométrica de moléculas como fosforilcolina (FC)

(WONG e AKERLEY, 2005; SCHWEDA et al., 2007; MOXON, 2009).
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A fosforilcolina media aderéncia e invasdo do epitélio hospedeiro de forma a permitir
a colonizagdo e persisténcia do microrganismo no trato respiratorio (SCHWEDA et al., 2007).
Multiplos genes controlam a biossintese do LPS e a modulagdo da fosforilcolina (WONG e
AKERLEY, 2005). O lécus licl compreende quatro genes (liclA a liclD) que estdo
envolvidos na adi¢cdo da FC no LPS e estdo relacionados com a adaptacdo do microrganismo
aos sinais do ambiente durante o processo infeccioso (WONG e AKERLEY, 2005;
SCHWEDA et al., 2007).

A adigdo de acido sialico (N-acetilneuraminico ou NeuAc) no LPS ¢ um importante
mecanismo utilizado pelo H. influenzae para se esquivar do sistema imune hospedeiro
(SEVERI et al., 2005). O acido sidlico interfere na ligacdo, ativacdo do sistema imune de
forma aumentar a sobrevivéncia da bactéria no hospedeiro humano (SEVERI et al., 2005;

SCHWEDA et al., 2007; MOXON, 2009).
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Figura 2.5. Representacao esquematica da estrutura do lipopolissacaridio. A) esquema da
estrutura do LPS e B) disposi¢ao do LPS na membrana externa.
LPS — lipopolissacarideo
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2.2.6 Polissacarideo Capsular

Os polissacarideos capsulares sdo moléculas que contém mais de 95% de agua
formando um gel hidratado ao redor da superficie bacteriana de forma a conferir protecdo
contra dessecacdo e facilitar sua transmissao de hospedeiro para hospedeiro. A capsula ainda
permite a aderéncia do microrganismo a superficies do epitélio e confere prote¢do do
microrganismo contra o sistema imune (ROBERTS, 1996).

Os polissacarideos da capsula de Haemophilus influenzae sao reconhecidos por
anticorpos especificos e classificados em seis sorotipos (a-f). A capsula polissacaridica de
Haemophilus influenzae b aparece como principal fator de viruléncia, sendo responsavel por
doencas invasivas como bacteremia ¢ meningite (SMITH, 1993; KONEMAM et al., 1997).

Crisel et al. demonstraram que a estrutura do polissacarideo capsular do Hib
apresentava propor¢des equimolares de duas pentoses, ribose e ribitol seguida por unidades de
fosfato formando o polimero poli-ribosil-ribitol-fosfato - PRP (figura 2.6) (CRISEL et al,
1975).

Figura 2.6. Estrutura do polissacarideo capsular de Haemophilus influenzae tipo b.

Os genes responsaveis pela sintese da cépsula polissacaridica estdo localizados no
cromossomo em um lécus chamado cap (figura 2.7A). Este arranjo de genes apresenta-se
duplicado em mais de 98% das linhagens do Hib (KONEMAM et al., 1997). O locus cap ¢
constituido de trés regides, sendo as regides I e III comuns a todos os sorotipos, ¢ a regido II
especifica para cada sorotipo (KROLL et al, 1989). Boulnois et al. relataram estrutura
semelhante ao locus cap para a sintese de capsula K1 de Escherichia coli (BOULNOIS et al.,
1987).

A regido I contém quatro genes (bexA, bexB, bexC e bexD) que codificam para um
sistema de transporte que esta envolvido na exportacdo do polissacarideo capsular para a
superficie da bactéria (KROLL ef al., 1990). A regido Il também contém quatro genes (bcs/,
bcs2, bes3 e bes4), porém eles estao envolvidos com a biossintese especifica para cada tipo de
polissacarideo capsular (VAN ELDERE et al., 1995). A regido III contém dois genes hcsA e

hesB, que inicialmente foram descritos como envolvidos na etapa de polimerizacdo do
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polissacarideo capsular. No entanto, Sukupolvi-Petty et al. demonstraram que os genes hcsA e
hesB estdo envolvidos com a exportagdo do polissacarideo capsular. Estes mesmos autores
inativaram o gene hcsA e observaram acumulo de polissacarideo capsular no periplasma e
diminui¢do parcial da associagdo deste a superficie da célula. Quando inativaram o gene hcsB
e ambos hcsA e hesB, observaram acumulo de polissacarideo capsular no periplasma e total
auséncia da associagdo deste com a superficie da célula (figura 2.8) (KROLL et al., 1989;
SUKUPOLVI-PETTY et al., 2006).

As linhagens in vivo podem apresentar multiplas copias do locus cap e produzir até
cinco vezes mais material capsular. Esta duplicagdo pode conferir estabilidade e aumento da
produgdo de polissacarideo (KROLL et al., 1988). A duplicagdo do 16cus cap serve como
template para amplificar a sequéncia de genes da capsula o que resulta em menor
suscetibilidade a lise e opsoniza¢ao mediada pelo complemento e consequente resisténcia do

microrganismo contra o sistema imune hospedeiro (CORN et al., 1993; NOEL et al., 1996).
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Figura 2.7. A) Estrutura do 16cus cap demonstrando as regides e suas respectivas funcdes; B)
Esquema do 16cus cap duplicado.
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Figura 2.8. Esquema de biossintese e transporte do polissacarideo capsular de H. influenzae.

A amplifica¢do do locus cap ¢ muito comum em linhagens de H. influenzae tipo b.
Estas linhagens sdo isoladas com maior frequéncia em criangas vacinadas do que em criangas
ndo vacinadas, indicando que a amplificacdo pode conferir vantagem sobre a vacina
(CERQUETTTI et al., 2005).

As linhagens com menor nimero de copias duplicadas do locus cap apresentam maior
aderéncia em células epiteliais humanas e maior capacidade de invasdao (KROLL ¢ MOXON,
1988). Segundo Hoiseth et al. (1985) a auséncia de pressao seletiva de forma a manter a
expressdo da cépsula polissacaridica pode levar a perda da mesma de forma espontanea in
vivo e/ou in vitro. A recombinacdo no locus cap pode levar a perda da duplicagdo resultando
em uma unica copia. Este variante pode ndo produzir capsula e, portanto, ser sorologicamente

ndo tipavel (SCHOULS et al., 2007).

2.3 PATOGENICIDADE

O processo de patogenicidade estéd relacionado com a eficiéncia do microrganismo em
ganhar acesso ao hospedeiro, colonizé-lo, causar patologia e se disseminar em outro

hospedeiro (figura 2.9) (MIETZNER e MORSE, 1994).
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Figura 2.9. Ciclo patogénico do Haemophilus influenzae.

Haemophilus influenzae tipo b faz parte da flora normal do hospedeiro e pode
eventualmente causar doenga. O desenvolvimento de infec¢cdo causada pelo Hib envolve uma
série de eventos, iniciando-se pela colonizagdo até resultar em invasao.

O processo de infecgdo do Hib inicia-se com a colonizagdo do epitélio do trato
respiratorio superior. Esta etapa ¢ facilitada pela condigdo do epitélio e por fatores de

viruléncia como capsula, proteinas de adesdo e IgA protease (figura 2.10).
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Figura 2.10. Mecanismo de invasdo do Haemophilus influenzae.

A bactéria consegue se fixar ao epitélio respiratério através de proteinas de adesdo
para poder depois se multiplicar e colonizar. O pili e a fimbria sdo proteinas de adesdo
reconhecidas por receptores especificos e por tipos celulares distintos. O pili aparece em uma
fase inicial do processo de colonizagdo, enquanto a fimbria em uma fase posterior (WARD et

al., 1994; ST GEME Il et al., 1996; STRUTHERS e WESTRAN, 2003).

A capsula polissacaridica inibe o reconhecimento de proteinas de adesdo como a

fimbria na superficie da célula hospedeira mascarando o dominio de ligacdo da fimbria.
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Portanto, a formacao da cépsula seria modulada em resposta aos sinais do ambiente. Assim,
uma menor espessura da cipsula ocorreria na etapa inicial do processo de infeccdo e uma
maior sintese da cépsula ocorreria durante a bacteremia, conferindo vantagem seletiva ao
microrganismo (ST GEME Il et al., 1996; STRUTHERS e WESTRAN, 2003).

Dentro da submucosa, as linhagens produtoras de capsula invadem os fagocitos e
entram na corrente sanguinea através da drenagem linfatica levando a uma bacteremia
(SMITH, 1993). Apdés a penetragdo da bactéria na mucosa e disseminacdo na corrente
sanguinea, sua sobrevivéncia ¢ garantida com o auxilio do polissacarideo capsular e mudanca
de fendtipo do LPS que permite sua adaptacdo e crescimento (TURK, 1984; KONEMAM,
1997).

2.4 METABOLISMO

O genoma completo do H. influenzae KW20 Rd foi sequenciado em 1995 por
Fleischmann et al. (FLEISCHMANN et al., 1995). A partir de entdo, os mecanismos de
patogenicidade deste microrganismo comecaram a ser elucidados, e outros fatores de
viruléncia, que ndo o polissacarideo, passaram a ser evidenciados como candidatos a
antigenos vacinais. As informagdes relacionadas ao metabolismo deste microrganismo sao
raras. Neste topico buscou-se fazer uma sintese desde a captagdo de carboidratos, bem como

catabolismo pelas principais vias metabolicas.

2.4.1 Captacao de Carboidratos

O H. influenzae possui uma maquinaria capaz de utilizar a maioria dos agucares
disponiveis na mucosa do hospedeiro humano como, por exemplo, a glicose, frutose,
galactose e o glicerol (MACFADYEN e REDFIELD, 1996). A habilidade em utilizar uma
variedade de fontes de carbono pode conferir a bactéria vantagens ao competir com outros
microrganismos € na adaptagdo as mudancas do microambiente. Os sinais percebidos no
ambiente externo sdo convertidos em resposta com mudangas na sintese protéica, na
regulacdo enzimatica e mudanca de comportamento. Um dos sistemas sensitivos para
carboidratos ¢ mediado pelo fosfoenolpiruvato (PEP): carbohydrate phosphotransferase
system (PTS), envolvido com transporte e fosforilagdo de carboidratos, movimento bacteriano

por quimiotaxia a estas fontes de carbono, e regulagdo de uma série de outras vias
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metabolicas. No sistema PTS, cerca de 20 proteinas sdo conhecidas e outras 10 proteinas
mostram interacdo com proteinas do sistema PTS. Independente do microrganismo ou

carboidrato, este sistema catalisa uma reacao global, ilustrado na figura 2.11 (POSTMA et al.,
1993).

Citoplasma Periplasma

Carboidrato ¢

PEP it

\Ciboidrato ext

Piruvato ¢

PEP (int) + carboidrato (ext) = piruvato (int) + carboidrato-P (int);PEP (fosfoenolpiruvato); int (intracelular); ext
(extracelular).

Figura 2.11. Reacdo global catalisada pelo sistema PTS.

O fosfoenolpiruvato (PEP), um intermediario da via glicolitica, fornece energia para a
fosforilagdo do carboidrato, reagdo esta que esta acoplada a translocacdo do carboidrato
através da membrana. As reag¢des de translocagdo e fosforilacdo de carboidratos ocorrem

obrigatoriamente através dos intermediarios EI, HPr, EIIA, EIIB e EIIC (figura 2.12).

Periplasma

Citoplasma P~carboidrato

P—»P
|| carboidrato
L
PEP El P~HPr ‘(@ %/
\ ——
Ell especifica
Piruvato P~EIl HPr

PEP - fosfoenolpiruvato; EI — enzima I; EIl, P~EI — enzima I fosforilada; EIIl — enzima II dominios A, B e C;
Figura 2.12. Reagdo de fosforilagdo e translocagdo de carboidratos pelo sistema PTS.

As enzimas EI e HPr sdo denominadas proteinas gerais do sistema PTS por

participarem da fosforilacdo de todos os carboidratos deste sistema. Ja a enzima II (EII) ¢
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especifica para cada carboidrato e pode consistir em uma unica proteina, composta de trés
dominios (A, B e C), ligada a membrana. Os dominios A e B estdo envolvidos com a
fosforilagdao dos carboidratos, € o dominio C constitui parte integral da membrana e forma um
canal de translocagdo (POSTMA et al., 1993).

H. influenzae Rd possui um sistema PTS simples. Seu genoma possui genes que
codificam as enzimas EI e HPr do sistema PTS, no entanto, ndo possui o gene que codifica a
enzima EII especifica para o transporte de glicose através da membrana (FLEISCHMANN et
al., 1995). Embora o H. influenzae ndo possua permease para glicose pelo sistema PTS, ele
pode fosforilar e captar a glicose via proteina quinase dependente de ATP (MACFADYEN et
al., 1996). O sistema de captagdo de galactose, também permite o transporte de glicose, sendo
observada a inibi¢ao na captacao de galactose quando na presenca de glicose (MACFADYEN
et al., 1996). Devido sua deficiéncia, o sistema PTS de H. influenzae Rd permite somente a
entrada de frutose na célula. O glicerol, parece ter sua difusdo facilitada através da membrana
por um transportador (glpT) que permite alimentar direto a via glicolitica. O H. influenzae
possui ainda um sistema de captagdo e catabolismo de ribose e xilose, assim como para fucose
(CHAKRABARTI et al., 1984). Fermenta acido sialico livre (acido N-acetilneuraminico) que
pode formar piruvato e N-acetilmanosamina. E este Gltimo provavelmente ¢ fosforilado e
convertido a N-acetilglucosamina-fosfato e entdo metabolizado para frutose-6-fosfato

(WARREN, 1932).

2.4.2 Via Glicolitica

O catabolismo dos carboidratos pelo H. influenzae ocorre principalmente pela via
glicolitica (RAGHUNATHAN et al., 2004). Esta via apresenta uma sequéncia de dez reagoes,
com a formacao de agucares intermediarios que sdo catalisados por enzimas especificas como
ilustra a figura 2.13 (CHAMPE e HARVEY, 1996; ALBERTS et al.; 2002).

Dependendo das condi¢des a que este microrganismo ¢ submetido, o fluxo da via
glicolitica se altera, como verificado por Raghunathan et al., que observaram uma atividade
da enzima piruvato quinase (E.C 2.7.1.40) em H. influenzae seis vezes maior quando
submetido as condi¢cdes de microaerobiose do que em anaerobiose, sugerindo assim que o
fluxo de carbono de fosfoenolpiruvato (PEP) para piruvato, seja menor em anaerobiose.

Verificou-se também que em anaerobiose, a atividade da piruvato dehidrogenase (E.C 1.2.4.1
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e 2.3.1.12) aparece trés vezes menor, indicando reducdo do fluxo de piruvato para acetil-CoA
(RAGHUNATHAN et al., 2004).

Em H. influenzae, ao final desta via, a partir de uma molécula de glicose se tem a
degradacao do esqueleto carbonico da glicose em duas moléculas de piruvato com um

rendimento liquido de duas moléculas de ATP (KEGG, 2010).

2.4.3 Via das Pentoses

A via das pentoses, também denominada hexose-monofosfato, ¢ uma importante via
alternativa para a utilizagdo de glicose-6-fosfato que se encontra funcional em H. influenzae
(figura 2.13) (TATUSOV et al., 1996; RAGHUNATHAN et al., 2004). Nesta via sdo geradas
duas moléculas de NADPH para cada glicose-6-fosfato. O NADPH ¢ um transportador de
energia na forma de forca redutora, sendo em grande parte fornecido a célula por esta rota. A
via das pentoses, também produz ribose-fosfato para biossintese de nucleotideos e apresenta
mecanismos metabolicos capazes de utilizar agucares de cinco carbonos (LEHNINGER,

1984; CHAMPE e HARVEY, 1996).

2.4.4 Metabolismo do Piruvato

Pelo mapa metabdlico (figura 2,13), a partir do piruvato oriundo da via glicolitica o H.
influenzae Rd pode formar acetil-CoA, acetato, lactato ou formato (KEGG, 2010).

De modo geral, o piruvato pode ser metabolizado por diferentes vias e formar uma
série de produtos finais como acetil-CoA, acido butirico, acido acético, acido latico, acido
formico, acido succinico, alcool isopropilico, alcool butilico, entre outros, desde que o
microrganismo apresente enzimas adequadas. Por isso, o piruvato pode ser considerado como
o eixo do metabolismo de carboidratos.

A via de utiliza¢do do piruvato reflete em diferengas na fermentagdo. A fermentagdo
refere-se ao metabolismo anaerobico de producdo de energia e que ndo envolve a cadeia
respiratoria ou citocromos. A disposi¢cdo dos elétrons com a regeneracdo do NAD permite a
continuagdo da glicolise com o consumo de mais glicose (PELCZAR et al.,1980). Em
fermentacdo, o H. influenzae produz D-lactato, acetato, CO, e hidrogénio. Estes dois tltimos
sdo produzidos através do catabolismo do formato (RAGHUNATHAN et al., 2004). A
formacgao de acetato por H. influenzae ocorre tanto em condigdes de microaerobiose como em

anaerobiose, pela agdo das enzimas fosfato acetiltransferase (E.C 2.3.1.8) e acetato quinase
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(E.C 2.7.2.1). Esta ultima mostrou maior atividade em condi¢des de microaerobiose. As
enzimas fosfato acetiltransferase e acetato quinase podem funcionar na dire¢do reversa, o que
pode facilitar o crescimento em acetato. Portanto, dependendo da via utilizada, o acetato pode
ser produto final ou substrato. Ja o etanol, produto final do catabolismo do acetil-CoA em E.
coli, ndo foi detectado em H. influenzae, que ndo apresenta atividade da enzima dalcool
dehidrogenase (RAGHUNATHAN et al., 2004).

O genoma do H. influenzae Rd contém um operon (napFDAGHB) para a utilizagdo de
nitrato (FLEISCHMANN et al., 1995; RAGHUNATHAN et al., 2004). Em respiragao
anaerdbica o nitrato ¢ utilizado como aceptor final da cadeia de elétrons, onde a enzima
nitrato redutase catalisa a rea¢do de maneira a conjugar a reducdo do nitrato com a oxidagao

de um citocromo (PELCZAR et al., 1980).

2.4.5 Ciclo de Krebs

O ciclo de Krebs ou ciclo do acido tricarboxilico desempenha vérios papéis no
metabolismo tendo como funcdo central a oxida¢ao do acetil-CoA, derivado de moléculas
combustiveis como aminoacidos, acidos graxos e carboidratos a CO, e H,0O. No ciclo de
Krebs, o oxaloacetato se condensa ao acetil-CoA, sendo regenerado no decorrer do ciclo.
Entretanto, as reagdes ndo sdo como um circulo fechado, mas sim como um circulo em
transito, em que compostos intermedidrios entram e saem conforme necessidade (CHAMPE e
HARVEY, 1996; ALBERTS et al.; 2002). No genoma do H. influenzae Rd o ciclo de Krebs
aparece incompleto (figura 2.13) com auséncia de trés genes responsaveis pela sintese das
enzimas citrato sintase (E.C 2.3.3.1), aconitase (E.C 4.2.1.3) e isocitrato dehidrogenase (E.C
1.1.1.41 e 1.1.1.42). A auséncia destas enzimas exige que este microrganismo busque
caminhos alternativos para gerar energia o que pode explicar o requerimento de grande
quantidade de glutamato para o seu crescimento em meio de cultura. O glutamato pode entrar
direto no ciclo de Krebs pela conversdo de glutamato em a-cetoglutarato pela acdo da enzima
glutamato desidrogenase (E.C 1.4.1.4) (FLEISCHMANN et al., 1995; TATUSOV et al.,
1996; TANG et al., 1997).

A por¢do do ciclo de Krebs, do succinil-CoA a oxaloacetato, através do malato e
fumarato, aparece ativo tanto em condi¢des de microaerobiose como em anaerobiose. O
oxaloacetato também pode ser formado através da atividade da citrato liase (E.C 4.1.3.6)

(RAGHUNATHAN et al., 2004).
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Figura 2.13. Mapa com as principais vias do metabolismo do H. influenzae KW20 Rd
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2.4.6 Outras Fontes Energéticas

Muitas bactérias podem degradar proteinas exogenas e utilizar seus produtos como
fontes energéticas. No caso especifico do H. influenzae, pode secretar proteases e digerir
proteinas de forma a facilitar o transporte destas através da membrana. Para tanto, apresenta
transportadores e permeases para aminoacidos, assim como para peptideos, dipeptideos e
oligopeptideos. A degradacdo destes compostos pode suprir peptideos, aminoacidos e fontes
de carbono e nitrogénio. Os esqueletos carbonicos dos aminoacidos sofrem degradacgao
oxidativa levando a compostos como acetil-CoA, a- cetoglutarato, succinato, fumarato ou
oxaloacetato que podem ingressar no ciclo de Krebs (PELCZAR et al., 1980; MACFADYEN
e REDFIELD, 1996).

E importante destacar que o genoma do H. influenzae Rd KW20, refere-se a uma
linhagem acapsular e ndo patogénica que possui genes que podem ndo representar a variedade
das linhagens de H. influenzae, devendo-se ter cuidado ao generalizar a reconstrugdo de outras

linhagens baseando-se apenas nesse banco de dados (TATUSOV et al., 1996).

2.4 IMUNOGENICIDADE

A exposi¢do natural ao H. influenzae tipo b pode induzir a formacdo de anticorpos
contra lipopolissacarideos, proteinas de membrana externa, antigenos de superficie e a capsula
polissacaridica (PRP). Anticorpos contra estes diferentes antigenos tém uma importancia ao
conferir imunidade, sendo que anticorpos contra a capsula aparecem como o fator de maior
importancia. Os anticorpos contra o PRP protegem contra doenga invasiva ativando o sistema
complemento e tém caracteristicas bactericida e opsonofagocitica. Um individuo pode
produzir anticorpos contra o PRP quando exposto a outra bactéria que imunologicamente
possibilite reacdo cruzada dos antigenos. A indugdo de anticorpos depende do tipo, tempo,
gravidade da exposic¢do e a idade do individuo (WARD et al., 1994).

Os polissacarideos sdo antigenos primitivos que conferem uma resposta imune fraca e
com uma influéncia minima de células T. Estes antigenos, denominados T—independentes,
produzem uma resposta que estimula direto as células B. Em geral, as vacinas polissacaridicas
induzem resposta T-independente com resposta imune limitada. J4 as proteinas, sdo antigenos
complexos que induzem uma resposta imune com participacao de células T. Estes antigenos,
denominados T-dependentes, sdo captados e processados pelos macrofagos e células

dendriticas e apresentados para as células B e células T. A atividade das células T, de reagdo
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antigeno-especifica, induz a proliferacdo e diferenciacdo das subpopulacdes de células B que
retém memoaria imunologica (WARD et al., 1994).

O complemento aparece como importante componente de defesa contra o Hib.
Pacientes que apresentam deficiéncia congénita especifica dos componentes C2, C3, C4 e C9,
tem maior suscetibilidade em adquirir doenga causada pelo Hib. H. Influenzae ativa as vias
classica e alternativa do sistema complemento o que leva a opsonofagocitose e morte celular.
Outro mecanismo importante de defesa do hospedeiro ¢ a fagocitose. Esta ¢ induzida pela
opsonizagdo que leva a bactéria a morte. Uma falha na fungdo fagocitica ou reducao do
nimero de fagocitoses resulta em maior suscetibilidade a doenga causada pelo Hib. A
opsonizagdo e fagocitose do Hib parece ser dependentes da ligacdo do IgG, ativacdo da via
classica do complemento pelo anticorpo com deposi¢do do componente C3b do sistema
complemento na superficie bacteriana e ativacdo da via alternativa do complemento

diretamente pela bactéria (WARD et al., 1994).

2.5 FATORES DE CRESCIMENTO

H. influenzae ¢ considerado um microrganismo fastidioso que possui um sistema
enzimatico deficiente necessitando de aminoacidos, vitaminas e fatores de crescimento como
fator X (Hemina) e fator V (Nicotinamida Adenina Dinucluotideo - NAD) para o seu
crescimento (FILDES, 1921).

Alguns membros da familia Pasteurellaceae como o Haemophilus influenzae tem o
NAD como componente essencial para o seu crescimento. O NAD e o NADP aparecem como

coenzimas importantes em reagdes de oxi-redugao.

Para o H. influenzae, tanto a nicotinamida riboside (NR) e a nicotinamida
mononucleotideo (NMN) podem servir como fontes de fator V, podendo compensar uma

baixa concentracao de NAD.

A aquisi¢cao de NAD e NMN ¢ realizada pela proteina de membrana externa OMP P2.
A OMP P2 ¢ uma porina que através de difusdo facilitada permite a entrada de NAD ¢ NMN
através da membrana externa da bactéria. Ja no espago periplasmatico, o NMN e o NAD sao
substratos, sendo processados pela lipoproteina P4 e pela NAD pirofosfatase codificadas
pelos genes hel e nadN, respectivamente (GERLACH e REIDL, 2006).

O NAD ¢ hidrolisado pela NadN (figura 2.14) resultando em NMN e AMP (adenosina
monofosfato). O NMN resultante ¢ desfosforilado em NR pela atividade fosfatase da NadN. A
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lipoproteina P4 atua liberando NR derivado do NMN. O NR assim gerado ¢ reconhecido pela
PnuC, uma permease citosolica especifica a qual facilita a entrada de NR através da
membrana interna. Em seguida, o NR participa de um processo de ressintese do NAD pela
proteina NadR. O transporte de NR depende da atividade do dominio NRK (nicotinamide
riboside kinase) da proteina NadR para fosforilar NR em NMN e posteriormente em NAD
(GERLACH e REIDL, 2006).

Singh ef al. (2002) identificaram a estrutura da NadR de H. influenzae. Esta proteina
apresenta dois dominios (figura 2.15), um dominio denominado NRK, que se encontra na
regido C-terminal e outro dominio denominado NMNAT (nicotinamide mononucleotideo
activity) localizada na regido N-terminal.

A NRK controla a sintese de NAD e aquisicdo de NR. Quando h4 acimulo de NR,
este ¢ detectado pelo nadR indicando que a fosforizagdo do NR ¢ necessaria. Através de
controle feedback a NRK ¢ inibida pelo produto final, o NAD. A capta¢do de NR e a sintese
de NAD sdo controlados pela PnuC, um mecanismo de canal aberto/fechado que responde e

interage com a proteina NadR (figura 2.16) (GERLACH e REIDL, 2006).

ME

NAD+ NMN
NMN
NR

NR
Mi

[ |PnuC

D

ATP + NR — NAD
modificado GERLACH e REIDL, 2006

ME — membrana externa; MI — membrana interna.

Figura 2.14. Mecanismo de aquisicdo de NAD e NMN pelo H. influenzae.
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modificado GERLACH e REIDL, 2006
Figura 2.15. Estrutura secundaria do mondémero NadR.
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Figura 2.16. Mecanismo de controle de abertura e fechamento do canal PnuC. Feedback pelo
produto final NAD, mediado por NadR.

2.6 AQUISICAO DE FERRO

O ferro ¢ necessario em pequenas quantidades por fazer parte de muitos processos
metabdlicos. No entanto, o H. influenzae € incapaz de converter acido aminolevulinico (ALA)

em protoporfirina necessitando de heme para aquisicao de ferro (WHITE e GRANICK, 1963;
MIETZNER e MORSE, 1994).

O heme extracelular pode ser disponibilizado ao H. influenzae através de diferentes

fontes como, por exemplo, os complexos hemoglobina/haptoglobina e

mioglobina/haptoglobina.

As proteinas HgpA, HgpB, e HgpC (haemoglobin-binding protein), identificadas em

H. influenzae HI689, sdo capazes de se ligar aos complexos hemoglobina e
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hemoglobina/haptoglobina e utilizar estes como fonte de heme. A expressdao de uma dessas
trés proteinas mostrou-se suficiente para permitir a utilizagdo de heme do complexo
hemoglobina/haptoglobina. No entanto, estas proteinas ndo se mostraram essenciais para a
utilizacao de heme de hemoglobina (MORTON et al., 1999).

Ja os genes hxuA, hxuB e hxuC, (hemopexin-binding protein) codificam proteinas de
membrana externa que também se mostraram importantes na utilizagdo de heme (COPE,
1995). Os produtos do cluster AxuCBA mediam a utilizagdo de heme a partir de hemopexina.
As proteinas HxuA e HxuB aparecem envolvidas na utilizagdo de heme de hemopexina,
enquanto a proteina HxuC também se mostra importante para a utilizacdo de heme a partir do
complexo heme-albumina in vitro (MORTON et al., 2007).

Outra potencial fonte de heme in vivo € a proteina mioglobina. Esta proteina se
encontra em baixos niveis no soro humano o que nao descarta seu potencial como fonte de
heme. Linhagens de H. influenzae mostraram-se capazes de utilizar heme a partir de
mioglobina quando complexada com haptoglobina. A utilizacdo de heme a partir do complexo
mioglobina/haptoglobina ¢ mediada pelas proteinas Hgps (MORTON et al., 2006).

Morton et al. (2004) identificaram outras proteinas envolvidas na utilizagdo de heme
denominando-as Hup (haem-utilization protein). Estas proteinas podem funcionar como co-
fator na mediagdo da aquisi¢do de heme de multiplas fontes de heme (MORTON et al. 2004).

Como visto, o H. influenzae pode utilizar o heme associado a albumina ou de fontes
como hemopexina ou associado ao complexo hemoglobina/haptoglobina, distintamente do
que acontece com N. gonorrhoeae que nao consegue utilizar o heme da hemopexina ou
albumina, ou da E. coli que ndo consegue utilizar o heme do complexo
hemoglobina/haptoglobina. Tais habilidades conferem ao H. influenzae grande vantagem
(MIETZNER e MORSE, 1994).

No hospedeiro, os niveis de ferro extracelular sdo controlados pelas proteinas
transferrina e lactoferrina, uma familia de proteinas que se ligam ao ferro como quelante e
para o transporte do mesmo. O Haemophilus influenzae consegue remover o ferro destas
proteinas e o transporta através da membrana externa por um mecanismo dependente de
energia, resultando em deposi¢do de ferro livre no periplasma (ADHIKARI et al., 1995).

O ferro livre depositado no periplasma ¢ transportado para o interior da célula. Na
literatura ¢ descrito um sistema de transporte de ferro entre os membros das familias de

microrganismos Enterobacteriaceae (sfu operon), Pasteurellaceae (hit operon) e Neisseriaceae

(fbp operon).
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O sistema de transporte de ferro hitABC (Haemophilus Iron Transport) funciona como
um sistema de alta afinidade. Os genes hit4, hitB e hitC codificam as proteinas ligantes de
ferro no periplasma, permease citoplasmatica e ligante de nucleotideo, respectivamente
(figura 2.17) que varrem o ferro livre do espaco periplasma e o transportam para o citosol,

disponibilizando ao H. influenzae o ferro necessario para seus processos metabolicos

(SANDERS et al., 1994; ADHIKARI et al., 1995).

@
ME ® @
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® o
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modificado ADHIKARI et al., 1995; SANDERS et al., 1994

ME — membrana externa; MI — membrana interna.
Figura 2.17. Mecanismos de aquisicao de ferro pelo Haemophilus influenzae.

2.7 INCIDENCIA

A informacao referente ao nimero de casos de doengas causadas pelo H. influenzae
tipo b ¢ ainda imprecisa pelo fato de muitas criancas desenvolverem a doenga pelo Hib e ndo
serem notificados. Somente aquelas criangas que sdao atendidas pelo sistema de saude sdo
contabilizadas, quando diagnosticado o agente responsiavel (MAKELA et al, 1992;
PELTOLA et al., 2000).

A disseminagdo do H. influenzae nas creches parece ser um importante fator de risco
por promover a exposi¢do prolongada e intensa entre criangas, assim como a disseminagdo da
infeccdo em grandes familias e entre criangas de contato proximo. As infecgdes respiratorias
também constituem fator de risco, assim como os fatores socioecondmicos que podem ser
responsaveis pelo aumento na transmissdo de infec¢io (MAKELA ef al., 1992; MARIN e

SILVA, 2005). A OMS estima que o Hib atinja por ano, em torno de 3 milhdes de criangas e
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cause aproximadamente 386.000 mortes de criangas em todo o mundo (figuras 2.18 e 2.19)

(PELTOLA et al., 2000; WATT et al., 2009).
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Figura 2.18. Incidéncia de meningite, causada pelo Hib em criangas de 0-4 anos antes da era
da vacina conjugada, em 100.000 habitantes por ano. Areas tracejadas tiveram vacinagao
intensa em 1999.
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Figura 2.19. Incidéncia de doengas (epiglotite, faringite, otite, pneumoniae e sinusite), em
100.000 habitantes por ano, causada pelo Hib em criangas entre 0-4 anos antes da era da
vacina conjugada. Areas tracejadas tiveram vacinagdo intensa em 1999.

Em estudo realizado por Watt et al., s6 em 2000, o Hib teria sido responsavel por 8-13
milhdes de infecgdes, ¢ causado 371.000 mortes em criangas menores de 5 anos. A maior
incidéncia de morte aparece relacionada a paises subdesenvolvidos da Africa e Asia (figura
2.20), sendo 10 paises os responsaveis por 61% das mortes estimadas causadas por Hib em

criangas (figura 2.21) (WATT et al., 2009).
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WATT et al., 2009

Figura 2.20. Mortalidade de criangas menores de cinco anos por 100.000 criangas.
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Figura 2.21. Incidéncia de mortes causadas por H. influenzae b. Os dez paises com maior
incidéncia: o tamanho da bolha indica o nimero de mortes por Hib.
Pais (niimero de mortes): india (72.000), Nigéria (34.000), Etidpia (24.000), Reptblica Democratica do Congo
(22.000), China (19.000), Afeganistao (14. 000), Paquistdo (13.000), Bangladesh (12.000), Angola (9.000) e
Niger (8.000).

O Hib ¢ um dos principais agentes causadores de pneumonia em pacientes com

doengas sistémicas. O quadro de pneumonia chega a ser fatal em 2 a 25% dos casos. Esta

bactéria também estd entre um dos principais causadores de meningite bacteriana em criangas,

sendo o pico de incidéncia entre seis e doze meses de idade. O contagio em recém nascidos ¢
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mais dificil devido a prote¢do de anticorpos maternos, o que responde a baixa incidéncia de
casos nesta fase. J4 as criangas entre trés e 24 meses apresentam baixos niveis de anticorpos
estando mais susceptiveis. Apds os dois anos de idade, a presenga de anticorpos aumenta
gradativamente e a incidéncia diminui. Entre as criancas que desenvolvem meningite pelo
Hib, de 10 a 30% morrem e dos sobreviventes, 10 a 35% apresentam como sequelas
neuroldgicas a surdez, paralisia e deficiéncia no aprendizado (SMITH, 1993; KONEMAM et
al., 1997; FEIKIN et al., 2001).

Nos Estados Unidos, antes da introducdo da vacina conjugada contra Hib mais de
10.000 casos de doenga eram registrados por ano. Apos a introdugdo da vacina, a incidéncia
diminuiu para menos de 100 casos a cada ano (RIBEIRO et al., 2007).

Com a introdugao da vacina e manuten¢ao da rotina de vacinac¢ao nos Estados Unidos,
a incidéncia de doenca invasiva causada pelo Hib caiu mais de 99%, tendo uma reducao de
55% em todas as meningites bacterianas. Em alguns paises da Africa, a rotina de vacinagio
diminuiu drasticamente a doenga invasiva pelo Hib mesmo em ambientes com alta
prevaléncia de infec¢ado por HIV (Human immunodeficiency virus) (SHUCHAT e
MESSONNIER, 2007).

A introdugdo da vacina conjugada contra Hib (figura 2.22) reduziu a doenga causada
pelo Hib em muitos paises desenvolvidos e subdesenvolvidos. Em 2007, 119 paises haviam
incluido a vacina contra Hib na rotina de vacinagdo. A Organiza¢do Mundial da Saude- OMS
estima que 92% da populagdo que se encontra na faixa etaria de vacinacao, foi vacinada nos
paises desenvolvidos, 44% nos paises subdesenvolvidos e apenas 8% nos paises pobres. A
Africa e o sudeste da Asia possuem a menor adesdo & vacina contra o Hib (MORRIS et al.,
2008).

No final de 2007, 31 dos 32 paises da América do Sul e Central haviam introduzido a
vacina conjugada na rotina de vacinacdo. Apds a introducdo da vacina a incidéncia caiu
drasticamente, comprovando a sua eficiéncia. A doenga invasiva contra Hib passou da maior
causa de doenga em criancas para um raro evento em paises que adotaram a vacina. No
entanto, menos de dois tercos dos paises tem incorporado a vacina conjugada contra o Hib
(MORRIS et al., 2008).

O alto custo da vacina conjugada contra Hib continua sendo um grande obstaculo que
dificulta a introdu¢@o desta em paises subdesenvolvidos. O desconhecimento do nimero real
de incidéncia da doenga nestes paises impede pequenos incentivos, financiamentos € recursos

que seriam destinados a introdugdo da vacina (FEIKIN et al., 2001; MORRIS et al., 2008,).
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Figura 2.22. Paises que introduziram a vacina contra o Hib em 2006

Em 1999 no Brasil, a vacina conjugada contra H. influenzae tipo b foi introduzida pelo
Ministério da Satde no Programa Nacional de Imunizac¢do. Até a introdugdo da vacina havia
tendéncia de ascensao na incidéncia, mas logo apos o primeiro ano de vacinacao houve queda
abrupta da mesma, como ilustra a figura 2.23 mostrando a incidéncia e letalidade no Estado

de Sdo Paulo (SIMOES et al., 2004; MIRANZI et al., 2006; CVE, 2009).
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Fonte: SINAN / D.D.T.R / CVE (dados em 02/10/2009)

Figura 2.23. Incidéncia e letalidade por meningite causada por H. influenzae tipo b em
menores de cinco anos de idade no estado de Sao Paulo no periodo de 1998 a 2008.

No Brasil, mais especificamente Salvador, o programa de imunizagdo permitiu depois
de um ano do inicio da imunizagdo uma redugdo de 69% nos casos de meningite causada pelo
Hib. Apds cinco anos da introdu¢do da campanha de vacinagdo, a incidéncia de meningite
diminuiu 98% entre criangas menores de cinco anos (RIBEIRO et al., 2007). No entanto, a

incidéncia de meningite pelo Haemophilus influenzae tipo a (Hia) aumentou oito vezes,
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embora o risco atribuido pela troca de sorotipo (de b para a) € baixo quando comparado com a
grande reducdo de meningite causada pelo Hib (RIBEIRO et al, 2003; RIBEIRO et al.,
2007). A eliminagdo do Hib da nasofaringe devido a introdugdo da vacina poderia resultar na
substituicdo de cepas de outro sorotipo capsular ou ainda pela colonizagdao por linhagens
acapsulares (MARIN e SILVA, 2005).

Além da Bahia, o aumento no nimero de casos de infec¢des causadas por H.
influenzae ndo b apds a introducao da vacina contra Hib nas campanhas de imunizagdo foi
observado em outros estados brasileiros (Santa Catarina, Pernambuco e Rio de Janeiro)
(ALMEIDA et al., 2005), assim como em outros paises (Estados Unidos, Holanda,
Dinamarca) (RIJKERS et al., 2003; BRUUN et al., 2004; DWORKIN et al., 2007; BRUCE et
al., 2008; SCHOULS et al., 2007).

Na Europa, apesar de ndo existir evidéncias consistentes de que a vacinagao em massa
das criangas contra o Hib leve a um aumento na incidéncia por outros sorotipos de H.
influenzae, varios autores enfatizam a necessidade de manter a vigilancia e monitoramento da
incidéncia do Hib e a eventual substituicdo por outros sorotipos (RIBEIRO et al., 2003;
BRUUN et al., 2004; MARIN e SILVA, 2005; BRUCE et al., 2008 ;LADHANI et al., 2008 ¢
LADHANI et al., 2009).

O diagnostico laboratorial tem se mostrado de extrema importancia para a
identificacdo dos sorotipos, entretanto o diagnostico por sorotipagem convencional pode
resultar na identificacdo erronea de isolados do Hib. A introdugdo da técnica de PCR seria a
melhor ferramenta para este diagndstico, no entanto ela requer uma infraestrutura mais
sofisticada e disponibilidade de kits diagnosticos (SATOLA et al., 2007). Portanto, para um
efetivo controle epidemioldgico, se faz necessario o desenvolvimento de métodos

bacteriologicos mais sensiveis e de facil acesso e implantagao (ALMEIDA et al., 2005).

2.8 VACINAS

A adocdo de campanhas de vacinagdo em massa como politica de saude publica
proporcionou o controle das nove principais doengas infecciosas que mais afetavam a
populagdo na maior parte do mundo. Sdo elas: variola, difteria, tétano, febre amarela,
coqueluche, poliomielite, sarampo, caxumba e rubéola, e segundo a OMS a variola foi
considerada completamente erradicada em 1979. Nem mesmo os antibidticos tiveram efeito
tdo notavel na reducdo da mortalidade como observado pelas vacinas. A introducdo das

vacinas contra influenza, hepatite B, pneumococcos e Haemophilus influenzae tipo b tem
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produzido bons resultados contra estas doengas. No entanto, muito ainda precisa ser feito
como conhecer a real incidéncia destas doengas, principalmente em paises subdesenvolvidos,
e desenvolver processos de produgdo que reduzam o custo destas vacinas permitindo a
disponibilizagao a toda populagdo (LIMA et al., 2001; MORRIS et al., 2008).

A primeira vacina produzida contra o H. influenzae tipo b foi elaborada somente com
polissacarideo capsular purificado (PRP) e licenciada nos Estados Unidos em 1985. Esta
vacina tem propriedades similares as vacinas polissacaridicas contra pneumococos e
meningococos gerando respostas do tipo T-independente. Mostrou-se ineficiente em criancas
menores de dois anos de idade, faixa etaria em que 75% das infecgdes sao acometidas por
Hib. Deste modo, esta vacina foi logo substituida por uma vacina de polissacarideo conjugada
a uma proteina e licenciada nos Estados Unidos em 1987 (WARD et al., 1994) e as vacinas
disponiveis atualmente sdo baseadas no PRP conjugado a diferentes proteinas como ilustrado
na tabela 2.1.

O Advisory Committee on Immunization Practices (ACIP) recomenda trés doses da
vacina conjugada contra o Hib, sendo que algumas vacinas ja sdo efetivas depois da segunda
dose. Diferentes alternativas de vacinas conjugadas estdo disponiveis comercialmente (tabela
2.1), tendo em sua maioria como elemento comum o PRP e variando quanto ao antigeno
conjugado como por exemplo as vacinas PRP conjugado ao toxdéide diftérico (PRP-D), PRP
conjugado a Quter Membrane Protein de Meningococo (PRP-OMP) e PRP conjugado a
toxoide tetanico (PRP-T. A administracdo da vacina conjugada contra Hib pode ser realizada
de forma monovalente, ou combinada com outros antigenos. A combinacdo mais comum
disponivel ¢ a DTP com Hib em uma tnica dose, constituindo uma vacina tetravalente. Sao
ainda encontradas combinagdes com antigenos contra Hepatite b e Hib (HepB Hib) e
DTP+HepB+Hib. As vacinas co-administradas permitem a redug¢do do nimero de injecdes
durante o periodo de imunizacdo (WHO, 2000; FEIKIN et al., 2001; PARTRIDGE et al.,
2007; MORRIS et al., 2008).
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Tabela 2.1. Vacinas contra Haemophilus influenzae tipo b

Vacina Empresa Nome Comercial Data Licenciamento Idade (més)
PRP Praxis b-CAPSA 1* Abril 1985 24-59
Connaught Hib-VAX* 18-24
Lederle Hib-IMUNE*
PRP-D Connaught ProHIBiT Dezembro 1987 18-59
Dezembro 1989 15-59
HbOC Lederle / Praxis HibTITER Dezembro 1988 18-59
Dezembro 1999 15-59
Outubro 1990 2,46 ¢ 12-15
HbOC-DTP  Lederle / Praxis TETRAMUNE Margo 1993 2,46 ¢e15-18
PRP-OMP Merck Sharp & Dohme PedvaxHIB Dezembro 1989 15-59
Dezembro 1990 2,4¢12-15
PRP-T Connaught / Mérieux ActHIB Margo 1993 2,46¢12-15
SmithKline Beecham OmnilHib Margo 1993 2,46¢12-15

* Disponivel por tempo limitado
WARD et al., 1994.

A vacina 7-valente pneumococcal conjugate vaccine (PCV), licenciada em 2000 nos
Estados Unidos, contém polissacarideos capsulares dos sete sorotipos de S pneumoniae mais
prevalentes, conjugado individualmente a CRM;9; (variante ndo téxico da toxina Diftérica).
Esta vacina co-administrada com a vacina DTP-HepB-IPV (inativada poliovirus) e Hib
mostrou ser imunogénica e segura (PARTRIDGE et al., 2007). A vacina pentavalente, DTP-
IPV e Hib, licenciada nos EUA, mostrou ser também imunogénica e esta disponivel para
substituir as mesmas vacinas administradas separadamente (GUERRA et al., 2009).

Um dos sucessos da historia da vacinologia moderna foi o desenvolvimento da vacina
conjugada contra H. influenzae tipo b (MOXON, 2009). A vacina conjugada contra o Hib ¢
altamente efetiva, com 90% de eficicia em prevenir infeccoes pelo Hib. Muitos paises tém
introduzido a vacina conjugada em seus programas de imuniza¢do (WHO, 2000). No entanto,
o elevado custo da vacina conjugada dificulta sua introdu¢do em paises subdesenvolvidos
(FEIKIN et al., 2001; MORRIS et al., 2008). Na Europa, varios paises adotaram duas doses
com um reforgo posterior ou trés doses consecutivas, ao invés de quatro. A combinagdo da
vacina Hib com outras vacinas como DTP (Difteria-Tétano-Pertussis) também ¢ um recurso
para redu¢do de custo. O Brasil assinou em 1998 uma alianga estratégica com a European
manufacturer para a producao nacional da vacina contra o Hib com custo menor (PELTOLA
et al., 2000). Estas e outras estratégias somadas ao investimento em inovagdo tecnologica
podem contribuir para a redu¢do do custo da vacina conjugada Hib, consequentemente

permitir maior disponibilidade desta vacina a populagao.
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No entanto, aten¢do ainda deve ser dada as linhagens acapsulares do H. influenzae. Estas
linhagens fazem parte da flora normal do trato respiratorio superior de humanos e podem
causar um amplo espectro de doencas em adultos e criangas, incluindo otite média, sinusite,
bronquite cronica e pneumonia, sendo a otite média um dos principais motivos para a
prescricao de antibidticos. Identificar os fatores antigénicos que conferem prote¢do imune
para o hospedeiro e desenhar um sistema de entrega que possa induzir resposta imune em
humanos, prevenindo infecgdes causadas por linhagens acapsulares, ¢ um desafio. O
conhecimento da patogénese, do comportamento comensal e virulento do H. influenzae pode
auxiliar no desenvolvimento de uma nova vacina efetiva que possibilite a redu¢do na
incidéncia de doengas causadas por este microrganismo e diminuir a dependéncia de
tratamentos com antibioticos (KYD e CRIPPS, 1999; MOXON, 2009).

O foco principal para o desenvolvimento de uma vacina com cobertura mais ampla esta
voltado aos componentes da bactéria que sdo bactericidas, opsonofagociticos e que conferem
protecdo e imunidade contra diferentes linhagens, como as proteinas de membrana externa
OMP P1, P2, P4 e P6 ¢ antigenos de fimbria e as proteinas de adesaio HMW1, HMW2, Hia e
Hfs como potenciais antigenos vacinais (WARD et al., 1994; WINTER ¢ BARENKAMP,
2003; HALLSTROM, et al. 2006; GALDIERO et al;, 2006; FELTS et al.; 2007; MES, 2007;
NOMURA et al., 2008).
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Capitulo 3

Cultivos de Haemophilus influenzae b
3.1 PROCESSOS FERMENTATIVOS

A partir da década de 1950 ocorreu grande desenvolvimento na area de reatores o que
culminou no sucesso de muitos processos fermentativos. Atualmente, dentro dos processos
fermentativos existem diferentes tipos de cultivos e seu uso ird depender das caracteristicas do
microrganismo, meio de cultivo e dos objetivos do processo. De forma geral, um biorreator
pode ser operado como cultivo descontinuo, descontinuo alimentado e continuo

(SCHMIDELL et al., 2001).

3.1.1 Cultivo Descontinuo

Em cultivo descontinuo ou batelada (figura 3.1), o meio de cultura ¢ inoculado com o
microrganismo ¢ incubado em condi¢des pré-estabelecidas de pH, oxigénio dissolvido,
agitacdo e temperatura. No decorrer do processo nada ¢ adicionado ao biorreator, com
excegdo de ar (ou outros gases como nitrogénio e oxigénio), anti-espumante e acido ou base
para controle do pH (LEVENSPIEL, 1974; BU’LOCK e KRISTIANSEN, 1987; WARD,
1989; FLICKINGER ¢ DREW, 1999; SCHMIDELL et al., 2001; SHULER e KARGTI, 2001).

O cultivo descontinuo pode resultar em baixos rendimentos ou produtividades quando
o substrato adicionado exerce efeito inibitdrio ou quando o metabolismo celular resulta na
formacdo de produtos indesejaveis como, por exemplo, a formagao de 4cidos. Este processo
também apresenta como desvantagem tempos mortos, onde nao se tem atividade produtiva
nos periodos de carga, descarga, lavagem e esterilizagdo do fermentador (SCHMIDELL et al.,

2001).

76



Capitulo 3. Cultivos de Haemophilus influenzae b

& =

Bioflo 2000

Bomba Controle de pH

Base

Figura 3.1. Processo descontinuo.

3.1.2 Cultivo Descontinuo Alimentado

Em um cultivo descontinuo alimentado, também denominado batelada alimentada
(figura 3.2), com o decorrer do processo, além da adicdo de ar ou outros gases, anti-
espumante ¢ acido ou base para controle do pH, ¢ realizada alimentacdo com um ou mais
nutrientes. A adi¢do de meio de alimentagdo pode ser de forma continua ou intermitente, € a
vazdo de alimentacdo pode ser constante ou variar com o tempo de cultivo (WARD, 1989;
FLICKINGER e DREW, 1999; SCHMIDELL et al., 2001; SHULER e KARGI, 2001).

O modo de operagdo descontinuo alimentado tem sido utilizado visando prevenir
inibicdo por substrato, reduzir a formagdo de metabolitos toxicos e estender a fase de

formagao de produto (STRANDBERG e ENFORS, 1991; SCHMIDELL et al., 2001).
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Figura 3.2. Processo descontinuo alimentado.

3.1.3 Cultivo Continuo

O cultivo continuo caracteriza-se por possuir a mesma vazao de alimentagcdo e de
retirada do caldo fermentado, mantendo o volume dentro do biorreator constante (SHULER e
KARGI, 2001).

O cultivo continuo tem como vantagens aumentar a produtividade devido reducdo dos
tempos mortos, fornecer caldo fermentado uniforme, o que facilita as etapas posteriores de
downstream, manter as células em um mesmo estado fisiologico, possibilitar a associagao de
outras operagdes continuas na linha de produ¢do e menor necessidade de mao de obra. No
entanto, ha a necessidade de maior investimento na automacdo e controle da planta,
possibilidade de ocorréncia de mutacdes genéticas espontaneas resultando em mutantes
menos produtivos, e maior ocorréncia de contaminagdes (WARD, 1989; SCHMIDELL et al.,
2001).

Uma variagdo do cultivo continuo € o continuo com reciclo (figura 3.3), onde, o caldo
fermentado ¢ removido e processado em uma unidade de microfiltracdo, gerando duas
correntes: a) corrente efluente, isenta de células, podendo conter o produto desejado e
subprodutos toxicos, enviada posteriormente para recuperagdo do produto; b) corrente de
retentato, consistindo na suspensdo celular concentrada, a qual ¢ retornada ao biorreator com
o objetivo de manter alta densidade celular no mesmo. A corrente de alimentacao adicionada
continuamente ao reator, a mesma vazao da corrente de retirada de meio cultivado, fornece os
nutrientes necessarios ao crescimento e, a0 mesmo tempo, dilui os subprodutos metabolicos,

minimizando os efeitos de inibicdo. A operagdo com reciclo de células assim como a
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alimenta¢do do reator pode ser realizada de maneira intermitente ou ainda, com vazdes
diferentes para as correntes de alimentacdo e de retirada de meio cultivado. Neste caso, o
volume nao permanece constante ¢ o modo de operagdo se torna uma variagao do cultivo

descontinuo alimentado descrito em 3.1.3 (SHULER e KARGI, 2001).
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Figura 3.3. Processo continuo com reciclo de células.

3.1.4 Cultivos de Haemophilus influenzae

Os primeiros relatos de cultivos de Haemophilus influenzae tipo b (Hib) datam de
1984 quando da publicacdo de patente e dos estudos de Carty et al.. Neste ultimo, foram
testados quatro diferentes meios de cultura e dois tipos de cultivo em biorreatores. Dentre os
diferentes meios de cultura, o meio designado como MP (composto de peptona de soja e
extrato de levedura) resultou em melhor desenvolvimento celular e producdo de
polissacarideo. Quanto aos tipos de cultivo, foi realizado cultivo descontinuo com aeracao
superficial, agitacdo constante em 750 rpm e cultivo descontinuo com aeragdo submersa,
agitacdo constante em 200 rpm, ambos sem controle de pH, temperatura 36°C e vazao
especifica de ar em 0,25 VVM. O cultivo com aera¢do superficial apresentou menor
crescimento celular, mas maior producdo de polissacarideo (258 mg PRP/L) quando
comparado com cultivo com aeracao submersa (91 mg PRP/L) (CARTY et al., 1985;
HILLEMAN et al., 1984).
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Anos mais tarde, Merrit ef al. (2000) realizaram cultivo descontinuo alimentado de H.
influenzae, conduzido com agitacdo variando entre 400 e 900 rpm, pH controlado em 7,3,
temperatura mantida em 36,5°C e vazao especifica de ar entre 0,6 ¢ 0,8 VVM. A vazdo de
alimentacao foi realizada de forma manter a velocidade especifica de crescimento em torno de
0,50 h™". O meio de alimentagio era composto por extrato de levedura 10 % (p/v) e glicose 20
% (p/v). Nessas condigdes, o crescimento celular e a producao de polissacarideo capsular em
reator de 1,5L foram 5,3 g MS/L e 1190 mg PRP/L, respectivamente. Ao escalonar o processo
a partir de um biorreator de 1,5 L para um biorreator de 500 L, os autores obtiveram 6 g MS/L
e 1300 mg PRP/L (MERRIT et al., 2000).

Takagi et al. inicialmente estudaram a producdo de polissacarideo capsular em trés
condig¢des de cultivo: descontinuo, descontinuo alimentado com adi¢do intermitente de glicose
e descontinuo repetido. Neste ultimo, uma parte do caldo fermentado permanece na dorna ao
final da batelada, e este serve como indculo para um novo cultivo. Nas trés condigdes,
atingiram aproximadamente 132 mg PRP/L (TAKAGI et al., 2003). Com o propdsito de
estabelecer a condigdo de cultivo que resultasse em maior producdo de polissacarideo
capsular, os autores realizaram cultivos descontinuos com adicao intermitente de glicose em
diferentes condicdes: aeragdo superficial e sem controle de pH; aeracdo submersa e
concentragdo de oxigénio dissolvido (COD) em 10 % da saturacdo, sem e com controle de pH
em 7,5; e aeragdo submersa e COD em 30 % da saturag¢do, sem e com controle de pH em 7.5.
Os cultivos foram realizados com meio de cultura MP original (CARTY et al., 1985) e meio
MP modificado quanto a concentracao de hemina e NAD em 30 e 15 mg/L, respectivamente.
A melhor producdo de polissacarideo capsular foi obtida com meio MP modificado, em
aeragdo submersa com COD tanto em 10 %, quanto em 30 % da saturagdo. Entretanto, o
controle de pH em 7,5 foi imprescindivel para atingir 980 mg PRP/L (TAKAGTI et al., 2006).
Definido o meio de cultura (MP modificado) e as condi¢des de cultivo, os autores realizaram
cultivo descontinuo com alimentagdo gradual, onde atingiram em torno de 2000 mg PRP/L
(TAKAG]I, 2003).

Na tabela 3.1 estdo listadas as principais condi¢des descritas na literatura para cultivo
de H. influenzae tipo b em biorreator.

Neste capitulo foram abordadas diferentes estratégias de cultivo descontinuo alimentado
com objetivo de estabelecer a melhor condi¢do de cultivo que resulte em maior crescimento

celular e producao de polissacarideo capsular.
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Tabela 3.1. Condigdes de cultivo de Haemophilus influenzae tipo b realizados em biorreator descritos na literatura.

Agitacdo Vazio de ar COD Temp Producio Produtividade

Cultivo Alimentagdo Meio de Alimentacdo  Aeracio rpm VVM pH (%) °C mg PRP/L mg PRP/(L.h) Referéncia
descontinuo - - submersa 200 0,25 - 36 91 CARTY et al., 1985
descontinuo - - superficial 750 0,25 - 36 258 CARTY et al., 1985
descontinuo alimentado EL 10% (p/v); G20% (p/v) submersa 400-900 0,6-0,8 73 50 36,5 1190 ~85 MERRIT et al., 2000
descontinuo alimentado  intermitente G 50% (p/v) submersa 100-700 0,25 75 10 37 1058 48,1 TAKAGI et al., 2006
descontinuo alimentado  intermitente G 50% (p/v) submersa 100-700 025 75 30 37 904 393 TAKAGI et al. , 2006
descontinuo alimentado gradual G 20% (p/v) submersa 100-700 0,25 75 10 37 2340 874 TAKAGI, 2003
descontinuo alimentado gradual  EL 10% (p/v); G 20% (p/v) submersa 100-700 0,25 75 10 37 2433 90,8 TAKAGI, 2003

COD - Concentragao de Oxigénio Dissolvido; EL — Extrato de Levedura; G — Glicose.

81



3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Microrganismo

Haemophilus influenzae tipo b linhagem GB3291 foi cedido pelo Departamento de
Bacteriologia do Instituto Adolf Lutz (Sao Paulo) na forma liofilizada e o lote de trabalho foi
preparado no laboratorio de Bioprocessos do Centro de Biotecnologia do Instituto Butantan -

SP e mantido em freezer -70°C.

3.2.2 Preparo do lote trabalho

A partir do lote armazenado em freezer -70°C, um criotubo foi descongelado a
temperatura ambiente, a suspensdo bacteriana foi homogeneizada levemente com uma
micropipeta e 200 uL foram transferidos para cada um dos quatro tubos inclinados contendo
agar chocolate (item 3.2.3.1). Em seguida, foi adicionado 200 pL de solucdo salina (NaCl 150
mM ) estéril em cada tubo para cobrir toda a superficie do agar. Os tubos foram incubados em
uma atmosfera de aproximadamente 5-6 % de CO,, e deixados em estufa (Estufa BOD — TE
391 Tecnal) a 37°C por 6 horas. Apos incubacdo, as células de Haemophilus influenzae b
presentes na superficie do dgar chocolate foram ressuspendidas com 1 mL de salina estéril
com o auxilio de uma pipeta de vidro de 2 mL, e em seguida, a suspensao foi distribuida em
outros dois novos tubos de dgar chocolate. Movimentos no tubo foram feitos de forma que a
salina cobrisse toda superficie do agar. Estes foram incubados em atmosfera de CO, a 37°C
por aproximadamente 16 horas. Apds o periodo de incubagdo foi realizado o teste de pureza
da cultura através de coloragdo de Gram (item 3.2.8.1). Verificada a pureza das culturas, as
células de cada tudo foram ressuspendidas da superficie do 4gar com auxilio de uma pipeta de
vidro de 2 mL com 1 mL de meio Greaves (item 3.2.3.2) e transferidas para um mesmo
frasco. O pool assim formado foi homogeneizado e 500 puL. da suspensdo bacteriana foram
aliquotados em cada criotubo devidamente identificado. Os criotubos foram colocados em
freezer -20°C onde permaneceram por cerca de 3 horas. Em seguida, estes foram transferidos
para freezer -70°C por 72 horas, para entdo serem estocados em nitrogénio liquido até o
momento do uso. Uma amostra do pool foi utilizada para realizar o teste de viabilidade celular

(item 3.2.8.3).
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3.2.3 Meios de Cultura

3.2.3.1 Agar chocolate

O 4gar chocolate foi preparado utilizando como base Brain Heart Infusion (BHI) 37 %
(p/v). Foi adicionado 2 % (p/v) de Bacto Agar e esterilizado a 121°C por 25 minutos. Apds o
resfriamento, quando a temperatura estava em torno de 80°C, foi adicionado sangue de cavalo
a 10 % (v/v) e homogeneizado. Em seguida, foram distribuidos 20 mL em placas de petri e 15
mL em tubos com rosca. Os tubos foram mantidos inclinados em estante apropriada até o agar
solidificar.

Teste de esterilidade do meio foi realizado a 37°C por aproximadamente 72 horas, em

seguida, armazenados a 4°C até¢ o momento do uso.

3.2.3.2 Meio Greaves

O meio Greaves foi utilizado para preservar as células durante o armazenamento do
lote de trabalho em nitrogénio liquido. Este foi preparado adicionando 4cido glutdmico sal
monossodico 5 % (p/v), glicerol 10 % (p/v) e soro de albumina bovina 5 % (p/v). Todos os
componentes foram solubilizados com agua destilada. Em seguida, o meio foi esterilizado
através de filtragdo em membrana 0,22 pm e armazenado em temperatura ambiente protegido

da luz até a hora do uso (GREAVES, 1960).

3.2.3.3 Meio de cultivo

A composicao dos meios descontinuo e de alimentacdo estd descrita nas tabelas 3.1A e
3.1B, respectivamente.

Os cultivos descontinuos alimentados com adi¢ao intermitente de glicose tiveram a
alimentagdo feita por pulsos de glicose 50% (p/v) de forma a restaurar a concentragdo de

glicose do inicio do cultivo.
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Tabela 3.1A. Composi¢dao do meio de cultura descontinuo.

Componentes Marca Concentracio
Peptona de Soja BD 10 g/L
Extrato de Levedura Merck 5g/L
Glicose Merck 5,0 g/L
Cloreto de Sodio Fisher 5g/L
K,HPO, Merck 2,5 g/L
Na,HPO, Synth 13,1 g/L
NaH,PO,H,0 Nuclear 3,3¢g/L
NAD Sigma 15 mg/L
Hemina Sigma 30 mg/L

(TAKAGI et al., 2006)

Tabela 3.1B. Composi¢cao do meio de alimentacdo .

Componentes Marca Concentracio
Peptona de Soja BD 10 g/L
Extrato de Levedura Merck 200 g/L
Glicose Merck 200 g/L
Cloreto de Sddio Fisher 5g/L
K,HPO, Merck 2,5 g/L
Na,HPO, Synth 13,1 g/L
NaH,PO,H,0 Nuclear 3,3 g/L
NAD Sigma 15 mg/L
Hemina Sigma 30 mg/L

3.2.3.4 Preparo dos Meios de Cultura

3.2.34.1 Ultrafiltragao de Extrato de Levedura e Peptona de Soja

O extrato de Levedura (EL) e a Peptona de Soja (Soyfone) foram submetidos a
ultrafiltracdo tangencial (LabScale e/ou PrepScale - Millipore™) em membrana com corte
molecular de 10 kDa. Este procedimento foi adotado para remover possiveis polissacarideos
de massa molecular superior a 10 kDa que poderiam estar presente no extrato de levedura, e
por ventura, interferir nos passos de purificagdo e na determinagdo do polissacarideo de

interesse.

3.2.34.1.a  Preparo do Extrato de Levedura e Peptona de Soja ultrafiltrado para o meio de
cultura utilizado na etapa de cultivo descontinuo
Uma quantidade de EL e Soytone referente a 5 g/L e 10 g/L, respectivamente foram

solubilizados com 200 mL e 400 mL de dgua destilada aquecida previamente. Em seguida, os
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dois componentes foram transferidos para o mesmo reservatorio. A solu¢do de EL e Soytone
(600 mL) foi concentrada até o ultrafiltrado (UF) atingir 500 mL. Em seguida, adicionou-se
200 mL de agua destilada no reservatorio que continha o concentrado de 100 mL restante, e
este foi concentrado novamente at¢ 100 mL. Este procedimento foi repetido até¢ o UF atingir
um volume final de 900 mL. O UF final foi identificado como UF EL-Soytone 10 kDa

descontinuo.

3.2.3.4.1.b Preparo do Extrato de Levedura e Peptona de Soja ultrafiltrado utilizado para o
meio de alimentacao

Quantidades de EL e Soyfone correspondente a 200 g/L e 10 g/L, foram solubilizados
respectivamente com 500 mL e 100 mL de dgua destilada aquecida previamente. Em seguida,
os dois componentes foram transferidos para o mesmo reservatorio. A solugdo de EL e
Soytone (600 mL) foram concentradas até o ultrafiltrado (UF) atingir 400 mL e identificado
como 1° UF EL-Soytone 10 kDa alimentacdo. Em seguida, foi adicionado 200 mL de agua
destilada no reservatério que continha o concentrado de 200 mL restante, o qual foi
concentrado novamente até 200 mL. Este procedimento foi repetido at¢ o UF atingir um

volume final de 400 mL. O UF foi identificado como 2° UF EL-Soyfone 10 kDa alimentagao.

3.2.3.5 Preparo da solu¢do de Hemina

A quantidade de Hemina necessaria para compor o meio foi transferida para um
béquer e solubilizada com 5 mL de NaOH 0,1 M com auxilio de micropipeta (1000 pl). Em
seguida, adicionou-se 95 mL da solucao de NaOH 0,1 M ao béquer e a solu¢ao foi mantida

sob agitagdo até o momento da composicao final do meio de cultura.

3.2.3.6 Preparo do meio de cultura para os cultivos descontinuos

Os sais e a glicose foram solubilizados individualmente com agua destilada previamente
aquecida. Em seguida, os componentes solubilizados foram transferidos para um recipiente
graduado, assim como a solugdo UF EL-Soyfone 10 kDa descontinuo (item 3.2.3.4.1.a).

O NAD foi solubilizado com agua destilada com auxilio de micropipeta (1000 uL),
homogeneizado e transferido para o recipiente que continha os demais componentes.

Finalmente, adicionou-se a solucdo de Hemina previamente deixada sob agitacdo. O pH

do meio foi checado e ajustado a 7,5 com NaOH 5 M e o volume final do meio foi ajustado
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com agua destilada. O meio foi filtrado em membrana Opticap (Millipore™) de 0,22 um para

uma garrafa Schot ou diretamente para o biorreator, previamente esterilizado.

3.2.3.7 Preparo do meio de alimentagdo

Os sais foram solubilizados individualmente nos 400 mL da solugao 1° UF EL-Soytone 10
kDa alimentagdo (item 3.2.3.4.1.b). Em paralelo, 200 g de glicose foram solubilizados com os
outros 400 mL da solugdo 2° UF EL Soytone 10 kDa alimentacdo (item 3.2.3.4.1.b)
previamente aquecida. Em seguida transferida para um mesmo recipiente.

O NAD e a Hemina (item 3.2.3.5) foram solubilizados e transferidos para o recipiente
com os demais componentes do meio ja solubilizados. O pH do meio foi ajustado para 7,5 e o
volume final ajustado. O meio foi filtrado e transferido para uma garrafa Schot apropriada

para alimentagao.

3.2.4 Inoculo

O pré indculo foi preparado transferindo 100 pL da suspensdo bacteriana armazenada
em freezer -70°C e/ou nitrogénio liquido, contendo aproximadamente 1,0 x 10'° UFC/mL
para frasco erlenmeyer de 500 mL contendo 50 mL de meio de cultura estéril. Este foi
incubado em atmosfera de 5-6 % de CO; a 37°C por 6 horas (Estufa BOD — TE 391 Tecnal).
Um volume da suspensao bacteriana que resultasse em DOs4onm final de 0,03 foi transferido
para frasco erlenmeyer de 1L contendo 200 mL de meio e incubado a 37°C, sob agita¢do de
200 rpm (Shaker séries 25 - New Brunswick Scientific ) por aproximadamente 14 horas. A

quantidade de in6culo que resultasse em DOssonm de 0,1 foi transferida para o reator.

3.2.5 Biorreator

Os biorreatores utilizados nos ensaios foram Bioflo 2000 e Bioflo 3000 (New
Brunswick Scientific) (figura 3.4) com dorna de vidro com capacidade nominal de 7 a 13
litros, conectados a uma unidade central com controle de pH, oxigénio dissolvido e

temperatura.
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Figura 3.4. Biorreatores Bioflo 2000 e Bioflo 3000 (New Brunswick Scientific).

A dorna possui uma tampa de ago inoxidavel (figura 3.5) com orificios onde sdo
acoplados eletrodo de pH, sonda de oxigénio dissolvido, sensor de temperatura, condensador,
entradas de ar superficial e submerso, mandmetro para controle da pressao interna, tubo para
entrada de meio, tubo para entrada de inoculo, sistema de coleta de amostra, adicdo de anti-
espumante e triplet com entrada para hidréxido de sédio (NaOH) e as duas outras entradas
para, por exemplo, meio de alimentagdo. A agitacdo foi realizada com auxilio de impelidores
tipo Rushton com seis pas planas. O controle de temperatura foi realizado por meio de uma
serpentina com circulagdo de agua para a refrigeracdo ¢ de uma manta térmica para o

aquecimento.
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Figura 3.5. Tampa de ago inoxidavel do biorreator com as principais tubulagdes.

3.2.6 Condicoes de cultivo

Em todos os experimentos realizados a temperatura foi mantida em 37°C, o pH
controlado em 7,5 através da adicdo de NaOH 5 M, a concentragdo de oxigénio dissolvido
(%COD) mantida em 30 % de saturacdo de ar e a vazao especifica de ar variando de 0,2 a 1,0
VVM, dependendo do ensaio. Os parametros pH, temperatura, concentragao de oxigénio
dissolvido, vazao de ar e velocidade de agitacdo foram medidos em tempo real e a aquisi¢ao
foi realizada pelos programas LabView (Bioflo 2000) ou Biocomand (Bioflo 3000). As
fracdes molares de CO, e O, no gas de exaustdo foram mensuradas também em tempo real
pelo analisador de gases (Sick Maihak S710). A manuten¢do da concentragdo de oxigénio
dissolvido no set point desejado foi realizada pela variacdo automadtica da velocidade de

agitacao.
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Amostras foram coletadas em intervalos regulares para o acompanhamento do
crescimento celular através da leitura da densidade oOptica, determinagdo da massa seca,

acidos organicos, glicose, polissacarideo capsular e eventualmente ensaios complementares.

3.2.7 Descricoes dos Cultivos

As diferentes estratégias de cultivo utilizadas, resumidas na tabela 3.2, sdo
continuidade ao estudo desenvolvido durante a tese de doutorado de Takagi (2003), tendo
como propdsito minimizar a formagdo de 4acido acético e melhorar a producdo de

polissacarideo capsular de H. influenzae.

Tabela 3.2. Ensaios realizados

Ensaio Peptona de soja VVM Descrigao:

1 Sigma 0,2 adicdo intermitente de glicose

2 BD 0,2 adicao intermitente de glicose

3 Sigma 0,5 adicdo intermitente de glicose

4 BD 0,5 adicao intermitente de glicose

5 BD 0,3-1,0 vazéo constante 77 mL/h

6 BD 1,0 vazao constante 131 mL/h

7 BD 1,0 vazao exponencial; uy=0,07 h'

8 BD 1,0 vazao exp.; u=0,2 h' seguido de reciclo de células
e perfusao

3.2.7.1 Cultivo descontinuo alimentado com adi¢do intermitente de glicose

Os cultivos descontinuos alimentados com adi¢do intermitente de glicose (CDAIG)
(figura 3.6) foram realizados em reatores com 4,5 e 8,5 litros de meio de cultura. A adigao de
glicose 50% (p/v) para restaurar a mesma concentra¢cdo de substrato do inicio do cultivo foi
realizada no momento em que a glicose presente no meio foi totalmente consumida, sendo

indicada pelo aumento da concentracio de oxigénio dissolvido (COD).
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Figura 3.6. Cultivo descontinuo alimentado com adi¢ao intermitente de glicose.

3.2.7.2 Cultivo descontinuo alimentado com vazdo constante

Os cultivos descontinuos alimentados com vazao de alimentagdo constante (figura 3.7)
foram realizados em reatores com 3,5 ¢ 6,5 litros de meio de cultura. O inicio da alimentagao
ocorreu no momento em que a glicose presente no meio descontinuo foi totalmente
consumida. A alimentagdo foi realizada com o auxilio de uma bomba peristaltica (Watson
Marlow 323), utilizando mangueira 14 (PharMed 06508-14 Masterflex) e vazao constante. A
bomba utilizada foi previamente calibrada na faixa de vazao de trabalho com o mesmo tipo de

mangueira utilizada na alimentacao.

3.2.7.3 Cultivo descontinuo alimentado com vazao exponencial

O cultivo descontinuo alimentado com vazao exponencial (figura 3.7) foi realizado em
reator com 6,5 litros de meio de cultura. O inicio da alimenta¢dao ocorreu no momento em que
a glicose do meio descontinuo foi totalmente consumida. A alimentacao foi realizada com
auxilio de uma bomba peristaltica (Watson Marlow 323), utilizando mangueira 14 (PharMed
06508-14 Masterflex) e vazdo exponencial de forma manter a velocidade especifica de
crescimento () constante em 0,07 h”'. A vazdo de alimentacdo exponencial foi calculada de

acordo com a equagao 3.1.
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I,
Me = (— + m
s Yo

) €. (t0). (2p). exp e

(3.1)

(LEE, 1996)

M;s = velocidade de fluxo de massa da fonte de carbono (g/h™);
1 = velocidade especifica de crescimento (h™);
m = coeficiente especifico de manutengdo (h™),

V = volume da cultura (L);

Cx = concentragao de biomassa (g MS/L);
Yxss = coeficiente de rendimento de substrato em biomassa (g MS /g S);

to = tempo do inicio da alimentacdo (h);

F = vazdo volumétrica de alimentagdo (L/h);
C,. = concentracdo de substrato no meio de alimentagao (g/L).

O valor da velocidade especifica de crescimento (u)[! utilizado neste ensaio foi

definido com base no perfil de velocidade especifica de crescimento do ensaio 6 (tabela 3.2),

gerado com o auxilio do software AnaBio 1.0 (SILVA et al., 2004). Para analise no programa

AnaBio, inicialmente foram utilizados parametros cinéticos reais do ensaio 6, no entanto,

alguns parametros foram sendo modificados de forma que o modelo ajustasse aos dados

experimentais (tabela 3.3).

Tabela 3.3. Parametros e condigdes de cultivo usado na simulagao.

Parametros Valor Unidade
Condig¢des iniciais:
Cx 0,1 (g MS/L)
Cs 5 (g G/L)
Ce 0 (g HA/L)
\ 6,75 (L)
Dados da alimentagdo:
Csp 200 (g G/L)
F 131 (mL.h)
Outros parametros:
A 1,8 (g HA/ g MS)
M 0,6 ()
Csi 0 (gL
Cp* 29 (g HA/L™)
Ks 0,6 (gL
N 1,2
Yxis 0,35 (gMS/gS)
Yoss 0,63 (gHA/gS)
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Um modelo matematico simples consistindo em 3 equagdes diferenciais ordinarias
descrevendo o balango material para a formacdo de biomassa (Eq. 3.2), o consumo de
substrato (Eq. 3.3) e a formacdo de acido acético (Eq. 3.4). Em termos de expressoes
cinéticas, considerou-se a formagao de produto (acido acético) associada ao crescimento (Eq.
3.4) e adotou-se o0 modelo de Levenspiel, com inibi¢do pelo produto, para descrever a cinética
de crescimento celular. Os simbolos usados nas equagdes (3.2) a (3.5) sdo descritos abaixo.

Cx = concentragdo de biomassa (g MS/L);

Cs = concentragao de substrato (g G/L);

Cp = concentragdo de produto (g/L);

V = volume no biorreator no inicio da alimentagao (L).

Csr = concentrag@o de substrato no meio de alimentagéo (g G/L);
F = vazio de alimentagdo (L/h).

dCx_( F)C 12
di'_H_F.x ()

dﬂg—(i).(cg—cs)-( 1 }._u.C'}:

d \r ¥Vrize Ve (3.3)
L o (aw).Cx-c 34
T lau).Cx-2Cr 3.4)
_ Cs 1 cr\"
H= g KeaCs _C_E (3.5)

Outros parametros e simbolos utilizados nas equagdes 3.2 a 3.5:

a = coeficiente pseudo-estequiométrico para formacao de 4cido acético associado ao crescimento (g HA/ g MS);
u = velocidade especifica de crescimento (h™);

s = velocidade especifica maxima de crescimento (h™);

Cs) = concentragdo de substrato a partir da qual se inicia morte celular (g/L'l);

Cp* = valor critico da concentragio de produto para inibi¢do de produto (g HA/L™);

K = constante de saturagdo (g/L™");

n = pardmetro para o modelo de Levenspiel;

Y5 = coeficiente de rendimento de substrato em biomassa (g MS/ g S);

Y5 = coeficiente de rendimento de substrato em produto (g HA / g S).
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Figura 3.7. Cultivo descontinuo alimentado com vazdo de alimentagdo constante ou
exponencial.

3.2.7.4 Cultivo descontinuo alimentado com vazao exponencial seguido de reciclo de células

e perfusao

O cultivo descontinuo alimentado com vazao exponencial seguido de reciclo de
células e perfusao foi realizado em reator com 6,5 litros de meio de cultura.

Neste cultivo foi acoplado ao reator um sistema para o reciclo de células (figura 3.8)
constituido por uma membrana de microfiltragdo tangencial - fibra oca, com corte de 0,1 um
(hollow fiber cartridge, Model # CFP-2-E-5A, com 1200 cm” - GE HeathCare), uma bomba
peristaltica (easy load - Masterflex) para reciclo de células e outras duas bombas peristélticas
(Watson Marlow 323) para alimentagdo (adi¢do de meio fresco) e remogdo de metabolitos

(acoplada a membrana de fibra oca).
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Figura 3.8. Cultivo descontinuo alimentado com vazdo de alimentagdo exponencial seguido

de reciclo de células e perfusao
O inicio da alimentagdo ocorreu no momento em que a glicose do meio descontinuo
foi totalmente consumida. A alimentacao foi realizada com auxilio de uma bomba peristaltica
(Watson Marlow 323), utilizando mangueira 14 (PharMed 06508-14 Masterflex) e vazao

exponencial de forma manter a velocidade especifica de crescimento (1) constante em 0,2 h™'.
Quando a concentragdo de acido acético no reator atingiu aproximadamente 15 g /L,

removeu-se do reator um volume microfiltrado de 1,5L. Este procedimento levou em torno de
trinta minutos, em seguida, iniciou-se a perfusdo. Na etapa de perfusdo as bombas

peristalticas de alimentacao e remog¢ao foram ajustadas com a mesma vazao (exponencial).
Ao observar queda de CO, (12 hora de cultivo), a vazdo exponencial das bombas de

alimenta¢do e remocao foi alterada para vazio constante (390 mL/h) até o final do cultivo e

adicionou-se 1,3L de meio fresco de uma vez.
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3.2.8 Metodologia Analitica

3.2.8.1 Coloragao de Gram

A metodologia de coloragdo de Gram ¢ uma técnica de coloragdo diferencial que
permite distinguir os dois principais grupos de bactérias (Gram positiva e Gram negativa) por
microscopia Optica. A coloracao de Gram foi realizada com o proposito de observar a pureza
da cultura, e sua morfologia em diferentes condigdes de cultivo e também durante o cultivo
quando houve a necessidade.

Com o auxilio de alca de aluminio, uma algcada da cultura foi distribuida em
movimentos elipticos de modo a formar um filme homogéneo na lamina de vidro (esfregaco).
Em seguida, deixou-se secar o esfregago a temperatura ambiente e entdo a lamina foi fixada
passando 3 vezes sobre a chama do Bico de Bunsen.

O passo seguinte foi cobrir o esfregaco com solucio de Cristal Violeta por 1 minuto.
Apos este periodo, o corante foi desprezado, e a lamina foi lavada e coberta com solugdo de
Lugol (iodo + iodeto de potassio) por 1 minuto. A solucao de Lugol foi desprezada e a lamina
lavada com etanol 95% para remover o excesso do corante. Finalmente, o esfregaco foi
coberto com a solu¢do de Fucsina por 30 segundos. O excesso do corante foi removido com
agua destilada. Secou-se a lamina e esta foi levada ao microscopio Optico com objetiva de

imersdo (PELCZAR, 1980).

3.2.8.2 Crescimento celular

O crescimento celular foi acompanhado de duas maneiras descritas a seguir:

3.2.8.2.1 Densidade optica

Para acompanhar o crescimento celular, amostras foram coletadas durante o cultivo
em tempo regular para medida de Densidade Optica em 540 nm (DOssonm) utilizando
Espectrofotometro (Hitachi U-1800). As amostras foram diluidas com solugdo de NaCl 150

mM quando necessario.

3.2.8.2.2 Determinacao da concentragao celular
A concentragdo celular foi determinada pelo método da massa seca. Amostras de 10

mL coletadas durante o cultivo foram distribuidas em dois tubos de centrifugas de 15 mL
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previamente pesados. As amostras foram centrifugadas (Centrifuge 5810 R Eppendorf) a
12800 g por 10 minutos, o sobrenadante foi separado e congelado para posterior andlise de
acido, glicose e polissacarideo. O precipitado celular foi ressuspendido com 10 mL de solugao
de NaCl 150 mM e foram novamente centrifugados a 12800 g por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado celular deixado em estufa (Fanem - Orion 515) a
60C° por aproximadamente 48 horas. Apos este periodo, os tubos foram colocados em um
dessecador para resfriar sem adsorver umidade e posteriormente foram pesados. A
concentracdo celular em g de massa seca/L foi determinada pela diferenca de pesos dos tubos

com e sem as células e dividido pelo volume de cultivo utilizado (10 ml) (Eq. 3.6).

Mte — Mty
N v

M3
(3.6)

MS = massa celular seca (g/L)

Mtc = massa do tubo contendo pellet (g)
Mtv = massa do tubo vazio (g)

V = volume da amostra (L)

3.2.8.3 Viabilidade celular

O teste de viabilidade celular foi realizado com as amostras da suspensdo bacteriana
contida nos criotubos de lote de trabalho e/ou amostras coletadas durante o cultivo. A
suspensdo bacteriana foi inicialmente diluida de maneira seriada na ordem de 10" a 10" com
solucdo salina (150 mM NaCl). Em seguida, 20 uL de cada diluicdo foi aliquotada em placa
de agar chocolate (item 3.2.3.1) e incubada em atmosfera de 5-6 % de CO, a 37°C por
aproximadamente 36 horas. Apds incubagdo fez se a contagem das coldnias para determinar a

viabilidade da célula que foi expressa em unidade formadora de colonia por mL (UFC/mL).

3.2.8.4 Determinag¢do da concentracdo de polissacarideo capsular

A concentragdo de polissacarideo capsular foi determinada pelo método modificado de
Bial (ASHWELL, 1957) que tem sido amplamente empregado para quantificar o
polissacarideo capsular tipo b de Haemophilus influenzae (MAWAS et al., 2007). Amostras
coletadas durante o cultivo foram centrifugadas a 12800 g por 10 minutos. O sobrenadante foi
dialisado contra agua a 4°C por 24 horas com trocas de agua de 2 em 2 horas. As amostras
dialisadas foram novamente centrifugadas a 12800 g por 5 minutos. O sobrenadante foi

distribuido em tubos de ensaios, sendo diluidas com agua destilada quando necessério de
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forma a resultar em volume final de 750 pL. Em seguida, 1,5 mL do reagente cloreto férrico
foram adicionados aos tubos de ensaio, seguido de 100 uL de solugdo de orcinol 0,6 %. As
amostras foram homogeneizadas e incubadas em banho maria a 100°C por 25 minutos,
resfriados e as respectivas leituras de absorbancia foram realizadas nos comprimentos de onda
de 668 nm e 540 nm.

Segundo o protocolo do método modificado de Bial, ocorre a hidrélise acida do
polissacarideo presente nas amostras tornando-os mondmeros de carboidratos ribose e ribitol.
A ribose oriunda do polissacarideo ¢ convertida em furfural em meio acido. Na presenca do
orcinol ocorre uma reagdo de condensacdo com o composto furfural, formando um complexo
de cor esverdeada que tem absor¢do em 668 nm. A equacdo 3.7 foi utilizada para determinar a
concentracdo de ribose na presenca de outros carboidratos, principalmente hexoses, que
apresentam reagdo na presenca de cloreto férrico e na presenca de orcinol em meio acido, o
que acaba mascarando a concentragdo real da pentose (ribose), e portanto, precisa ser
corrigido (DRURY 1948). Para obter a concentragdo de polissacarideo na amostra, a

concentracao de ribose foi multiplicada pelo fator 2,5.

0.0 (p Abs 668 nm — Q Abs 540 nm) (3.7)
(0.p-0.Q)

[ribose] =

a= coeficiente angular de pentose medido a 668 nm
= coeficiente angular de glicose medido a 668 nm
0= coeficiente angular de pentose medido a 540 nm
Q= coeficiente angular de glicose medido a 540 nm

3.2.8.5 Determinagao da concentragao de glicose e acido acético

As concentragdes de glicose e de acido acético no meio cultivado foram determinadas
por High Performance Liquid Chromatography (HPLC) — (Shimadzu). O sobrenadante das
amostras obtidas durante o cultivo foi diluido cinco vezes com acido sulfurico (50 mM) e
filtrado em membrana de 0,22 um antes de injetar na coluna HPX-87H (Bio Rad). Foi
utilizado como fase modvel acido sulfirico 5 mM com fluxo de 0,6 mL/min a 60°C. As
concentragdes de glicose assim como de acido acético foram calculadas através do software

Class VP — Version 6.2 utilizando padrao de carboidratos e de acidos organicos.
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3.2.8.6 Estimativa da taxa de aplicagdo, produtividade méxima, velocidade de producao de
CO2 e velocidade especifica de crescimento

A taxa de aplicagdo (TA) foi determinada pela equagdo 3.8.

ra= DCer (3.8)
%

A produtividade foi determinada pela equagdo 3.9.

PRP, ..
Prod = f (3.9

Prod = produtividade (mg PRP/(L.h));
PPR,,4x = concentra¢do maxima de polissacarideo (mg PRP/L);
t = tempo total de cultivo (h).

A velocidade de producao de CO, foi determinada pela equagao 3.10.

) e

VPC =P (Y., — Y,
(‘-""‘2 €02 R.T (3.10)

=Af

VPC = velocidade de produgido de CO, (mmol CO,/h);
Vcoz = fragdo molar de CO, no gas de exaustdo (%);

P = pressdo atmosférica nas CNTP (atm);

T = temperatura nas CNTP (K);

Qar = vazao volumétrica da corrente de ar (L/min)

R = constante (0,0082 atm. (L/mol.K)).

A velocidade especifica de crescimento nos cultivos descontinuos alimentados foi
estimada pela equacgdo 3.2. A derivada dCx/dt foi estimada por ajuste de polinomio aos dados

da concentragao celular em fun¢ao do tempo e diferenciagao do mesmo.
3.2.8.7 Determinagdo dos fatores de conversdo e da velocidade especifica maxima de
crescimento

A velocidade especifica méxima de crescimento (Umsx) foi determinada pela equacdo

3.11.

Cx
In—=p, .. (t—t;) (3.11)
Cxg
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A determinagdo dos fatores de conversdao global foi calculada a partir da regressao

linear dos resultados experimentais:

YGx/s = coeficiente de rendimento de substrato em biomassa; YGP/X = coeficiente de

rendimento em produto por biomassa formada; Yps = coeficiente de rendimento de substrato

em produto.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No estudo realizado por Takagi et al. foi estabelecido que a melhor condigdao para o
cultivo de Haemophilus influenzae tipo b era com aeragdo submersa e controle de pH em 7,5,
condicdo que levou a producdo de aproximadamente 980 mg/L de polissacarideo quando
conduzido em cultivo descontinuo alimentado com adi¢do intermitente de glicose (TAKAGI
et al., 2006).

Este trabalho ¢ continuidade dos estudos realizados por Takagi et al., nos quais foram
utilizadas diferentes estratégias de cultivo descontinuo alimentado com o propodsito de
aumentar a produc¢do do polissacarideo capsular.

Para este estudo foram disponibilizadas duas marcas de peptona de soja, uma da BD,
denominado Bacto Soytone (Enzymatic digest of soybean meal) e outra da Sigma (P6713 -
Peptone N-Z-Soy BL7), ambas diferentes daquela utilizada nos estudos de Takagi. A
formulacao de meios de cultura complexos requer atencao especial quanto a alteracdes da
marca, fornecedor ou mesmo do lote de nutrientes, pois pode haver diferenga nos
componentes nutricionais e desta maneira influenciar no crescimento celular e porventura na
formagao de produto. Portanto, houve a necessidade de realizar alguns ensaios com estes
componentes a fim de verificar se houve alguma alteracao nos fatores de conversao ou na
cinética de crescimento e formagao de produto.

Os ensaios de verificagdo foram realizados em frascos agitados (shaker) € em
biorreator respeitando as condi¢des inicialmente estabelecidas por Takagi et al. com a
finalidade de permitir a comparagdo dos cultivos.

No ensaio conduzido em shaker, o crescimento celular em meio de cultura com
peptona de soja BD foi superior aquele com peptona de soja Sigma, com valores maximos de
DOs4onm de 11,7 e 9,4, respectivamente, apds 12 horas de cultivo. Como ndo se observou
diferenca significativa no crescimento celular, outros ensaios foram realizados em biorreator,
um sistema com melhor monitoramento e controle de variaveis, e assim poder determinar a
influéncia da peptona de soja de diferentes procedéncias sobre o crescimento celular e a
producdo de polissacarideo capsular (itens 3.3.1.1 e 3.3.1.2). Dando continuidade aos estudos
em biorreator, a influéncia de diferentes estratégias de alimentagdo na produgdo de
polissacarideo capsular e na formagdo de biomassa foi investigada (itens 3.3.2.1, 3.3.2.2 ¢

3.3.2.3). Os resultados obtidos sdo discutidos em detalhes a seguir.
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3.3.1 Cultivos descontinuos alimentados - adi¢cdo intermitente de glicose

3.3.1.1 Cultivo descontinuo alimentado com adi¢ao intermitente de glicose e suprimento de ar

em (0,2 VVM

Cultivos descontinuos alimentado com adi¢do intermitente de glicose (CDAIG) e
suprimento de ar em 0,2 VVM foram realizados com ambas as marcas de peptona de soja.

A adicao de glicose foi realizada no momento em que a glicose presente no meio foi
completamente consumida, sinalizada pelo aparecimento de um pico na concentracdo de
oxigénio dissolvido (COD) (dados ndo mostrados). O montante de glicose adicionado foi de
maneira a restaurar a concentragao inicial de glicose do meio (5 g/L).

No cultivo com peptona de soja da Sigma (figura 3.9) foi possivel observar que apds a
quarta hora de cultivo a glicose comecou a ser consumida com maior velocidade. A agitagdo
chegou a 580 rpm na quinta hora e a partir da oitava hora comecgou a cair até atingir 457 rpm
(12* hora). A velocidade de producdao de CO, alcangou 31,4 mmol CO,/h na quinta hora,
permanecendo constante neste patamar até a oitava hora e entdo comecou a cair lentamente
até atingir 13 mmol CO,/h na 12* hora. No momento em que o CO, comegou a cair (8" hora),
a concentracdo de 4cido acético estava em torno de 5 g HA/L. Ao final do cultivo a
concentracdo de biomassa foi de 3,6 g MS/L, enquanto que a produgdo de acido acético e
polissacarideo capsular foram 9 g HA/L e 400 mg PRP/L, respectivamente.

No cultivo com peptona de soja da BD (figura 3.10), apés a quarta hora de cultivo a
glicose comegou a ser consumida em maior velocidade. A agitacdo chegou a 600 rpm na
quarta hora de cultivo, e a partir da nona hora comegou a cair lentamente chegando a 530 rpm
(12* hora). A velocidade de producao de CO, alcangou 93,5 mmol CO,/h na quinta hora,
permanecendo constante até a sétima hora e entdo comegou a cair até 10,2 mmol CO,/h na 12*
hora. No momento no qual a produ¢ao de CO, comecou a cair (7* hora), a concentracao de
acido acético estava em 4,8 g HA/L. Ao final do cultivo a concentracdo de biomassa foi de
4,7 g MS/L, enquanto a produgdo de acido acético e polissacarideo capsular foram 9 g HA/L e

aproximadamente 600 mg PRP/L, respectivamente.
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Figura 3.9. Cultivo descontinuo alimentado com adi¢do intermitente de glicose, peptona de

soja da Sigma com suprimento de ar em 0,2 VVM (Ensaio 1).
Linha pontilhada indica 0 momento do pulso de glicose.
n = agitagdo; VPC = velocidade de produgdo de CO,,
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Figura 3.10. Cultivo descontinuo alimentado com adi¢do intermitente de glicose, peptona de
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soja da BD com suprimento de ar em 0,2 VVM (Ensaio 2).
Linha pontilhada indica 0 momento do pulso de glicose.
n = agitagdo; VPC = velocidade de produgdo de CO,.
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Constata-se assim que o cultivo utilizando peptona de soja da BD apresentou
crescimento celular e producao volumétrica de PRP superiores ao cultivo com peptona de soja
da Sigma, com um acréscimo de 23% e 33%, respectivamente (tabela 3.4). A producdo de
CO, acompanhou o crescimento, sendo significativamente superior para o CDAIG com
peptona de soja da BD. O valor de PRP obtido por Takagi et al. (2006) utilizando peptona de
soja da Difco em cultivo descontinuo alimentado com adi¢do intermitente de glicose, aeragao
submersa, pH controlado em 7,5 e suprimento de ar em 0,25 VVM, foi em torno de 980 mg
PRP/L ao final do cultivo (24 horas), ¢ 600 mg PRP/L em doze horas de cultivo, produgao
similar ao obtido com a peptona de soja da BD (600 mg PRP/L em 12 horas).

Em processos fermentativos, o oxigénio ¢ considerado substrato chave e sua escassez
pode limitar o crescimento celular e a formagao de produto (GARCIA-OCHOA ¢ GOMEZ,
2009). Por ser pouco soluvel em agua, o oxigénio precisa ser fornecido ao longo do processo
de maneira eficiente. Para tanto, reatores aerados e agitados, normalmente trabalham com
vazao especifica de ar proximo de 0,5 VVM (SCHMIDELL et al., 2001). Além disso, uma
maior vazao de ar exige menos do sistema de agitacdo do equipamento, economizando
energia ¢ diminuindo o cisalhamento. Sendo assim, visando a melhor transferéncia de
oxigénio e mistura do meio, foram realizados cultivos com vazado especifica de ar em 0,5

VVM

3.3.1.2 Cultivo descontinuo alimentado com adi¢do intermitente de glicose e suprimento de ar
em 0,5 VVM

Cultivos descontinuos alimentado com adi¢do intermitente de glicose (CDAIG) e
suprimento de ar em 0,5 VVM foram realizados com ambas as marcas de peptona de soja.
Assim como nos ensaios anteriores, a adicao de glicose foi realizada no momento em que toda
a glicose presente no meio descontinuo foi completamente consumida, sinalizada pelo
aparecimento de um pico na COD (dados nao mostrados).

No cultivo com peptona de soja da Sigma (figura 3.11) foi possivel observar que apos
quatro horas de cultivo a glicose comecou a ser consumida com maior velocidade. A agitagdo
chegou a 555 rpm na oitava hora e a partir deste momento comegou a cair lentamente até 420
rpm (12% hora). A velocidade de producao de CO, alcangou 60 mmol CO,/h na quarta hora de
cultivo. Com o consumo total da glicose presente no reator, a velocidade de producao de CO,

caiu, chegando a 31 mmol CO,/h (6 hora). Diferentemente dos outros cultivos, foi dado pulso
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de glicose de forma resultar no dobro da concentragdo de glicose inicial (10 g/L). Com o
pulso, a velocidade de produ¢do de CO, voltou a subir até atingir 72 mmol CO,/h na oitava
hora, e entdo caiu lentamente até 29,5 mmol CO,/h na 12* hora. No momento em que a
producao de CO;, comegou a cair (8" hora), a concentragdo de acido acético estava em torno
de 5 g HA/L. Ao final do cultivo a concentragdo de biomassa foi 4,5 g MS/L, a produgao de
acido acético e polissacarideo capsular foram 7,8 g HA/L e aproximadamente 550 mg PRP/L,
respectivamente.

No cultivo com peptona de soja da BD (figura 3.12), apos quatro horas a glicose
comegou a ser consumida com maior velocidade. A quantidade de glicose adicionada foi
calculada de maneira a restaurar a concentragdo inicial de glicose no meio (5 g/L). A agitacao
chegou a 597 rpm na sexta hora e a partir deste momento comecgou a cair lentamente até 450
rpm (11% hora). A velocidade de producao de CO, alcangou 133 mmol CO,/h na sexta hora de
cultivo, entdo, comegou a cair lentamente at¢ 44 mmol CO,/h na 11* hora. No momento em
que a producdo de CO, comecou a cair (6* hora), a concentragdo de 4cido acético estava em
4,8 g HA/L. Ao final do cultivo a concentragdo de biomassa foi de 6 g MS/L, a produgao de

acido acético e polissacarideo capsular foram 10 g HA/L e aproximadamente 750 mg PRP/L,

respectivamente.
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Figura 3.11. Cultivo descontinuo alimentado com adi¢do intermitente de glicose, peptona de

soja da Sigma, com suprimento de ar em 0,5 VVM (Ensaio 3).
Linha pontilhada indica o momento do pulso de glicose.
n = agitagdo; VPC = velocidade de producdo de CO,,
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Figura 3.12. Cultivo descontinuo alimentado com adicao intermitente de glicose, peptona de
soja da BD com suprimento de ar em 0,5 VVM (Ensaio 4).

Linha pontilhada indica 0 momento do pulso de glicose.
n = agitagdo; VPC = velocidade de producdo de CO,,

Comparando ambas as marcas de peptona de soja em CDAIG realizados com vazdo
especifica de ar em 0,5 VVM, observa-se que o cultivo realizado com peptona de soja da BD
apresentou crescimento celular e producao volumétrica de PRP maiores que o cultivo com
peptona de soja da Sigma, com aumentos de 20% e 27%, respectivamente.

Os microrganismos podem utilizar muitos carboidratos em preferéncia a outros
(POSTMA et al., 1993) e, embora ndo tenha sido possivel dispor de dados do certificado de
analise das peptonas de soja da Sigma, a peptona da BD aparentemente contém nutrientes que
poderiam ser mais facilmente assimiladas, resultando no maior crescimento celular e na
producdo de polissacarideo. Os altos valores de producao de CO; alcangados nos cultivos com
peptona de soja da BD também reforcam essa hipotese.

Quando comparado os CDAIG realizados com peptona de soja da Sigma em diferentes
vazoes especificas de ar (tabela 3.4), observa-se que o aumento da vazao de ar de 0,2 VVM
para 0,5 VVM, resultou em aumento no crescimento celular e na producdo volumétrica de
PRP, de 25% e 27%, respectivamente. Da mesma forma, nos cultivos com peptona de soja da
BD, o aumento da vazdo de ar de 0,2 VVM para 0,5 VVM resultou em aumento no

crescimento celular e na producdo volumétrica de PRP, da ordem de 22% e 20%,
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respectivamente. O aumento da aeracdo pode ter melhorado a mistura do meio, além de
promover melhor transferéncia de oxigénio e consequentemente, permitir maior crescimento
celular e producao de polissacarideo.

Com base nesses resultados, a peptona de soja da BD foi selecionada para conduzir os

proximos experimentos.

Tabela 3.4. Formagdo de biomassa e producdo de polissacarideo em cultivo descontinuo
alimentado com adi¢do intermitente de glicose.

Descriciao Biomassa (g/L.) PRP (mg/L)
Sigma 0,2 VVM 3,6 400
BD 0,2 VVM 4,7 600
Sigma 0,5 VVM 4,5 550
BD 0,5 VVM 6,0 750

Segundo Takagi et al. (2003) a sintese de polissacarideo capsular de H. influenzae tipo
b estd associada ao crescimento celular. Neste panorama, para obter maior formagdao de
produto € necessario atingir alta densidade celular (KORZ et al., 1995). Os processos
fermentativos mais utilizados para se obter alta densidade celular sdo os descontinuos
alimentados (LEE 1996). Sendo assim, cultivos descontinuos alimentados com vazao

constante foram realizados visando melhorar a producdo de polissacarideo capsular.

3.3.2 Cultivos descontinuos alimentados

3.3.2.1 Cultivo descontinuo alimentado com vazdo constante

Takagi et al., ao realizarem cultivo descontinuo alimentado com variacao gradual de
vazao, atingiram producdo de polissacarideo em torno de 2000 mg PRP/L (tabela 3.1). No
entanto, estes ensaios resultaram em acumulo de substrato no reator durante o cultivo
(TAKAGTI, 2003).

Dando continuidade aos estudos sobre cultivos descontinuos alimentados, foi realizado
cultivo com vazao de alimentagdo constante de 77 mL/h (ensaio 5), conduzido em biorreator
de 7 litros de capacidade nominal. A vazdo de alimentagdo utilizada no ensaio 5 foi escolhida

como o valor intermediario utilizado nos ensaios realizados com variacao de vazao gradual
(TAKAGTI, 2003).
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No cultivo descontinuo alimentado com vazao constante (CDAVC) em 77 mL/h (figura
3.13), a vazao volumétrica de ar foi aumentada no decorrer do cultivo desde 1 até 3,5 L/min,
variando a vazao especifica de ar de 0,3 até 1 VVM. No decorrer do cultivo houve aumento
da densidade celular e maior requerimento por oxigénio, consequentemente, maiores
velocidades de agitagdo foram necessarias para manter a COD em 30% de saturacdo. A
velocidade de agitagdo atingiu proximo de 500 rpm na sexta hora de cultivo. Neste momento,
aumentou-se o suprimento de ar de 1 para 2 L/min. Na décima hora de cultivo, a velocidade
de agitacdo estava em torno de 700 rpm e entdo o suprimento de ar foi aumentado,
novamente, de 2 para 3,5 L/min. A partir da 10* hora de cultivo, a velocidade de crescimento
diminuiu e a agitacdo estabilizou-se em torno de 650 rpm.

ApoOs a quarta hora de cultivo a glicose comegou a ser consumida com maior velocidade.
Quando a glicose foi completamente consumida, sinalizada pelo aparecimento de um pico na
COD (dados ndo mostrados), deu-se inicio a alimentacdo (6,58 h de cultivo) a uma vazao
constante de 77 mL/h. A velocidade de producdo de CO, alcancou 195 mmol COy/h na
décima hora e entdo comegou a cair até¢ 127 mmol CO/h na 17* hora. No momento em que o
CO;, comegou a cair (10* hora), a concentragao de &cido acético estava em torno de 10,8 g
HA/L. Ao final do cultivo, a concentracdo de biomassa foi de 13 g MS/L, a produg¢do de acido
acético e polissacarideo capsular foram 26 g HA/L e aproximadamente 1200 mg PRP/L,

respectivamente (figura 3.13).
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Figura 3.13. Cultivo descontinuo alimentado com vazao constante de 77 mL/he 0,3a1 VVM
(Ensaio 5).

Linha pontilhada indica o inicio da alimentacdo; n = agitagdo; VPC = velocidade de producdo de CO,; Var =
vazdo volumétrica de ar

Ao comparar a producdo de polissacarideo capsular da melhor condi¢do de cultivo
descontinuo alimentado com adigdo intermitente de glicose (CDAIG: BD — 0,5 VVM, tabela
3.4) que resultou em 750 mg/L de PRP, com o cultivo descontinuo alimentado com vazao
constante de 77 mL/h que chegou a produzir 1200 mg/L de PRP, nota-se que este ultimo
resultou em um incremento de 38% na producgdo de polissacarideo. Além disso, conforme o
objetivo inicial da realizacdo da alimentagdo a vazio constante, a concentragdo de biomassa
mais que dobrou (tabelas 3.4 e 3.5).

No ensaio seguinte, foi realizado CDAVC e vazao especifica de ar em 1 VVM (ensaio
6) a fim de verificar a influéncia de uma maior aeragdo desde o inicio do cultivo sobre o
crescimento celular e a producdo de polissacarideo. Este ensaio foi conduzido em biorreator
de 13 litros de capacidade nominal, volume 1,8 vezes maior que o utilizado no cultivo anterior
(ensaio 5). Portanto, a vazao de alimentagdo foi escalonada, passando para 131 mL/h. Para
definicdo da vazdo de alimentacdo utilizada neste ensaio, as equacdes 3.12 e 3.13 foram

utilizadas.
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F = vazdo de alimentagdo (mL/h);

ViisL = volume de cultura inicial no reator de 13L de capacidade nominal(L);
Vri3L = volume de cultura final do reator de 13L de capacidade nominal (L);
Vi7L = volume de cultura inicial no reator de 7L de capacidade nominal (L);
Vg7, = volume de cultura final do reator de 7L de capacidade nominal (L);
taim = tempo de alimentacdo (h).

Em cultivo descontinuo alimentado com vazao constante de 131 mL/h (figura 3.14), a
vazao volumétrica de ar foi mantida constante em 6,5 L/min, e a vazao especifica de ar variou
entre | VVM e 0,8 VVM de acordo com o volume de meio no reator durante a alimentagdo. A
agitacdo chegou a 620 rpm na décima hora e entdo comecgou a cair lentamente até atingir 574
rpm (19% hora). Ap0s a terceira hora de cultivo a glicose comegou a ser consumida com maior
velocidade. Quando a glicose presente no reator foi completamente consumida, sinalizada por
uma queda brusca na produ¢do de CO,, deu-se inicio a alimentagdo (5,67h de cultivo). A
velocidade de produgdo de CO; alcangou 150 mmol CO,/h na quarta hora de cultivo. Com o
consumo total da glicose presente no reator a velocidade de producao de CO; caiu, chegando
a 45,5 mmol COy/h (5,5 hora). Com o inicio da alimentagdao o CO; voltou a subir até atingir
353 mmol CO,/h na nona hora e entdo caiu lentamente até 248 mmol CO,/h na 19 hora. No
momento em que a produ¢do de CO, comegou a cair (9* hora), a concentragdo de acido
acético estava em torno de 10 g HA/L. Ao final do cultivo a concentragdo de biomassa foi de
12 g MS/L, a producdo de acido acético e polissacarideo capsular foram 25 g HA/L e

aproximadamente 1600 mg PRP/L, respectivamente.
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Figura 3.14. Cultivo descontinuo alimentado com vazdo constante 131 mL/h e 1 VVM
(Ensaio 6).

Linha pontilhada indica o inicio da alimentagdo. n = agitacdo
VPC = velocidade de produgio de CO,.

Ao comparar os CDAVC, observa-se que a taxa de aplicacdo, ou seja, a quantidade em
grama de glicose adicionada por litro de cultura no reator por hora foi praticamente idéntica
em ambos os cultivos (figura 3.15), assim como a biomassa acumulada. No entanto, houve
um aumento na producdo volumétrica de polissacarideo, de 25% no CDAVC e vazado
especifica de ar de 1 VVM (tabela 3.5). Esse aumento pode ser resultado de uma melhor
transferéncia de oxigénio e mistura do meio proporcionadas pelo maior suprimento de ar (1

VVM).

Figura 3.15. Taxa de aplicagdo em cultivos descontinuos alimentados com vazao constante.
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Tabela 3.5. Formagdo de biomassa e producdo de polissacarideo em cultivo descontinuo
alimentado com vazao constante.

Descriciao Biomassa (g/L.) PRP (mg/L)
vazao de alimentacdo cte. 0,3-1,0 VVM 13 1200
vazao de alimentacgao cte. 1,0 VVM 12 1600

Os CDAVC resultaram em aumento na producdo de biomassa e PRP quando
comparado com CDAIG. No entanto, os CDAVC apresentaram acimulo de glicose no
biorreator (dados ndao mostrados), consequentemente, aumento da concentragdo de acido
acético que pode vir a inibir o crescimento celular e a formacao de produto.

A concentracdo de acido acético passou de 10 g/L em CDAIG, para 25 g/l em
CDAVC. Na tentativa de diminuir a forma¢ao de acido e evitar uma possivel inibicdo do
crescimento celular devido a presenga de metabdlitos acidos, foi realizado cultivo descontinuo
alimentado com limitagdo no fornecimento de glicose, ou seja, a quantidade de substrato
fornecida foi controlada de forma niao acumular no meio e evitar formacao de metabolitos

acidos (LEE et al., 1997).

3.3.2.2 Cultivo descontinuo alimentado com limitacdao no fornecimento de glicose

No cultivo descontinuo alimentado com limitagdo no fornecimento de glicose, a vazao de
alimentacdo foi exponencial de forma manter constante a velocidade especifica de
crescimento (i) (Eq. 3.1). O valor de p foi definido com o auxilio do software AnaBio 1.0
(SILVA et al., 2004). Os valores dos parametros cinéticos utilizados na simulacdo foram
obtidos inicialmente a partir de dados experimentais do cultivo descontinuo alimentado com
vazao constante - 1 VVM (ensaio 6). No entanto, estes foram alterados de forma que o
modelo se ajustasse aos dados experimentais (figura 3.16). Ao analisar o perfil da velocidade
especifica de crescimento celular em fung¢do do tempo (figura 3.17) gerado pelo AnaBio,
nota-se que o menor valor de p observado no ensaio 6 foi 0,07 h™'. Este valor de p, foi
escolhido para o incremento exponencial da vazao de alimentagdao no ensaio 7. Deste modo a
vazdo massica da fonte de carbono (Ms, em g/h) para este ensaio foi:

M; = 9,66.exp 007 =)]
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Figura 3.16: Parametros cinéticos do CDAVC - 1VVM utilizados no software AnaBio 1.0 e resultados das simulacdes.
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Ensaio 6
Ensaio 7 = =
Ensaio 8 = =

Figura 3.17. Perfil da velocidade especifica de crescimento (p) em cultivo descontinuo
alimentado com vazdo constante - 1 VVM (ensaio 6) e defini¢do dos valores de p para os
ensaios 7 e 8.

Em CDAVE, a vazao volumétrica de ar foi mantida em 6,7 L/min, e a vazao especifica de
ar variou entre 1 VVM ¢ 0,85 VVM devido a variagao do volume de meio no reator durante a
alimentagdo. A agitacao chegou a 478 rpm na quarta hora e entdo comegou a subir lentamente
até atingir 576 rpm na décima oitava hora, para entdo comecar a cair até atingir 524 rpm no
final do cultivo (23 hora). A figura 3.18 mostra que a velocidade especifica de crescimento
(W) permaneceu no valor maximo nas primeiras 4 horas de cultivo, justamente o periodo no
qual o crescimento foi sustentado pelos nutrientes presentes na peptona de soja e/ou extrato de
levedura, sem consumo aparente de glicose (figura 3.20). A medida que a glicose passou a ser
o substrato limitante, a velocidade de crescimento diminuiu gradativamente em fungdo da
concentracdo de glicose disponivel. Com o inicio da alimentacdo em 5,8 h de cultivo, o p
continuou a diminuir gradativamente e s6 atingiu o valor desejado de 0,07 h™' a partir da 14* h
de cultivo. Analisando os resultados apresentados nas figuras 3.19 e 3.20, observa-se que apos
trés horas de cultivo, a glicose comegou a ser consumida com maior velocidade. A velocidade
de produgao de CO; alcangou 122 mmol COy/h na sexta hora. Com o inicio da alimentagdo a
velocidade de produgao de CO,; foi aumentando gradativamente até chegar a 202 mmol CO»/h
na décima sétima hora, ¢ entdo, comecou a cair lentamente até 182 mmol CO,/h na 23* hora.
No momento em que o CO, comecgou a cair (17* hora), a concentragdo de acido acético estava
em torno de 15 g HA/L e a glicose residual comegou a acumular no reator chegando 7,14 g/L

na vigésima terceira hora (figura 3.20).
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Neste ensaio verificou-se a formagdo de acido acético mesmo durante o periodo da
alimentacdo, quando o fornecimento de glicose se manteve limitado. O acido acético foi
acumulando no reator e quando a concentragao chegou proximo de 15 g HA/L, possivelmente
houve inibicdo no crescimento celular, o que explica a redugdo na liberagao de CO, e o
acumulo de glicose no reator (figura 3.20). A figura 3.18 também mostra o perfil crescente da
taxa de aplicacdo: enquanto o volume varia de 6,6 para 7,8 L, a taxa de aplicagdo vai de 1,3
para 3,8 devido a alta concentragdo de glicose presente no meio de alimentagdo. Ao final do
cultivo a concentragdo de biomassa foi de 10 g MS/L, a producdo de 4acido acético e
polissacarideo capsular foram 23 g HA/L e aproximadamente 1500 mg PRP/L

respectivamente (figura 3.19).

Figura 3.18. Taxa de aplicacao e perfil da velocidade especifica de crescimento celular em

cultivo com limitagdo no fornecimento de glicose (Ensaio 7).
TA —Taxa de Aplicagao.
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Figura 3.19. Cultivo descontinuo alimentado com vazdo exponencial e p constante em
0,07 h™' (Ensaio 7). Ms = 9,66.exp [0.07 (e—t4)]

Linha pontilhada indica o inicio da alimentagao.
n = agitagdo; VPC = velocidade de produgdo de CO,.
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Figura 3.20. Glicose residual, producdo de CO; e de acido acético no cultivo com alimentacao

exponencial e limitagcao no fornecimento de glicose (Ensaio 7).
Linha pontilhada indica o inicio da alimentag@o; Linha traceja indica a concentragdo de acido acético no
momento em que ocorreu inibi¢do do crescimento celular.
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A produgdo de acido acético ocorreu independente da limitacdo no fornecimento de
glicose, diferentemente do observado nos cultivos com E. coli recombinante, em que a
formacdo de acido pode ser controlada ao limitar no fornecimento de glicose (LEE et al.,
1997). O mesmo tipo de problema, ou seja, o metabolismo da glicose pelas vias fermentativas
mesmo em condi¢des limitadas de fornecimento de glicose, também foi observado em cultivo
descontinuo alimentado de E. rhusiopathiae (SILVA et al., 2008). Esse fato, juntamente com
a baixa produ¢ao de CO, em cultivos conduzidos em condigdes aerdbias, foi atribuido pelos
autores a possiveis deficiéncias no metabolismo respiratorio dessa bactéria patogénica.

Como o cultivo com limitagdo no fornecimento de glicose ndo levou a minimizacao
esperada na formacdo de acido acético, foi adotada outra estratégia, a remoc¢do do acido
acético presente no meio de cultivo por meio de um sistema de reciclo de células e perfusao

acoplado ao biorreator juntamente com o fornecimento de meio de alimentagdo fresco.

3.3.2.3 Cultivo descontinuo alimentado com reciclo de células e perfusao

No cultivo descontinuo alimentado com reciclo de células e perfusao (CDAVE+P) foi
utilizada vazdo exponencial de forma a manter constante a velocidade especifica de
crescimento (u) em 0,2 h™' (Eq. 3.1). O valor de p para este cultivo foi definido como
intermediario ao p utilizado no ensaio 7, cultivo com limitacdo em glicose (u=0,07 h™) ¢ o
valor maximo encontrado na etapa de alimentagdo do ensaio 6, cultivo com vazao constante -

1VVM (1=0,35 h™") (figura 3.17). Deste modo a vazdo de alimentagdo da fonte de carbono

(Ms) para este ensaio foi: Ms = 26.,59. exp [0z I:r_r"}].

Em CDAVE+P a vazao volumétrica de ar foi também mantida em 6,7 L/min. A agitag¢ao
chegou a 477 rpm na quarta hora e se estabilizou por um curto periodo, para, em seguida,
voltar a aumentar até atingir 760 rpm na décima primeira hora. A partir deste momento,
comecgou a cair até chegar a 638 rpm no final do cultivo (14* hora). Com o inicio da
alimentacdo na 5,5* h de cultivo, observou-se que o p foi diferente do desejado (0,2 h),
variando de 0,4 até 0,3 h' até o inicio da operacdo em perfusio (9,2* h), quando p voltou a
diminuir até atingir 0,2 h™ na 10* h de cultivo e permanecer aproximadamente nesse valor até
a 12* de cultivo (figura 3.21).

A formagdo de acido acético foi acompanhada através do consumo da solugdo de NaOH,
utilizando uma curva de calibragdo obtida a partir dos dados do ensaio anterior (ensaio 7) para

estimar o acido acético produzido (figura 3.22). Para tanto, a quantidade de NaOH 5M

116



Capitulo 3. Cultivos de Haemophilus influenzae b

adicionada ao reator para controle do pH durante o ensaio 7, foi registrada utilizando-se uma
balanga. A partir dos valores da concentragdo de acido acético determinados por HPLC, foi
possivel estabelecer uma correlagdo entre a massa de NaOH consumida e a concentragao de
acido acético formado (Eq. 3.14). Essa equacao foi, portanto, empregada para estimar a
produgdo de acido acético no ensaio 8 a partir dos dados de consumo de base obtidos em

tempo real.
HAp = 0,0469. NaOH cons + 1,263 (3.14)

HAF = é&cido acético formado (g/L);
NaOH cons = NaOH consumido (g).

Figura 3.21. Taxa de aplicacao e perfil da velocidade especifica de crescimento celular do
cultivo com vazdo exponencial p=0,2 h™' com sistema de reciclo de células e perfusdo

(Ensaio 8).
TA — Taxa de Aplicacao.

30 o
= v=0,0469x+ 1,263
25 RZ=0,0031
=]
2 50
= L 4
Xz 15 *
S
2 10
=
B
0
0 100 200 300 400 500 600

NaOH cons(g)

Figura 3.22. Curva de calibragdo para estimar a formagdo de 4cido acético através do
consumo de hidroxido de sodio (Ensaio 7).
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Quando a formacao de acido acético estimado em funcdo do consumo de base atingiu
valor préximo a 15g/L, concentragdo esta que resultou em inibi¢do do crescimento celular no
ensaio anterior, neste momento um volume de 1,5L da cultura foi removido de uma sé vez,
utilizando-se o sistema de reciclo de células. Imediatamente apds a operacao de reducdo do
volume, iniciou-se o sistema de perfusdo em operagdo simultinea com a alimentagdo. A
perfusdo foi realizada com vazdo exponencial igual aquela utilizada na alimentagdo, de forma
manter o 1 constante em 0,2 h'l. A velocidade de producao de CO; alcangou 142 mmol CO,/h
na quarta hora. Com o consumo total da glicose no reator, o CO, caiu a 107 mmol CO,/h (5*
hora de cultivo). Apos o inicio da alimentacao, a produ¢do de CO, foi subindo gradativamente
até atingir 554 mmol CO,/h na 10* hora, e entdo, cair at¢ 320 mmol CO,/h na 14* hora. No
momento em que a velocidade de produgao de CO, comecgou a cair (10* hora), a concentragao
de 4cido acético estava em torno de 15 g HA/L. A glicose acumulou no reator, apesar da
remogao de 1,5 L de cultura e da operacdo em perfusdo simultanea a alimentagdo, chegando a
3,6 g/l de glicose na 12* hora. Ao observar a queda do CO,, as vazdes de alimentagdo e
perfusdo foram alteradas para uma vazao constante em 390 mL/h até o final do cultivo. Em
seguida, foram adicionados 1,3L de meio fresco ao reator na tentativa de diluir os metabdlitos
e prolongar o cultivo.

Ao final do cultivo, a concentracdo de biomassa foi de 18 g MS/L, a producao de acido
acético e polissacarideo capsular no reator foram 23 g HA/L e aproximadamente 1800 mg

PRP/L, respectivamente (figura 3.23).
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Figura 3.23. Cultivo descontinuo alimentado com vazio exponencial ¢ p constante em 0,2 h™!
com sistema de reciclo de células e perfusao (Ensaio 8).

Mg = 26,59. exp 02— t)]

Linha pontilhada preta: inicio da alimentagdo; Linha pontilhada vermelha: retirada de 1,5L de microfiltrado;
Linha pontilhada azul: adi¢do de 1,3L de meio fresco.

n = agita¢do; VPC = velocidade de produgio de CO,.

Durante o cultivo ndo foram coletadas amostras do microfiltrado para acompanhar as
concentracoes de acido e polissacarideo. Assim, para estimar o acido acético microfiltrado, foi
realizado um balanco de massa, considerando que a concentragdo do acido acético na corrente
de microfiltrado era igual a concentragdo do mesmo na corrente de saida do biorreator, que
por sua vez deve ser igual a concentragdo de acido acético no interior do reator. Assim, a

massa total de 4cido acético acumulada no reservatorio durante o periodo de operacdo em

perfusao (entre 9,2 e 14 h) foi determinada pela integracdo numérica da equagao (3.15)

5,2
My, = 20,3+ Cy 4. Fdt
14 (3.15)

onde: mya. € a massa acumulada de acido acético no reservatorio; Cya € a concentragao de
acido acético presente na corrente de microfiltrado e F ¢ a vazao da corrente de microfiltrado,
que foi assumida como igual a vazao de alimentagdo. O valor 20,3 corresponde a massa de

acido acético presente nos 1,5 L de meio retirado na 9,2 h.
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A tabela 3.6 analisa a eficiéncia do sistema de reciclo de células e perfusdo em
remover os metabolitos formados. O sistema de microfiltragao removeu 39% do volume total
de meio, o qual continha 10% do total de polissacarideo produzido e apenas 18,5% do total de

acido acético formado.

Tabela 3.6. Formacao de acido acético e producdo de polissacarideo em cultivo descontinuo
alimentado com vazio exponencial com sistema de reciclo de células e perfusao.

Descricio HA(g/L) HA(2e) HA (%) PRP(mg/L) PRP(g) PRP (%)

Reator 22.6 153,7 81,5 1800 12,2 90
microfiltrado — 34,9© 18,5 286 1,3 10
Total 188.,4 100 13,6 100

e= estimado

Mesmo com o inicio da perfusdo foi observada que a concentragdo de acido acético
dentro do reator ndo diminuiu de forma expressiva, resultando em acumulo do mesmo,
ocasionando provavel inibicdo do crescimento celular. Os motivos que podem estar
relacionados ao acimulo de acido acético dentro do reator sdo: a concentragao de substrato do
meio de alimentagdo, assim como as vazoes de alimentacao e de perfusdo. A adi¢do de meio
em concentracdo elevada de substrato e a escolha da vazao de alimentagdo e remoc¢do podem
levar a um actimulo de 4cido dentro do reator. A operacdao do cultivo com uma vazao
diferente para a alimentagao e para a perfusdo, além de ajustes na concentragdo de glicose no
meio de alimentagdo, poderia resultar em maior eficiéncia do sistema.

Outro fator que poderia limitar a remoc¢do do acido acético estd relacionado a
formac¢ao de fouling na superficie da membrana de filtracdo tangencial. O caldo fermentado
que circula pelo sistema de microfiltragdao tangencial durante o cultivo contém células, debris
celular, proteinas, lipideos, polissacarideos, lipolissacarideos, acidos nucléicos e outros
componentes oriundos do metabolismo celular. Estas biomoléculas podem se depositar na
superficie da membrana, reduzindo a transferéncia de massa e resultando em baixa eficiéncia
na eliminagdo de determinados solutos. Fendmenos como polarizagdo e obstrucao (fouling)
podem prejudicar o fluxo da membrana (figura 3.24). A resisténcia de polarizacao de
concentra¢do (Rpc) ocorre devido a maior concentracdo de moléculas proxima a superficie da
membrana resultando em maior resisténcia na transferéncia de massa. J4 o fouling é uma
soma de resisténcias causadas pela adsor¢do na superficie e nos poros da membrana, que sdo

inerentes ao processo de separagdo por filtragdo e levam ao gradativo entupimento da mesma.
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A formacao de fouling tem grande impacto no desempenho da membrana, reduzindo o tempo
de vida util da mesma e aumentando o custo de operacdo do processo (MULDER, 1951;

PESSOA JUNIOR, 2005; WHEELWRIGHT, 1991).

Rg
Rp: poro bloqueado

Ra: adsor¢do
Rm: membrana
Rg: formagédo de camada de gel

Rpe: polarizagdo de concentragdo

Rp

. Fluxo permeado

\ 0

Rm

Sentido de escoamento da
alimentagdo

Rpe

(modificado Jr PESSOA, 2005)

Figura 3.24. Tipos de resisténcia (R) encontrados na membrana de microfiltragdo tangencial.

PANORAMA GERAL DOS CULTIVOS REALIZADOS

As tabelas 3.7 e 3.8 apresentam um resumo comparativo dos valores dos principais
parametros obtidos para as diferentes estratégias de cultivo descontinuo alimentado. A
velocidade especifica maxima de crescimento (Umsx) foi calculada na fase exponencial de
crescimento inicial do cultivo (antes do inicio da alimentagdo). Analisando os valores de pmsx
(tabela 3.7), nota-se que além da diferenca na peptona de soja (ensaios 1 a 4), a vazdo
especifica de ar parece também influenciar este parametro, ja que os maiores valores foram
observados em ensaios conduzidos com vazao especifica de ar maiores (ensaios 7 e 8).

Nos primeiros quatro ensaios, cultivos descontinuos com adicdo intermitente de

glicose, buscou-se verificar a influéncia de duas marcas de peptona de soja (BD e Sigma) e da
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vazdo especifica de ar (0,2 VVM e 0,5 VVM) no crescimento celular e na produgdo de
polissacarideo capsular. O cultivo com peptona de soja da BD e 0,5 VVM (ensaio 4),
apresentou Y s (33 mg PRP/g S) superior ao cultivo com peptona de soja da BD ¢ 0,2 VVM
(ensaio 2), 30 mg PRP/g S. Ja o valor de Y s foi menor, 0,4 g HA/g S ¢ 0,5 ¢ HA/ g S,
respectivamente. Além disso, o cultivo com peptona de soja da BD e 0,5 VVM apresentou
maior densidade celular (6 g MS/L), producdo de polissacarideo (750 mg PRP/L) e
produtividade (63 mg PRP/(L.h)) quando comparado com os demais cultivos com adi¢ao
intermitente de glicose, provavelmente devido a marca da peptona de soja e a melhor mistura
do meio promovida pela maior aeragdo. E importante ressaltar que devido a alta concentragio
de fontes de carbono presentes nos hidrolisados de peptona de soja e a diversidade dos
mesmos, o calculo e a analise dos parametros relacionados a conversao de glicose em células,
acido acético e PRP ficam comprometidos. A maior evidéncia dessas fontes contribuirem
efetivamente para o crescimento ¢ o fato do consumo de glicose so se intensificar de 3 a 5
horas apos o inicio dos cultivos. Diante dos resultados obtidos foram definidas que a peptona
de soja da marca BD e a vazdo especifica de ar em 0,5 VVM para conduzir os ensaios
seguintes (5 a 8).

Assim, os ensaios seguintes foram dois cultivos descontinuos alimentados com vazao
constante: vazdo de alimentacdo em 77 mL/h conduzido em reator de 7 litros de capacidade
nominal e vazdo especifica de ar variando entre 0,3 a 1,0 VVM (ensaios 5); e vazdo de
alimentacdo em 131 mL/h conduzido em reator de 13 litros de capacidade nominal e vazao
especifica de ar mantida em 1,0 VVM (ensaios 6). O cultivo com vazao constante — 1 VVM
apresentou maior producdo de polissacarideo capsular (1600 mg PRP/L) e produtividade (88
mg PRP/(L.h)) que o cultivo com vazdo constante 0,3 — 1 VVM (1200 mg PRP/L e 65 mg
PRP/(L.h)), provavelmente devido a maior transferéncia de oxigénio e a melhor mistura do
meio proporcionada pelo maior suprimento de ar (1 VVM). Ao comparar a produtividade de
polissacarideo obtida em cultivo com vazao constante — 1 VVM (88 mg PRP/(L.h)) com os
dados na literatura de cultivos descontinuos alimentados (aproximadamente 85 mg PRP/(L.h))
(MERRIT et al., 2000) e com vazao gradual (90 mg PRP/(L.h)) (TAKAGI, 2003), os
resultados foram semelhantes. E importante notar também que o aumento da vazdo de ar
contribui para uma mudanca no perfil de agitacio de modo que velocidades de agitagdo
menores sdo suficientes para manter a concentragdo de oxigénio dissolvido no nivel desejado,

diminuindo o cisalhamento ao qual as células sdo expostas. Assim, talvez esse fator também
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tenha contribuido para o desempenho superior dos cultivos conduzidos com maior vazao de
ar.

Os cultivos com alimentagdo constante (CDAVC — ensaios 5 e 6) produziram mais
que o dobro de polissacarideo quando comparado com cultivo com peptona de soja (BD) e 0,5
VVM com adi¢do intermitente de glicose. O YGP/S do cultivo com vazdo constante - 1 VVM
foi 44 mg PRP/g S contra 33 mg PRP/g S do ensaio com adi¢do intermitente de glicose (BD,
05 VVM). No entanto, o Y s foi 0,63 g HA/g S contra 0,4 g HA/g S, passando a
concentracao de acido acético de 10 g/L para 25 g/L.

Nos ensaios 5 e 6 houve actimulo de glicose no reator o que poderia contribuir para a
formagao de 4cido acético. A elevada concentragdo de acido pode inibir o crescimento celular
e consequentemente a formagdo de produto. Sendo assim, foi utilizado como estratégia o
cultivo descontinuo alimentado com limitacdo no fornecimento de glicose (ensaio 7). Nesta
estratégia, houve producdo de acido similar ao dos outros cultivos em que se tinha acimulo de
glicose no meio, como mostram os valores de Y5 0,64 g HA/g S e principalmente de
Y%ax, que atingiu 1,8 g HA/g MS. A densidade celular foi de 10 g MS/L, a producio de
polissacarideo capsular de 1500 mg PRP/L e a produtividade 65 mg PRP/(L.h).

Como a formacao de acido ocorreu mesmo com limitagdo no fornecimento de glicose,
a utilizacdo de sistema de microfiltracdo para remoc¢dao do meio de cultivo com retengdo de
células foi investigada como estratégia de cultivo. Para tanto, foi realizado o ensaio §, um
cultivo descontinuo alimentado com reciclo de células e perfusdo, onde a vazdo de
alimentacdo foi exponencial de forma manter constante o p = 0,2 h”'. Neste cultivo, a
densidade celular foi 18 g MS/L, a produgdo de polissacarideo de 1800 mg PRP/L e a
produtividade foi 129 mg PRP/(L.h). Esta ultima foi 35% superior & melhor obtida até entdo,
correspondente ao ensaio 6, com vazao constante — 1 VVM (88 mg PRP/(L.h)), e 30% maior
que o maior valor encontrado na literatura (90 mg PRP/(L.h)) obtido em cultivo com
alimentagdo gradual (tabela 3.1). No entanto, observou-se acimulo de dcido acético no reator
levando a provéavel inibi¢do do crescimento celular. Isso indica a necessidade de definir
cuidadosamente as vazoes de alimentacao e de retirada de meio pelo sistema de perfusdo, de

preferéncia usando simulagdo para melhorar a eficiéncia do processo.
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Tabela 3.7. Valores maximos de biomassa, acido e produto nas diferentes estratégias de cultivo descontinuo alimentado.
Wmax MS max HA max PRP ax Produtividade

Ensaio Descricao h! g/L g/L mg/L mg/(L.h)
1 adi¢do intermitente - 0,2VVM — Sigma 0,29 3,6 9,0 400 33
2 adi¢ao intermitente - 0,2 VVM — BD 0,33 4,7 9,0 600 50
3 adicao intermitente - 0,5 VVM Sigma 0,45 4,5 7.8 550 46
4 adicao intermitente - 0,5 VVM — BD 0,34 6,0 10,0 750 63
5 vazao constante 77 mL/h -0,3a 1 VVM 0,28 13,0 26,0 1200 65
6 vazdo constante 131 mL/h - IVVM 0,30 12,0 25,0 1600 88
7 vazao exponencial pn0,07- 1lVVM 0,44 10,0 23,0 1500 65
8  vazdo exp.u0,2 h™' +reciclo+perfusdo -1 0,44 18,0 28,8 1800 129

VMM
e= estimado

Tabela 3.8. Fatores de conversdo das diferentes estratégias de cultivo descontinuo alimentado.

Y s YOx Y hax YCss Y hass
Ensaio Descriciao gMS/gS mgPRP/gMS gHA/gMS mgPRP/gS gHA/gS
1 adicao intermitente de glicose- 0,2VVM - Sigma 0,12 60 2,1%* 19* 0,3*
2 adicao intermitente de glicose - 0,2 VVM - BD 0,27 63* 1,1* 30 0,5
3 adi¢do intermitente de glicose - 0,5 VVM Sigma 0,09 69 1,1* 23%* 0,4
4 adi¢do intermitente de glicose - 0,5 VVM - BD 0,25 86 1,2 33 0,4
5 vazdo constante 77 mL/h-0,3a1 VVM 0,33 94 1,4 33* 0,7
6 vazao constante 131 mL/h - IVVM 0,29 91 1,3 44 0,6
7 vazdo exp. 1 0,07 h™' - IVVM 0,26 105 1,8% 38* 0,6
8 vazdo exp. pt 0,2 h'+ reciclo +perfusdo-1 VMM 0,25 98 1,3 38%* 0,5

*b#£0
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A figura 3.25 ilustra o perfil do crescimento celular e da formagao de polissacarideo
capsular das diferentes estratégias de cultivo descritas neste capitulo. O cultivo descontinuo
alimentado com reciclo de células e perfusao (CDAVE+P) se destaca tanto na formacao de
biomassa quanto na formacgdo de produto, seguido pelo cultivo descontinuo com vazao
constante (CDAVC) em 1 VVM. Ambos os cultivos foram finalizados quando ainda
apresentavam uma tendéncia de aumento de PRP, portanto, a continuidade destes processos

poderia resultar em maior produgdo de polissacarideo.
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Figura 3.25. Perfil de crescimento celular e formagdo de polissacarideo capsular (PRP) nas
diferentes estratégias de cultivo descontinuo alimentado.

Diante do atual estdgio de desenvolvimento em que os processos de purificacio e
conjugac¢do da vacina conjugada Hib se encontram, seria necessario a producgdo de 2,42 kg de
polissacarideo (PRP) por ano (anexo 1). Considerando que a producao de PRP obtida em
reatores de até 13 litros de capacidade nas diferentes estratégias de cultivo se mantenha, foram
comparados quanto a produg@o e o nimero de fermentagdes necessarios em biorreatores com
80 litros de cultura (tabela 3.9). Nota-se que os cultivos com reciclo de células e perfusdo
(CDAVE+P), vazao constante (CDVC) a 1 VVM e vazao exponencial (CDAVE) resultaram

nos menores numeros de fermentagdes, sendo 17, 19 e 20 respectivamente.
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Tabela 3.9. Volume de cultura e numero de fermentagdes em biorreatores com 80 litros para
atender a demanda de 2,42kg PRP/ano.

Producio  Volume (L) n°de fermentacoes

Descricao (kg PRP/L) de cultura em reator com 80 L
CDAIG (BD-0,5VVM) 0,00075 3227 40
CDAVC (0,3 -1,0 VVM) 0,0012 2017 25
CDAVC (1VVM) 0,0016 1512 19
CDAVE (1VVM) 0,0015 1613 20
CDAVE+P (1VVM) 0,0018 1344 17

Essas estratégias de cultivo (CDAVE+P, CDVC-1 VVM, CDAVE) sdo, portanto,
fortes candidatos a ser adotado em maior escala para a producdo de polissacarideo capsular

em cultivos de H. influenzae. Entretanto, a escolha da melhor estratégia de cultivo ira

depender da analise de viabilidade economica.
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3.4 CONCLUSAO

Os cultivos descritos no presente capitulo refletem a experiéncia acumulada sobre a
produg¢do de PRP em cultivos de H. influenzae b desde 2000. Em relagdo aos intimeros
aspectos que influenciam o crescimento da bactéria e a formacdo da capsula, foi possivel
concluir que:

Quanto a influéncia da composicdo do meio na producao de PRP, o nutriente “peptona
de soja hidrolisada” atua ndo s6 como fonte de nitrogénio, mas também como fonte de
carbono, devido a significativa presenca de carboidratos (30 %) na sua composi¢do. A marca
de peptona de soja empregada no meio de cultivo influencia a formagdo de biomassa, a
produgdo de acido acético e consequentemente a produ¢do de PRP. Diante da importancia
desse nutriente, ¢ fundamental que estudos voltados para a otimizagdo da formulagdo do meio
de cultivo sejam realizados.

Quanto a minimizacao da produgdo de 4cido acético, o aumento da vazao de ar para
favorecer o metabolismo aerobio, cultivo conduzido sob condi¢des de limitagao por glicose e
com reciclo celular e perfusdo, foram estratégias empregadas para tentar minimizar ou
remover a producao de acido acético, cujo acumulo inibe o crescimento celular, prejudicando
a producao de PRP e a sua produtividade. Estas estratégias sdo amplamente empregadas, com
sucesso, em cultivos de E. coli recombinante, juntamente com o enriquecimento do ar com
oxigenio, para evitar a formacdo de metabdlitos inibidores. No caso especifico dos cultivos de
Hib, o mesmo sucesso ndo foi alcancado. Apesar do aumento da produtividade obtido
(provavelmente devido a diluicdo do 4cido acético pelo meio de alimentacao), o metabolismo
nao foi realmente redirecionado das vias fermentativas para as vias respiratérias, conforme
pretendido. Como jé foi comentado anteriormente, possivel deficiéncia na cadeia respiratéria
ou no ciclo do 4cido citrico podem estar relacionadas a inabilidade das células em responder
as manipulacdes nas condigdes de cultivo. Quanto a estratégia de acoplamento do biorreator a
sistema de microfiltragdo para operagao em perfusao com reciclo de células, sera avaliada
mais detalhadamente na sequéncia.

Quanto a estratégia de cultivo mais adequada para a produ¢do de PRP, o cultivo com
adicao intermitente de glicose se mostrou o cultivo mais simples. Nao tem adi¢do de meio
fresco constantemente, mas tem como etapas criticas o pulso de substrato que ¢ feito através

de uma seringa e apresentou baixa produtividade (63 mg PRP/(L.h)).
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O cultivo descontinuo alimentado com reciclo de células e perfusdo resultou em alta
produtividade (129 mg PRP/(L.h)), no entanto, exige equipamentos como membrana de
microfiltracdo tangencial, manometros, mangueiras, bombas peristalticas e software para
controle das bombas o que aumenta o custo do processo. Além disso, ha grande dificuldade
operacional em manter as bombas de alimentagdo e perfusdo na mesma vazao e ha maior risco
de contaminagio. E altamente complexo, exigindo muita atengio do operador.

Os cultivos com vazdo de alimentacdo constante e exponencial com limitagdo no
fornecimento de glicose requerem apenas uma bomba peristéltica e software para controle da
mesma. O cultivo com limitagdo no fornecimento de glicose ndo contribuiu para minimizar a
formagao de acido, e o longo tempo de processo resultou em baixa produtividade (65 mg
PRP/(L.h)). Ja o cultivo com vazdo de alimentagdao constante — 1 VVM apresentou produgao

de 1,6 g PRP/L, alta produtividade (88 mg PRP/(L.h)) e ¢ relativamente simples de executar.
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Planejamento experimental
Melhoramento da composi¢iao do meio de cultura para cultivos de H. influenzae

tipo b.
4.1 O PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Em processos fermentativos a formulagdo do meio de cultura ¢ extremamente critica,
podendo influenciar diretamente no crescimento celular e na sintese do produto de interesse.
Devido a diversidade de componentes presentes nos meios de cultivo, principalmente nos meios
considerados complexos, o estudo de cada variavel isoladamente demandaria muito tempo e
experimentos a serem realizados. Uma forma de estudar vérias varidveis ao mesmo tempo com
menor nimero de ensaios € o planejamento experimental (KENNEDY e KROUSE, 1999;
RODRIGUES e [EMMA, 2005).

O planejamento experimental ¢ fundamentado na teoria estatistica e consiste em aplicar
modelos matematicos para predizer, por exemplo, a melhor composi¢do de meio de cultura para
um determinado microrganismo. Esta metodologia estabelece correlacdes entre as varidveis
independentes (fatores) e uma ou mais varidveis dependentes (respostas) de forma a observar
efeitos sinérgicos ou antagonicos dos fatores sobre as respostas (RODRIGUES e IEMMA, 2005).

Em um planejamento fatorial completo, se K varidveis independentes sdo fixadas em N
niveis, terdo que ser realizados N¥ ensaios, correspondentes a todas as combinagdes entre todos
os niveis de todos os fatores. A adi¢do de pontos axiais ao fatorial permite ajustar um polindmio
de segunda ordem aos dados experimentais, que contém ainda todos os efeitos de interacdo, e
representar graficamente o polinomio ajustado como uma superficie. Os pontos axiais podem ser
escolhidos de diferentes maneiras, uma delas ¢ pelo posicionamento nos niveis £ o, onde a =
(NK)M. Quando os pontos axiais sdo assim definidos, a combinagdo do planejamento fatorial
completo com os pontos axiais ¢ denominada Delineamento Composto Central Rotacional

(DCCR) (KENNEDY e KROUSE, 1999; RODRIGUES e IEMMA, 2005).
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A metodologia de anélise por superficie de resposta permite a visualizagdo dos resultados
em graficos tridimensionais ou curvas de contorno, nos quais cada resposta ¢ representada em
funcdo de duas variaveis independentes (KENNEDY e KROUSE, 1999). A partir da analise das
superficies ou das curvas de contorno obtidas, é possivel identificar as condigdes de 6timo que
levam a maximiza¢do (ou minimiza¢do) de uma resposta ou combinagdo de respostas. Essa
metodologia vem sendo amplamente aplicada em estudos de otimizagdo, como por exemplo, na
otimizagao das variaveis de processos (temperatura, pH e agitacdo) de produ¢do de polissacarideo

capsular por Neisseria meningitidis sorogrupo C (HENRIQUES et al., 2006).

4.1.1 Meio de Cultura para Haemophilus influenzae

O meio de cultura ¢ uma mistura de componentes nutricionais necessaria ao crescimento
microbiano e que deve atender as necessidades do grupo, familia, género e espécie do
microrganismo de interesse. A formulacdo do meio deve levar em consideracdo as fontes de
energia e carbono assim como exigéncias nutricionais do microrganismo como suplementagdo do
meio com vitaminas, aminoacidos ou co-fatores (TRABULSI et al., 1999). O Haemophilus
influenzae ¢ considerado um microrganismo fastidioso, necessitando de micronutrientes para o
seu desenvolvimento. Pelo fato de apresentar deficiéncia em seu sistema enzimatico, ¢ necessario
o fornecimento de fatores de crescimento como o NAD ¢ hemina na composi¢do do meio de
cultura ou entdo o uso de meios que contenham esses componentes, como por exemplo, o BHI
(Brain Heart Infusion). O meio de cultura inicialmente descrito em patente para produgdao em
escala industrial do polissacarideo capsular de H. influenzae tipo b era composto por peptona de
origem animal como principal fonte de nitrogénio e suplementado com extrato de levedura,
glicose, hemina, NAD e sais inorganicos (HILLEMAN et al., 1984). Embora ideal para o seu
crescimento, meios complexos contendo componentes de origem animal como o BHI sdo
inadequados para a produgao de vacina devido ao risco de desenvolvimento de doencgas causadas
por prions (JAYME et al.,2000). Carty et al. (1985) testaram quatro diferentes meios de cultura
para a producdo de polissacarideo pelo H. influenzae: 1) BHI suplementado com NAD e hemina;
2) BHI modificado, substituindo-o por peptona de soja; 3) meio de casaminoacido e 4) meio
composto de peptona de soja e extrato de levedura designado como meio MP. Os resultados de
seus estudos indicaram que o meio MP propiciou melhor desenvolvimento celular e producao de
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polissacarideo. Os estudos de Carty contribuiram para a definicdo do meio de cultura baseado em
peptona de soja utilizado pela industria farmacéutica para o cultivo de Haemophilus influenzae b
a fim de produzir a vacina contra este microrganismo (CARTY et al,, 1985).

O meio definido para cultivo de H. influenzae tipo b (Hib) tem sido utilizado para o
estudo do metabolismo deste microrganismo. No entanto, o cultivo em meio definido resulta em
baixa densidade celular e produgdo de polissacarideo capsular, o que torna o seu uso inviavel em
escala industrial (HERRIOT et al., 1970; COLEMANN et al., 2003).

Em 2003, Takagi ef al. estudaram o melhoramento do meio de cultura estabelecido por
Carty et al. no tocante as concentragcdes de NAD e Hemina. (TAKAGTI et al., 2003). No entanto,
fontes de carbono e nitrogénio também podem afetar o crescimento celular e porventura a
producao de polissacarideo. A influéncia da concentracdo de fontes de carbono e nitrogénio na
producdo de polissacarideo foi observada para Klebsiella aerogenes, Xanthomonas campestris €
Streptococcus pneumoniae 23F. Para estes trés microrganismos, a producao do polimero xantana
ou de polissacarideo ¢ favorecida em altas concentragdes de fonte de nitrogénio (WILKINSON,
1958; GONCALVES et al,, 2002; KUHNERT e CHRISTENSEN, 2008).

Haemophilus influenzae tem sido estudado exaustivamente do ponto de vista da
microbiologia molecular e epidemiologia. Entretanto, desde a producao da primeira vacina contra
o Hib em 1985, poucos sdo os registros dedicados ao melhoramento da composi¢do do meio de
cultura ou mesmo do processo de producdo de polissacarideo de maneira a contribuir no aumento
da producdo de polissacarideo. Além disso, as poucas informagdes disponiveis estdo protegidas
por patentes (KUO, 1983; FINN, 1993; MAITRE-WILMOTTE et al., 2009).

Planejamento experimental e metodologia de andlise de superficie de resposta tém sido
amplamente utilizadas em estudos dedicados a formulagdo do meio em cultivos bacterianos de
maneira a gerar resultados mais robustos com menor niimero de ensaios e tempo (KENNEDY e
KROUSE, 1999; MACEDO et al., 2002; RODRIGUES e IEMMA, 2005; KUMARI et al., 2008).

Neste capitulo foi descrito o uso de metodologias de planejamento experimental com o
objetivo de melhorar a composi¢ao do meio de cultura para o cultivo de H. influenzae b buscando
identificar composicdes de meio que resultem no aumento do crescimento celular e da produgao

volumétrica de polissacarideo capsular.
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4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Microrganismo

Foi utilizado o microrganismo descrito no item 3.2.1 do capitulo 3.

4.2.2 Meio de cultivo

O meio de cultivo utilizado para o planejamento experimental teve como base o meio

proposto por Takagi et al (2003), conforme descrito no item 3.2.3.3 do capitulo 3.

4.2.3 Planejamento Experimental

Para melhoramento da composi¢do do meio de cultura no tocante a relagdo
carbono/nitrogénio foi utilizada a metodologia de planejamento experimental. Foram
considerados como variaveis independentes as concentragdes de peptona de soja, o extrato de
levedura e a glicose, e como varidveis dependentes a densidade Optica e a concentracdo de
polissacarideo capsular. Adotou-se uma estratégia de planejamento experimental, o qual foi

conduzido em duas etapas seguidas por ensaios de validagdo para a regido de 6timo.

4.2.4 Primeiro Delineamento Composto Central Rotacional

Foi realizado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 23, com 6 pontos
axiais e 6 repeticdes no ponto central, totalizando 20 ensaios. Os valores escolhidos para os
diferentes niveis sdo apresentados na tabela 4.1 e a matriz completa para o planejamento esta

representada na tabela 4.3.
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Tabela 4.1. Concentragdo das variaveis independentes nos diferentes niveis (1° DCCR).

-1,41 -1 0 +1 +1,41
EL(g/L) 0,8 2,0 5,0 8,0 9,3
S (g/L) 3,0 5,0 10,0 15,0 17,0
G (g/L) 0,8 2,0 5,0 8,0 9,3

Extrato de levedura — EL; peptona de Soja — S; Glicose — G.

4.2.4.1 Meio de cultivo do 1° Delineamento Composto Central Rotacional

O meio de cultivo utilizado no 1° DCCR foi definido com auxilio dos dados da literatura
(CARTY et al. 1985). Os valores das concentragdes das variaveis independentes extrato de
levedura (EL), peptona de soja (S) e glicose (G) no ponto central (PC) foram aqueles propostos
por Carty et al. (1985). Os niveis minimos e maximos foram definidos partindo dos valores do
PC e considerando os pontos axiais, de forma que as concentragdes nao assumissem valores
negativos (tabela 4.1). Foi utilizado a = + 1,41, valor erroneamente encontrado na literatura

(BARROS et al., 2003).

4.2.4.2 Procedimento experimental do 1° DCCR

O pré indculo foi preparado transferindo-se 50 pL da suspensdo bacteriana armazenada
em freezer a -70°C e/ou nitrogénio liquido, contendo aproximadamente 1,0 x 10'® UFC/mL para
um frasco erlenmeyer de 300 mL, com 30 mL de meio de cultura estéril. O pré inoculo foi
incubado em jarra com vela de forma gerar atmosfera de 5-6 % de CO; a 37°C por 6 horas e, em
seguida, submetido a uma agitagdo 200 rpm, 37°C por um periodo de 14 horas.

A quantidade de in6culo que resultasse em DOssonm 0,15 foi transferida para frascos
erlenmeyer de 500 mL contendo 50 mL de meio de cultura estéril especifico, e incubados 300
rpm a 37°C.

Amostras foram coletadas em intervalos regulares de tempo para a leitura de densidade

optica e para determinacao da concentragdo de polissacarideo capsular.
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4.2.5 Segundo Delineamento Composto Central Rotacional

O segundo Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) foi um 2°, com 6 pontos
axiais e 4 repeticdes no ponto central, totalizando 18 ensaios. Os valores escolhidos para os
diferentes niveis sdo apresentados na tabela 4.2 e a matriz completa para o planejamento esta

representada na tabela 4.6.

Tabela 4.2. Concentragdo das varidveis independentes nos diferentes niveis (2° DCCR).

-1,68 -1 0 +1 +1,68
EL(g/L) 0 1,0 2,5 4,0 5,0
S (g/L) 0 2,0 5,0 8,0 10,0

G (g/L) 5,0 7,0 10,0 13,0 15,0

Extrato de levedura — EL; peptona de soja — S; Glicose — G.

4.2.5.1 Meio de cultivo do 2° Delineamento Central Rotacional

O meio de cultivo utilizado no 2° DCCR foi definido a partir dos resultados do 1° DCCR
(item 4.2.4.). Os valores do ponto central para as variaveis independentes concentragdes de
extrato de levedura e de peptona de soja foram definidos como a metade da concentracao do PC
do planejamento anterior, € o valor da concentracao de glicose foi definido como o dobro da
concentragao do PC do planejamento anterior. Os valores minimos € maximos foram definidos
partindo dos valores definidos como PC e considerando a inclusdo dos pontos axiais, de forma
que as concentracdes ndo assumissem valores negativos (tabela 4.2). Neste planejamento, foi
utilizado como expansdo em estrela pA Y sendo n o niimero de variaveis, resultando em o + 1,68

(RODRIGUES e IEMMA, 2005)

4.2.5.2 Procedimento experimental do 2° DCCR

O mesmo procedimento experimental descrito em 4.2.4.2 foi empregado para a produgao
de pré inoculo no 2° planejamento experimental. Porém, uma quantidade de inoculo que
resultasse em DOs4onn final de 0,1 foi transferida para frascos erlenmeyer de 500 mL contendo

100 mL de meio de cultura estéril, incubado a 300 rpm e 37°C.
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Amostras durante o cultivo foram retiradas em intervalos regulares de tempo para a leitura

da densidade oOptica e para determinagdo da concentracdo do polissacarideo capsular.

4.2.6 Validacdo dos Experimentos em Frascos Agitados e em Biorreator

Ensaios de validagdo foram realizados com o melhor meio de cultivo (MMC) e na
condi¢@o do ponto central (CPC), como referéncia. Estes ensaios foram conduzidos em frascos

agitados (shaker) e em biorreator.

4.2.6.1 Validagdo em frascos agitados

A mesma metodologia descrita no item 4.2.5.2 foi empregada para a realizacdo dos

ensaios de validacao em frascos agitados.

4.2.6.2. Validacdo em Biorreator

Foi realizado cultivo descontinuo em reatores com 4,5 litros de meio de cultura. Os
biorreatores e as condigdes de cultivo sao os mesmos descritos no capitulo 3 (itens 3.2.6 ¢ 3.2.7,
respectivamente).

Amostras durante o cultivo foram coletadas em intervalos regulares de tempo para leitura
da densidade Optica, determinacdo da concentracdo celular, de glicose, metabodlitos e

polissacarideo capsular.

4.2.7 Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa Statistica® 7.0, o qual
permitiu avaliar os efeitos lineares, quadraticos e de interacao das variaveis independentes.

O p-valor foi utilizado como parametro para identificar efeitos significativos e refinar os
dados eliminando os termos ndo significativos. A andlise de variancia (ANOVA) forneceu o
valor do coeficiente de regressio (R?) e outros dados que permitiram realizar o teste F,

imprescindivel para avaliar o ajuste do modelo aos dados experimentais. A partir dos modelos
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que representassem bem os dados experimentais foram geradas superficies de resposta de forma

ilustrar os efeitos das variaveis independentes na variavel dependente.

4.2.8 Escolha do Melhor Meio de Cultivo

Através da analise dos graficos tridimensionais de superficie de resposta e das curvas de
contorno do 2° DCCR foi definido o melhor meio de cultivo (MMC), aquele correspondente a
regido de 6timo, na qual maior crescimento celular e produgdo de polissacarideo foram previstos

pelo modelo.

4.2.9 Metodologia Analitica

4.2.9.1 Crescimento celular

O crescimento celular foi acompanhado conforme a metodologia descrita no item 3.2.9.2

do capitulo 3.

4.2.9.2 Determinagdo da concentracao de polissacarideo capsular

A concentrag¢do do polissacarideo foi realizada conforme a metodologia descrita no item

3.2.9.4 do capitulo 3.

4.2.9.3 Determinagdo da concentracao de glicose e acido acético

A concentracdo de glicose residual e a producdo de acido acético foram determinadas

conforme a metodologia descrita no item 3.2.9.5 do capitulo 3.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O planejamento experimental ¢ uma metodologia que permite analisar mais de uma
varidvel ao mesmo tempo assim como as interagdes entre as mesmas. Esta metodologia foi
aplicada para identificar as melhores concentracdes das fontes de carbono e nitrogénio que
resultassem no maior crescimento celular e produgdo de polissacarideo capsular pelo
Haemophilus influenzae b. Os resultados obtidos nos dois planejamentos experimentais

realizados sdo apresentados e discutidos a seguir.

4.3.1 Planejamento Experimental 1— Primeiro Delineamento Composto Central Rotacional

Para este estudo foram utilizadas como variaveis independentes as concentracdes de
peptona de soja (S), extrato de levedura (EL) e glicose (G). Os ensaios foram conduzidos em
frascos agitados (shaker) tendo como variaveis dependentes a maior densidade optica (DOs4onm) €
a maior producao de polissacarideo capsular (PRP).

O planejamento contém 3 variaveis independentes e 2 dependentes e assim sendo, optou-
se por fazer um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), cujos valores reais e
codificados para os niveis estdo relacionados na tabela 4.1.

A tabela 4.3 mostra a matriz contendo os 20 ensaios realizados e as respectivas respostas.
Destes, 8 ensaios correspondem ao planejamento fatorial, 6 ensaios correspondem aos pontos
axiais, além dos 6 ensaios no ponto central. Os maiores valores de densidade optica e produgdo
de polissacarideo foram encontrados nos ensaios 6, 7, 8 e 13, onde os niveis de glicose foram +1

e +1,41.
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Tabela 4.3. Matriz do 1° DCCR com os niveis codificados e as respostas: concentragao de
polissacarideo capsular ¢ densidade oOptica.

Ensaios S EL G PRP (mg/L) DOsgnm

1 1 a1 -l 193 2,5
2 e | 236 4,1

3 q 4+ -l 208 3,7
4 +1 41 -l 227 5,0
5 N (S | 384 8,5

6 +1 -1+ 409 8,9
7 1+l 41 463 9,1

8 +1 0+ +1 447 11,0
9 4141 0 0 385 8,3

10  -141 0 0 329 5,9
11 0 +141 0 228 7,1

12 0 -141 0 353 5,2
13 0 0 +1,41 480 11,8
14 0 0 -1,41 71 2.4
15 0 0 0 340 7,2
16 0 0 0 333 7,1

17 0 0 0 336 6,8
18 0 0 0 336 7,6
19 0 0 0 331 7,6
20 0 0 0 322 7,7

Extrato de levedura — EL; peptona de Soja — S; Glicose — G.

4.3.1.1 Analise estatistica e da superficie de resposta - variavel dependente densidade oOptica, 1°
DCCR
A analise estatistica para a variavel dependente densidade optica (DOsaonm) foi realizada
considerando o valor do nivel de significancia (o) igual a 0,1. Os termos estatisticamente
significativos foram glicose (linear), peptona de soja (linear) e extrato de levedura (linear e
quadratico). Os termos com p-valor maior que 0,1 foram considerados estatisticamente nao
significativos, sendo estes excluidos do modelo refinado.
Apo6s a exclusdo dos termos ndo significativos, foi gerada a tabela de regressao (tabela
4.4) seguida pela andlise de varidncia (ANOVA) (tabela 4.5). A glicose (linear) se mostrou o
termo de maior efeito (tabela 4.4). O valor para o coeficiente de regressao foi 0,9806 e o Fec
oitenta vezes maior que o Fy,, indicando que o modelo (Eq. 4.1) ¢ estatisticamente significativo,

ajustando-se bem aos dados experimentais com nivel de confianga de 90%. O modelo pode ser
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considerado estatisticamente significante quando o valor de F¢, € de trés a quatro vezes superior

ao de Fip (RODRIGUES e IEMMA, 2005).

Tabela 4.4. Regressao do 1° DCCR, variavel dependente maior densidade oOptica.

Limite de confianca

Fatores Coeficiente p-valor -90% +90%
Média/Interagao 7,238 0,000000 7,028 7,447
S (L) 0,721 0,000014 0,520 0,922
EL (L) 0,619 0,000074 0,418 0,820
EL (Q) -0,584 0,000573 -0,819 -0,348
G (L 2,971 0,000000 2,770 3,172

Coeficiente de regressdo: Var. dep. = DOssopm; o0 = 0,1; R%=0,9806

Tabela 4.5. Andlise de variancia do 1° DCCR, variavel dependente maior densidade optica.

Variacio SQ GL QM Feale
Regressdo 119,49 4 29,87 189,78
Residuo 236 15 016
Total 121,85 19

Fubo,1,4,15=2,36
SQ = soma dos quadrados; GL= grau de liberdade ¢ QM = quadrado médio

DOssonm = (7,24 + 0,12) + (0,72 + 0,11).S + (0,62 + 0,11).EL + (2,97 + 0,11).G — (0,58 +
0,13).EL? (4.1)

A partir do modelo (Eq. 4.1) gerado pelo Statistica® foi construida a superficie de
resposta da varidvel dependente densidade Optica em funcdo das varidveis estatisticamente
significativas: peptona de soja, extrato de levedura e glicose.

Ao analisar a superficie de resposta da DOs4onm em funcao dos fatores extrato de levedura
e peptona de soja (figura 4.1), os maiores valores de DOs4onm (8,0) foram observados com extrato
de levedura na faixa entre -0,25 e +1,25 (4,25 g EL/L e 8,75 g EL/L) e a peptona de soja acima de
+1,5 (17,5 g S/L).

Para as superficies de resposta da DOs4onm €m funcao dos fatores glicose e peptona de soja

(figura 4.2), ¢ DOssonm em funcdo dos fatores glicose e extrato de levedura (figura 4.3), os
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maiores valores de DOssonm foram observados com a glicose acima de +1,5 (9,5 g G/L) e

quaisquer valores para as concentracdes de extrato de levedura e peptona de soja.
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Figura 4.1. Superficie de resposta do 1° DCCR, densidade optica (DOs4onm) em fungdo da
concentracdo de extrato de levedura (EL) e peptona de soja (S).
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Figura 4.2. Superficie de resposta do 1° DCCR, densidade optica (DOssonm) em funcdo da
concentracao de glicose (G) e peptona de soja (S).
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Figura 4.3. Superficie de resposta do 1° DCCR, densidade optica (DOs4onm) em fungdo da
concentracdo de glicose (G) e extrato de levedura (EL).

4.3.1.2 Analise estatistica e de superficie de resposta - varidvel dependente polissacarideo
capsular, 1° DCCR

A andlise estatistica da varidvel dependente polissacarideo capsular (PRP) foi
primeiramente realizada considerando o valor de nivel de significancia (a)) igual a 0,1, sendo que
0 Unico termo que se mostrou estatisticamente significativo para esse valor de o foi a
concentracao de glicose (linear) (figura 4.4). Esse resultado indica que a concentrac¢do de glicose
foi o substrato limitante da producdo de PRP, podendo ter mascarado o efeito dos outros fatores.
Sendo assim, foi realizado um novo planejamento experimental no qual foram redefinidas as
concentragdes dos fatores em cada nivel de forma a evitar o efeito limitante da concentragdo de

glicose.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: PRP
3 factors, 1 Blocks, 20 Runs; MS Residual=1554,33
DV: PRP

10,37617
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Figura 4.4. Pareto do 1° DCCR, varidvel dependente polissacarideo capsular (PRP); a = 0,1.

4.3.2 Planejamento Experimental 2 - Segundo Delineamento Composto Central Rotacional

Para o segundo planejamento experimental, o qual consistiu em um novo Delineamento
Composto Central Rotacional (2° DCCR), foram utilizadas as mesmas varidveis independentes e
dependentes do planejamento anterior. No entanto, a concentragdo dos fatores em cada nivel foi
redefinida (tabela 4.2).

As respostas escolhidas foram as medidas de densidade otica (DOs40nm) € de concentragao
de PRP, correspondentes a décima hora de cultivo ¢ nao mais os valores maximos de cada
resposta, como aconteceu no planejamento anterior (1° DCCR). Neste planejamento, decidiu-se
fixar o tempo de cultivo na décima hora e, deste modo, evitar a influéncia do tempo nas
respostas, tornando a analise dos resultados mais homogénea e confidvel. A décima hora de
cultivo foi definida pelo fato da maioria dos ensaios chegarem ao final da fase exponencial de
crescimento apds esse tempo.

Os valores do ponto central para as concentragdes de extrato de levedura e peptona de soja
foram definidos como a metade dos escolhidos no PC do planejamento anterior. J4 o valor da
concentragdo de glicose foi definido como sendo o dobro da empregada no PC do primeiro
planejamento para evitar que esteja na faixa limitante e permitindo que os efeitos dos outros

fatores sejam observados.
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3/4 .
). Os valores codificados

Os niveis dos pontos axiais foram estabelecidos em + 1,68 (=2
e os valores reais correspondentes sao também apresentados na tabela 4.2.

A tabela 4.6 mostra a matriz com os 18 ensaios realizados, incluindo os 8 pontos do
planejamento fatorial, os 6 pontos axiais e as 4 repeticdes no ponto central, assim como as
respectivas respostas. A maior producao de polissacarideo foi observada no ensaio 7 (640 mg
PRP/L). Os ensaios do PC assim como o ensaio 12 apresentaram producao de polissacarideo
correspondente a 370 + 30 mg PRP/L. A maior densidade dptica observada corresponde a média
no ponto central (DOssonm 7,7 + 0,6). Os ensaios referentes ao PC do 2° DCCR resultaram em
producao de polissacarideo similar aos ensaios do PC do 1° DCCR (£ 330 mg PRP/L), sendo

conduzidos com metade da concentragdo das fontes de nitrogénio (peptona de soja e extrato de

levedura).

Tabela 4.6. Matriz do 2° DCCR com os niveis codificados e as respostas concentragdo de
polissacarideo capsular (PRP mg/L) e densidade optica (DOs4gnm).

Ensaios S EL G PRP (mg/L) DOssonm

1 -1 -1 -1 119 2.5
2 +1 -1 -1 254 5,9
3 -1 +1 -1 301 5,4
4 +1 +1 -1 314 7,0
5 -1 -1 +1 213 3,1
6 +1 -1 +1 93 1,2
7 -1 +1 +1 640 5,0
8 +1 +1 +1 332 7,5
9 -1,68 0 0 68 0,8
10 +1,68 0 0 304 7,6
11 0 -1,68 0 124 1,6
12 0 +1,68 0 383 7,6
13 0 0 -1,68 310 6,1
14 0 0 +1,68 354 7,4
15 0 0 0 342 6,9
16 0 0 0 383 7,6
17 0 0 0 386 8,3
18 0 0 0 320 7,1

Extrato de levedura — EL; peptona de Soja — S; Glicose — G.
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4.3.2.1 Andlise estatistica e da superficie de resposta - variavel dependente densidade optica (2°
DCCR)

A analise estatistica para variavel dependente densidade optica (DOs40nm) foi realizada
considerando o valor do nivel de significancia (o) igual a 0,1. Os termos estatisticamente
significativos foram as concentragdes de peptona de soja (linear e quadratico) e extrato de
levedura (linear e quadratico). Os termos com p-valor maiores que 0,1 foram considerados
estatisticamente nao significativos, sendo excluidos do modelo refinado.

O modelo reduzido, contendo apenas os termos significativos, esta representado na
equacdo 4.2 (a partir dos coeficientes da tabela 4.7), enquanto que a analise estatistica do ajuste
do modelo aos dados experimentais esta resumida na tabela 4.8. Com o aumento na concentragao
de glicose, ndo houve efeitos significativos deste fator na resposta de forma a mascarar a
influéncia das fontes de nitrogénio. As concentragdes de peptona de soja e extrato de levedura
apresentaram coeficientes semelhantes, indicando que ambas influenciam o crescimento. O valor
do coeficiente de regressao foi 0,7909 e o F.y cinco vezes maior que o Fiy, indicando que o
modelo (Eq. 4.2) ¢ estatisticamente significativo, ajustando-se aos dados experimentais com nivel

de confianca de 90%.

Tabela 4.7. Regressao do 2° DCCR, variavel dependente densidade Optica na décima hora de
cultivo.

Limite de confian¢ca

Fatores Coeficiente p-valor -90% +90%
Média/Interagao 7,147 0,000000 6,221 8,073
S (L) 1,253 0,003788 0,622 1,884
S Q) -1,169 0,006604 -1,810 -0,528
EL (L) 1,640 0,000497 1,008 2,271
EL (Q) -1,017 0,014801 -1,658 -0,376

Coeficiente de regressdo: Var. dep. = DOs4opm; @ = 0,1; R%*=0,7909.
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Tabela 4.8. Analise de varidncia do 2° DCCR, variavel dependente densidade Optica da décima
hora de cultivo.

Variacﬁo SQ GL QM Fcalc

Regressao 85,28 4 21,32 12,29
Residuo 2255 13 173

Total 107,83 17

Fuap 0,1,4,13 = 2,43

SQ= soma dos quadrados; GL= grau de liberdade e QM = quadrado médio

DOs40nm = (7,15+0,52) + (1,25+0,36).S+(1,64+0,36).EL—(1,17+0,36).8%-(1,02+0,36).EL>
(4.2)

A partir do modelo representado na equacao 4.2 foi obtida a superficie de resposta da
variavel dependente densidade Optica em funcdo das varidveis estatisticamente significativas
concentragdes de peptona de soja e extrato de levedura (figura 4.5).

Ao analisar a superficie de resposta da DO, os maiores valores de DOssonm (8,0) foram
observados com o extrato de levedura na faixa entre -0,25 ¢ +1,75 (2,12 g EL/L e 5,12 g EL/L) e
a peptona de soja na faixa entre -0,5 ¢ +1,5 (3,5 g S/L ¢ 9,5 g S/L). A regido de 6timo engloba as

condigdes empregadas no ponto central.
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Figura 4.5. Superficie de resposta do 2° DCCR, densidade optica (DOssonm) em fungdo da
concentracao do extrato de levedura (EL) e peptona de soja (S)
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4.3.2.2 Analise estatistica e da superficic de resposta - varidvel dependente produgdo de
polissacarideo capsular (2° DCCR)

A analise estatistica da variavel dependente polissacarideo capsular (PRP) foi realizada
considerando o valor do nivel de significancia (o) igual a 0,1. Os termos estatisticamente
significativos foram concentragdo de extrato de levedura (linear), interacdo concentracdo de
peptona de soja e concentragcdo de glicose, concentracdo de peptona de soja (quadratico) e a
interacdo concentragdo de extrato de levedura e concentracao de glicose. Os termos com p-valor
maiores que 0,1 foram considerados estatisticamente ndo significativos, sendo estes excluidos do
modelo refinado.

O modelo reduzido, contendo apenas os termos significativos, esta representado na
equacdo 4.3 resultante dos coeficientes relacionados na tabela 4.9, enquanto que a andlise
estatistica do ajuste do mesmo aos dados experimentais esta resumida na tabela 4.10. Conforme
desejado, a concentragdo de glicose ndo apareceu como efeito principal. A concentracdo de
extrato de levedura (linear) apresentou o maior efeito positivo na concentracdo de PRP, enquanto
a concentracao de peptona apresentou um efeito negativo, de ordem grandeza menor (tabela 4.9).
O valor do coeficiente de regressao foi 0,7305 € 0 Feye 3,6 vezes maior que o Fyy, indicando que
o modelo (Eq. 4.3) ¢ estatisticamente significativo, ajustando-se aos dados experimentais com

nivel de confianca de 90%.

Tabela 4.9. Regressao do 2° DCCR, variavel dependente produ¢do de polissacarideo na décima
hora de cultivo.

Limite de confianca

Fatores Coeficiente p-valor -90% +90%
Média/Interagao 327,688 0,000000 283,167 372,208

S Q) -48.,209 0,045291 -86,765 -9,653
EL (L) 98,382 0,000574 59,852 136,911
S(L) por G(L) -72,000 0,024990 -122,342 -21,658
EL(L) por G(L) 53,000 0,084991 2,658 103,342

Coeficiente de regressdo: Var. dep. = PRP; a =0,1; R?=0,73053.
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Tabela 4.10. Analise de variancia do 2° DCCR, variavel dependente producao de polissacarideo
capsular na décima hora de cultivo.

Variagﬁo SQ GL QM Fealc
regressao 227825 4 56956 8,81
residuo 84039 13 6465 .
Total 311864 17

Fuapo.1,4,13= 2,43

SQ= soma dos quadrados; GL= grau de liberdade e QM = quadrado médio

PRP = (327,69 + 25,14) + (98,38 + 21,76).EL — (48,21 + 21,77).8% — (72,00 + 28,43).S.G +
(53,00 + 28,43).EL.G (4.3)

A partir do modelo representado na equagao 4.3 foram obtidas as superficies de resposta
da wvaridvel dependente PRP em funcdo das varidveis estatisticamente significativas
concentragdes de extrato de levedura, peptona de soja e interagdes extrato de levedura com
glicose e peptona de soja com glicose (figuras 4.6, 4.7 ¢ 4.8).

Ao analisar a superficie de resposta da producdo de PRP em funcdo dos fatores
concentragdes de extrato de levedura e de peptona de soja (figura 4.6), os maiores valores de PRP
(500 mg PRP/L) foram observados com concentragcdes de extrato de levedura acima de +1,75
(5,1 g EL/L) e de peptona de soja entre -0,5 e +0,5 (3,5 g S/L e 6,5 g S/L).

De acordo com a superficie de resposta da producdo de PRP em funcdo dos fatores
concentracao de glicose e peptona de soja (figura 4.7), os maiores valores de PRP (400 mg
PRP/L) foram observados para concentracdes de glicose acima de +1,5 (14,5 g G/L), mantendo-
se a concentracdo de peptona de soja abaixo de -0,5 (3,5 g S/L). A outra regido experimental
indicada como 6tima pela figura 4.7 ¢ definida por concentracdes de glicose abaixo de -1,5 (5,5 g
G/L) e de peptona de soja acima de +0,5 (6,5 g S/L).

Ja para a superficie de resposta da concentracdo do PRP em funcdo dos fatores glicose e
extrato de levedura (figura 4.8), os maiores valores de PRP (700 mg PRP/L) foram observados
com a glicose acima de +1 (13 g G/L) e o extrato de levedura acima de +1,5 (4,75 g EL/L).
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Figura 4.6. Superficie de resposta do 2° DCCR, polissacarideo capsular (PRP) em fun¢do da
concentracao do extrato de levedura (EL) e peptona de soja (S).
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Figura 4.7. Superficie de resposta do 2° DCCR, polissacarideo capsular (PRP) em fungdo da
concentracao de glicose (G) e peptona de soja (S).
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Figura 4.8. Superficie de resposta do 2° DCCR, polissacarideo capsular (PRP) em fun¢do da
concentracao de glicose (G) e extrato de levedura (S).

Os valores dos coeficientes do modelo que representa matematicamente a produgao de
PRP em funcdo dos fatores estudados (Eq. 4.3) assim como as superficies de resposta
correspondentes (figuras 4.6 a 4.8) indicam aumento na produ¢do de polissacarideo com alta
concentragdo de extrato de levedura e de glicose, e baixa concentragdo de peptona de soja. Na
figura 4.6, observa-se claramente a rampa de crescimento da concentragdo de PRP com o
aumento na concentracdo de extrato de levedura. J4 a figura 4.8 prevé um valor de 700 mg PRP/L
para concentragdes de extrato de levedura maiores que 5,4 g/L. Sendo assim, antes de iniciar os
ensaios de validacio do modelo decidiu-se investigar a producdo de PRP e o crescimento em
meios contendo maior concentracao de extrato de levedura. Estes novos estudos foram agrupados

e denominados como “Ensaios Complementares” e serdo discutidos a seguir.

4.3.3 Ensaios Complementares

Nos ensaios complementares, identificados como ensaios 21 e 22, respectivamente (tabela
4.11), as concentragdes de extrato de levedura foram aumentadas para 6,5 g EL/L (+2,66, em
valor codificado) e 8 g EL/L (+3,66, em valor codificado). Ja os valores da concentracdo de
glicose e peptona de soja foram mantidos nos correspondentes ao ponto central (10 g G/LeS5 g
S/L). A adicao dos pontos adicionais com concentragdes maiores de extrato de levedura fornecera
mais informagdes sobre a influéncia do fator concentragdo de extrato de levedura na resposta
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concentra¢ao de PRP, confirmando, ou ndo, a previsao do modelo empirico obtido no 2° DCCR.
Para garantir a confiabilidade dos ensaios, controles foram realizados nas condigdes do ponto
central (ensaio 19 da tabela 4.11) e do ponto axial +1,68 (ensaio 12 da tabela 4.6), mostrado na
tabela 4.11 e designado como ensaio 20. Assim, a tabela 4.11 mostra a matriz do 2° DCCR com
os quatro ensaios adicionais realizados e as respectivas respostas. Destaque em negrito indica os
ensaios adicionais: 1 ponto central, 1 repeticdo do ensaio 12 e 2 pontos complementares com
maior concentracao de extrato de levedura.

Os experimentos com concentracdes elevadas de extrato de levedura (ensaios 21 e 22) ndo
atingiram os valores de crescimento celular e producao de PRP preditos pelos modelos (equagdes
4.2 e 4.3). A média da producdao de PRP foi 45% menor que aquela predita pela equacao 4.3.
Apesar dos valores menores de DOs4onm Observados nos ensaios 21 e 22, conforme previa a
equacdo 4.2 para altas concentracdes de extrato de levedura. A equagdo 4.2 apresentou desvios
elevados em relagao os valores experimentais de DOsonm NOs ensaios complementares. Por outro
lado, ¢ importante destacar que os ensaios no ponto central (ensaios 15, 16, 17, 18 e 19)
apresentaram desvio padrdo de apenas 5,7 % para DOs4omm € 9,0 % para PRP. Portanto, pode-se
afirmar que as equagdes 4.2 e 4.3 se ajustam a essa regido experimental, a qual pertence a regidao
de o6timo. Assim, o fato dos polindmios ndo descreverem bem os resultados dos ensaios
complementares, que também pertencem a regido de 6timo, pode estar relacionado a dificuldade
destes se ajustarem a curvatura da superficie, ja que poucos dados experimentais do 2° DDCR se
encontravam nessa regido. Desta forma, para descrever melhor a regido de 6timo da superficie de
resposta, um novo polindmio foi gerado para DOs4onm € PRP, a partir da matriz completa (ensaios

de 1 a 22), da tabela 4.11, incluindo os resultados dos ensaios complementares (Eqs. 4.4 ¢ 4.5).
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Tabela 4.11. Matriz do 2° DCCR incluindo dados dos ensaios complementares com os niveis
codificados e as respostas: concentragdo de polissacarideo capsular (PRP mg/L) e densidade
(')ptica (D0540nm).

Ensaios S EL G PRP (mg/L) DOs40nm
1 -1 -1 -1 119 2,49
2 +1 -1 -1 254 5,97
3 -1 +1 -1 301 5,45
4 +1 +1 -1 314 7,00
5 -1 -1 +1 213 3,09
6 +1 -1 +1 93 1,16
7 -1 +1 +1 640 5,04
8 +1 +1 +1 332 7,52
9 -1,68 0 0 68 0,76
10 +1,68 0 0 304 7,62
11 0 -1,68 0 124 1,62
12 0 +1,68 0 383 7,62
13 0 0 -1,68 310 6,10
14 0 0 +1,68 354 7,40
15 0 0 0 342 6,93
16 0 0 0 383 7,62
17 0 0 0 386 8,26
18 0 0 0 320 7,15
19 0 0 0 404 6,25
20 0 +1,68 0 403 5,64
21 0 +2,66 0 406 5,74
22 0 +3,66 0 411 5,70

Extrato de levedura — EL; peptona de Soja — S; Glicose — G.

DOs40nm = (6,57+0,43) + (1,25+0,37)*S+(1,55+0,33)*EL~(0,98+0,36).S>-(0,57+0,14).EL>
(4.4)

PRP = (350,34 + 22,17) + (95,79 + 17,36).EL — (53,12 + 18,58).S* — (23,93 + 7,27).EL* — (72,00
+24.91).S.G + (53,00 + 24,91).EL.G (4.5)

As equagdes 4.4 e 4.5 representam os modelos reduzidos, apos a eliminagdo dos termos
ndo significativos a partir da andlise do p-valor (figuras 4.9 a 4.12 e tabelas 4.12 a 4.15),

conforme ja descrito anteriormente no 1° e 2° DCCR.
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Os termos estatisticamente significativos para a resposta densidade Optica foram a
concentracao de extrato de levedura (linear e quadratico) e a concentracdo de peptona de soja
(linear e quadratico) (tabela 4.12). Para resposta concentracdo de PRP, os termos significativos
foram a concentragdo de extrato de levedura (linear e quadratico), a concentragdo de peptona de
soja (quadratico), incluindo ainda os efeitos de interacdo da concentracdo de glicose com a

concentracao de peptona de soja e de extrato de levedura (tabela 4.13).

Tabela 4.12. Regressdao do DCCR variavel dependente densidade Optica.

Limite de confianca

Fatores Coeficiente p-valor -90% +90%
Média/Interagao 6,566 0,000000 5,821 7,311

S (L) 1,253 0,003374 0,613 1,894
S Q) -0,985 0,013757 -1,609 -0,361
EL (L) 1,549 0,000244 0,966 2,132
EL (Q) -0,575 0,000750 -0,819 -0,331

Coeficiente de regressdo: Var. dep. = DOsgonm; o = 0,1; R*=0,70987

Tabela 4.13. Regressao do DCCR varidvel dependente polissacarideo capsular.

Limite de confianca

Fatores Coeficiente p-valor -90% +90%
Média/Interacdo 350,342 0,000000 311,634 389,050
S Q) -53,122 0,011360 -85,558  -20,686
EL (L) 95,790 0,000047 65,479 126,101
EL (Q) -23,934 0,004598 -36,628  -11,240
S(L) por G(L) -72,000 0,010661 -115,497 -28,503
EL(L) por G(L) 53,000 0,049293 9,503 96,497

Coeficiente de regressdo: Var. dep. = PRP; a =0,1; R%?=0,77626

O ajuste do modelo DOs4onm (Eq. 4.4) incluindo os ensaios complementares, apresentou
coeficiente de regressdao de 0,70987, € 0 Fcae 6,2 vezes maior que o Fip,. Nota-se ainda que o
polindmio da equagdo 4.4 ¢ similar ao da equagdo 4.2. O valor de R? foi menor, mas o F., maior

(tabela 4.14). Os valores dos coeficientes foram parecidos assim como a significancia dos termos.
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Ja o ajuste do novo modelo PRP (Eq. 4.5) aos dados experimentais incluindo os ensaios
complementares foi superior ao obtido pela equacdo 4.3. O coeficiente de regressdo foi 0,7763 e

0 Feaic 5,56 vezes maior que o Fyy, (tabela 4.15).

Tabela 4.14. Analise de variancia do DCCR varidvel dependente densidade optica.

Variacao SQ GL QM Feale

Regressao 106,023 4 26,506 14,32
Residuo 31465 17 L85

Total 137,488 21

Fubo1,4,17= 2,31

SQ= soma dos quadrados; GL= grau de liberdade e QM = quadrado médio

Tabela 4.15. Analise de variancia do DCCR varidvel dependente polissacarideo capsular.

Variag:ﬁo SQ GL QM Fealc

Regressao 309506 5 61901 12,47
Residuo 79449 16 496

Total 388955 21

Fiapo.1.s 16= 2,24

SQ=soma dos quadrados; GL= grau de liberdade ¢ QM = quadrado médio

A partir dos modelos gerados e descritos nas equagdes 4.4 e 4.5 foi possivel construir as
superficies de resposta para ambas respostas. A figura 4.9 mostra a variagdo da resposta
densidade Optica em funcdo dos fatores concentracao de extrato de levedura e de peptona de soja.
A andlise dessa superficie permite identificar que os maiores valores de DOssonm (= 6) foram
previstos pelo modelo para extrato de levedura na faixa entre -0,25 ¢ +2,5 (2,8 g EL/L € 6,25 g
EL/L) e peptona de soja na faixa entre -0,25 e +1,7 (4,25 g S/L e 10,2 g S/L).
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Figura 4.9. Superficie de resposta do 2° DCCR + ensaios complementares, densidade Optica
(DOs40nm) em fungdo do extrato de levedura (EL) e peptona de soja (S)

A variagdo da resposta do PRP em funcao dos fatores extrato de levedura, peptona de soja
e glicose estd representada nas figuras 4.10, 4.11 e 4.12. A anélise dessas superficies permite
identificar as regides de méaximo para a concentracdo de PRP, de acordo com a previsdo do
modelo ajustado (Eq. 4.5). Assim, pela figura 4.10, os maiores valores de PRP (400 mg PRP/L)
foram observados com extrato de levedura na faixa entre +1 ¢ +3 (4 g EL/L e 7 g EL/L) e de
peptona de soja entre -0,75 e +0,75 (2,75 g S/L e 7,25 g S/L). Ja pela figura 4.11, os maiores
valores de PRP (400 mg PRP/L) foram observados com glicose acima de +1,75 (15,25 g G/L) e
mantendo peptona de soja abaixo de -0,5 (3,5 g S/L). Ja de acordo com a superficie de resposta
do PRP em fungdo dos fatores glicose e extrato de levedura (figura 4.12), os maiores valores de
PRP (600 mg PRP/L) foram observados com a glicose acima de +1,75 (15,25 g G/L) e o extrato
de levedura acima de +2,1 (5.5 g EL/L).
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Figura 4.10. Superficie de resposta do 2° DCCR, polissacarideo capsular (PRP) em fun¢ao da
concentracdo do extrato de levedura (EL) e peptona de soja (S)

Glicose

B 400
I 300
[ 200
0 1 100
2,0 -1,5 -1,0 -0,5 00 05 1,0 1,5 2080

Peptona de Soja

Figura 4.11. Superficie de resposta do 2° DCCR, polissacarideo capsular (PRP) em funcdo da
concentracao de glicose (G) e peptona de soja (S)
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Figura 4.12. Superficie de resposta do 2° DCCR, polissacarideo capsular (PRP) em funcdo da
concentracao de glicose (G) e extrato de levedura (EL)

Considerando que as equagdes 4.4 e 4.5 fornecem descri¢des satisfatorias do topo da area
da superficie de resposta para PRP e DOs4onm, @ identificacdo da regido de 6timo pode ser feita
por meio da sobreposi¢do das regides de otimo individuais identificadas nas figuras 4.9 a 4.12.
Desta forma, para a realizacdo dos experimentos de validag¢do foi definida a melhor composicao
do meio de cultivo (MMC) pertencentes a regido de 6timo: peptona de soja na concentracao de 5

g/L, extrato de levedura na concentragdo de 5,5 g/L e glicose na concentracao de 15,25 g/L.

4.3.4 Ensaios de validacao

Os ensaios de validagdo foram realizados com o melhor meio de cultivo (MMC) e na
condi¢@o do ponto central (CPC), como referéncia (tabela 4.16). Os ensaios foram conduzidos em

frasco agitado (shaker) e em biorreator.
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Tabela 4.16. Concentragdo dos fatores do melhor meio de cultivo (MMC) e da condi¢ao no ponto
central (CPC).

Descricao S EL G
CPC 0(5,0¢g/L) 0(2,5¢g/L) 0 (10 g/L)
MMC 0 (5,0 g/L) +2(5,5¢g/L)  +1,75 (15,25 g/L)

Extrato de levedura — EL; peptona de Soja — S; Glicose — G.

A composi¢ao do meio de cultura utilizado para o ensaio de validagao em shaker foi o
mesmo utilizado no ensaio em biorreator, assim como na preparacao do inoculo.

No ensaio em shaker, a CPC apresentou crescimento celular levemente superior ao MMC,
DOs4onm 9,7 € 8,4 respectivamente (figura 4.13 A). A producdo volumétrica de polissacarideo
capsular na décima hora de cultivo foi 37 % maior na CPC, 648 mg PRP /L contra 410 mg PRP/L
no MMC (figura 4.13 B).

Ao comparar a CPC realizada no ensaio de validagao com a CPC realizada no 2° DCCR,
observamos aumento de 43% na producdo de polissacarideo. Este aumento poderia estar
relacionado a mudanca no lote de trabalho. J4 a diferenca observada entre a producao de PRP na
CPC e no MMC, que partiram do mesmo lote de trabalho, pode ter sido causada pela maior
concentracdo de glicose. Ensaios em shaker apresentam limitagdes na transferéncia de oxigénio
devido a agitacdo limitada. Além disso, a auséncia de controle de pH também pode afetar o
crescimento (KENNEDY, 1999). O melhor meio de cultivo proposto neste estudo contém maior
concentracao de glicose (tabela 4.16) o que pode ter causado maior formacao de acido acético, o
que leva a acidificagdo do meio por auséncia do controle de pH. Consequentemente, ocorreria

inibi¢ao do crescimento celular e da formagao de produto.
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Figura 4.13. Ensaios em shaker - Condi¢ao no Ponto Central (CPC) e Melhor Meio de Cultivo
(MMC). A) Perfil de crescimento celular DOssnm. B) Perfil da produg¢do volumétrica de
polissacarideo capsular (PRP)

Em biorreator foram realizados cultivos descontinuos com suprimento de ar variando
entre 0,2 ¢ 0,6 VVM.

No cultivo utilizando a CPC, apds a sexta hora de cultivo a glicose comegou a ser
consumida rapidamente. Na décima oitava hora de cultivo houve queda da concentracdo de
biomassa e aumento da concentracdo de polissacarideo no meio. O esgotamento de substrato
pode ter levado a morte e lise celular e consequente liberagdo de polissacarideo no meio,
explicando a queda na concentragdo celular e o aumento na concentragdo de polissacarideo. Na
décima sétima hora de cultivo a concentracdo de biomassa foi de 2,1 g MS/L, a producdo de
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acido acético e polissacarideo capsular foram de aproximadamente 5 g HA/L e 550 mg PRP/L
respectivamente (figura 4.14).

No cultivo utilizando a composicdo do MMC, apds a sétima hora de cultivo a glicose
comegou a ser consumida rapidamente. Na décima sétima hora houve queda na concentragao de
biomassa ¢ aumento na concentracdo do polissacarideo no meio, assim como observado no
cultivo CPC. Ao final da fase estacionaria, a concentragdo de biomassa foi de aproximadamente
3,0 g MS/L, a producdo de acido acético e polissacarideo capsular foram aproximadamente 8 g

HA/L e 600 mg PRP/L respectivamente (figura 4.15).
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Figura 4.14. Cultivo descontinuo, condi¢ao do ponto central (CPC).
Qesp — vazdo especifica de ar
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Figura 4.15. Cultivo descontinuo, melhor meio de cultivo (MMC).
Qesp — vazdo especifica de ar

Em biorreator, o MMC apresentou maior crescimento celular (30%) que a CPC, e a
producdo de polissacarideo capsular foi levemente superior (8,3%). A semelhanca observada na
producdo volumétrica de polissacarideo capsular pode ser explicada pelo fato de tanto a CPC
quanto o MMC pertencerem a regido de 6timo.

Quando os cultivos descontinuos em biorreator utilizando os meios gerados pelo
planejamento (MMC e CPC) sdo comparados com aqueles realizados com o meio até entdo

disponivel na literatura (CARTY et al., 1985), houve aumento de 55% na produg@o volumétrica

de polissacarideo capsular.
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44 CONCLUSAO

No primeiro Delineamento Composto Central Rotacional (1° DCCR) constatou-se que a
variavel independente concentracdo de glicose era limitante, mascarando o efeito dos outros
fatores (concentragdo de peptona de soja e extrato de levedura).

Ao realizar um segundo DCCR em que a variavel independente concentragdo de glicose
foi mantida com o dobro da concentracao no ponto central (10 g/L), esta deixou de ser limitante,
0 que permitiu observar o efeito dos outros fatores. No 2° DCCR foi incorporado ensaios
complementares e os modelos obtidos foram validados apds a identificagdo da regido de 6timo.

Ensaios de validagdo em shaker e em biorreator com o melhor meio de cultivo (MMC) e
com a condi¢do do ponto central (CPC) resultaram em aproximadamente 600 mg PRP/L, exceto
para o MMC quando realizado em shaker.

Tanto 0 MMC como a CPC representam a regido de 6timo, sendo que o meio na CPC se
destaca por ser conduzido com menor concentracdo de glicose (30%) e de extrato levedura
(50%). Quando comparado a CPC com o meio atualmente disponivel (CARTY et al., 1985), este
possui metade da concentragao das fontes de nitrogénio (peptona de soja e extrato de levedura) e
resultou em aumento de 50% na producao de PRP em cultivo descontinuo em biorreator.

Cultivos descontinuos conduzidos em biorreator com a CPC e com o MMC resultaram em
producao de polissacarideo 33 % maior que cultivo descontinuo alimentado com adicao
intermitente de glicose (CDAIG), peptona de soja BD e vazdo especifica de ar em 0,2 VVM.
Porém, inferior a produ¢do obtida em CDAIG com maior vazao de ar (0,5 VVM) (tabela 3.4 do
capitulo 3). Estes dados mostram que pode-se operar o biorreator com 10 g/L de glicose desde o
inicio do processo, com metade da concentragdo de peptona de soja e extrato de levedura, e
dispensando pulsos de glicose. No entanto, o maior fornecimento de ar (0,5 VVM) desde o inicio

do processo se faz necessario para maior crescimento celular e formagao de produto.
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Parametros de qualidade
5.1 CONTROLE DE QUALIDADE

Todo e qualquer farmaco deve chegar ao mercado com uma formula¢do segura e
atividade terapéutica comprovada e garantida. Para tanto, o controle de qualidade se mostra
de suma importancia.

A garantia de qualidade juntamente com o controle de qualidade, monitoram e
controlam a exceléncia de um processo com o proposito de obter um produto uniforme com
maior seguranga ¢ eficacia. Isto implica em sistemas detalhados de inspegdo, controle de
produgao, avaliagdo e distribuicao (LEVI et al., 1964)

A produgdo e o controle das vacinas conjugadas sdo mais complexas em relagao as
demais vacinas por envolverem trés etapas até a elaboragdo do produto final: fermentagao,
purificacdo e conjugacdo. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda uma série
de controles de qualidade para a elaboragdo de uma vacina que vao desde o preparo do lote
semente de trabalho até o produto final. Varios tipos de vacinas conjugadas de Hib tém sido
desenvolvidos e licenciados na Europa e nos EUA, atendendo aos requerimentos
necessarios para esta vacina (WARD, 1989). O H. influenzae tipo b, por ser uma bactéria
patogénica e classificada como microrganismo de classe 2, exige uma manipulagdo que
atenda os requerimentos para esta classificacdo (WHO, 2000).

O projeto de produgdo da vacina contra Haemophilus influenzae tipo b desenvolvido
pelo Laboratdrio de Bioprocessos do Centro de Biotecnologia — Instituto Butantan estad com
o processo de produ¢do do polissacarideo capsular em escala de bancada seguindo para
ampliacdo em escala piloto, enquanto as etapas de purificagdo ¢ de conjugacdo estdo em
fase de desenvolvimento.

Como parte dos parametros de qualidade a serem comprovados durante um processo de
producao de polissacarideo derivado do Hib, a Organizacdo Mundial da Saude recomenda
que a distribuicao molecular do polissacarideo capsular deva se caracterizar por tamanhos
de massas moleculares definidos e homogéneos entre lotes, sendo que cabe ao produtor

estipular os limites de distribuicdo molecular aceitavel (WHO, 2000; EP, 2005).
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Neste capitulo foram abordadas as andlises realizadas para verificar a qualidade do
polissacarideo produzido, isto é, verificar a variacdo do tamanho da massa molecular com o
tempo de incubacdo para cultivos com diferentes vazdes no suprimento de ar. A
caracterizacao celular do Haemophilus influenzae b quanto a morfologia e seu metabolismo

durante os cultivos sob diferentes condigdes também foi analisada.
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5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Metodologia Analitica

5.2.1.1 Coloragao de Gram

Para visualizar os aspectos morfologicos do microrganismo foi realizada

metodologia de colora¢do de Gram, conforme descrito no item 3.2.8.1 do capitulo 3.

5.2.1.2 Microscopia Eletronica de Transmissao

A microscopia eletronica de transmissdo (MET) foi utilizada para visualizar os
aspectos morfoldgicos e estruturas intracelulares do microrganismo (SKOV SORENSEN e¢
al., 1988). Amostras coletadas em tempos diferentes da cultura e diluidas para uma DOs4o4m
0,5 em volume de 1 mL de paraformaldeido foram levemente homogeneizadas e incubadas
a 4°C por aproximadamente 72 horas.

Apbs a incubagdo, as amostras foram centrifugadas a 11500 g por 5 minutos, o pellet
foi ressuspendido com 20 pL de anticorpo anti-Hib, obtido em burro, ¢ fixado com 500 pL.
de solucdo karsnovsky (aldeido glutarico 2,5 %, paraformaldeido 2 %, em tampao
cacodilato 0,1 M, pH 7,2) e incubado a 4°C, por 16 a 20 horas. No dia seguinte, o material
foi centrifugado a 11500 g por 2 minutos, € o pellet submetido a lavagens, por trés vezes,
com 1 mL de solugdo fisiologica contendo sacarose (4,5 g de NaCl, 8,9 g de sacarose e
completado a 500 mL com agua destilada e pH ajustado para 7,4), sob movimento de
rotagdo, realizando trocas a cada 15 minutos. Apds remover a solugdo de lavagem foi
adicionado 500 pL de tetroxido de 6smio (tetroxido de dsmio - Os O4) 1 % em tampao
cacodilato 0,1 M e a suspensao resultante foi incubada por 1 hora a temperatura ambiente,
sob movimento de rotagdo. Em seguida, o material foi centrifugado a 11500 g por 2
minutos e o pellet submetido a trés novas lavagens com 1 mL de solucdo fisiologica com
sacarose, a cada 15 minutos, também sob agitagdo. Apds remover a solugdo de lavagem, foi
adicionado 500 pL de solucdo de acetato de uranila (acetato de uranila 0,5 % com sacarose

13,3 %) e a suspensao resultante foi incubada na geladeira por 16 a 20 horas.
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Apoés a incubacdo, seguiram-se as etapas de desidratacdo. O material foi inicialmente
centrifugado a 11500 g por 2 minutos ¢ o pellet assim obtido foi ressuspendido

sucessivamente nas solucdes descritas a seguir para a desidratagdo:

v 2x 1 mL de Alcool 70°......oomoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 10°, sob agitacao;

v 2x 1mL de Alcool 95, 15°, sob agitagao;

v 3 x 1 mL de 4lcool absoluto........cc.eeeeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeee. 15°, sob agitacao;

v' 1 x 1 mL de 6xido de propileno.............ccceevverirrerrrennnnee. 10°, estatico;

v 1 x 1 mL de 6xido de propileno + resina..............ccoco........ 2 horas, sob agitagdo, a

temperatura ambiente.

Ap0s incubagdo em 6Oxido de propileno contendo resina, o sedimentado foi transferido
para capsula Been com auxilio de uma pipeta (Pasteur) e foi adicionada resina pura e
incubado por 1 hora sob condi¢do estatica a temperatura ambiente. Em seguida, as capsulas
foram transferidas para eppendorfs e centrifugadas a 11500 g por 2 minutos. Estas foram
entdo devidamente identificadas e o volume de resina completado e incubado em estufa a
60°C durante 2 a 3 dias. Em seguida, cortes ultrafinos com 70 nm de espessura foram
obtidos no ultramicrotomo (MT 6000 Sorvall) e colhidos sobre grades de cobre com 300
mesh. Os cortes foram submetidos a contrastes com acetato de uranila 2% durante 10
minutos e com citrato de chumbo por 3 a 5 minutos. O material foi examinado em
microscopio eletronico de transmissao (LEO 906E - Zeiss) com voltagem de aceleracdo de
80 kV. As imagens foram capturadas por uma camera CCD Olympus Megaview III através
do programa iTEM - Universal TEM Imaging Platform (Olympus Soft Imaging Solutions
GMBh, Germany) e salvas em extensao 7/F. As medidas das bactérias e dos didmetros dos
granulos foram feitas através da interface measurement user interface do mesmo programa

e exportadas para MS Excel.

O preparo das amostras foi realizado com auxilio da Técnica Simone Jared do
Laboratorio de Biologia Celular do Instituto Butantan. Os cortes ultrafinos e as fotografias
por Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) foram realizados pela Dra. Sylvia

Mendes Carneiro do Laboratdrio de Biologia Celular do Instituto Butantan.
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5.2.1.2.1 Procedimentos morfométricos
Os procedimentos morfométricos foram realizados utilizando as fotografias de

microscopia eletronica de transmissdo dos cultivos de H. influenzae. Para tanto, foi
aplicado uma matriz com pontos equidistantes sobre a imagem. A contagem do niimero de
pontos do sistema teste foi realizada considerando os pontos da matriz sobre a bactéria (Pt)
e numero de pontos sobre a estrutura (Pe).

A estimativa da densidade de volume dos granulos, ou seja, a fracdo de volume que

os granulos ocupam na célula foi realizada através da equagao 5.1.

Pe
Ve =—.100
Ft (5.1)

Vv = densidade do volume dos granulos (%);
Pe = pontos incidentes sobre a estrutura;
Pt = pontos totais incidentes sobre a bactéria.

O numero total de pontos a incidirem sobre a bactéria de forma obter um nivel de
erro associado a estimativa de densidade de volume dos granulos inferior a 10% foi
determinado pela equagdo 5.2. Para tanto, uma estimativa prévia da densidade do volume
dos granulos foi efetuada a partir de um numero limitado de pontos do sistema teste.

1—Pp

Pt=———
e — Pp (5.2)

Pt = numero de pontos incidentes sobre a bactéria;

Pp = estimativa prévia da densidade do volume dos granulos;
e = erro padrao.

5.2.1.3 Determinacao da concentracao de polissacarideo capsular

A determinagdo de polissacarideo capsular liberado ao sobrenadante da cultura foi

realizada pelo método modificado de Bial conforme descrito no item 3.2.8.4 do capitulo 3.

5.2.1.4 Determinacdo da massa molecular do polissacarideo capsular

Para determinagdo da massa molecular do polissacarideo capsular no decorrer do
cultivo, foi coletado um volume de 30 mL do caldo fermentado, o qual foi centrifugado a
12800g a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi dialisado contra agua por

aproximadamente 24 horas com troca de agua a cada 2 horas. Em seguida, o pH foi
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ajustado para 5,4, com acido acético e adicionou-se acetato de sodio 7% final e etanol 80%
final. A amostra foi incubada em repouso na geladeira a 4°C por 24 horas. Apods incubagao,
centrifugou-se a 6797 g a 4°C por 30 minutos. O pellet foi diluido com 4gua destilada para
um volume final de 10 mL, homogeneizado e centrifugado 1699 g por 30 minutos. O
sobrenadante foi separado e o precipitado novamente ressuspendido com 10 ml de agua
destilada, homogeneizado e centrifugado 1699 g por mais 30 minutos. Os sobrenadantes
oriundos das duas centrifugacdes foram transferidos para um mesmo falcon (50 mL) e
concentrados em filtro Centripep (Amicon®) com corte molecular de 10 kDa. Os
concentrados foram coletados e congelados a -20°C por 24 horas. Em seguida, as amostras
foram levadas para freezer -70°C, onde permaneceram por 72 horas, para entdo, serem
liofilizadas (Freeze Dryer — Modulyod- Edwards).

A massa molecular foi determinada por High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) — (Shimadzu). As amostras liofilizadas foram ressuspendidas com 400 uL de
tampao da fase movel e filtradas em membrana de 0,22 pum antes de injetar na coluna
TSKgel GMPWXL. A fase movel utilizada foi o tampao fosfato 10 mM, NaCl 150 mM,
pH 7,5, com fluxo de 0,6 mL/min a 35°C. A massa molecular foi determinada através do
software Class VP — Version 6.2 utilizando padrdo de dextranas nas seguintes massas

moleculares: 1,5 kDa, 6 kDa, 10 kDa, 40 kDa, 70 kDa e 229 kDa.

Para identificar o tempo de retengdo do polissacarideo de interesse, foi injetado no
cromatdgrafo (HPLC) o polissacarideo (PRP) purificado em diferentes concentracdes. O
PRP apresentou pico com tempo de retengao de 24,06 minutos. Este foi confirmado como
pico de referencia do PRP, submetendo amostras da eluicdo da corrida para determinacao
de polissacarideo pelo método modificado de Bial (ASHWELL, 1957). As amostras dos
cultivos CDAIG 0,25 e 0,5VVM injetadas na coluna, apresentaram pico (P1) com tempo de
retengdo entre 23,5 a 24 minutos que foi identificado como polissacarideo através da

determinacdo colorimétrica.
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5.2.1.5 Determinagdo de polissacarideo na célula

Para a determinacdo do polissacarideo na célula, foram coletadas amostras na sexta
e décima segunda hora do cultivo de maneira obter uma quantidade equivalente a 50 mg em
massa seca. A quantidade de amostra coletada para resultar na massa seca desejada foi
calculada através do fator de conversao de densidade oOptica (DOssonm) €m massa seca
(dados ndo mostrados). As amostras coletadas foram centrifugadas a 12800 g por 5 minutos
a 4°C, e o precipitado celular ressuspendido em solugao salina para remover os residuos do
meio de cultura e submetidos novamente a centrifugacao a 12800 g por 5 minutos a 4°C. Os
precipitados contendo a bactéria foram ressuspendidos com 500 pyL de solugdo salina e
transferidos para frascos e congelados em freezer -20°C por 72 horas. Em seguida, os
frascos foram transferidos para freezer -70°C onde permaneceram por mais 72 horas, e
entdo levados para serem liofilizadas Freeze Dryer — Modulyod. As amostras liofilizadas
foram denominadas massa celular liofilizada (MCL).

Amostras coletadas na sexta e décima segunda hora de cultivo foram submetidas a
ruptura celular. Para tanto, utilizou-se 10 mg de MCL, que foram transferidas para tubos
eppendorf e ressuspendidas com 5 mL de solucdo de lise (25 mM Tris HCL, pH 7,5
contendo lisozima (20 mg/mL)) por grama de massa celular seca com auxilio de uma
micropipeta e incubado a temperatura ambiente, em 130 rpm (7Tecnal TE-140) por 20
minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 12800 g por 5 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo e o pellet ressuspendido com 100 pL de Tris
HCL 25 mM. O pellet foi novamente centrifugado a 12800 g por 5 minutos e o
sobrenadante transferido para o tubo contendo o primeiro sobrenadante, e o pellet
ressuspendido com 100 pL. de Tris HCL 25 mM. Ambos, sobrenadante e pellet foram
armazenados em freezer -20°C até o momento do uso.

Para a determina¢do do polissacarideo na célula, 5 pL. do sobrenadante e pellet
oriundos da massa celular liofilizada (MCL) ap6s a ruptura foram submetidos a gel de
imunoeletroforese (rocket Immunoelectrophoresis) (LAURELL, 1966).

Gel de Agarose a 1,5 % foi inicialmente aquecido a 100°C até total dissolucdo da
agarose, e posteriormente levado para banho seco a 60°C. A temperatura do gel foi

acompanhada com termometro, ¢ assim que a temperatura alcancou 60°C, 100 pL de
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anticorpo (de burro) anti—Hib foi adicionado e homogeneizado. Em seguida, o gel foi
transferido sobre o filme de acetato (GelBond™ film, Pharmacia) até solidificar. O
polissacarideo capsular (PRP) purificado foi utilizado para a curva padrao.

A corrida foi realizada em sistema de Eletroforese (LKB — Pharmacia) nas seguintes
condigoes: 210 V, 24 mA, 5 W por 3 horas.

Ap0s a corrida, o gel foi lavado quatro vezes com solugdo NaCl 0,9%, sob agitacao,
por 30 minutos cada, e quatro vezes com agua destilada, sob agitagdo, por 15 minutos cada.
Ap6s as lavagens, a agua foi removida e o gel foi coberto com uma camada de papel filtro
umedecido com agua destilada e com um peso em cima, a temperatura ambiente, para que o
gel seque formando um filme transparente sobre o acetato. Apds a secagem, o filme de
acetato foi corado com solu¢do Comassie Blue por 2 horas, e depois descorado até a
remog¢ao completa do corante. O filme de acetato foi novamente coberto com papel filtro
umedecido com agua e deixado a temperatura ambiente até secar.

As solucdes e os materiais utilizados nesta analise sdo descritos abaixo.
v' Tampio Acetato (Full Strenght) pH 8,6: acetato de sodio 9,72 g; trizma base 17,46

g; EDTA 0,66 g e agua Mili-Q 2L;

v Tampdo do Gel: 20 mL do tamp@o acetato pH8,6; 80 mL de agua Milli-Q;

v Gel de Agarose 1,5 %: 16 mL do tampéo do gel; Agarose 0,24 g;

v" Solugdo de Comassie Blue: acido acético glacial 10%; Comassie Blue R250 0,25 %;
metanol 45 %;

v Solugdo descorante: acido acético glacial 10 %; metanol 30 %.

5.2.1.6 Determinagao de aminoacidos do sobrenadante do cultivo

A andlise de aminoacidos por HPLC foi realizada pelos técnicos Tiago Martins
Pereira e Amadeus Gomes de Azevedo, ambos do Departamento de Engenharia Quimica

(DEQ) da Universidade Federal de Sao Carlos — UFSCar.

5.2.1.7 Determinag¢do de polihidroxidoalcanoato (PHA)

A quantidade e composi¢@o de polihidroxidoalcanoato (PHA) foram determinadas

através de cromatografia de fase gasosa de propil-ésteres (GOMEZ et al., 1996). Cerca de
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10 a 15 mg de células liofilizadas foram transferidas para tubos, aos quais foram
adicionados 2 mL de uma solugao de acido cloridrico em propanol (1:4 v/v), 2 mL de 1,2—
dicloretano e 100 pL de uma solug¢do de acido benzoico (40 g/L) em propanol. Os tubos
foram fechados fortemente, e as amostras agitadas e submetidas a propanolise por 3 horas a
100°C, com agitagdo apos os primeiros 30 minutos de propandlise. Apds resfriamento,
foram adicionados aos tubos 4 mL de agua destilada, agitando-os vigorosamente por 30
segundos. Apos a separagao das fases, a fase aquosa (superior) foi descartada e a fase
organica (inferior) utilizada para analise. Um volume de 1 uL da fase organica foi analisado
apos fracionamento da amostra (split 1:20) em cromatdgrafo gasoso HP7890 Series GC
System equipado com uma coluna HP-5 (5% fenil-metil-siloxane, comprimento 30 m,
diamentro 0,25 mm, espessura do filme 0,25 pum). A analise foi conduzida nas seguintes
condig¢des:

v Gaés de arraste: hélio (0,8 mL/ min)

v Temperatura do injetor: 250°C.

v Temperatura do detector: 300°C.

v' Sistema de detecgdo: ionizagdo de chama (FID).

v" Programa de temperaturas do forno: 100°C por 1 minuto, elevagdo da temperatura
até 200°C a 8°C/min e 185°C por 15 minutos.

Como padrao interno foi utilizado &cido benzodico. Polimeros produzidos por P.
oleovorans ou P. putida a partir de diferentes fontes de carbono ou P3HB ¢ P3HB-co-3HV
(Aldrich) foram utilizados como padrdes para a geragdo das curvas de calibragdo. O PHA
total foi calculado somando-se as quantidades dos constituintes 3HB (3-Hidroxibutirato),
3HV (3-Hidroxivalerato), 3HHx (3-Hidroxihexanoato), 3HHp (3-Hidroxiheptanoato), 3HO
(3-Hidroxioctanoato), 3HN (3-Hidroxinonanoato), 3HD (3-Hidroxidecanoato) e 3HDd (3-

Hidroxidodecanoato).

A determinagdo de polihidroxidoalcanoato (PHA) foi realizada pelos alunos Rogério de
Sousa Gomes ¢ Mariana Rendeiro Gongalves que fizeram a propanodlise ¢ a injegdo no
cromatografo gasoso, respectivamente. Ambos trabalharam sob a supervisdo do Dr. José
Gregorio C. Gomez do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB II) - Universidade de Sao

Paulo (USP).
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5.2.1.8 Determinagado dos elementos Carbono, Nitrogénio e Hidrogénio

A porcentagem total dos elementos carbono (C), nitrogénio (N) e hidrogénio (H) nas
células de H. influenzae b foi determinada por Analise Elementar (CHN 2400 Perkin-
Elmer). Um montante de 5 mg de massa celular liofilizada (MCL) foi encaminhada para

Central Analitica do Instituto de Quimica (IQ) da Universidade de Sao Paulo — USP para

realizagdo destas analises.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O conhecimento acumulado sobre o microrganismo a ser utilizado em um
determinado processo fermentativo se faz fundamental para direcionar e ou conduzir um
cultivo da melhor maneira, assim como definir pontos de controle de qualidade durante o
processo. Portanto, conhecer melhor a morfologia, metabolismo e o comportamento do H.
influenzae tipo b pode fornecer informagdes importantes e fundamentais que permitam
realizar ajustes estratégicos no processo fermentativo de forma a resultar em maior
produgao, produtividade ¢ homogeneidade do produto.

Melhoramentos na etapa inicial do processo de purificagdo vém sendo realizados em
pontos chaves como, por exemplo, a separagao celular realizada através da centrifugacao
(sobrenadante) ao invés do uso da microfiltragdo tangencial em membranas de 0,11 pum
pelo fato da membrana reter o polissacarideo junto ao concentrado celular resultando em
baixo rendimento no microfiltrado. O primeiro passo da purificagdo, apds a separacao
celular, é a concentracdo do sobrenadante da cultura por meio da ultrafiltragao tangencial
em membrana com corte molecular de 100 kDa para eliminar moléculas interferentes
menores de 100 kDa como metabdlitos e componentes do meio de cultura.

A recuperagdo do PRP no concentrado de 100 kDa, a partir dos sobrenadantes de
diferentes cultivos ficou em torno de 50 %, sendo este valor inferior ao anteriormente
obtido de 74% (TAKAGI et al., 2003). O baixo rendimento obtido pode sugerir que nos
processos fermentativos atuais o polissacarideo sintetizado seja de menor massa molecular.
No tocante a purificagdo, ¢ importante destacar que recentemente foi inserido na etapa
inicial maior nimero de lavagens com uso de detergente o que poderia resultar na perda do
polissacarideo através da membrana (100 kDa) levando a menor recuperagdo de PRP no
concentrado (ALBANI, 2008).

Para verificar se os processos fermentativos mais recentes vém formando
polissacarideo de menor massa molecular, primeiramente foi realizado um levantamento
das alteragoes feitas nos cultivos depois do trabalho realizado por Takagi (TAKAGI et al.,
2003). Para isso foi utilizado o cultivo descontinuo alimentado com adi¢@o intermitente de

glicose (CDAIG) a fim de comparacao (tabela 5.1).
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Tabela 5.1. Itens alterados no processo descontinuo alimentado com vazao intermitente de
glicose para produgdo de polissacarideo de H. influenzae tipo b.

item  Descri¢ao Alteragao
1 Peptona de Soja de Difco para BD
2 Tempo de Cultivo de 24h para 12h

3 Vazao de especifica de ar de 0,25 para 0,5 VVM

No estudo realizado por Takagi foi utilizado cultivos descontinuo alimentado com
adigdo intermitente de glicose (CDAIG), peptona de soja da Difco e vazao especifica de ar
de 0,25 VVM, em um cultivo com 24 horas de dura¢ao (TAKAGI et al., 2003).

Atualmente, o mesmo processo, CDAIG, vem sendo conduzido com peptona de
soja da BD, vazao especifica de ar de 0,2 ou 0,5 VVM em um processo de 12 horas.

Na tentativa de conhecer melhor este microrganismo, bem como esclarecer se uma
das variaveis citadas na tabela 5.1, ou a combina¢do delas, poderiam influenciar no
tamanho da massa molecular do polissacarideo e ser o responsavel pela menor recuperacao
do produto na etapa inicial do processo de purificacao, foram estudados a vazao especifica
de ar (0,25 e 0,5 VVM) e o tempo de cultivo (24 horas), assim como os aspectos

morfologicos e do metabolismo do Hib em CDAIG.

5.3.1 Influéncia do tempo e vazdo especifica de ar na massa molecular do
polissacarideo capsular (PRP)

Cultivos descontinuos alimentados com adicdo intermitente de glicose (CDAIG)
foram realizados com peptona de soja da BD. A adicao de glicose foi realizada no momento
em que a glicose presente no meio foi completamente consumida, sinalizada pelo
aparecimento de um pico na concentragdo de oxigénio dissolvido (COD) (dados nao
mostrados). O montante de glicose adicionado (5 g/L) foi calculado para restaurar a
concentracdo inicial de glicose do meio.

No cultivo CDAIG com vazdo especifica de ar em 0,25VVM (figura 5.1), a
concentracdo de biomassa atingiu 3,4 g MS/L na décima segunda hora de cultivo,
mantendo nesta concentracdo até a décima sexta hora de cultivo e entdo comegou a
diminuir. Ao final do cultivo, a concentracio de biomassa estava em 3,0 g MS/L. A

concentracdo de polissacarideo atingiu aproximadamente 600 mg PRP/L na décima
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segunda hora de cultivo, e continuou a aumentar mesmo com a estagnagdo da biomassa
chegando em torno de 970 mg PRP/L (24® hora). A massa molecular do polissacarideo
mostrou uma tendéncia de queda com o decorrer do cultivo, passando de 1013 kDa na sexta

hora de cultivo, para 370 kDa ao final do cultivo.
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Figura 5.1. Cultivo descontinuo alimentado com adi¢do intermitente de glicose com
suprimento de ar em 0,25 VVM.

No cultivo CDAIG com vazdo especifica de ar em 0,5VVM (figura 5.2), a
concentracdo de biomassa atingiu 3,8 g MS/L na décima segunda hora de cultivo,
mantendo nesta concentragao até a décima sexta hora de cultivo e entdo comegou a cair. Ao
final do cultivo a concentracdo de biomassa estava em 3,3 g MS/L. A concentragdo de
polissacarideo atingiu aproximadamente 700 mg PRP/L na décima segunda hora de cultivo,
e continuou a aumentar mesmo com a estagnagao da biomassa, chegando em torno de 1130
mg PRP/L (24 hora). A massa molecular do polissacarideo mostrou tendéncia a queda com
o decorrer do cultivo, passando de 1009 kDa na sexta hora de cultivo, para 350 kDa ao final

do cultivo.
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Figura 5.2. Cultivo descontinuo alimentado com adigdo intermitente de glicose com
suprimento de ar em 0,5 VVM.

Ao comparar os CDAIG (tabela 5.2) quanto ao suprimento de ar, com aumento da
vazao especifica de ar de 0,25 VVM para 0,5 VVM, observamos que resultou em aumento
no crescimento celular e na formacao de polissacarideo, 10% e 14% respectivamente. Mas
nao mostrou influéncia quanto ao tamanho da massa molecular do polissacarideo, sendo
que as duas condigdes atingiram massa molecular de aproximadamente 360 kDa ao final do
cultivo.

Quanto ao tempo de cultivo (tabela 5.2) o prolongamento da duragdo do processo de
doze para vinte quatro horas mostrou influenciar positivamente a formagdo de
polissacarideo com aumento na producdo de PRP de 38% nas duas condi¢des, mesmo com
a estagnacao seguida de queda no crescimento celular (decréscimo de 12% na massa celular
seca). Ja& a massa molecular do polissacarideo, diminuiu da décima segunda hora até¢ a
vigésima quarta hora, com queda de 37% e 27% em cultivo com 0,25 VVM e 0,5 VVM,

respectivamente.
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Tabela 5.2. Influéncia da vazao de ar e do tempo de cultivo na forma¢ao de biomassa, ¢ na
producdo e massa molecular do polissacarideo em cultivo descontinuo alimentado com
adigdo intermitente de glicose.

Descricao tempo (h) Biomassa (g/LL) PRP (mg/L) Massa molecular (kDa)
6 1,5 175 1013
12 3.4 626 587
18 3,3 915 427
CDAIG 0,25VVM 24 3,0 973 369
6 1,7 196 1010
12 3,7 674 478
18 3,5 869 429
CDAIG 0,5VVM 24 3,3 1130 351

A figura 5.3 ilustra o perfil da massa molecular do polissacarideo capsular de H.
influenzae b em diferentes vazdes de ar no decorrer do tempo de cultivo. Ao sobrepor os
cromatogramas do cultivo (figura 5.3A e B), foi observado maior tempo de retengdo,
referente ao pico do polissacarideo, com o decorrer do tempo de cultivo.

A massa molecular do polissacarideo foi determinada através do coeficiente de
regressao linear do padrao de dextranas de diferentes massas moleculares e respectivos
tempos de retencao (figura 5.4A e B).

Os resultados mostram que o tempo de cultivo mostrou exercer influéncia
significativa no tamanho da massa molecular do polissacarideo, principalmente nas
primeiras doze horas de cultivo com queda acentuada. A figura 5.4C ilustra que quanto
maior o tempo de cultivo ocorre uma redugdo no tamanho da massa molecular do
polissacarideo atingindo a um valor proximo de 400kDa no final do cultivo.

Nos cromatogramas foi observado um segundo pico (P2) com tempo de retengao de
aproximadamente 30 minutos (figura 5.3A e B). Este segundo pico ndo foi observado na
amostra de PRP purificado, provavelmente devido as varias etapas de purificagdo, que
podem ter eliminado possiveis contaminantes. Mesmo que o P2 seja polissacarideo, sua
recuperagdo ndo € interessante, pois refere-se a uma molécula de baixa massa molecular (7
kDa).

Ja o terceiro pico (P3) com tempo de retencdo na faixa de 35 a 37 minutos, foi
observado tanto nas amostras do cultivo como no PRP purificado, e refere-se a um pico do

tampao fosfato, utilizado como fase movel (figura 5.3A e B).
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P1 P2 P3 Padrdo PRP Purificado
A —> —> <> = CDAIG 0,2VVM 12h
= CDAIG 0,2VVM 18h
e  CDAIG 0,2VVM 24h
P1 P2 P3
B — +—> <+ Padrio PRP Purificado
CDAIG 0,5VVM 6h

CDAIG 0,5VVM 12h
CDAIG 0,5VVM 18h
CDAIG 0,5VVM 24h

P1 — pico do polissacarideo (PRP); P2 — pico de interferentes; P3 — pico do tampao fosfato.
Figura 5.3. Cromatograma de gel filtragdo das amostras dos cultivos de H. influenzae b em

diferentes tempos de cultivo e vazodes especifica de ar. A) CDAIG 0,25VVM; B) CDAIG
0,5VVM.
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A = Dextran 229 kDa
Dextran 70 kDa
Dextran 40 kDa
= Dextran 10 kDa
= Dextran 6 kDa
= Dextran 1,5 kDa
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Figura 5.4. Gel filtragdo dos padrdes de dextranas e das amostras. A) Cromatograma do
padrao dextranas; B) Curva padrao de dextranas; C) Perfil da massa molecular do PRP em
diferentes tempos de cultivo e vazdes especifica de ar.
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Os resultados da cromatografia mostraram que nao foram o aumento no suprimento
de ar de 0,25 para 0,5VVM e/ou a redugdao no tempo de cultivo de 24 horas para 12 horas
(tabela 5.1) as varidveis responsaveis pela menor recuperacdo de PRP na etapa inicial da
purificagdo.

Apesar de influenciar na massa molecular, o tempo de cultivo exerceu efeito
negativo, ou seja, quanto maior o tempo de cultivo, menor massa molecular. Portanto, o
fato de estarmos trabalhando com menor tempo de cultivo (tabela 5.1), ¢ esperado um
polimero (PRP) de maior massa molecular.

O maior tempo de cultivo poderia expor mais o polissacarideo as condigdes
agressivas do ambiente no biorreator, como o cisalhamento, ou uma possivel acdo de

enzimas, levando a um polimero de menor massa molecular.

5.3.2 Analise de aminoacidos

Nos cultivos de H. influenzae descritos no capitulo 3, assim como os ilustrados no
presente capitulo (figuras 5.1 e 5.2) observou-se que o consumo de glicose ocorreu em
maior intensidade entre a 3* e 5* hora de cultivo, sugerindo assim que o H. influenzae
poderia estar consumindo outro nutriente preferencialmente a glicose. Fato este que
acontece com muitos microrganismos, como por exemplo, a Escherichia coli, que quando
expostos a diferentes carboidratos, utilizam um, em preferéncia a outro (POSTMA et al.,
1993).

O meio de cultura utilizado no cultivo de H. influenzae ¢ um meio complexo
composto por extrato de levedura e peptona de soja. Em sua composi¢ao, a peptona de soja
apresenta uma quantidade significativa de carboidratos, em torno de 30 % e que poderia
estar sendo consumido preferencialmente em relagdo a glicose (BD Bionutriens, 2007).

Visando conhecer melhor os requerimentos nutricionais deste microrganismo,
amostras do sobrenadante do cultivo foram coletadas em intervalos regulares de tempo e
submetidas a cromatografia (HPLC) para andlise de aminoacidos.

A figura 5.5 ilustra o perfil de consumo dos aminoécidos disponibilizados no meio
de cultura no decorrer do tempo de cultivo. Os aminoacidos alanina, leucina e valina se

encontravam presentes em maior quantidade (figura 5.5A e B). No entanto, os aminoacidos
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aspartato, cisteina, glutamato, glutamina e serina foram consumidos preferencialmente nas
primeiras horas (5 horas) de cultivo (figura 5.6), sendo a glicose consumida em maior

velocidade depois deste periodo (figura 5.1 e 5.2).

400

Hlh

aa (mg/L)

Ala Artg Asp Asn Cys Gly Glu Gln His lle Leu Lys Mel Phe Pro Ser Tyr Tlr  Val

aminoacido

150 - Blh
B oh B
300 — m10h

O012h

200 -

aa (mg/L)

150 -

100 -
1 I
0 n L— 0 H‘ L

Ala Arg Asp Asn Cys Gly Glo Gln His lle Ten Tys Mzl Phe Fro Ser Tyr Thr Nl
aminoacido

Figura 5.5. Perfil de consumo dos aminoacidos presente no meio de cultura para cultivos de

H. influenzae b. A) CDAIG com 0,25VVM; B) CDAIG com 0,5VVM.

Ala - Alanina; Arg - Arginina; Asn - Asparagina; Asp - Aspartato; Cys - Cisteina; Gly - Glicina; Glu -

Glutamato; Gln - Glutamina; His - Histidina; Ile - Isoleucina; Leu - Leucina; Lis - Lisina; Met - Metionina;

Phe - Fenilalanina; Pro - Prolina; Ser - Serina; Thr - Treonina; Tyr - Tirosina; Val - Valina.
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O consumo dos aminoacidos nas primeiras 5 horas de cultivo, em destaque na figura
5.6, provavelmente tem participacdo na parte da via metabolica na qual Hib ¢ mais
deficiente, ou seja, no ciclo de Krebs. O aproveitamento desses aminoacidos poderia
permitir de maneira mais eficaz a produ¢@o de energia para o crescimento celular.

O aspartato pode ingressar no ciclo de Krebs pela conversao direta em oxaloacetato
(E.C 2.6.1.1), ou em fumarato (E.C 4.3.1.1), ou ainda pela conversdo em fumarato através
de dois intermediarios, L-Arginina-succinato (E.C 6.3.4.5 e 4.3.2.1) e Adenilo-succinato
(E.C 6.3.4.4 ¢4.3.2.2). A cisteina (E.C 4.4.1.8) e a serina (E.C 4.3.1.17 ¢ 4.3.1.19) podem
ser convertidas em piruvato e participarem do metabolismo do piruvato. A glutamina pode
participar do metabolismo de purina (EC 2.4.2.14) ou do metabolismo de amino agtlicares
(EC 2.6.1.16) (anexo 2) (KEGG, 2010).

Dentre os aminoécidos consumidos nas primeiras horas de cultivo (figura 5.6), o
glutamato foi disponibilizado no meio de cultura em maior quantidade, em torno de 200
mg/L. O glutamato pode alimentar o ciclo de Krebs servindo como um intermediario (a-
cetoglutarato) e produzindo energia (figura 2.13 do capitulo 2) (FLEISCHMANN et al.,
1995; TATUSOV et al., 1996; TANG et al., 1997).

Além dos aminoacidos, ha pequenos peptideos presentes na peptona de soja e no
extrato de levedura e que também poderiam ser utilizados pelo H. influenzae (BD
Bionutriens, 2007). Estes podem suprir o requerimento de peptideos, aminodcidos e atuar
como fontes de carbono e nitrogénio (MACFADYEN e REDFIELD, 1996).

Podemos observar que nos cultivos em biorreatores, H. influenzae b mostrou
consumir outros nutrientes em preferéncia a glicose, o que foi reforcado pelo maior
consumo de aminodcidos nas primeiras horas de cultivo (figura 5.6). Estes achados podem
contribuir na elaboragdo da composicdo de um meio de cultura mais direcionado,

suplementando o meio com os aminoacidos preferencialmente consumidos.

5.3.3 Aspectos Morfologicos

No capitulo 3 foram descritas as diferentes estratégias de cultivo descontinuo
alimentado visando alcangar maior produgdo e produtividade do polissacarideo capsular.

No entanto, de modo geral, observou-se excesso de formagao de acido acético limitando o
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crescimento celular e consequentemente a formacdo do produto (PRP). Ao desenhar e
executar um cultivo com limitagdo no fornecimento de glicose, como estratégia para evitar
o acumulo de 4cido acético, estratégia esta que em E. coli recombinante possibilita o
controle da formacdo de acido acético, em H. influenzae, a formacdo de acido ocorreu
independente da limitacdo no fornecimento de glicose (LEE et al., 1997). O H. influenzae ¢
um microrganismo fastidioso, com sistema enzimatico deficiente (figura 2.13 do capitulo 2)
(FLEISCHMANN et al., 1995) o que poderia justificar a dificuldade em induzir que este
microrganismo a deixar de utilizar as vias fermentativas e com isso minimizar a formagao
de acido.

Visando verificar se as caracteristicas morfologicas e intracelulares deste
microrganismo sofreriam modificagdes frente ao estresse ao qual ¢ submetido no decorrer
do cultivo em presenca de acido acético no ambiente do reator, amostras foram coletadas
em intervalos regulares de tempo, as quais foram submetidas a microscopia Optica através
de coloragao de Gram e a microscopia eletronica de transmissao (MET).

Estes resultados foram obtidos utilizando-se duas amostras da cultura, coletadas na
sexta e na décima segunda hora de cultivo. Observou-se que as células na sexta hora de
cultivo descontinuo alimentado com adi¢do intermitente de glicose (CDAIG) com vazao
especifica de ar em 0,25 VVM ou 0,5 VVM, apresentaram morfologia arredondada e
aparentemente saudavel (figura 5.7A e 5.8A) ou sem alteracdo significativa. Enquanto as
amostras coletadas na décima segunda hora, as células mostraram-se mais alongadas e

exibiram pontos brancos com aparéncia de granulos (figura 5.7B e 5.8B).
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»
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. o . £ 1 | r 3 0.5 um
Figura 5.8. Microscopia Optica (MO) e Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) — CDAIG: 0,5 VVM, A) sexta hora de cultivo;
B) décima segunda hora de cultivo.
CDAIG — Cultivo Descontinuo Alimentado com Adigao Intermitente de Glicose
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Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) também foi realizada para amostras
coletadas durante os cultivos realizados na Condi¢do no Ponto Central (CPC) e com o
Melhor Meio de Cultivo (MMC), ambas com vazao especifica de ar em 0,25 VVM. Para
estes cultivos, uma nova relagdo carbono/nitrogénio foi definida na composi¢ao do meio de
cultura, como descrito no capitulo 4. Ao analisar as microfotografias observou-se que as
amostras da sexta hora de cultivo (figura 5.9A e 5.10A) apresentavam morfologia
arredondada e aparentemente sem alteragdes. J4 para as amostras coletadas na décima
segunda hora, as células mostraram-se mais alongadas e também exibiram pontos brancos

com aparéncia de granulos (figura 5.9B e 5.10B).

Figura 5.9. Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) - Condi¢do no Ponto Central
(CPC): A) sexta hora de cultivo; B) décima segunda hora de cultivo.
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%
Figura 5.10. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) - Melhor Meio de Cultivo
(MMC): A) sexta hora de cultivo; B) décima segunda hora de cultivo.

Ao comparar as microfotografias oriundas dos cultivos CDAIG 0,25 VVM, CDAIG
0,5 VVM, CPC e MMC (figura 5.11) foi possivel observar células com morfologia muito
similares nos respectivos tempos. Na sexta hora, as células apresentaram morfologia
arredondada, enquanto na décima segunda hora de cultivo, exibiram morfologia mais
alongada. Esta constatacdo ¢ reforgada ao comparar a area e o perimetro das células nos
diferentes tempos dos cultivos CDAIG 0,5VVM e CPC, tendo sido observados maior
perimetro (31%) e area (40%) nas células da décima segunda hora de cultivo (tabela 5.3).
Uma excecao foi o CDAIG 0,25 VVM, para o qual a area e o perimetro das células foram
maiores na sexta hora de cultivo.

As fotografias de MET foram obtidas a partir de bactérias em suspensao, onde as
células sdo fixadas e assumem diferentes posi¢cdes no plano espacial o que poderia

comprometer a eficacia da anélise de area e perimetro das células.
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Figura 5.11. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) — CDAIG 0,25VVM; CDAIG 0,5VVM; CPC; MMC. A) sexta hora de

cultivo; B) décima segunda hora de cultivo.
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Tabela 5.3. Area (nm?) e perimetro (nm) das células de H. influenzae b determinados por anélise de microscopia eletronica de
transmissao

CDAIG 0,25 VVM CDAIG 0,5 VVM CPC MMC
Descriciao 6h 12h 6h 12h 6h 12h 12h
Area
nm? 460.966 216.926 380.294 588.124 429.231 750.399 720.213
minimo 326.522 159.449 288.664 482.761 207.703 334.475 512.501
maximo 598.874 303.036 596.635 772.607 580.653  1.620.044  1.177.926
desvio padrao 96.275 50.228 73.896 86.441 98.608 227.670 172.694
Perimetro
nm 3.418 2.356 2913 4.023 3.136 4.749 4.798
minimo 2.652 1.957 2.542 3.358 2.044 2.586 3.697
maximo 4.634 3.033 4.072 4.922 3.984 9.350 7.765
desvio padrao 551 362 378 586 512 1.257 998

CDAIG - cultivo descontinuo alimentado com adigdo intermitente de glicose; CPC — condig@o no ponto central; MMC — melhor meio de cultivo.
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O CDAIG 0,25 VVM, conduzido com menor fornecimento de fonte de carbono, ou
seja, menor concentracdo de glicose (5 g/L) e menor vazao de ar (0,25 VVM) apresentou
granulos com didmetro menor, em média de 47 nm, e ocupando menor fragdo de volume da
célula, com Vv em torno de 34 % (tabela 5.4).

Granulos de maior didmetro e ocupando maior fracdo de volume da célula foram
observados em duas situagdes: em maior concentra¢do de glicose, (10 g/L e 15 g/L) ou na
presenca de maior vazao especifica de ar (0,5 VVM) (tabela 5.4).

Nos cultivos descontinuos alimentados CDAIG 0,25 VVM e CDAIG 0,5 VVM,
quando a glicose foi completamente consumida, uma solugdo concentrada de glicose foi
fornecida por meio de pulsos de forma a resultar na concentragdo inicial do substrato (5
g/L) dentro do reator. Portanto, a concentragdo de glicose residual no reator ndo passou de
aproximadamente 5 g/L. Ja os cultivos descontinuos (CPC e MCC) apesar de terem sido
conduzidos com vazdo especifica de ar em 0,25 VVM, iniciaram no minimo com o dobro
da concentragdo de glicose (10 g/L e 15 g/L), o que poderia resultar em maior acimulo de

material de reserva na forma de inclusdes citoplasmaticas.

Tabela 5.4. Densidade de volume (Vv) e didmetro (nm) dos granulos observados em células
de H. influenzae b na décima segunda hora de cultivo.

CDAIG
Descricao 0,2VVM 0,SVVM CPC MMC
Vv (%) 33,67 54,73 51,15 42,69
média (nm) 46,97 62,64 65,32 59,90
minimo (nm) 31,79 41,52 48,52 48,11
maximo (nm) 63,40 87,28 87,83 74,30
desvio padrao 6,38 9,60 9,45 7,55

Ao analisar a producdo de PRP, nos pontos de coleta das amostras para MET,
observamos que os cultivos descontinuos alimentados CDAIG 0,25 VVM e CDAIG 0,5
VVM produziram maior quantidade de PRP que os cultivos descontinuos (CPC ¢ MCC)
(tabela 5.5).
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Tabela 5.5. Condic¢des dos cultivos, no inicio € no momento de retirada de amostras para
MET nos experimentos em biorreator CDAIG (0,25 e 0,5 VVM), CPC e MMC e PRP
produzido

Meio de cultura PRP (mg/L) Giesidual (g/1)
Cultivos VVM G (g/L) EL(g/L) S(g/L) 6hora 12hora 6hora 12 hora
CDAIG 0,25 5 5 10 175 626 3 5
CDAIG 0,5 5 5 10 196 714 1 5
CPC 0,2 10 2,5 5 33 429 8 4
MCC 0,2 15 5,5 5 62 448 14 4

Embora as bactérias possam apresentar uma variedade de estruturas intracelulares
na forma de inclusdes citoplasmaticas como o polihidroxialcanoato, glicogénio, vesiculas
de gas e polifosfatos (FULLER, 1999), o relato e a identificagdo por MET da intensa
formagdo de estruturas intracelulares na forma de granulos de reserva em H. influenzae b ¢

nédita.

5.3.4. Identificacao das inclusdes na forma de granulos nas células de H. influenzae b

Para identificar a natureza das estruturas na forma de granulos intracelulares

presentes nas células de H. influenzae b, foram realizadas as seguintes determinagdes:

5.3.4.1. Determinacao de polihidroxialcanoato

Muitas bactérias acumulam polimeros de hidroxialcanoato (PHA) como fonte de
carbono e energia. A composicdo das unidades de repeticio e o tamanho da cadeia
dependem da espécie da bactéria e da fonte de carbono fornecida durante a sintese do
polimero (FULLER, 1999; LUTKE-EVERSLOH e STEINBUCHEL, 2004). Dentro deste
contexto, para identificar se as estruturas na forma de granulos intracelulares eram de PHA,
amostras dos cultivos CDAIG 0,25 VVM e CDAIG 0,5 VVM foram submetidas a
cromatografia gasosa (CG) apods tratamento adequado. Cromatogramas resultantes da
cromatografia gasosa (figura 5.12A e B) ndo apresentaram picos com tempo de retencao
dentro da faixa dos padrdes de polihidroxialcanoatos, indicando que as inclusdes

observadas pela microscopia eletronica ndo sao PHAs.
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Figura 5.12. Cromatografia Gasosa (CG) — Cromatogramas: A) CDAIG 0,2VVM décima
segunda hora de cultivo; B) CDAIG 0,5 VVM décima segunda hora de cultivo.

Ao descartar a hipotese de acimulo de polihidroxialcanoato na forma de granulos
intracelular, investigamos se os granulos poderiam ser resultados do actmulo de

polissacarideo da capsula.
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5.3.4.2 Determinagao de polissacarideo na célula de H. influenzae b

H. influenzae b possui um locus denominado cap que € responsavel pela sintese do
polissacarideo capsular (KONEMAM et al., 1997). Este locus ¢ dividido em trés regides,
onde a regido II esta envolvida com a biossintese do polissacarideo, e as regides I e III,
estdo envolvidas com a exportagdo do polissacarideo capsular para a superficie da bactéria
(KROLL et al., 1989; KROLL et al., 1990; VAN ELDERE et al., 1995; SUKUPOLVI-
PETTY et al., 2006). Uma deficiéncia na expressao de algum dos genes presentes nas
regides I e III poderia resultar em falha no transporte do polissacarideo capsular para a
superficie da célula e acumular este material como inclusdo intracelular.

Para investigar se os granulos poderiam ser resultado de um acimulo de
polissacarideo capsular, amostras da sexta e décima segunda hora do cultivo CDAIG 0,25
VVM foram coletadas. A massa celular liofilizada (MCL) foi submetida a tratamento de
ruptura celular e posteriormente centrifugada, e as fracdes do pellet e do sobrenadante
submetidas a imunoeletroforese, conforme descrito no item 5.2.1.5 deste capitulo.

A figura 5.13 ilustra o polissacarideo presente nas fracdes do pellet e do
sobrenadante que reagiram ao anticorpo anti-Hib formando uma linha de precipitacdo em
forma de foguete.

Através do gel de imunoeletroforese foi possivel quantificar o polissacarideo da
cé¢lula somando-se o polissacarideo das fragdes pellet ¢ sobrenadante oriunda da célula
lisada. A tabela 5.6 mostra que a quantidade de PRP total na célula aumenta de 5,44 pug na
sexta hora de cultivo para 12,1 pg na décima segunda hora de cultivo para uma mesma
massa celular liofilizada (10 mg), um aumento significativo correspondendo a mais de duas
vezes. Entretanto, quando comparado a quantidade de polissacarideo presente na célula
com aquela liberada ao sobrenadante do cultivo, esta se mostra muito reduzida, como

ilustra a figura 5.14.
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1 2 3 4 5 6 T 8

Figura 5.13. Imunoeletroforese em foguete (Rocket) realizadas nas fragdes apos ruptura
celular oriunda do cultivo CDAIG 0,2VVM.

PRP Padrao (ng /ml) canaletas de 1 a 4:1) 25ug/ml; 2) 15ug/ml; 3) 10ug/ml; e 4) Sug/ml;
Canaleta:5) Sobrenadante - 6h; 6) pellet - 6h; 7) Sobrenadante - 12h; 8) pellet - 12h.

Tabela 5.6. Determinag@o do polissacarideo na célula de H. influenzae b com as amostras
do ensaio CDAIG 0,25 VVM

Tempo Fracao Célula
(h) Amostra  PRP (ug total) PRP (ug total) pg PRP/mg MS mgPRP/L
Sob 4,19
6 Pellet 1,25
Sob + Pellet 5,44 0,54 0,8
Sob 9,72
12 Pellet 2,39
Sob + Pellet 12,12 1,21 4,1
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Figura 5.14. Comparagdo das concentracdes de polissacarideo de H. influenzae tipo b na
célula e no sobrenadante do cultivo do experimento CDAIG 0,25 VVM.

Outra anélise realizada foi a determinagdo das porcentagens dos elementos carbono,

nitrogénio e hidrogénio nas células de H. influenzae.

5.3.4.3 Determinacdo dos elementos C-N-H

A andlise da porcentagem dos elementos Carbono (C), Nitrogénio (N) e Hidrogénio
(H) na célula de H. influenzae, no decorrer do tempo de cultivo, foi realizada com a
finalidade de direcionar melhor as investigacdes quanto a identificacdo das inclusdes
citoplasmaticas na forma de granulos.

O polissacarideo capsular ¢ composto por repeti¢des das pentoses ribose (CsHjoOs)
e ribitol (CsH;,0s), unidas por pontes fosfodiéster (poli-ribosil-ribitol-fosfato - PRP)
(CRISEL et al., 1975), e seu acumulo poderia ser observado com aumento dos elementos
C,HeO.

Um possivel acimulo de glicogénio, um polimero formado de unidades do
monossacarideo glicose (CgHi20¢), também poderia ser observado no aumento da
porcentagem dos seus elementos constituintes no decorrer do tempo de cultivo. Em cultivo
de H. influenzae linhagem KW20 Rd em condi¢des de microaerobiose e anaerobiose foi

observado que no final da fase exponencial a atividade de enzimas responsaveis pelo fluxo
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glicolitico a partir de polissacarideo estocado, como o glicogénio, com expressdo das
enzimas glicogénio fosforilase e glicogénio sintase (RAGHUNATHAN et al., 2004).

Para verificar se os granulos poderiam ser acimulo de polissacarideo capsular ou
glicogénio, a determinacao dos elementos carbono (C), nitrogénio (N) e hidrogénio (H) em
amostras da massa celular liofilizada (MCL) em diferentes pontos do cultivo foram
realizados por analise elementar. Esta analise foi realizada na Central Analitica do Instituto
de Quimica (IQ) da Universidade de Sao Paulo — USP.

A andlise elementar realizada com amostras da sexta e décima segunda hora de
cultivo ndo mostrou aumento quanto as porcentagens dos elementos Carbono, Hidrogénio e

Nitrogénio como mostrado na tabela 5.7.

Tabela 5.7. Analise Elementar.dos elementos carbono, hidrogénio e nitrogénio na célula de
H. influenzae b

Carbono Hidrogénio Nitrogénio
Descricio tempo (h) (%) (%) (%)
6 37,6 6,3 9,7
CDAIG 0,25VVM 12 37,3 6,4 7,3
6 38,5 6,5 9,9
CDAIG 0,5VVM 12 37,6 6,4 7,6

Os resultados ndo permitiram visualizar uma diferenca dos elementos (C, N e H)
entre as massas geradas apos seis horas e apos doze horas de cultivo, quando ¢ observada a

presenca dos corpusculos.

Uma maneira adequada seria primeiramente fazer uma extra¢do e purificagdo do
material em forma de granulos e posteriormente realizar a analise elementar de modo a

eliminar interferéncias.

Outras inclusdes citoplasmaticas citadas na literatura sdo as de polifosfatos que sao
formadas por granulos de fosfato ligados por pontes de alta energia, semelhante a fonte de
energia em ATP. Estes granulos funcionam como reserva em momento de escassez do

fosfato (FULLER, 1999) e serdo investigados posteriormente.
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5.4. CONCLUSAO

Em cultivos descontinuos alimentados com adicdo intermitente de glicose
(CDAIG), ao aumentar a vazao especifica de ar de 0,25 VVM para 0,5 VVM observou-se
maior crescimento celular (10%) e a formacdo de polissacarideo capsular (14%), no
entanto, ndao houve interferéncia no tamanho da massa molecular do polissacarideo.

Com relagdo ao tempo de cultivo, ao aumentar o tempo do cultivo de doze para
vinte quatro horas, verificou-se o aumento de 38% na producdo de PRP, mesmo com a
estagnagao no crescimento celular. O tempo de cultivo também apresentou uma influéncia
no tamanho da massa molecular do polissacarideo, mostrando que quanto maior o tempo de
cultivo o PRP acumulado no sobrenadante apresentava massa molecular de menor tamanho.

Em diferentes estratégias de cultivo, o consumo da glicose ¢ observado entre a
terceira e a quinta hora de cultivo, sugerindo que H influenzae estaria consumindo
preferencialmente outros nutrientes em detrimento da glicose. A andlise de aminoacidos
nas amostras do sobrenadante coletados no decorrer do cultivo mostrou uma reducdo de
Aspartato, Cisteina, Glutamato, Glutamina ¢ Serina nas primeiras cinco horas de cultivo,
corroborando a hipdtese levantada. .

Células de H. influenzae analisadas por microscopia Optica (MO) e microscopia
eletronica de transmissdo (MET) revelaram que na sexta hora de cultivo uma morfologia
arredondada, enquanto na décima segunda hora, estas se mostraram mais alongadas. A
MET revelou ainda a presenga de inclusdes citoplasmaticas na forma de granulos nas
fotografias da décima segunda hora. Estes granulos se mostraram presentes em duas
situagdes, quando a glicose era fornecida em concentragdes elevadas ou quando na
presenca de maior vazao especifica de ar, sugerindo acimulo de material de reserva.

A quantidade de polissacarideo presente na célula € menor do que a liberada ao
sobrenadante, entretanto houve um aumento significativo durante o cultivo quando medido
em uma mesma massa celular.

A andlise elementar do carbono, nitrogénio e hidrogénio em células na sexta e
décima segunda hora de cultivo, ndo apresentaram diferenca, entretanto nova analise devera

ser realizada apds uma purificagcdo do material granular.
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Analise economica

6.1. PRODUTOS BIOTECNOLOGICOS

No Brasil, a produgdao de imunobiologicos e vacinas, considerados pouco atrativos
para o setor privado, ¢ historicamente desenvolvida pelas instiuticdes publicas com apoio
governamental. A partir de 1980, com a grande expansdo das atividades do Programa
Nacional de Imunizagao, tornaram-se criticas as dificuldades encontradas para atendimento da
demanda interna, em termos quantitativos e qualitativos desses produtos. Entdo, o Ministério
da Saude instituiu o Programa Nacional de Auto-Suficiéncia em Imunobiolédgicos, baseado
em investimentos no parque produtor nacional, de acordo com o plano que buscava o
cumprimento de metas nacionais (RISI JUNIOR, 2003)

O beneficio resultante da implantagdo do Programa Nacional de Imunizacao foi uma redugio
drastica da incidéncia de diversas doengas como sarampo, poliomielite, caxumba e outras. Por outro
lado, a politica de auto-suficiéncia significou muita economia de recursos para o pais,
principalmente se for levado em consideragcdo que quase 100% das compras de vacinas ¢ via
recursos publicos (SILVEIRA, 2004).

O desenvolvimento e a producdo de vacinas ou produtos farmac€uticos demandam de
tempo e elevado investimento em toda cadeia, incluindo desde a producdo, o controle de
qualidade, a validagdo do produto e principalmente na regulamentacdo e documentagdo
exigidas pelos 6rgdos competentes para os testes clinicos. No Brasil, o grande problema
estava relacionado a precariedade de incentivo em pesquisa e desenvolvimento para
possibilitar o desenvolvimento dos processos de produgdo e de purificacdo dos antigenos ou
de biomoléculas constituintes de uma vacina (TEMPORAO, 2002; GADELHA, 2003).

A gestdo e a inovagdo tecnologica tornam-se necessarios para que os laboratorios
publicos produtores de vacinas se tornem competitivos € sejam econdmica e tecnologicamente
auto-sustentaveis. A competéncia em gestdo e em inovacdo tecnologica estd diretamente
relacionada com a redugdo do custo do processo de produgdo e com a garantia de qualidade
para que os produtos atendam aos rigorosos padroes de controle de qualidade estabelecidos
pela OMS (Organizagdo Mundial da Saude) e ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéaria). Além disso, constituem fatores imprescindiveis para a inclusdo de novas vacinas

nos programas de imunizagdo. Assim, o sucesso de um bioprocesso ndo depende somente de
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consideragdes técnicas, mas também de consideragdes econdmicas (BAILEY e OLLIS, 1986)
que permitam identificar a viabilidade econdmica de um projeto através de uma adequada
analise econdmica (ROLDAO, 2004).

A andlise econdmica ¢ realizada tendo como base os seguintes componentes do custo
total: custo de capital (equipamentos), custo de producdo (saldrios, manutengdo, impostos,
depreciacdo, etc.) e custo com materiais e utilidades (aditivos, embalagens, gés, vapor, agua e
matéria prima). A partir da quantificacdo do custo, relacionado a cada componente, € possivel
identificar a viabilidade economica de uma determinada metodologia ou processo (BAILEY e
OLLIS, 1986; VILLEN et al., 2001).

Neste capitulo foi apresentada a andlise econdmica das diferentes estratégias de
cultivo de Haemophilus influenzae tipo b discutidas no capitulo 3, com o objetivo de

identificar a estratégia economicamente mais favorecida e passivel de ser escalonada.
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6.2 MATERIAIS E METODOS

6.2.1 Recursos Requeridos

Para o estudo da andlise econdmica, primeiramente foram definidos o nimero de cultivos
passiveis de serem realizados no periodo de um ano para cada estratégia utilizada (tabela 6.1),
e o levantamento dos recursos requeridos para cada processo em escala de laboratorio, como:
recursos fisicos-RF (tabela 6.2A e B), insumos (tabela 6.2C) e recursos humanos-RH (tabela

6.2D).

Tabela 6.1. Numero de ensaios possiveis de serem realizados no periodo de um ano, para cada
tipo de cultivo descontinuo alimentado

cultivos  tempo adicional = cultives | cultivos
Descricio Codigo (horas) (horas) /més /ano
Cultivo Des Alim. ¢/ adicdo de Glicose CDAIG 12 12 2 2 20
Cultivo Des Alim. ¢/ adi¢ao de Glicose CDAIG 24 24 2 2 20
Cultivo Des Alim. vazdo constante CDAVC 18 2 2 20
Cultivo Des Alim. vazao exponencial CDAVE 24 2 2 20
Cultivo Des Alim. vazdo exp. + perfusio : CDAVE+P 14 2 1,5 15

Tabela 6.2A. Recursos fisicos: equipamentos de uso continuo.

Equipamentos de uso continuo Marca
Geladeira 300L Prosdocimo
Freezer -20°C Mod. CVU30DB 246L Electrolux
Estufa bacterioldgica Tecnal
Geladeira dupla porta JR-30 Jabur
Purificador de 4gua - MilliRo90 Millipore
Purificador 4gua p/ autoclave Baumer
Lampadas do laboratério Osram
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Tabela 6.2B. Recursos fisicos: equipamentos de uso especifico.

Equipamentos de uso especifico Marca
Autoclave Industrial Baumer
Autoclave Hirayama
Forno de secagem Luferco
Forno microondas 27L Panasonic
4 bal. semi-analitica Ohaus/MT
Balanca analitica Gehaka
Agitador magnético Stainless Steel
Agitador vortex Gilson GVLab
pHmetro Micronal
Condutivimetro Mettler T
Capela quimica Braslab
Ar condicionado Fujitsu/Springer
LabScale Millipore
Shaker NBS
Microscopio Nikon
Espectrofotometro Hitachi
Fluxometro ar/N2 Aalborg
Fluxo laminar Veco
Bioflo2000 NBS
1 manta elétrica NBS
2 compressores de ar Schuz
Analisador de gases Sick/Maihak
CPU+ interfaces NI
Banho de refrigeracéo Grant LTD 20
Estufa 60°C Fanem
Microcentrifuga Hettich
Centrifuga Eppendorf
3 bomba peristalticas Watson M
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Tabela 6.2C. Insumos.

Descricio dos insumos

Filtros e Membranas

Materiais Plasticos

QOutros acessoOrios

Reagentes

Vidrarias

Tabela 6.2D. Recursos humanos.

Mio de Obra

Técnico especializado

Aux. de apoio a pesquisa cientifica e tecnologica

Agente de apoio a pesquisa cientifica e tecnologica

Pesquisador cientifico nivel V

Os fluxogramas dos procesos CDAIG, CDAVC e CDAVE, e CDAVE+P (destaque em
branco) assim como todos os equipamentos (destaque em cinza) necessarios para a realizagao

dos cultivos estao respectivamente ilustrados nas figuras 6.1, 6.2 ¢ 6.3.
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211



Capitulo 6. Analise economica

6.2.2 Estimativa de Custo

Com a finalidade de se obter uma aproximagdo dos custos dos recursos necessarios
para cada tipo de processo, foi feito um levantamento do valor de cada item dos recursos
utilizados e foram expressos em dolar, considerando a cotacdo de R$ 1,85 de acordo com o

Banco Central do Brasil (BCB, 2010) em 11/02/2010.

6.2.2.1 Estimativa de custo da 4gua purificada.

O custo da agua purificada foi estimado através de dados fornecidos pela Millipore
(tabela 6.3), onde se levou em consideracao o modelo do purificador de dgua, a vazao de agua
purificada por hora e o numero de cartuchos e filtros de reposi¢ao necessarios por ano.

O purificador de 4gua RiOs 90 ¢ um equipamento de uso continuo e que possui um
nimero minimo de trocas de cartuchos e filtros de osmose reversa, que representa o maior
custo. Portanto, embora o consumo maximo de 4gua nos cultivos (20m’) tenha sido inferior a
capacidade de fornecimento méximo do equipamento (86,8 m’), o custo da 4agua foi
considerado como se o equipamento trabalhasse em sua capacidade maxima (US$

2135,00/ano).
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Tabela 6.3. Custo estimado da dgua purificada pelo Rios 90.

Millipore Brazil, 2010

6.2.2.2 Estimativa de custo da energia

A energia consumida por um aparelho ou equipamento depende de dois fatores:
poténcia do aparelho e tempo que o aparelho fica ligado.
A poténcia mede a taxa de energia que o aparelho consome. E uma caracteristica

intrinseca do aparelho que independe do tempo em que o aparelho fica ligado e ¢ expresso em
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watt (W) ou quilowatt (kW). J& o tempo em que o aparelho fica ligado, pode ser expresso em
segundos (s), minutos (min) ou horas (h). Quanto maior o tempo em que o aparelho ficar
ligado, maior ¢ o consumo de energia. Potanto, a energia consumida ¢ expressa em Poténcia x

Tempo, ou seja, kWh conforme descrito na equacao 6.1.

E=P.t (6.1)
E = Energia (kWh)
P = Poténcia (kW)
t = Tempo (h)

Para o calculo do consumo de energia durante os processos, os equipamentos foram
divididos em dois grupos:
v" Equipamentos de uso continuo: itens de uso comum a todos os cultivos (tabela 6.2A) e
ativos 24 horas por dia.
v" Equipamentos especificos: itens de uso especifico para cada tipo de cultivo (tabela
6.2B);
O consumo de energia foi calculado utilizando a equagdo 6.1 para cada equipamento, onde
a poténcia de cada item foi primeiramente multiplicada pelo tempo de uso do equipamento

por cultivo e, em seguida, pelo numero de cultivos por ano (equagdo 6.2).

E,.=P.t.C (6.2)

cons uFo

Econs = Energia consumida (kWh)

P = Poténcia (kWh)

tuso = Tempo de uso do equipamento (h)
C = ntmero de cultivos por ano

Para os equipamentos (uso especifico) da sala de lavagem as seguintes consideragdes

foram feitas:
v" Autoclave industrial (Baumer) — foram considerados 3 ciclos de 3 horas em cada
cultivo;
v’ Autoclave pequena (Hirayama) — foram considerados 2 ciclos de 2 horas em cada
cultivo;
v Forno de secagem de material — foi considerado 4 vezes de 2 horas em cada cultivo.
Ao final, o consumo de energia total foi considerado como a soma dos consumos de
energia (kWh) dos equipamentos de uso especifico e de uso continuo para cada tipo de

cultivo, para depois expressar em valor monetario (tabela 6.4).
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A conversdo do consumo de energia (kWh) em valor monetario (US$) foi realizada
utilizando uma tabela de tarifas para o fornecimento de energia elétrica da Agéncia Nacional
de Energia Elétrica (ANEEL - 2009). Foi considerada a tarifa do grupo A, de alta e média
tensao. Como nesta tabela existem varias classificagdes de tarifas, dependentes da tensao, foi
feita uma consulta ao departamento de Engenharia Elétrica do Instituto Butantan para
identificar a classifica¢dao de tarifa a ser utilizada neste estudo, sendo assim adotada a tarifa
convencional do subgrupo A4 de 2,3 KV a 25 KV, onde, IMWh = R$ 179,35 = US$ 99,08
(ELETROPAULO, 2010).

Tabela 6.4. Consumo de energia anual dos equipamentos de uso especifico e continuo.

Descrigio (CDAIG)I12h | (CDAIG)24h | (CDAVC) | (CDAVE) | CDAVE+P)
Equip. especifico kWh 17.084,44 20.420,74 18.92230 | 20.674,18 13.289,78
Equip. continuo kWh 69.707,52 69.707,52 69.707,52 | 69.707,52 | 69.707,52
Cons Total em kWh 86.791,96 90.128,26 88.629,82 | 90.381,70 | 82.997,30
Valor Total em US$ 8.600,08 8.930,66 8.782,19 8.955,78 8.224,07

6.2.2.3 Estimativa de custo dos equipamentos

Para a estimativa de custo dos equipamentos, foi realizado o levantamento do custo de
cada item por processo. A depreciagdo anual ou a perda do valor do investimento ao longo do
tempo foi considerada como sendo 10% do valor total dos equipamentos, isto ¢, a vida util
dos equipamentos seria de 10 anos (tabela 6.5). Deste modo, a recuperagao do valor investido
sob a forma de custo (amortizacdo) a ser deduzido da receita bruta seria 10% do valor total do

equipamento/ano.

Tabela 6.5. Valores monetérios dos equipamentos necessarios para a realizagao dos cultivos.

Descricio (CDAIG)  (CDAIG)  (CDAVC) (CDAVE) (CDAVE+P)
Custo Equipamentos Total US$ 272.867,40 | 272.867,40 27742145 27742145, 284.47550
Custo Equipamento + servigos US$ ~ 276.887,96 276.887,96 281.442,01 281.442,01 288.496,06
Custo amortizagao/ano US$ 27.688,79| 27.688,79 28.14420| 28.14420  28.849,60
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6.2.2.4 Estimativa de custo de servicos terceirizados

A estimativa de custos com servigos terceirizados por ano foi incluida a tabela de

custo de equipamentos como servigos (tabela 6.5).

6.2.2.5 Estimativa de custo dos insumos

Para a estimativa de custo dos insumos, estes foram separados por itens similares e o

custo levantado para os diferentes tipos de cultivo conforme ilustrado na tabela 6.6.

Tabela 6.6. Estimativa de custo dos insumos.

Material (CDAIG)12 | (CDAIG)24h (CDAVC) (CDAVE)  (CDAVE+P)
Filtros e Membranas 8.762,46 8.762,46 7.572,55 8.110,93 11.044,58
Materiais Plasticos 2.147,20 2.669,95 2.876,26 2.876,26 2.628,34
Outros acessorios 6.653,77 6.653,77 6.653,77 6.653,77 6.653,77
Reagentes 4.819,78 4.819,78 9.919,38 9.985,08 10.602,6
Vidrarias 2.972,16 2.972,16 2.960,33 2.960,33 3.163,56
Total US$ 25.355,37 25.878,12 29.982,29 30.586,37 34.092,85

6.2.2.6 Salario dos profissionais especializados

A estimativa de custo com salario dos profissionais foi realizada com dados referentes
a mao de obra necessaria para realizacdo dos processos € os respectivos salarios considerando

folgas, décimo terceiro e férias (tabela 6.2D).

6.2.3 Or¢camento

O orgcamento de cada processo envolveu a agregagcdo dos custos estimados para os
recursos requeridos de forma estabelecer uma linha de base para os custos totais (equagao 6.3)
(modificado ROLDAO, 2004).

OP = EC, + EC; + EC, + EC, + EC; (6.3)

OP = orcamento do processo (US$).

EC4 = estimativa de custo de consumo de agua (USS);

ECg = estimativa de custo de consumo de energia (US$);

EC4 = estimativa de custo da depreciagdo (US$);

EC; = estimativa de custo dos insumos (US$);
ECq = estimativa de custo dos salarios (US$).
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo de producdo da vacina conjugada contra Haemophilus influenzae tipo b
(Hib) ¢ composta por trés etapas: a produ¢do de polissacarideo capsular (fermentagdo), o
downstream process (purificagdo) e a conjugacdo do polissacarideo purificado por meio da
reacdo quimica a uma proteina de escolha, no caso, ao toxoide tetanico.

A etapa de purificagdo do polissacarideo tem sido um dos grandes obstaculos ao
desenvolvimento da vacina conjugada. As exigéncias de alta pureza, permitindo apresentar
menos de 1% de proteinas e de acidos nucléicos residuais, além da exigéncia da massa
molecular com tamanho em faixa definida contribuem para o baixo rendimento final em
polissacarideo purificado (WHO, 2000). O processo de conjugagdo também tem apresentado
baixa eficiéncia resultando em baixo rendimento de produto final. Uma alternativa que
poderia reduzir consideravelmente o custo da vacina seria o melhoramento das condi¢des de
cultivo visando obter processo com alta producao de PRP, o que contribuiria para a redugao
do custo nao so da etapa de producdo do polissacarideo, mas também das outras etapas.

A andlise econdmica ¢ empregada para identificar a viabilidade econdmica de um
determinado projeto (ROLDAO, 2004). Esta ferramenta foi utilizada para avaliar
economicamente a produ¢ao de poli (3-hidroxibutirato) (PHB) em cultivo de Escherichia coli
recombinante, mostrando que a utilizagdo da estratégia de reciclo de células foi eficaz na
redu¢do do custo de producdo do PHB. Da mesma forma, apos a analise economica aplicada a
produgdo de 3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato [P(3HB/V)] por E. coli recombinante, os
autores verificaram que o cultivo descontinuo alimentado era a alternativa com maior
potencial para escalonamento (AHN et al., 2001; BAILEY e OLLIS, 1986; CHOI et al,
2002; KINDERMANNA et al., 2007).

Para identificar o processo mais vidvel do ponto de vista econdmico e passivel de
escalonamento, foi realizada andlise economica das diferentes estratégias de cultivo descritas
no capitilo 3. Na analise economica foram considerados os custos com capital, produgao,
materiais ¢ utilidades em escala de laboratério compativeis a reatores de até 13 litros de
capacidade nominal.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Bioprocessos do Centro de
Biotecnologia do Instituto Butantan que possui uma area de 180 m?, comportando todo parque
de equipamentos listado nas tabelas 6.2A e 6.2B. Um montante de aproximadamente US$
300.000,00 de recursos seria necessario para equipar um laboratério semelhante, de maneira

que tenha as principais utilidades necessarias para realizar os cultivos. Uma estimativa de
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custo anual foi realizada para cada tipo de recurso requerido. A soma das estimativas de custo
permitiu a geracao de orgamentos anuais para os diferentes processos (tabela 6.7).

Ao analisar o orcamento das diferentes estratégias de cultivo, o processo mais oneroso
foi o cultivo descontinuo com alimentacdo exponencial, reciclo de células e perfusao
(CDAVE+P), seguido pelos cultivos com vazdo exponencial (CDAVE) e com vazdo
constante (CDAVC). No entanto, esses foram os processos que resultaram em maior producao
e produtividade de PRP (tabela 6.8). A producao e a produtividade sdo fatores que devem ser
levados em consideragdo, pois interferem diretamente na analise economica (CHOI e LEE,

2000).

Tabela 6.7. Orcamento anual dos diferentes tipos de processos descontinuos alimentados.

Descricio (CDAIG)12h | (CDAIG)24h = (CDAVC) (CDAVE) CDAVE+P)
Agua 2.135,00 2.135,00 2.135,00 2.135,00 2.135,00
Energia 8.600,08 8.930,66 8.782,19 8.955,78 8.224,07
Depreciagao 27.688,79 27.688,79 28.144,20 28.144.20 28.849,60
Insumos 25.355,37 25.878,12 29.982,29 30.586,37 34.092,85
Salarios + encargos 67.117,12 67.117,12 67.117,12 67.117,12 67.117,12
Total (US$/ano) 130.896,36 = 131.749.69 136.160.,80 136.938,47 140.418,68

Os cultivos com adi¢do intermitente de glicose (CDAIG) com 12h ou 24h de
cultivo, resultaram em menor custo do processo por ano, mas apresentaram também menor
produtividade (63 mg PRP/(L.h) e 47 mg PRP/(L.h)) e produgdo de polissacarideo (150 g
PRP/ano e 226 g PRP/ano, respectivamente) (tabela 6.8). Ao analisar o custo do processo por
grama de polissacarideo por ano, estes apresentaram os maiores valores (US$ 872,64/g PRP e
USS$ 582,96/g PRP, respectivamente).

O cultivo com reciclo de células e perfusao (CDAVE+P) apresentou a maior
produtividade (129 mg PRP/(L.h)). Mesmo assim, a produgdo anual se mostrou baixa em
relacdo aos demais processos (270 g PRP/ano), e o custo do processo por grama de
polissacarideo por ano (US$ 520,06/g PRP) foi similar ao CDAIG de 24 horas. A
complexidade do processo (CDAVE+P) inviabiliza a realizagdo de um grande numero de
operagdes por ano o que resulta na menor produgao anual de polissacarideo.

Quando comparado o cultivo CDAVE+P com os cultivos CDAVC e CDAVE, os
dois ultimos apresentaram menor produtividade (84 mg PRP/(L.h) e 65 mg PRP/(L.h),

respectivamente). No entanto, apresentaram os maiores valores de producdo anual de
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polissacarideo (320 g PRP/ano e 300 g PRP/ano, respectivamente) € 0os menores custos por

grama de polissacarideo em relag@o as demais estratégias de cultivo realizadas (tabela 6.8).

Tabela 6.8. Produ¢do, produtividade e orcamento dos diferentes tipos de processos

descontinuos alimentados.

Descri¢io (CDAIG)12h : (CDAIG)24h | (CDAVC) (CDAVE) CDAVE+P)
Custo do processo (US$ /ano) 130.896,36 = 131.749,69 136.160,80 136.938,47 140.418,68
producdo por cultivo (PRP g) 7,5 11,3 16 15 18
produtividade (mg/(L.h)) 63 47 84 65 129
producdo total (PRP g/ ano) 150 226 320 300 270
Custo processo(USS$ /PRP g/ ano) 872,64 582,96 425,50 456,46 520,06

Dentre as diferentes estratégias de cultivo submetidas a analise economica, o cultivo
descontinuo alimentado com vazao constante (CDAVC) foi o processo que resultou em maior
producao anual (tabela 6.8). Portanto, o CDAVC se mostrou o processo mais viavel
economicamente, além de ser um processo simples de realizar e passivel de escalonamento
sem obstaculos operacionais.

Diante dos resultados obtidos e com base no valor de produ¢do de polissacarideo, o
cultivo descontinuo alimentado com vazao constante (CDAVC) foi utilizado como modelo
para uma simulacdo da escala dimensionada de modo a atender a demanda nacional de
produgdo da vacina conjugada Hib.

O grande desafio de uma instituicao publica para a produ¢ao de imunobiolédgicos e/ou
vacinas € que o produto final atenda todos os requisitos de qualidades exigidos pelos 6rgaos
competentes como a OMS ou ANVISA e que seu custo seja o menor possivel, podendo ser
absorvido pelo governo e ser disponibilizado gratuitamente no programa nacional de
imunizacdo. O preco da dose da vacina conjugada Hib disponibilizadas por laboratérios
particulares (Delboni e Lavoisier, levantamento referente a julho de 2010) esta na faixa de
USS 37,8, o que inviabiliza o acesso pela faixa mais carente da populagdo e que geralmente é
a mais vulveravel.

A inovagdo tecnologica que permita encontrar processos que resultem na maior
produgdo de polissacarideo possibilitando reduzir o tamanho do reator e como consequéncia
redu¢do no custo do processo, ¢ o desejavel, pois permitira que a planta de produgdo seja

muito proxima da planta piloto em dimensdes.
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Para atender a demanda nacional da vacina conjugada contra Hib € necessario produzir
2,42 kg de polissacarideo no processo de fermentacdo por ano (anexo 1). Portanto, seria
necessario realizar 19 cultivos descontinuo com vazdo constante em escala de 80 litros,
considerando que a producao volumétrica alcangada e o nimero de ensaios passiveis de serem
realizados no periodo de um ano sejam os mesmos daqueles obtidos na escala de 10 litros, ou

seja, de 1600 mg/L de PRP e 20 ensaios.
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6.4 CONCLUSAO

De acordo com a andlise econdmica realizada para as diferentes estratégias de
cultivo descritas neste capitulo, o cultivo descontinuo alimentado com vazdo constante
(CDAVC) mostrou ser o processo economicamente mais favoravel, pois apresentou a maior
producao anual (320 g PRP/ano) com uma produtividade de 84 mg PRP/(L.h).

E um processo relativamente simples de executar e passivel de escalonamento do
ponto de vista tanto operacional como de viabilidade econdmica, permitindo atingir a
produ¢do de PRP necessaria para atender a demanda nacional da vacina conjugada

aumentando a escala de 10 para 80 litros de cultivo.
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Conclusoes gerais e perspectivas

O estudo realizado e apresentado nesta dissertacao pretende ser um contributo no
desenvolvimento e estabelecimento de um processo de producdo de polissacarideo com boa
producdo, produtividade, simples de ser realizado operacionalmente, com possibilidade de
escalonamento e viavel do ponto de vista economico.

Estudo de parametros de qualidade também foi o foco deste estudo. Na tentativa de
aumentar a produ¢do volumétrica de polissacarideo foi realizado um estudo utilizando
planejamento experimental para melhorar a composi¢do do meio de cultura. Outro pardmetro
estudado foi quanto a qualidade do polissacarideo, durante o cultivo, por meio da avaliacao da
massa molecular. O polissacarideo deve possuir massa molecular elevada e homogénea nos

diferentes lotes de produgao.

Neste capitulo sdo apresentadas as principais conclusdes do trabalho realizado e ainda

proposta algumas sugestdes de trabalho futuro.

7.1 CONCLUSOES

Os estudos realizados neste trabalho resultaram nas seguintes conclusoes:

Cultivos conduzidos com peptona de soja da marca BD apresentaram maior
crescimento celular e producao do polissacarideo quando comparado com a peptona de soja
da Sigma.

Ao avaliar a influéncia do fornecimento de ar, verificou-se que o aumento da vazao
especifica de ar de 0,2 VVM para 0,5VVM resultou no aumentou do crescimento celular e na
producao de polissacarideo capsular.

Dentre as diferentes estratégias de cultivos realizadas, o cultivo descontinuo
alimentado com adi¢do intermitente de glicose (CDAIG) e vazao especifica de ar em 0,5VVM
resultou em producdo de polissacarideo de 750 mg PRP/L e produtividade de 63 mg
PRP/(L.h). O cultivo descontinuo alimentado com vazdo constante (CDAVC) a 1 VVM
apresentou o dobro da producdo de polissacarideo (1600 mg PRP/L) e produtividade de 88
mg PRP/(L.h) quando comparado com o CDAIG, entretanto resultou em acumulo de glicose
no biorreator e consequentemente aumento da concentragdo de acido acético. Ja o cultivo
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descontinuo alimentado com vazdo exponencial (CDAVE) e limitacdo no fornecimento de
glicose, realizado com a finalidade de evitar a formacgdo de acido acético, atingiu a producao
de polissacarideo em 1500 mg PRP/L, similar ao CDAVC e produtividade em polissacarideo
de 65 mg PRP/(L.h), ndao tendo sido eficaz na minimizacdo da formag¢ao de acido acético. O
cultivo descontinuo alimentado com reciclo de células e perfusdo (CDAVE+P), realizado com
o propodsito de remover o 4cido acético de dentro do biorreator e aumentar a produgdo de
polissacarideo capsular, apresentou producao de polissacarideo (1800 mg PRP/L) similar aos
cultivos CDAVC e CDAVE, com produtividade em polissacarideo foi de 129 mg PRP/(L.h).

Em analise da viabilidade economica das diferentes estratégias de cultivo, o processo
descontinuo alimentado com vazdo constante e 1 VVM, mostrou-se mais viavel por
apresentar a maior producao de polissacarideo total por ano (320 mg PRP/ano), a qual foi
similar & calculada para os processos CDAVE e CDAVE+P. Além disso, o CDAVC ¢ mais
simples de ser executado do ponto de vista operacional e, portanto passivel de ser escalonado,
sendo que com CDAVC, ¢ possivel atingir a produ¢do de PRP necessaria para atender a
demanda nacional da vacina conjugada aumentando a escala de 10 para 80 litros de cultivo.

O estudo da composi¢ao do meio de cultura baseado em seus componentes chaves
(concentragdes de Peptona de Soja, Extrato de Levedura e Glicose) foi realizado através do
uso de Delineamento Composto Central Rotacional seguida por andlise de superficie de
resposta, o qual foi executado em duas etapas. No 1° DCCR, os resultados mostraram que a
variavel independente concentragdo de glicose estava limitante, mascarando o efeito dos
outros fatores. Ja no 2° DCCR, ap6s adequacao nos valores dos niveis dos fatores, foi possivel
identificar a regido de 6timo por andlise da superficie de resposta dos modelos empiricos
obtidos, explorar regides promissoras por meio da realizagdo de ensaios complementares e,
validar os modelos finais obtidos realizando ensaios nas condi¢des identificadas o6timas para
a composicao do meio de cultivo. Ensaios de validacdo em shaker e em biorreator com o
melhor meio de cultivo (MMC) e com a condi¢ao do ponto central (CPC) confirmaram que o
modelo representava bem os dados experimentais. Os ensaios em shaker € em biorreator
resultaram aproximadamente em 600 mg PRP/L, exceto para o MMC quando realizado em
shaker. Tanto o MMC como a CPC representam a regidao de 6timo, sendo que o meio na CPC
se destaca por ser conduzido com menor concentragdo de glicose (30%) e de extrato levedura
(50%) do que 0 MMC, e possui metade da concentragdo das fontes de nitrogénio (peptona de

soja e extrato de levedura) quando comparado com o meio atualmente utilizado.
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Nas analises dos parametros de qualidade, o aumento da vazao especifica de ar de 0,2
VVM para 0,5VVM ndo interferiu na massa molecular do polissacarideo. Ja ao estender o
cultivo de doze para vinte quatro horas, verificou-se um aumento de 38% na producdo de
polissacarideo no sobrenadante, resultando porém em um produto (PRP) de menor massa
molecular.

Quanto ao consumo de nutrientes, a analise de aminoacidos realizadas nas amostras do
sobrenadante da cultura no decorrer do cultivo revelou que o Aspartato, Cisteina, Glutamato,
Glutamina e Serina sdo consumidos nas primeiras horas de cultivo, confirmando que o
crescimento inicial de H. influenzae ¢é sustentado principalmente pela assimilagdo dos
nutrientes presentes na peptona de soja e extrato de levedura.

De acordo com a andlise dos aspectos morfologicos do microrganismo no decorrer
do cultivo através da fotografias de microscopia eletronica de transmissao (MET) revelou que
na sexta hora de cultivo as células apresentaram morfologia arredondada, enquanto que na
décima segunda hora de cultivo revelaram células mais alongadas com a presenca de
inclusoes citoplasmaticas na forma de granulos. A analise dos elementos Carbono, Nitrogénio
e Hidrogénio nas células de H. influenzae na sexta e décima segunda hora de cultivo, ndo
apresentaram diferenca, indicando que o material presente nos granulos apresenta composi¢ao

semelhante a da célula para esses elementos.

7.2 PERSPECTIVAS

O presente trabalho contribuiu de forma significativa para agregar conhecimento ao
estudo dos cultivos de H. influenzae para a producao de polissacarideo capsular e revelar
novos aspectos até¢ entdo desconhecidos sobre a morfologia celular, o metabolismo ¢ a
estabilidade do PRP produzido. Assim, como sugestdes para a continuidade do trabalho,
destacam-se:

A identificagdo das inclusdes citoplasmaticas precisa ser realizada. Uma
possibilidade para essa identificagdo seria, inicialmente, realizar a extragao e purificagdo dos
granulos para eliminar possiveis interferentes da célula (mascarando o resultado) e depois
realizar os testes para glicogénio, polifosfatos que ainda ndo foram realizados e repetir as
analises para o polissacarideo e também andlise elementar do material purificado.

Um dos fatos mais surpreendentes revelados nos estudos realizados foi a diminui¢ao da massa
molecular do PRP com o tempo de cultivo. Assim, experimentos especificos para identificar a

causa da degradagdo do PRP, a qual pode estar relacionada ao cisalhamento provocado pela
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agitacdo no biorreator, a presenga de enzimas no meio ou simplesmente a propria labilidade
da estrutura do polissacarideo, sdo necessdrios. Caso a agitacdo seja a responsavel pela
degradacao, outros tipos de biorreatores, como os pneumaticos ou o de vortice poderiam ser
estudados. Outra possibilidade ¢ tentar proteger as c€lulas dos efeitos diretos da agitagdo, por
meio da imobiliza¢do das mesmas em esferas de alginato ou outros suportes inertes.

Diante do alto consumo dos aminoacidos aspartato, cisteina, glutamato, glutamina e
serina logo no inicio do cultivo e do crescimento observado nessa fase, experimentos
especificos visando estudar a influéncia da suplementacdo do meio de cultura com estes
nutrientes no crescimento celular e produg@o de polissacarideo poderiam ser realizados, assim
como analises mais detalhadas dos nutrientes preferencialmente consumidos por este
microrganismo no decorrer o cultivo.

Em termos de estratégia de cultivo, a alternativa mais interessante de ser investiga
consiste na combina¢do do modo de operagdo do biorreator identificado como mais viavel
(CDAVC) com a melhor a composicdo de meio de cultura resultante do planejamento
experimental (PC), associado ainda as informagdes da analise dos nutrientes
preferencialmente consumidos pelo Hib. E, finalmente realizar o aumento de escala em

biorreator de 80 L da condi¢ao de cultivo e meio resultante do estudo direcionado.
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ANEXO 1

Quantidade estimada de polissacarideo bruto necessario para atender a demanda

nacional

O calculo para estimar a quantidade de polissacarideo necessario a ser produzido no
processo de fermentagdo de modo a atender a demanda nacional, foi realizado baseado nos
seguintes critérios: 1) na quantidade de polissacarideo necessario para cada crianga; 2) no
nimero de criangas que nascem por ano; 3) no rendimento obtido na etapa de conjugacdo; 4)
no rendimento obtido na etapa de purificacao.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda que a dose da vacina Hib
conjugada contenha 10 pg de polissacarideo conjugado (WHO, 2000), e de acordo com o
calendario nacional de vacinacdo, criancas de até 2 anos sdo imunizadas com 3 doses e mais
um refor¢o da vacina conjugada contra Hib. Diante deste panorama, sdo necessarios 40 ug de
polissacarideo conjugado por crianca. Segundo a estimativa do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), a taxa de natalidade no Brasil ¢ da ordem de 3 milhdes de
criangas por ano. Para este calculo foi considerado o registro de criangas nascidas em 2008 no
total de 3.085.452 criancas (IBGE, 2008). O valor de polissacarideo conjugado necessario
para atender essa populacdo seria de 123 gramas (3.085.452 de criangas* 40 ug de
polissacarideo necessario por crianga)

A etapa de conjugagdo tem apresentado eficiéncia de recuperacdo de 30 % na forma
de polissacarideo conjugado, portanto necessitaria de 410 g de polissacarideo purificado (123
gramas de PS conjugado*100/30 (recuperagdo da conjugacdo)). Por outro lado, a etapa de
purificacdo apresenta gargalos para atingir as exigéncias requeridas, com recuperacao em
torno de 17%. Deste modo, necessitariamos de 2420 gramas de polissacarideo bruto (410 g de
PS purificado *100/ 17 (recuperacdo da purificacdo)). Portanto, no processo de fermentacao
sdo necessarios a producao de 2,42 kg de PRP bruto por ano para atender a demanda nacional

de producao da vacina conjugada contra Hib.

IBGE — INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA: Estatisticas do registro civil. Rio de
Janeiro. IBGE., v. 35, 2008.

WHO - WORLD HEALTH ORGANIZATION: Recommendations for the production and control of
Haemophilus influenza type b conjugate vaccines. WHO Technical Report Series., n. 897, p. 27-60. 2000.
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ANEXO2-A

Metabolismo do Aspartato, Glutamato e Glutamina

KEGG, 2010.

circulo tracejado vermelho — Aspartato
circulo tracejado azul — Glutamato
circulo tracejado preto — Glutamima

Figura Anexo 2A. Mapa do metabolismo dos aminodcidos aspartato, glutamato e glutamina
pelo H. influenzae b.

KEGG PATHWAY Database. Disponivel em http://www.genome.jp/kegg/pathway.html. Acessado em jun,
2010.

228



ANEXO2-B

Metabolismo da Cisteina

KEGG, 2010.
circulo tracejado vermelho — Cisteina

Figura Anexo 2B. Mapa do metabolismo do aminoacido cisteina pelo H. influenzae b.

KEGG PATHWAY Database. Disponivel em http://www.genome.jp/kegg/pathway.html. Acessado em jun,
2010.
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ANEXO2-C

Metabolismo da Serina

KEGG, 2010.
circulo tracejado azul — Serina

Figura Anexo 2C. Mapa do metabolismo do aminoacido serina pelo H. influenzae b.

KEGG PATHWAY Database. Disponivel em http://www.genome.jp/kegg/pathway.html. Acessado em jun,
2010.
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ANEXO3-A

Tabela Anexo 3. Relagdo de enzimas descritas no mapa das principais vias metabdlicas do
metabolismo de H. influenzae b.

EC Nomenclatura

1.1.1.1  alcohol dehydrogenase

1.1.1.27  L-lactate dehydrogenase

1.1.1.28  D-lactate dehydrogenase

1.1.1.37 malate dehydrogenase

1.1.1.41 isocitrate dehydrogenase (NAD)

1.1.1.42  isocitrate dehydrogenase (NADP+)

1.1.1.44  phosphogluconate dehydrogenase (decarboxylating);
1.1.1.49  glucose-6-phosphate dehydrogenase

1.1.2.3  L-lactate dehydrogenase

1.1.2.4  D-lactate dehydrogenase

1.1.2.5  D-lactate dehydrogenase

1.1.99.7 malate-lactate transhydrogenase

1.2.1.12  glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
1.2.1.59  glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
1.2.1.9  glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
1.2.2.2  pyruvate dehydrogenase

1.2.3.3  pyruvate oxidase

1.2.4.1  pyruvate dehydrogenase

1.2.4.2  alpha-ketoglutarate decarboxylase

1.2.7.1  pyruvate synthase

1.2.7.3  2-oxoglutarate synthase

1.2.7.5  aldehyde ferredoxin oxidoreductase

1.2.7.6  glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (ferredoxin);
1.3.5.1  succinate dehydrogenase

1.3.99.1 fumarate reductase subunit D

1.4.1.2  glutamate dehydrogenase

1.4.1.3  glutamate dehydrogenase

1.4.1.4  glutamate dehydrogenase

1.8.1.4  dihydrolipoamide dehydrogenase

2.2.1.1 transketolase

2.2.1.2  transaldolase
2.3.1.12  dihydrolipoamide acetiltransferase
2.3.1.61 dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase
2.3.1.8  phosphate acetyl transferase

2.3.3.1 citrate (Si)-synthase

2.3.3.8  ATP citrate synthase
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ANEXO3-B

EC Nomenclatura
2.4.2.14 amidophosphoribosyltransferase
2.6.1.16  glutamine---fructose-6-phosphate transaminase
2.7.1.11  6-phosphofructokinase
2.7.1.15 ribokinase
2.7.1.40  pyruvate kinase
2.7.1.45  2-dehydro-3-deoxygluconokinase
2.7.1.69  glucose permease

2.7.2.1  acetate kinase

2.7.2.3  phosphoglycerate kinase
2.7.4.23  ribose 1,5-bisphosphate phosphokinase
2.7.6.1  ribose-phosphate diphosphokinase
2.8.3.10 citrate lyase alpha chain

3.1.1.31  6-phosphogluconolactonase

3.1.2.3  succinyl-CoA hydrolase

3.1.3.11  fructose-bisphosphatase

3.1.3.13  bisphosphoglycerate phosphatase
4.1.1.1  pyruvate decarboxylase
4.1.1.31 phosphoenolpyruvate carboxykinase
4.1.1.32  phosphoenolpyruvate carboxykinase
4.1.1.49  phosphoenolpyruvate carboxykinase
4.1.2.-  Lyases
4.1.2.13  fructose-bisphosphate aldolase
4.1.2.14  2-dehydro-3-deoxy-phosphogluconate aldolase
4.1.2.4  deoxyribose-phosphate aldolase
4.1.2.9  phosphoketolase
4.1.3.34 citrate lyase beta chain

4.1.3.6  citrate lyase alpha chain
4.2.1.11 phosphopyruvate hydratase
4.2.1.12  phosphogluconate dehydratase;
4.2.1.2  fumarate hydratase

4.2.1.3  aconitate hydratase

5.1.1.3  glutamate racemase

5.1.3.1  ribulose-phosphate 3-epimerase
5.3.1.1  triose phosphate isomerase

5.3.1.6  ribose-5-phosphate isomerase
5.3.1.9  glucose-6-phosphate isomerase
5.4.2.1  phosphoglycerate mutase
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ANEXO3-C

EC Nomenclatura
54.2.2  phosphoglucomutase
5.4.2.4  bisphosphoglycerate mutase
5.4.2.7  phosphopentomutase
6.2.1.18 citrate---CoA ligase
6.2.1.4  succinate---CoA ligase
6.2.1.5  succinyl-CoA synthetase beta subunit
6.3.1.2  glutamine synthetase
6.4.1.1  pyruvate carboxylase

EC — Enzyme commission
Conclusdo

KEGG, 2010.

KEGG PATHWAY Database. Disponivel em http://www.genome.jp/kegg/pathway.html. Acessado em jun,
2010.
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