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RESUMO

Cintra FO. Modelagem matematica e otimizacdo da producdo de exopolissacarideo
de Haemophilus influenzae tipo b. [dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia)]. S&o
Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2014.

Haemophilus influenzae tipo b (Hib) € uma bactéria patogénica ao ser humano,
responsavel por pneumonias, septicemias e meningites. O polissacarideo capsular
conjugado a proteina é utilizado como antigeno em vacinas polivalentes, onde
representa mais que a metade do custo total da formulagdo. O alto custo da vacina
Hib provém, entre outros, das altas perdas durante os processos de cultivo,
purificacdo e conjugacdo devido a instabilidade quimica do polissacarideo. Este
trabalho tem por finalidade otimizar o processo de producdo do polissacarideo,
levando-se em conta a interface cultivo/purificacdo. Primeiramente, foi feita a
escolha de um modelo cinético que descreve o crescimento celular com inibicdo por
acetato, a formacédo mista de acetato e a formacédo de polissacarideo ndo-associada
ao crescimento com inibicdo por acetato. Em seguida, foi realizado um desenho
experimental para avaliar os efeitos de pH e temperatura sobre os parametros do
modelo. Ficou demonstrado que a velocidade de crescimento é maxima em pH 6,73
(0,644 h™'); a constante de inibicdo pelo acetato é maior na regido alcalina
(9,907 ga.L* em pH 7,5 contra 5,819 ga.L™ em pH 6,3); a formacdo de acetato
associada ao crescimento é maior no limite superior de pH (0,796 ga.gx™ em pH 7,5
contra 0,477 ga.gx* em pH 6,3), enquanto que a formacdo néo-associada tem maior
influencia da temperatura, com um maximo em 37 °C e pH 6,3 (0,141 ga.gx -.h™); a
formacdo de polissacarideo apresenta um maximo em condi¢des fisiologicas (45,271
mgpe.gx -.h™* em pH 7,2 e 37,1 °C), com a inibicdo pelo acetato também maior em pH
alcalino (12,083 ga.L™* em pH 7,5 contra 6,541 ga.L™ em pH 6,3); a liberacdo de
polissacarideo ao sobrenadante também é maior em pH mais alto (88 % em pH 7,5
contra 55 % em pH 6,3). Tanto a produtividade de polissacarideo quanto sua massa
molecular mostraram um valor maximo em pH 7,1, porém a produtividade foi maior
em temperaturas mais altas (117,89 mge.L™".h™ em 37°C contra 67,24 mge.L".h" em
29 °C) enquanto que para a massa molecular foi observado o contrario (642 kDa em
29 °C contra 472 kDa em 37 °C). A partir destes resultados, as condi¢bes otimizadas
de cultivo foram definidas como pH de 7,1 e temperatura de 30 °C. Nestas
condi¢des, a massa molecular obtida foi cerca de 78 % maior (643 kDa) que nas
condicbes da literatura de 37 °C e pH 7,5 (361 kDa), com uma producdo de
polissacarideo equivalente nos dois casos (1400 mge.L ™). Esse aumento resultou
em maior recuperacdo na primeira etapa de purificagcdo (de 44 para 75 %),
comprovando assim que a nova condicdo otimizada de cultivo pode contribuir no
aumento dos rendimentos nas etapas subsequentes de purificacdo e conjugacédo do
polissacarideo, garantir maior eficiéncia do processo, possibilitar a diminuicdo de
escala e impactar na reducdo do custo final da vacina. Suporte financeiro de
Fundacgédo Butantan e BNDES (N° 11.2.0322.1/2012).

Palavras-chave: Haemophilus. Polissacarideos bacterianos. Modelos matematicos.
Planejamento de experimentos 6timos. Vacinas. Bactérias Gram-negativas.



ABSTRACT

Cintra FO. Mathematical modelling and optimization of the production of
exopolysaccharide from Haemophilus influenzae type b. [dissertation (Master in
Biotechnology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo
Paulo; 2014.

Haemophilus influenzae type b (Hib) is a bacterium that is pathogenic to the human
being, causing pneumonia, sepsis and meningitis. The capsular polysaccharide
conjugated to a protein is used as antigen in polyvalent vaccines, where it represents
more than half of the total price of the formulation. This high cost for the Hib vaccine
arises among other reasons from the low recovery ratios throughout the culture,
purification and conjugation processes, due to the chemical instability of the
polysaccharide. This work considers the interface between culture and purification as
the subject for the optimization of the polysaccharide production. First, a kinetic
model was selected, that describes the cellular growth as being inhibited by acetate;
acetate formation as being of the mixed type; and polyssacharide formation as being
non-growth associated and also undergoing acetate inhibition. Then, a design of
experiments was carried out in order to evaluate the effects of pH and temperature
on the kinetic parameters. It was demonstrated that the rate of growth is maximum at
pH 6.73 (0.644 h™); the inhibition constant is higher at alkaline pH (9.907 ga.L™ at pH
7.5 against 5.819 ga.L™ at pH 6.3); the growth associated acetate formation is also
higher at alkaline pH (0.796 ga.gx* at pH 7.5 against 0.477 ga.gx - at pH 6.3) while
the non-associated part is more influenced by temperature, achieving
0.141 ga.gx-.h™ at 37 °C and pH 6.3; the polysaccharide formation presented an
optimum at physiological conditions (45.271 mgpe.gx*.h™ at pH 7.2 and 37.1 °C), with
the inhibition constant also higher at elevated pH (12.083 ga.L™ at pH 7.5 against
6.541 ga.L™ at pH 6.3); the rate of polysaccharide release from the cells was also
increased at higher pH (88 % at pH 7.5 against 55 % at pH 6.3); both polysaccharide
productivity and molecular mass were optimal at pH 7.1, though productivity was
increased by temperature (117.89 mge.L™.h™ at 37 °C against 67,24 mge.L".h™ at
29 °C) while the opposite was true for the molecular mass (642 kDa at 29 °C against
472 kDa at 37 °C). From these results, the optimal conditions were defined as pH 7.1
and 30 °C. In these conditions, the molecular mass was 78 % higher (643 kDa) than
the described in the literature, with pH 7.5 and 37 °C (361 kDa), achieving the same
amount of polysaccharide (1400 mge.L™). This new scenery resulted in higher
recovery at the first step of purification (from 44 to 75 %), thus confirming that the
new conditions may also improve the vyields in the following steps of purification and
conjugation, ensuring better efficiency, enabling reduction of scale and minimizing
the final cost of the vaccine. Supported by Fundacdo Butantan and BNDES (N°
11.2.0322.1/2012).

Keywords: Haemophilus. Bacterial polysaccharides. Mathematical models. Design
of experiments. Vaccines. Gram-negative bacteria.
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1 INTRODUCAO

Haemophilus influenzae tipo b (Hib) € uma bactéria de grande importancia
meédica, sendo responsavel por graves infec¢cdes em individuos de baixa imunidade,
como criangas menores de cinco anos de idade e idosos. A Hib é capaz de originar
quadros clinicos severos, entre eles as pneumonias, septicemias e meningites,
sendo que a ultima é a forma pela qual a bactéria se torna mais perigosa, levando o
enfermo a Obito ou causando sequelas neurolégicas graves. As infeccbes por Hib
tém sido controladas com sucesso desde a década de 1980 nos paises
desenvolvidos através da vacinacdo com o polissacarideo capsular conjugado a um
carreador proteico. A extensdo da cobertura da vacinacdo a paises
subdesenvolvidos tem sido incentivada por 6rgaos internacionais de saude, como a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), através da inclusdo do componente Hib em
vacinas polivalentes, como a combina¢do com as vacinas triplice de difteria, tétano e
pertussis (DTP) e com a vacina de hepatite B (HepB).

A producdo da vacina conjugada de Hib é realizada pelas grandes industrias
farmacéuticas, e vem sendo implementada em institutos publicos nos ultimos anos.
Entretanto, os processos de producdo sdo demasiadamente caros, tornando a
insercao do componente Hib como integrante das vacinas um dos principais fatores
gue dificultam a inclusdo destas nos programas de imunizacdo globais. O projeto
institucional no qual este trabalho se insere possui trés frentes:

1) otimizacao do processo de cultivo celular e producéo de polissacarideo;

2) otimizacdo e simplificacdo dos protocolos de separacdo celular e
purificacéo;

3) otimizacdo da conjugacao do polissacarideo e caracteriza¢do do produto
final.

Os estudos da etapa de cultivo celular e producdo de polissacarideo séo
centrados na caracterizacdo dos processos bioquimicos envolvidos, com a
caracterizagdo dos principais fatores que determinam a produtividade do
polissacarideo capsular e a recuperacdo do mesmo nhas etapas seguintes de
purificacdo. Neste contexto, os objetivos gerais do trabalho desenvolvido nesta
etapa sao:

e definir os fendbmenos quimicos e bioquimicos envolvidos na formacgéao e

isolamento do polissacarideo capsular;
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e caracterizar a interface cultivo/purificacdo como um ponto de grande
atencao para a otimizacéo da producéo do polissacarideo;

e simular os processos de producao e purificacdo a fim de entender os
mecanismos envolvidos, além de fornecer ferramentas para a predicao
das condic¢des oOtimas de producéo.

Uma vez definida a interface cultivo/purificacdo como uma etapa essencial para
o desenvolvimento dos bioprocessos relacionados a producdo do polissacarideo,
novos critérios de otimizacdo sdo encontrados. Estes critérios devem levar em
consideracdo ndo apenas a produtividade massica do polissacarideo capsular, mas
também a qualidade da molécula, o que ira influenciar na recuperacdo do processo
de purificacdo. Para isso, se faz necesséario encontrar modelos tedricos que
permitam relacionar os fatores importantes para o crescimento celular com a
purificacdo, e vice-versa. Assim, 0s objetivos especificos deste trabalho serao:

e relacionar as condicbes de cultivo a estabilidade quimica do
polissacarideo e a sua massa molecular durante o processo;

e definir as condicbes de cultivo que alteram as cinéticas de producéo
durante o crescimento através de modelos estatisticos, comparando-os
aos modelos formais descritos na literatura;

e otimizar o processo de producdo do polissacarideo no sentido de
maximizar sua massa molecular;

e criar bases para um modelo global que relacione a méaxima
produtividade de PRP com as taxas de recuperagdo durante a
purificagéo.

Inicialmente sera apresentada uma revisdo bibliografica, onde serao
abordadas: a importancia da vacinacéo contra Hib no cenario das politicas publicas
de saude; a producdo do antigeno vacinal e os gargalos de desenvolvimento que
dificultam a obtencdo de um processo de baixo custo; os fatores quimicos e
bioquimicos que resultam nos gargalos observados; e as ferramentas da Engenharia
Biogquimica que podem dar subsidio a otimizagdo do processo, tal como a
modelagem matematica. Posteriormente, serdo apresentados 0S experimentos
realizados e as metodologias utilizadas na obtencédo e tratamento dos dados e os
experimentos realizados; em seguida, os resultados obtidos juntamente com as

discussoes; e finalizando-se com as conclusfes. A parte experimental do trabalho
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foca na busca por alternativas para manutencdo da integridade da molécula durante
0 processo de producdo e avalia o impacto das alternativas tomadas nos demais

parametros do processo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Haemophilus influenzae: do microrganismo a vacina

Haemophilus influenzae € uma bactéria Gram negativa patogénica ao ser
humano, podendo causar infecgcdes como otite, celulite, artrite séptica, osteomielite,
pericardite, epiglotite, septicemia, pneumonia e meningite. Foi isolada pela primeira
vez em 1896 durante uma pandemia de influenza, sendo erroneamente
caracterizada como o agente etioldgico desta doenca (Kuhnert, Christensen, 2008).
Ja no ano de 1995, a H. influenzae foi o primeiro organismo de vida livre a ter seu
genoma completamente sequenciado (Fleischmann et al., 1995).

Existem 6 sorotipos da bactéria que sao diferenciados pela composicao
quimica do polissacarideo capsular (classificados com as letras de ‘a’ a ‘'), além das
linhagens ndo tipaveis que ndo possuem cépsula (World Health Organization, 2006).
O sorotipo b (Hib) é a linhagem mais virulenta e responsavel pelas formas de
infeccdo mais perigosas, aparecendo em até 90% dos casos de infeccao por H.
influenzae (Yogev et al., 1990). Em comparacdo com 0s outros agentes etiolégicos
de meningites bacterianas nao epidémicas, como Neisseria meningitidis e
Streptococcus pneumoniae, Hib é o mais prevalente em populacdes ndo vacinadas.
Criancas menores de 5 anos, idosos e individuos imunodeprimidos sdo 0s mais
propensos a infec¢des por Hib, sendo que até 20% dos casos levam a Gbito mesmo
com administracdo adequada de antibidticos, e entre os sobreviventes cerca de 30 a
40% desenvolvem sequelas neuroldgicas severas como deficiéncia auditiva, retardo
mental, convulsdes, atraso no desenvolvimento cognitivo e paralisia (Wilfert, 1990).
Em 2000, mais de 8 milhGes de casos de infeccdo e aproximadamente 371 mil
Obitos por Hib foram estimados em todo o mundo, sendo que esta estimativa pode
ser subestimada devido a dificuldade de diagnostico em paises sem recursos
adequados, além da interferéncia da administracdo de antibiéticos no resultado dos
exames (Watt et al., 2009).

No caso do sorotipo b, a bactéria possui uma céapsula polissacaridica
constituida de poli-ribosil-ribitol-fosfato (PRP), que € o principal fator de viruléncia e
se apresenta como o antigeno utilizado na vacina contra infec¢cdes por Hib, sendo
eficiente na indugéao de imunidade artificial e muito seguro, raramente conduzindo a

reacoes adversas (Crisel et al., 1975; WHO, 2006). A primeira vacina para Hib foi
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introduzida pela primeira vez no mundo em 1985 na América do Norte, e era
constituida somente pelo polissacarideo purificado. No entanto, esta vacina era
ineficiente em proteger criangcas com menos de 18 meses de idade devido a
incapacidade de originar uma resposta imune T-dependente. Isto foi contornado com
a introducdo da vacina conjugada em 1987, onde o polissacarideo é ligado
covalentemente a uma proteina carregadora, como o0s toxoides diftérico (DT) ou
tetanico (TT) ou a proteina de membrana externa de Neisseria meningitidis grupo B
(Bisgard et al., 1998). A vacina de polissacarideo conjugado, utilizada até hoje, é
capaz de proteger eficientemente criangas a partir de seis meses de idade. Em 1991
a vacina de Hib foi introduzida nas companhas de vacinagdo da Europa, e no Brasil
apenas em 1999. Em 2010, a vacina ja era fornecida publicamente em praticamente
todos os paises desenvolvidos, entre 0s continentes europeu e americano. Na
Africa, a maioria dos paises chegou a introduzir a vacina, porém a cobertura de
vacinacdo ndo atingia a totalidade da populacdo. As regides que ainda ndo haviam
introduzido a vacina em 2010 s&o o Oriente Médio, Asia e parte da Oceania (WHO,
2013).

A introducdo da vacina de Hib nos paises em desenvolvimento vem sendo
encorajada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e pela Global Alliance for
Vaccine Innovation (GAVI), que a partir de 2005 colocaram em pratica um programa
denominado Hib Initiative, alocando 37 milhdes de délares num periodo de 4 anos
em programas de disseminacéo de pesquisas e dados cientificos sobre a bactéria e
a doenca a fim de conscientizar os governos e as instituicdes de saude publica
sobre a necessidade de prevencdo desta enfermidade. Esta iniciativa foi
responsavel por agilizar a inclusdo da vacina nos paises menos desenvolvidos; o
atraso médio, quando comparado com o0s paises desenvolvidos, foi de cerca de 10
anos. (Global Alliance for Vaccine Innovation, 2013)

Mesmo com a introducdo da vacina na grande maioria dos paises a cobertura
ainda ndo atinge a totalidade da populacdo em muitos lugares, mantendo as taxas
de infeccdo altas. Nos continentes africano e asiatico alguns paises apresentam
taxas de infeccéo superiores a 1000 casos por 100.000 criangas abaixo dos 5 anos
de idade, entre eles os paises da Africa Oriental e Austral, Iraque, india, China, os
paises do sudeste asiatico, Paraguai, Suriname, Guiana e alguns paises da América
Central, enquanto estimativas acima de 2000 casos sdo observadas em paises da



21

Africa Central e Ocidental, Paquistdo, Afeganistdo e em alguns paises da Peninsula
Indochinesa (GAVI, 2013).

Ja no restante do mundo, as taxas se mantém baixas devido ao eficiente
programa de vacinacgao. A grande incidéncia nos paises subdesenvolvidos mostra a
necessidade de suporte externo para o sucesso do programa de vacinagao, que € o
objetivo maior da GAVI. A maioria destes paises, com poucas excecdes, jA possui
aprovacdo para receber o suporte financeiro e de suprimentos da GAVI para
prevencao do Hib, ou se encontram em processo de aprovacao.

Atualmente, os programas publicos de vacinagdo nao fornecem a vacina de Hib
isoladamente, mas numa formulacdo conjunta com a DTP (difteria-tetanus-
pertussis), formando a tetravalente infantil, com a incorporacdo da vacina de hepatite
B (HepB) na tetravalente, formando a pentavalente, ou ainda com a introducédo da
vacina inativada de poliomielite a pentavalente, formando a hexavalente. A
formulacdo combinada DTP-Hib-HepB é a formulacdo que recebe o incentivo da
OMS e da GAVI para inclusdo nos programas publicos de vacinacéo, sendo esta a
formulacdo fornecida pelos produtores mundiais para as organiza¢cdes no proximo
triénio, e também a formulacdo do calendario publico brasileiro desde 2012
(Ministério da Saude, 2014; Sociedade Brasileira de Imuniza¢des, 2012; United
Nations Children’s Fund, 2013).

Entre os fornecedores mundiais das vacinas DTP, HepB, Hib e suas
combinac¢des estdo a Biological E Ltd., a LG Life Sciences, Crucell Switzerland AG,
a Panacea Biotec Ltd., a Shantha Biotechnics Ltd., o Serum Institute of India Ltd., a
GlaxoSmithKline Biologicals S.A., a Sanofi Pasteur, a Novartis Vaccines and
Diagnostics, a Persero, a CSL Limited e a BioFarma (UNICEF, 2013). A Figura 1
mostra o valor médio dos precos por dose durante o periodo de 2001 a 2013,
especificando o preco das formulagdes triplice (DTP), tetravalente Hib (DTP-Hib),
tetravalente HepB (DTP-HepB) e pentavalente (DTP-HepB-Hib). Nela, pode-se
visualizar claramente que o custo do componente Hib equivale a mais da metade do
custo total da formulagéo.

Apesar da aparente queda no custo da vacina pentavalente a partir de 2010, os
precos contratados pela UNICEF junto as farmacéuticas para o triénio de 2014 a
2016 mostram uma tendéncia de estabilizacdo, variando entre US$ 1,85 e US$ 2,80
por dose (UNICEF, 2013). Com estes dados, fica evidente que a diminuicdo do custo

de producéo da vacina de Hib é essencial para permitir a abrangéncia mundial da
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cobertura de forma sustentavel pelos 6rgdos publicos de saude. Esta reducao sera
possibilitada pela otimizacdo dos processos de producao, minimizando as perdas e

0S gastos com insumos de producéo.

Figura 1 — Evolucédo da média dos precos por dose das vacinas DTP, Hib, HepB e suas combinacdes
contratados pela UNICEF junto aos produtores
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FONTE: Adaptado de UNICEF (2013).

2.2 Producdo do polissacarideo capsular

A producéo da vacina conjugada de Hib pode ser dividida em trés processos
principais: crescimento celular (upstream), purificacdo (downstream) e conjugacao
do polissacarideo ao carreador proteico. No primeiro processo, as células de Hib sédo
propagadas in vitro em condi¢cdes adequadas, onde o polissacarideo capsular é
liberado para o sobrenadante espontaneamente (Anderson, Smith, 1977). A seguir,
faz-se uma revisdo dos processos descritos na literatura e dos fendmenos

bioquimicos inerentes a etapa de crescimento celular.

2.2.1 Crescimento celular

O crescimento celular de Hib em reatores ocorre em meios de cultura
complexos, em processos de batelada simples ou alimentada. Reporta-se
classicamente na literatura a obtencédo de uma quantidade de PRP entre 400 e 500
mgere.L™! (Hamidi, Beurret, 2009; Takagi et al., 2003), enquanto a otimizacdo do
processo através das alteracdes das condi¢des de cultivo, tais como vazdo e modo
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de aeracao, inclusdo do controle de pH e controle da concentragdo de oxigénio
dissolvido (COD) foi capaz de elevar a producdo acima de 900 mge.L™ (Takagi et al.,
2006, 2007). Outros trabalhos de otimizacdo exploram a conducdo de bateladas
alimentadas, com a obtencdo de 1300 mge.L™? (Merritt et al., 2000) e 1800 mgp.L™
(Silva, 2010). Em todos os casos, a temperatura do cultivo foi mantida em valores
fisiolégicos, enquanto o pH foi controlado em valores pouco acima da neutralidade,
como 7,30 (Merritt et al., 2000) e 7,50 (Silva, 2010; Takagi et al., 2006, 2007).

A conducdo dos processos de alimentacdo do biorreator evidencia que a
biomassa tende a atingir valores maximos a partir do qual o crescimento ndo é mais
possivel, mesmo com a disponibilidade dos nutrientes. Silva (2010) demonstrou que
0 acumulo de acetato no meio de cultura causa efeitos de inibicdo sobre a célula. A
limitacdo no fornecimento de substrato € uma pratica comum para se evitar a
formacao de subprodutos toxicos; no caso de Hib, porém, a producdo de acetato
acompanhou o crescimento celular em qualquer regime de alimentacdo, sendo a
limitacdo do substrato ineficaz em impedir a sua formacédo. No mesmo trabalho, ficou
evidente que a concentracdo de acetato muito elevada pode afetar o metabolismo
até o ponto onde a bactéria se torna incapaz de até mesmo assimilar a glicose. Esta
limitacdo é possivelmente explicada pela configuragdo metabdlica da bactéria, e a
inibicdo causada pelo subproduto é um importante fator a ser levado em
consideracdo no desenvolvimento do processo (Fleischmann et al., 1995; Silva,
2010).

2.2.1.1 Rede metabdlica
2.2.1.1.1 Metabolismo central

A Hib é uma bactéria de crescimento fastidioso, exigindo a presenca de fatores
de crescimento especificos, além de fontes complexas de aminoacidos e vitaminas.
Os dois fatores de crescimento que caracterizam a bactéria sdo o NAD e a hemina,
sendo que a bactéria € incapaz de se desenvolver na auséncia deles (Evans et al.,
1974). Esta exigéncia surge de dele¢cbes naturalmente presentes nas vias de sintese
desses cofatores. A bactéria é incapaz de realizar a via de novo da sintese da
piridina-nucleotideos por ndo possuir muitas das enzimas necessarias, sendo capaz

de realizar a sintese de NAD apenas a partir de nicotinamida mononucleotideo



24

(Reidl et al., 2000). No caso da hemina, a dependéncia se da devido a presenca de
apenas uma das sete enzimas responsaveis pela formacdo do heme a partir do
acido amino-levulinico, essencial para a formagcdo dos citocromos, sendo que a
enzima presente é a Ultima da via e apenas realiza a inclusdo do ion ferroso na
protoporfirina 1X (Biberstein et al., 1963; Loeb, 1995). Além destas, existem outras
dele¢Bes dentro da rede metabdlica da Hib que dificultam seu crescimento. Algumas
delas sdo as inumeras delecdbes em etapas de sintese de aminoacidos,
nucleosideos e cofatores, fazendo com que muitos deles sejam essenciais para a
bactéria. A analise in silico das capacidades metabdlicas de Hib evidenciou que o
sistema enzimatico da bactéria necessita dos aminoacidos arginina, cisteina e
glutamato, além do cofator acido pantoténico e das pirimidinas tiamina e uracila
(Schilling, Palsson, 2000). A via de transformacdo da serina em cisteina, com a
assimilacdo de um grupo sulfeto, existe no genoma de Hib; no entanto a bactéria é
incapaz de reduzir o sulfato a sulfeto pela via aerébia e por isso se considera que
seja dependente do fornecimento de cisteina. Contudo, € observado em alguns
casos o0 desenvolvimento da bactéria em auséncia do aminoacido, sugerindo que a
mesma possua vias anaerobias de reducgdo do sulfato ainda ndo descritas (Tatusov
et al., 1996).

Pode-se considerar que as dele¢cdes mais notaveis dentro do genoma da Hib
estdo no ciclo dos &cidos tricarboxilicos (CAT), onde estdo ausentes a citrato
sintase, a aconitase e a isocitrato desidrogenase. Na secao respectiva da Figura 2,
pode-se perceber que a auséncia dos trés passos iniciais resulta no fato de que as
estruturas carbdnicas provenientes da glicolise nunca chegam a entrar no ramo
oxidativo do ciclo, podendo resultar no acumulo de moléculas de oxidacéo
incompleta tais como o acetato, lactato e formiato.

A Figura 2 mostra que a Hib possui praticamente apenas o braco esquerdo
(redutor) do CAT, o que € caracteristico de bactérias anaerdbias. Além disso,
verifica-se também que no ciclo estd presente a enzima fumarato redutase, em
contraponto & auséncia da enzima que realiza a reacdo contraria, a succinato
desidrogenase, indicando que este trecho do metabolismo se dedica a formacao de
moléculas percursoras da biossintese a partir do succinato, e ndo a oxidacdo dos

substratos (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, 2013).
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Figura 2 — Rede metabdlica central de H. influenzae.
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Como nao existe fluxo de carbonos da glicélise para o ramo oxidativo do CAT,
0s amino&cidos que derivam do a-cetoglutarato ndo podem ser gerados pela propria
bactéria devido a auséncia do esqueleto carbdnico dos a-cetoacidos.

Com a incapacidade de formagdao do a-cetoglutarato, a bactéria fica
impossibilitada de realizar a assimilagdo de nitrogénio inorganico, apesar de possuir
a enzima glutamato desidrogenase. Isso explica a alta demanda da bactéria por
glutamato, que se fornecido externamente pode ser transformado em parte dos
demais aminoacidos. Além disso, sugere-se que o glutamato possa alimentar o CAT
a partir da desaminacgao a a-cetoglutarato (Fleischmann et al., 1995).

Tendo em vista que o fluxo de carbonos proveniente da glicélise ndo é
direcionado ao CAT, nota-se que estes devem se acumular nas moléculas de
oxidacdo incompleta, como o acetato, lactato e formiato. Entre estes, o acetato se
destaca como o principal subproduto do metabolismo, atingindo elevadas
concentracfbes durante o cultivo e sendo capaz de inibir o crescimento da célula.
Silva (2010) procurou impedir a formacdo do acetato através da limitacdo no
fornecimento de substrato; no entanto, verificou-se o acumulo indiscriminado do

subproduto.

2.2.1.1.2 Cadeia de transporte de elétrons e fosforilacdo oxidativa

Assim como no CAT, se observa na cadeia de transporte de elétrons (CTE)
outras semelhancas do metabolismo de Hib com os organismos anaerébios, como
por exemplo o uso de menaquinonas no lugar de ubiquinonas no transporte de
elétrons (Schilling, Palsson, 2000). Além de a bactéria ndo possuir a via de sintese
das ubiquinonas, os complexos do CTE apresentam afinidade pelos carregadores de
menor potencial (menaquinonas). Na Figura 3 sdo apresentados as principais etapas
no transporte de elétrons dos cofatores enzimaticos reduzidos (NADH) para os
aceptores finais (O5).

O primeiro complexo apresentado na Figura 3 € uma NADH desidrogenase que
se utiliza de menaquinonas como aceptor de elétrons para a regeneracao do cofator
NAD". Diferentemente dos complexos equivalentes em organismos aerébios, no
caso de Hib ndo existe transporte de prétons para o lado externo da membrana
plasmatica nesta etapa (KEGG, 2013).
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Figura 3 — Cadeia de transporte de elétrons de H. influenzae
periplasma H+ H+

NADH
desidrogenase
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FONTE: Adaptado de KEGG (2013).

No segundo complexo se observa a fumarato redutase, que participa também
do CAT. Esta enzima, que também esta presente em Escherichia coli, apresenta
maior eficiéncia na reducédo de fumarato a succinato na presenca de um pool de
menaguinona/menaquinol que na reacao contraria de desidrogenacao do succinado
(Cecchini et al.,, 2002), sugerindo que no caso de Hib este complexo atue por
regenerar 0 menaquinol proveniente da NADH desidrogenase e permitir a respiragéo
através do fumarato. O terceiro complexo € uma oxigénio redutase da familia de
citocromos bd. Esta é uma enzima prevalente em organismos patogénicos e que
crescem em ambientes limitados em oxigénio; justamente, a caracteristica mais
notavel desta enzima é a altissima afinidade pelo aceptor. Outra caracteristica
importante é que este complexo € capaz de gerar um gradiente de protons
trasmembrana (Borisov et al., 2011). O quarto e ultimo complexo € uma ATPase e
ndo apresenta grandes diferencas em relacdo as enzimas homoélogas de outros
procariotos, realizando a fosforilacdo do ADP através da forca préton-motora
(KEGG, 2013). A configuracdo peculiar da cadeia respiratoria de Hib, em conjunto
com a alta produgdo de moléculas de oxidacdo incompleta como o acetato, é
apontada como um motivo para classificar o metabolismo da bactéria como
“fermentacao assistida pela respiracao”, onde a CTE serve apenas como forma de
possibilitar o balango redox desfavorecido pela oxidacdo incompleta dos substratos
(Othman et al., 2014).

2.2.1.1.3 Sintese de PRP

A sintese de polissacarideo nas linhagens de H. influenzae € determinada pela

presenca de um cassete especifico chamado de locus cap. Entre todos os sorotipos,
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o locus pode ser dividido em trés regides. Na regido |, estdo presentes quatro genes,
chamados de bexA, bexB, bexC e bexD, que estdo relacionados com o transporte
assistido por ATP do polissacarideo através da membrana celular e estdo presentes
nos seis sorotipos (Kroll, Moxon, 1988). A regido Il € especifica para cada sorotipo e
contém os genes relativos a sintese do polissacarideo capsular (Eldere et al., 1995).
Ja a regido Il contém os genes hcsA e hcsB que sdo essenciais para o transporte
do polissacarideo através da membrana externa, estando também presente em

todos os sorotipos (Sukupolvi-Petty et al., 2006).

Figura 4 — Representacéo do locus cap de Hib

Reqgido | transporte pela Reqgido ll: sintese Reqgidolll: transporte
membrana plasmatica {tipo-especifica) pela membrana externa
e A I
L A L A
bexA bexB bexC  bexD besA bcs2  bes3d besd hcsA hesB

e ) =)

FONTE: Interpretacao de fontes literarias (Eldere et al., 1995; Kroll, Moxon, 1988; Sukupolvi-Petty et al., 2006).

No caso do sorotipo b, a regido Il contém quatro genes, bcsl, bcs2, bcs3 e
bcs4. Entre eles, apenas o primeiro foi extensamente descrito. Este gene codifica
uma enzima bifuncional, uma fusdo de duas proteinas da via das pentoses fosfato,
gue atua na reacédo de reducédo da ribulose-5-fosfato a ribitol-5-fosfato, e em seguida
fazendo a transferéncia de um grupo citidilil para dar origem ao CDP-ribitol, que
entdo segue para a biossintese do polimero de PRP (Pereira, Brown, 2004; Zolli et
al., 2001). As proximas etapas, apesar de ndo serem elucidadas, envolvem a ligacédo
alternada dos grupos ribose e ribitol (Eldere et al., 1995). Dessa forma, é sugestivo
que a formacgéo do PRP se da a partir da via das pentoses fosfato, como ilustrado na

Figura 2.
2.2.2 Purificacdo do polissacarideo capsular

Na etapa de purificacdo do PRP, as células sdo removidas do caldo
fermentado, a partir do qual a molécula comeca a ser isolada. Os métodos classicos
de isolamento do PRP incluem etapas de precipitacdo com etanol, fenol, entre
outros solventes organicos, e uma série de centrifugacdes e ultracentrifugacdes para

a separacao das fracdes de interesse, sendo que estas vém sendo substituidas por
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micro e ultrafiltracdo tangencial (MFT e UFT). Os trabalhos mais recentes referentes
a purificacdo do PRP ainda incluem a substituicdo dos solventes organicos por
enzimas hidroliticas, o uso de detergentes anibnicos e minimizacédo das etapas de
precipitacdo com uso de etanol (Albani et al., 2012, 2015).

Tem-se verificado que, em cultivos de longa duracdo, as porcentagens de
recuperacdo do produto se apresentam em niveis muito baixos, em comparacao
com cultivos mais curtos, podendo chegar a 50% nas primeiras etapas de UFT e
evoluindo para uma recuperacéao global de até menos que 20% no final do processo
(Albani et al., 2012, 2015). Em investigacdo quanto aos motivos da menor
recuperacédo, Silva (2010) mostrou que a massa molecular do PRP decresce ao
longo do cultivo. Assim, com o decorrer do cultivo de longa duracéo, a concentracao
do produto de interesse aumenta em contraponto a massa molecular. A
produtividade global do processo (up e downstream) pode entdo ser alterada,
levando a perda de grande parte do PRP que foi produzido em excesso pela
otimizacao do crescimento celular. Assim, a introducdo da UFT para o isolamento do
PRP a partir do sobrenadante traz novos parametros a serem analisados e
controlados para garantir a eficiéncia do processo, sendo eles a massa molecular

durante o cultivo e a sua estabilidade.

2.2.3 Estrutura quimica e estabilidade do PRP

O PRP é um polimero formado por unidades de um dimero de ribitol e ribose,
unidos de um lado por uma ligacdo glicosidica e do outro por uma ligacéo
fosfodiéster (Crisel et al., 1975). A configuracdo desta ligacdo, em proximidade com
as hidroxilas da ribose, se assemelha aquela do &cido ribonucleico (RNA), como
mostrado na Figura 5.

Assim como no caso do RNA, a ligacdo fosfodiéster do PRP é suscetivel a
catalise alcalina da reacdo de transesterificacdo do grupo fosfato, levando ao
rompimento da ligacdo quimica entre a ribose e o ribitol e separacdo da molécula em
grupos menores (Egan et al., 1982). Esta reacdo € essencialmente catalisada pela
presenca de ions hidroxila, podendo ser ainda mais intensificada com a presenca de

cations mono- ou bivalentes (Li, Breaker, 1999).
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Figura 5 — Estrutura quimica da molécula de PRP
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FONTE: Adaptado de Crisel et al. (1975)

Cintra e Takagi (2015) demonstraram que a diminuicdo do pH para valores
abaixo da neutralidade e da temperatura para valores menores que o fisiologico
garante maior estabilidade a molécula de PRP. Ficou comprovado também que a
adicéo de ions Na* permite o aumento da velocidade de degradagdo em pH’s menos
elevados (vide Apéndice B). Estes resultados mostram que, entre 0s processos de
producdo de PRP apresentados na literatura, o de maior produtividade é realizado
em condi¢des favoraveis a despolimerizacdo do PRP, com pH de 7,50 e temperatura
de 37 °C (Silva, 2010). Além disso, o processo descrito foi realizado com
alimentacdo, atingindo longos periodos de cultivo e com a adicdo de grandes
guantidades de NaOH para o controle de pH, o que eleva a concentracdo de ions
monovalentes no meio e intensifica o processo de degradacdo. Com elevadas taxas
de degradacdo durante o cultivo, apesar da alta produtividade massica, a massa
molecular do PRP que é direcionado a purificacdo tera baixos valores, contribuindo

diretamente para perdas nas etapas de UFT.

2.3 Modelagem matematica

2.3.1 Modelos descritos para as cinéticas microbianas

A modelagem matematica das cinéticas microbianas € uma importante e
versatil ferramenta para o desenvolvimento e otimizacéo de bioprocessos. Os perfis
de maior interesse para a modelagem sdo o crescimento celular, formacéo de
produtos e consumo de substrato. As equacdes que descrevem estes perfis

geralmente séo interdependentes, com a formacao de biomassa sendo afetada pela
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concentracdo de produtos e substrato, enquanto estes sao determinados pela
concentragéo de biomassa e taxa de diviséo celular.

O crescimento celular sob auséncia de Ilimitacdo pelo substrato sera
determinado apenas pelos efeitos de inibicdo dos produtos téxicos do metabolismo.
Um dos modelos primeiramente descritos para a inibicdo do crescimento celular
devido a produtos do metabolismo foi sugerido por Hinshelwood (1946), que definiu
gue a velocidade especifica de crescimento diminui linearmente com a concentragao
de produto, como descrito pela equacao (1). O proprio autor, no entanto, demonstrou
que a correlagéao da velocidade de crescimento com a concentracdo de produto nem
sempre € linear.

dX

EZ (.umax_kX*A)*X (1)

Na equacdo acima, X € a concentracdo de biomassa, p,., € a maxima
velocidade especifica de crescimento, atingida quando ndo ha inibicdo (auséncia de
produto) nem limitacdo pelo substrato, ky € uma constante empirica, chamada de
constante de inibicdo, e A representa a concentracdo do produto responsavel pela
inibicdo, que equivale ao acetato no caso do metabolismo de Hib.

A ndo linearidade prevista para a equacédo (1) pode ser corrigida por modelos
alternativos. Dois modelos séo largamente utilizados na literatura. O primeiro usa um
termo de inibicdo na forma exponencial como visto na equacao (2), sendo aplicavel
a processos continuos e descontinuos (Aiba et al., 1968).

dX

E = Umax * exp(—kX x* A) * X (2)

O segundo modelo toma a forma hiperbdlica descrita pela equacéo (3), e foi
construido considerando que a inibicdo do produto sobre a célula se assemelha a
inibicdo n&o-competitiva de uma enzima (Stepanova et al., 1965). A adicdo de um
expoente (ny) sobre o termo que contém a concentragdo do inibidor, como visto na
equacao (4), confere maior flexibilidade ao modelo, permitindo melhor ajuste. Isto &
justificado pela maior cobertura a problemas de inibicdo, como feito também para o

caso do estudo de enzimas (Yano, Koga, 1973).

ax 1 ¥
= Umax * * 3)
dt A (
1+ /kx
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aX 1

E = Umax * nx X (4)

1+ (Vi)
Quanto a formacgdo de produtos, a velocidade de formacdo € geralmente
descrita como sendo proporcional a taxa de divisado celular (constituindo a formacgéao
associada ao crescimento) ou a concentracdo absoluta de células (constituindo a
formacdo n&o associada ao crescimento). Luedeking e Piret (1959) demonstraram
que € possivel a ocorréncia de formacdo mista, ou seja, a formacdo de produto é
definida pela soma das fracbes produzidas com e sem associacdo ao crescimento,

como definido na equacéo (5).

Z—fzaB*(Z—f+ﬁB*X (5)
Na equacdo acima, B € a concentracdo de um produto genérico do
metabolismo microbiano, az € a constante de associacdo ao crescimento e fz é a
constante ndo associada ao crescimento. Alguns autores ainda estendem o modelo
de formacao de produto ao considerar o fendmeno de inibicdo por um dos produtos
do metabolismo, como Liu et al.(2008), que consideram a inibicdo pelo lactato sobre
a formacéo de &cido hialurénico e do préprio lactato incluindo o termo hiperbdlico da

equacdo (3) na equacao (5).
2.3.2 A velocidade de crescimento e a influéncia do pH e da temperatura

O crescimento de uma célula pode ser considerado como o0 conjunto de
reagdes enzimaticas envolvidas na formacdo dos constituintes celulares. E de se
esperar que a dependéncia destas reacdes siga a forma geral da lei de Arrhenius,
segundo a qual a velocidade de reacdo aumenta exponencialmente com o oposto do
inverso da temperatura. Sob esta visédo, as velocidades de reagdo sao aumentadas
devido a maior energia cinética das moléculas e maiores frequéncias de colisédo
entre os substratos e catalisadores. No entanto, alguns autores demonstram que o
formato de curva esperado para a lei de Arrhenius nao é seguido pela velocidade de
crescimento microbiano. Ratkowsky et al. (1982) demonstraram que para Varios
microrganismos a raiz quadrada da velocidade de crescimento se comporta como
uma reta, que pode ser extrapolada até o ponto onde se prevé a cessacao do

crescimento celular. Esta temperatura equivale a temperatura minima para que o
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crescimento celular ocorra. Assim, os autores sugerem relagcdo mostrada na
equacao (6), que mostra a raiz quadrada da velocidade de crescimento como sendo

diretamente proporcional a distancia da temperatura a temperatura minima.

\/ﬁ =b * (T — Tppin) (6)

Na equacdo acima, u é a velocidade especifica de crescimento, b é uma
constante de proporcionalidade e T,,;, € a temperatura minima de crescimento.

Ja as temperaturas muito elevadas causam o aumento da entropia e destruicao
de estruturas importantes das proteinas, levando a desnaturacdo e cessacdo das
reacbes enzimaticas, impedindo assim o crescimento celular. Em um trabalho
posterior, a equacao (6) é estendida pela predicdo da queda da velocidade de
crescimento em temperaturas mais altas, através do novo termo incluido na equacao
(7) (Ratkowsky et al., 1983).

Ji=bx (T = Tpin) * (1 — exp(1 — (T - Tmax))) %

Neste caso, ¢ € uma constante e T,,,, € a temperatura acima da qual nenhum
crescimento ocorre. Os autores demonstraram que a queda de crescimento com 0
aumento de temperatura € abrupta, e que a equacdo se ajusta bem a quase todos
0S microrganismos.

Além da temperatura, o pH também é capaz de alterar as velocidades de
crescimento de uma célula. Como descrito para muitos organismos, existe um pH
otimo de crescimento. O efeito do pH pode ser considerado como independente da
temperatura, sequindo a forma geral da equacao (7) considerada para a descricéo
do efeito do pH (Rosso et al., 1995). Neste caso, 0s termos referentes a temperatura

sao replicados, substituindo-se as variaveis por aquelas relativas ao pH.
2.3.3 A formacéao de produto e a influéncia do pH e da temperatura

Assim como a formagédo de biomassa, a formacgao de produto e os efeitos de
pH e temperatura podem ser estudados segundo as reacdes enzimaticas
envolvidas. O acumulo de algum produto do metabolismo no meio de cultura pode

ser rastreado pelas reacdes metabolicas que levam a sua formacdo. Geralmente, a
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velocidade de formacdo é determinada por uma etapa limitante dentro da rede
metabdlica, e portanto pode ser estudada como uma enzima isolada.

Assim como no crescimento celular, a lei de Arrhenius € incapaz de explicar a
dependéncia da taxa de reacdo com a temperatura. No entanto, Kavanau (1950)
notou que esta lei poderia ser ajustada caso o valor de temperatura fosse deslocado,
criando uma referéncia em relagdo a um valor de temperatura inicial. O autor
argumenta que isso ocorre devido as modificacdes que a temperatura tem sobre a
estrutura das enzimas, como a maior forca das pontes de hidrogénio
intramoleculares. Em temperaturas mais baixas, a formacdo destas pontes resulta
na criacdo de enzimas cataliticamente inativas, ou seja, enzimas cujos sitios ativos e
alostéricos se tornam incapazes de funcionar devido a incapacidade de quebrar e
reajustar as ligacbfes necessarias para o andamento da reacdo, tais como a
exposicdo do sitio catalitico ao substrato ou a aproximacdo de algum grupo
funcional. Com o aumento da temperatura, menor sera a energia necessaria para a
guebra dessas ligacBes, aumentando a quantidade de moléculas cataliticamente
ativas.

O pH tem a propriedade de alterar as atividades enzimaticas agindo
diretamente na estrutura da proteina, alterando a distribuicdo de cargas dos
componentes estruturais. Define-se que o afastamento da condi¢do 6tima da enzima
se da através da alteracdo de carga de um grupo ionizavel dentro da proteina.
Portanto, sdo imaginadas trés formas da enzima: a EH,, que é definida como a
forma com uma protonacdo a mais que a necessdria para a configuracao 6tima da
enzima, a EH’, que é a configuracdo 6tima, e a E?, que é a configuracdo com uma
protonacdo a menos que 0 necessario. Assim, a propor¢cdo de enzimas ativas ira
definir a velocidade da reagédo, como descrito pelas constantes de equilibrio quimico
mostradas na equacdao (8), sendo k; a constante de equilibrio entre as formas EH e
EH,, e k, a constante de equilibrio entre E* e EH". A velocidade de reacao da
enzima, v, pode entdo ser definida pela concentracdo de protons, que é calculado a
partir do pH, como mostra a equacao (8). Existe um pH 6timo onde v atinge seu

valor maximo, v,,,,, (Kupcsulik, Sevella, 2005).

Um ax

= T+ ko [H] + ko /[H] (8)

1%
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2.3.4 A inibicdo pelo 4cido e a influéncia do pH

A influéncia do pH e da temperatura sobre a inibicdo do crescimento celular
pode ser definida pela constante de dissociacdo do acido envolvido. No caso dos
acidos organicos, que possuem constantes de dissociacao relativamente altas, a sua
solugdo aquosa apresentard uma quantidade consideravel de moléculas néo
dissociadas. O mecanismo de inibicdo das formas &cida e ibnica é diferente e
aditivo, sendo que a forma acida, ou ndo dissociada, inibe o crescimento com maior
intensidade. Em bactérias Gram negativas, a presenca da membrana externa
constituida de LPS confere uma carga negativa a superficie da célula. A forma
ionizada do &cido apresenta baixa permeabilidade a membrana, por também
apresentar carga negativa. JA& a forma protonada tem maior permeabilidade,
migrando do meio extracelular para o citoplasma. Em pH’s mais baixos, a
quantidade de moléculas de &cido protonado se eleva de forma logaritmica,

prevendo que a tolerancia da bactéria sera menor (Brul, Coote, 1999).

2.3.5 A geracgéo de energia e ainfluencia do pH e da temperatura

Através da cadeia de transporte de elétrons, o potencial redox obtido pela
oxidacdo do substrato é transferido para a criagdo de um potencial transmenbrana,
gue é utilizado pela célula como forgca motora para o transporte de solutos e para a
geracao de energia ou sintese de ATP. Segundo a teoria quimiosmatica, a eficiéncia
do processo de fosforilagdo do ADP a ATP é determinada pela for¢ca préton-motora
(Ap), que é definida por dois termos: a diferenca de potencial elétrico (Ap) e 0
gradiente de prétons, como mostrado na equacao (9). Na equacao, R € a constante

universal dos gases e F € a constante de Faraday (Mitchell, 1961).

2,3RT
Ap = Ap +

ApH )

A mudanca do pH e da temperatura do meio de crescimento da célula tem,
portanto, influencia direta sobre a eficiéncia de producdo de energia. A diminuicéo
do gradiente de protons entre o meio extracelular e o citosol pode causar, por
exemplo, um aumento na extrusdo de céations através da membrana para aumentar

0 potencial elétrico transmembrana. Este fenbmeno € observado, por exemplo, em
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bactérias alcalofilas, onde o gradiente de prétons chega a ser negativo devido ao
alto pH do meio extracelular (Krulwich, 1995). Outras vias de geracdo de ATP
podem ser ainda utilizadas para contrabalancear a perda de eficiéncia na geracao
guimiosmotica, como a fosforilacdo a nivel de substrato. Pela andlise da equacéao
(9), pode-se verificar que a variacdo do pH tem um efeito maior sobre Ap do que a
variagdo da temperatura: mantendo-se todas as outras variaveis constantes, uma
variacdo de 10 °C resultaria numa variacao de 1,98 mV em Ap, enquanto a variacao

de apenas 1 unidade em ApH resultaria numa variacéo de 61,44 mV.
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O efeito do pH e da temperatura sobre o crescimento celular e formacéo de

produtos foi feito através da construgcdo de um delineamento composto central

rotacional (DCCR) de dois niveis. Seguindo este desenho, foram realizados os

cultivos, como descrito a frente no item 3.2.1. Definiu-se um intervalo de temperatura
de 29 a 37°C, e de pH entre os valores de 6,30 a 7,50. A configuracdo do DCCR foi

feita de modo que nenhum ensaio ultrapassasse este valor, portanto os limites foram

fixados nos pontos axiais do desenho, e foram calculados os niveis positivos e

negativos como mostra a Tabela 1.

Tabela 1 — Configuragdo do DCCR quanto ao pH e a temperatura para avaliacdo da cinética

microbiana

Valor Codificado  Valor real
Ensaio Te pHc T (°C) pH
1 0,00 0,00 33,0 6,90
2 0,00 0,00 33,0 6,90
3 1,00 1,00 35,8 7,32
4 1,00 -1,00 35,8 6,48
5 -1,00 1,00 30,2 7,32
6 -1,00 -1,00 30,2 6,48
7 0,00 1,43 33,0 7,50
8 0,00 -1,43 33,0 6,30
9 1,43 0,00 37,0 6,90
10 -1,43 0,00 29,0 6,90

Além destes 10 ensaios, foram realizados mais dois: um nas condi¢des

reportadas na literatura de pH 7,5 e 37 °C (Silva, 2010), e outra nas condi¢bes

otimizadas definidas neste trabalho de pH 7,1 e 30 °C (vide item 4.2.6).
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3.2 Metodologias

3.2.1 Cultivos

3.2.1.1 Pré-in6culo e in6culo

A linhagem GB3291 de Hib foi adquirida do Instituto Adolfo Lutz na forma
liofilizada. As células foram expandidas em tubos inclinados de agar chocolate cuja
composicdo é descrita na Tabela 2, ressuspendidas no meio de Greaves (1960) e
armazenadas em nitrogénio liquido com viabilidades acima de 10° UFC.mL™. Para a
realizacdo dos cultivos, as células foram descongeladas e incubadas em meio MMP,
cuja composicédo é listada na Tabela 3, durante no minimo 6h, de forma estatica e
sob atmosfera de CO,, a 37°C (Takagi et al., 2006). Ao atingir DOs40 de no minimo
0,500, a suspensdo bacteriana foi transferida para trés frascos de Erlenmeyer
contendo 200 mL de meio MMP fresco cada. O volume transferido foi definido como
0 necessario para se atingir as DOsy4 iniciais de 0,025, 0,050 e 0,075. Os frascos
foram incubados em shaker orbital (INNOVA 44 — New Brunswick), a 150rpm e
37°C. Apbs atingir DOs40 de no minimo 5,0 em aproximadamente 13h, que equivale
ao final da fase de crescimento exponencial, a suspenséo foi transferida para o

reator em quantidade suficiente para atingir uma DOsg4g inicial de 0,150.

Tabela 2 — Composicao do meio agar chocolate

Infus&o de cérebro e coracéo - BD (g.L™) 370
Agar - BD (g.L™) 20
Sangue equino* - Instituto Butantan (v/v) 10 %

* O sangue foi adicionado de forma estéril apds a autoclavacdo do meio, com o mesmo ainda liquefeito a uma

temperatura de aproximadamente 80 °C.

Tabela 3 — Composicdo do meio MMP

Glicose — Merck (g.L™) 5,0
Extrato de Levedura UF — BD (g.L™) 5,0
Soytone — BD (g.L™?) 10,0
Na,HPO, — Sigma-Aldrich (g.L™) 13,1
NaH,P0O,.H,O — Nuclear (g.L™) 3,3
KH,PO, — Merck (g.L™) 2,5
NaCl — Anidrol (g.L™) 5,0
Hemina bovina — Sigma-Aldrich (mg.L™) 30,0
NAD - Sigma-Aldrich (mg.L™?) 15,0

pH ajustado para 7,5 (HCI 6N — Merck)




39

3.2.1.2 Cultivos em batelada simples

O meio utilizado no reator foi baseado no meio MMP, com modifica¢cées quanto
as concentracdes de extrato de levedura e de glicose, que foram aumentadas para
20 g.L™" a fim de se permitir um periodo maior de crescimento celular e garantindo o
excesso de substrato durante todo o cultivo. A proporcao de fosfato de sédio mono e
bibasico foi também alterada segundo os valores de pK, dos grupos fosfato para
minimizar a quantidade e ions adicionada na correcéo do pH.

Os cultivos foram conduzidos em reatores de bancada (Bioflo 2000 -
NewBrunswick) de 13L totais, contendo 6L Uteis de meio. Os reatores foram
controlados quanto a temperatura, ao pH, pela adicdo de NaOH 5M, nos valores
determinados na Tabela 1, e a concentracdo de oxigénio dissolvido (COD) através
da variacdo da velocidade de agitacdo, em 30% da saturagédo e com vazao de ar
comprimido a 0,5 vwm. Amostragem de volumes menores que 30 mL foram feitas

durante o processo para as analises de interesse.
3.2.1.3 Cultivos em batelada alimentada

Para o0s cultivos em batelada alimentada, iniciou-se 0 processo
semelhantemente ao item anterior. No entanto o meio utilizado inicialmente foi o
meio MMP original (Tabela 3). Para o0 meio de alimentacdo foram modificadas
apenas as concentracOes de glicose e de extrato de levedura, sendo elevadas a
200 g.L™. A principio, o cultivo foi mantido em pH 7,50 e a 37 °C, o que se chamou
de condicdo padrdo. Nestas condicbes, a alimentacdo foi feita a uma vazéo
especifica de 21 mL.L™.h™* (Silva, 2010). O inicio da alimentacdo se deu no
momento em que a glicose do meio original se esgotou. Esse momento foi avaliado
através de um pico no valor de COD e na medicdo da quantidade de glicose por kit
enzimatico (vide item 3.2.2.2). Apds os resultados obtidos pelo DCCR, definiu-se
uma nova condi¢cdo com pH de 7,10 e temperatura de 30 °C, que foi denominada de
condicdo otimizada (vide item 4.2). Nesta condicdo, a vazdo de alimentacao foi
definida com base no acompanhamento da velocidade de consumo de glicose em
17 mL.Lhh™,
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3.2.2 Andlises
3.2.2.1 Concentracdo de biomassa

A concentracdo de biomassa durante o preparo dos inéculos e também ao
longo dos cultivos foi medida por turbidimetria no comprimento de onda de 540 nm.
As amostras foram diluidas em meio de cultura para uma leitura real maxima de
0,500. As amostras dos cultivos também foram submetidas a medicdo de massa
seca, por gravimetria. Aliquotas de 1,8 mL foram distribuidas em tubos de centrifuga
de 2 mL, centrifugadas por 5 minutos a 15,000 g. As células foram ressuspendidas
em 1 mL de NaCl 150 mM e novamente centrifugadas, seguindo para secagem em
estufa a 70 °C, sendo entdo pesadas em balanca analitica. A massa seca obtida foi
dividida pelo volume de amostra inicial e a concentragdo de células foi expressa em
g.L". O erro experimental foi estimado através da medicéo de trés replicadas em

cada amostra.
3.2.2.2 Concentracédo de acidos organicos e carboidratos

As concentragOes de acetato e de glicose foram medidas por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC — high performance liquid chromatography), com a
coluna de exclusdo idnica Aminex HPX-87H (Bio-Rad). Como fase mdével, foi
utilizada solucdo aquosa de H,SO, 5mM. O fluxo foi mantido a 0,6 mL.min™, em
temperatura de 40°C. Leituras foram feitas numa frequéncia de 2 Hz num detector
de absorbéncia UV-VIS (SCL-10Avp — Shimadzu) a 210 nm para o0 acido, e num
detector de indice de refracdo (RID10A - Shimadzu) para o carboidrato, sendo os
dados aquisitados pelo software Class-VP (Shimadzu). As amostras foram diluidas
10 vezes em H,SO, 25mM. As curvas padrdo foram construidas com o padrao
comercial de glicose e acetato de sodio fornecido pelo fabricante da coluna (Bio-rad,
nameros de catalogo 125-0585 e 125-0586 respectivamente).

A medicdo da concentracao de glicose foi feita também por kit enzimatico para
0 acompanhamento durante os processos de batelada alimentada. Um volume de 10
ML de amostra foi adicionado a 1 mL do reagente comercial GLICOSE BIO LIQUID
(Laborclin Ltd.), incubado a 37 °C por 10 min. A absorbancia foi lida em

espectrofotometro a um comprimento de onda de 510 nm.
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3.2.2.3 Concentracdo de PRP

Duas fracBes de PRP foram medidas: a fracao livre no sobrenadante da cultura
e a fracdo associada as células. A fracdo livre foi medida diretamente do
sobrenadante da cultura. Para a fragdo associada, foi feita uma modificagdo do
método de extracdo do polissacarideo a partir da célula descrito por Kroll e Moxon
(1988). As células da cultura foram centrifugadas, como mencionado no item 3.2.2.1,
e lavadas com NaCl 150 mM, ressuspendidas em tampdo com pH ajustado para
7,50 contendo 10 mM de EDTA, 10 mM de Na;HPO, e 150 mM de NaCl e incubadas
a 37°C por pelo menos duas horas, sendo novamente centrifugadas. As células
entdo foram descartadas e o PRP extraido foi medido a partir do sobrenadante.

A concentracdo de PRP foi medida por cromatografia de troca anidnica de alta
eficiéncia com deteccdo por amperometria pulsada (HPAEC-PAD - high
performance anion exchange chromatography with pulsed amperometry detection).
A um volume de 540 uL de amostra foi adicionado 180 pyL de NaOH 400 mM. A
mistura foi incubada a 37 °C por 20 h para a hidrélise alcalina do polimero de PRP
até o mondmero de ribosil-ribitol-fosfato, e neutralizada com 180 uL de acido acético
400 mM. Foi adicionado ainda 100 pyL de uma solugdo contendo ribose-5-fosfato a
200 uM e glicose-6-fosfato a 125 yM, que serviram como padréo interno. Um volume
de 10 pL dessa mistura foi injetado na coluna de troca anidnica CarboPac PA-10
acoplada a pré-coluna de retencdo de aminoacidos AminoTrap, montadas no
sistema cromatografico ICS5000 com o controle e aquisicdo de dados pelo software
Chromaleon (Thermo Fisher Scientific Inc.). A metodologia de analise incluiu os
gradientes de NaOH e acetato de sédio descritos por de Haan et al. (2013), além
dos potenciais eletroquimicos definidos pelos mesmos autores para a leitura dos
carboidratos no eletrodo de ouro. A curva de calibrac&o foi construida utilizando-se o
padrao internacional de PRP (Mawas et al., 2005, 2007).
3.2.2.4 Determinagéo da massa molecular

Para a medicdo da massa molecular, as amostras foram previamente tratadas
pelo método de precipitacdo com brometo de cetiltrimetilamoénio (CTAB) descrito no
Apéndice A (Cintra, Takagi, 2012). Um volume de 50 pL foi aplicado a uma
cromatografia de exclusdo por tamanho de alta eficiéncia (HPSEC - high
performance size exclusion chromatography), utilizando-se trés colunas PL Aquagel-

OH Mixed-H (Agilent Technologies) em série, a 30°C e com fluxo de 1 mL.min™.
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Como fase movel, foi usada uma solucdo de NaCl 100 mM, Na,HPO, 13,22 mM,
NaH,PO, 6,78 mM e NaN3; 3 mM. A corrida e a detec¢do foram feitas no sistema
cromatografico Infinity 1260 (Agilent Technologies), sendo feitas leituras a uma
frequéncia de 10 Hz num detector de indice de refracdo e os dados aquisitados pelo
software ChemStation (Agilent Technologies).

Os tempos de eluicdo das fracOes de PRP foram transformados em valores de
massa molecular, em kDa, através da constru¢cdo de uma curva padrdo a partir de
pululanas de massa conhecida. Amostras de pululana de massas moleculares
nominais de 5, 10, 20, 50, 100, 200, 300, 700, 1300 kDa (Agilent Technologies) e
2500 kDa (Sigma Aldrich) foram aplicadas a coluna, e o tempo de retencdo médio
dos picos de eluicdo foram correlacionados com os logaritimos dos valores de
massa molecular através de uma relacao linear.

Para a obtencdo das médias numérica (M,) e massica (M,) da massa
molecular, as fracGes eluidas de PRP foram submetidas as férmulas das equacfes
(10) e (11) (Meunier, 1997).

h;
My = Z hif (10)

M hiMi
w hi

(11)

Nas equacdes (10) e (11), h; é a altura do sinal para a fracéo i, e M; € o valor

de massa molecular para a fracdo obtido através da curva padrao.

3.3 Métodos matematicos

3.3.1 Modelos cinéticos

Os modelos apresentados no item 2.3.1 foram combinados entre si para a
descricdo das cinéticas de formacdo de biomassa, acetato e PRP. Para a formacgéo
de biomassa foram criados quatro modelos: A) o modelo de Aiba et al. (1968); B) o
mesmo modelo estendido com a inclusdo de um expoente sobre a concentracdo de

acetato; C) o modelo de Stepanova et al. (1965); D) o modelo extendido de Yano e
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Koga (1973). Para se referir aos modelos de formacao de biomassa, foi utilizada a
lista de modelos X, que varia entre A e D, como mostrado na Tabela 4.

Tabela 4 — Modelos de formacéo de biomassa testados

Cddigo Modelo X
ax
A dt = Umax * exp(—(kx * A)) * X
dX
B dt = Umax * €xp(—(kx * A)"X) x X
dX 1 X
C at = Umax * T (A *
1+ (Ys)
dX 1
D dat = HUmax Ty

Para a formacdo de acetato e PRP, foram testadas combinacdes das trés
possiveis formas do modelo de Luedeking e Piret (1959), referentes a formacao
associada, ndo associada e mista, com os mesmos modelos de inibicdo vindos da
formacdo de biomassa, além da consideracdo de que ndo existe inibicdo. Os
modelos de formacg&o foram codificados como “Af’, para a formacdo de acetato, e
“Py’, para a formacdo de PRP, com os cdodigos A para a formacdo associada ao
crescimento, B para a ndo associada, e C para a mista, como mostrado na Tabela 5.
Em cada modelo de formacao, as equacdes de Luedeking e Piret sdo multiplicadas
por um fator I, que equivale ao fator de inibicdo sobre a formacdo de produto. Este
fator é codificado pelos modelos “A”, para a inibicdo sobre o acetato, e “P;’, para a
inibicdo sobre o PRP. A Tabela 6 resume 0os modelos testados, que incluem os
quatro modelos utilizados na formagéo de biomassa, além da possibilidade de néo

haver inibicao.

Tabela 5 — Modelos de formacédo de acetato e PRP testados

Cddigo Modelo A; Modelo P;
A dA X dP X
_— K — % _—= k — %
a7 ar P
B aA X+ ap X*1
_— = % * _— = * *
T Ba It Bp

C dA ( ax N X) | dP ( ax N X) |
_— kX — * * _— = )k — E 3 *
dr _\* " gp Ba dr _ \* " gp Br




Tabela 6 — Modelos de inibicdo sobre o acetato e PRP testados
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Caodigo Modelo A, Modelo P;
O I=1 I=1
A I =exp(—(ky * A)) I =exp(—(kp * 4))
B I = exp(—(ky * A)™4) I = exp(—(kp *x A)™P)
c =L =t
1+ () 1+ (Y,)
D _ 1 _ 1
1+ (4" ()

As equacdes referentes a formagéo de biomassa e acetato sdo independentes

da concentracdo de PRP, mas dependentes entre si. Desse modo, primeiramente

estudou-se os modelos para a formacdo de biomassa e acetato. Foram feitas as 60

permutacdes possiveis entre os modelos de formacdo de biomassa (Tabela 4),

formacao de acetato (Tabela 5) e inibicdo sobre a formacéo de acetato (Tabela 6). A

combinacao entre as trés equacoes foi denominada de modelo parcial. Para cada

combinacgéo foi atribuido um cédigo de modelo parcial “MP”. A lista completa de

modelos parciais testada, com as equacdes referentes, € mostrada na Tabela 7.

Tabela 7 — Modelos parciais testados para as variaveis biomassa e acetato

Céddigos Cadigos Cadigos Cadigos
MP X AA Al MP X A A MP X A A MP X A A
01 A AO 16 B A O 31 CAO 46 D AO
02 A A A 17 B A A 32 C AA 47 D A A
03 A A B 18 B A B 33 C A B 48 D AB
04 A AC 19 B A C 34 C AC 49 D AC
05 A A D 20 B A D 35 C AD 50 D AD
06 A B O 21 B B O 36 C B O 51 D B O
07 A B A 22 B B A 37 C B A 52 D B A
08 A B B 23 B B B 38 C B B 53 D B B
09 A B C 24 B B C 39 C B C 54 D B C
10 A B D 25 B B D 40 C B D 55 D B D
11 A CO 26 B CO 41 cCco 56 D CO
12 A CA 27 B C A 42 C CA 57 D CA
13 A C B 28 B C B 43 cC C B 58 D CB
4 ACC 29 BCC 4 CcCC 5 DCC
15 A C D 30 B C D 45 CcC C D 60 D C D
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Usando o método de selegdo descrito a frente no item 3.3.1.2, apenas alguns
desses cultivos serdo escolhidos para a combinagcdo com as equacdes de formacao
de PRP. A escolha isoladamente de apenas alguns dos modelos da Tabela 7 para a
combinagcdo com os modelos de PRP foi feita a fim de reduzir a quantidade total de

modelos testados.

Tabela 8 — Modelos combinados testados para a variavel PRP.

Cabdigos Cabdigos Cabdigos

MC Pt Pi MC Pr Pi MC P: P
01 A O 06 B O 11 cCoO
02 A A 07 B A 12 C A
03 A B 08 B B 13 cC B
04 A C 09 B C 14 C C
05 A D 10 B D 15 C D

A combinacédo dos trés modelos de formacgédo de PRP (Tabela 5) e de inibicdo
sobre o PRP (Tabela 6) geraram 15 modelos, aos quais foi atribuido um novo codigo
de dois numeros, denominado “MC”. A juncao final com o modelo parcial escolhido
resulta assim num codigo de modelo na forma “MP/MC”. As equagdes combinadas

para cada modelo MC é apresentada na Tabela 8.

3.3.1.1 Ajuste de parametros

As equacgbes do modelo cinético escolhido foram resolvidas pelo método
explicito de Runge-Kutta de ordem (4,5). Para o ajuste dos parametros aos dados
experimentais foi utilizado o método de regressdo ndo-linear de Levenberg-
Marquardt. Foram usados os algoritmos implementados no programa GNU Octave
3.8.0 para a resolucdo dos dois métodos numéricos, com as fungcbes ode45 para a
resolucao das equacoes diferenciais e leasqr para o ajuste aos dados experimentais.
O vetor de parametros ajustado foi acrescentado em trés unidades, referentes aos
valores iniciais usados na resolucéo das equacoes diferenciais. Isto foi feito a fim de

nao conferir maior certeza ao ponto inicial da curva em relacdo aos demais.
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3.3.1.2 Selecéo do melhor modelo cinético

A escolha do melhor modelo dentre os modelos sugeridos no item 3.3.1 foi
feita através do critério de informacéo de Akaike corrigido para amostras pequenas

(Burnham, Anderson, 2002). O critério é definido pela equacéo (12).

2K(K + 1)

n—K-1 (12)

AIC, = —2In (L(BID)) + 2K +

7

Na equacdo acima, AIC. é o critério de informacdo de Akaike corrigido,
L(B|D) é funcdo de verossimilhanca do modelo com o estimador f de méxima
verissimilhanga ajustado sobre o conjunto de dados D, K é o nimero de parametros
estimaveis no modelo e n € o nimero de amostras observadas em D. A funcdo
L(,[?|D) € calculada como descrito na equacéao (13), sob a premissa de que 0s erros

das observacgBes experimentais sao distribuidos normalmente e de forma

independente.

£(1D) = nﬁm(-g (= 1@B) = (i-r@h)) @
i=1 i

Na equacdo acima, p € o numero de dimensfes do modelo, ou seja, 0 nimero
de variaveis medidas em cada amostra i, X; € a matriz de correlacdo dos erros da i-
ésima amostra, construida como uma matriz diagonal, onde os elementos ndo nulos
s&o a varidncia observada para cada variavel, e f(t;, ) é o valor predito pelo
modelo no tempo da amostra i.

Os valores de AIC. foram usados para comparar a qualidade dos modelos

entre si através do uso dos pesos de Akaike, definidos pela equacéo (14).

exp (— % (a1, - AICC].)>

W%(j) = (14)

1
Y™ exp (— > (arc., - aic, q))
Na equagdo acima, wy,;, € 0 peso do modelo j dentro do conjunto de m
modelos sugeridos e AIC., € o menor valor de AIC. dentro do conjunto. Os valores
de wy, ;) representam a estimativa da probabilidade de que o modelo j represente o

modelo real, dado o conjunto de dados observados e o conjunto de modelos
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sugeridos (Burnham, Anderson, 2002). Com a obtencdo dos valores de wy,;y para

cada modelo, pode-se construir um intervalo de confianca de modelos para cada
experimento, ordenando-se os modelos do maior para o menor valor do peso, e
selecionando os modelos nesta ordem até que a soma dos pesos ultrapasse o limite
do intervalo de confianca escolhido. Neste trabalho, escolhe-se o intervalo de

confianca de 99,9%.
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3.3.2 Métodos estatisticos

A influéncia do pH e da temperatura sobre cada um dos parametros cinéticos
obtidos pelo modelo matematico escolhido foi analisada pelo software Statistica 10
(Statsoft). Os efeitos das variaveis foram mensurados por um modelo quadratico que
considera 5 efeitos: o pH e a temperatura na forma linear e na forma quadrética,
além da interacdo entre ambos. A significancia estatistica de cada efeito foi
determinada pelo teste t de Student, onde o efeito estimado para cada variavel é
dividido pelo seu erro padrdo, gerando a variavel t(v), onde v sdo os graus de
liberdade da estimativa. Um p-valor foi determinado, num nivel de significancia de
0,10. Os efeitos cujo p-valor ultrapassasse o nivel de significancia foram removidos
um a um, a partir do menos significativo, até que todos os efeitos considerados

estivessem dentro do nivel de significancia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo de producédo do polissacarideo capsular de Hib apresenta algumas
limitacbes na obtencdo de alta produtividade devido as configuragcbes metabdlicas
do microrganismo que o impedem de atingir altas densidades celulares, como visto
no item 2.2.1.1. Os estudos recentes que fazem uso dos regimes de alimentagao
permitiram atingir maiores produtividades de PRP, no entanto ficou evidente que a
qualidade da molécula produzida, definida pela sua massa molecular, ficou
comprometida, afetando diretamente os processos de purificacdo (Albani et al.,
2012, 2015; Silva, 2010).

Em estudos anteriores (vide Apéndice B), ficou demonstrado que pH,
temperatura e concentracdo de ions sédio agem diretamente sobre a estabilidade da
molécula de PRP, contribuindo para sua despolimerizacdo espontanea; neste
panorama, a reducao do pH e da temperatura do cultivo pode servir como auxilio na
obtencdo de moléculas de alta massa molecular, pois evitaria a degradacéo
espontanea durante o préprio processo de crescimento celular (Cintra, Takagi,
2015). Mediante a esta informacdo, uma avaliagdo mais detalhada da etapa de
crescimento celular quanto a qualidade do polissacarideo torna-se de extrema
importancia para a produtividade global dos processos envolvidos.

Para isso, foram realizados 10 cultivos em diferentes condicfes, determinadas
por um desenho experimental (DCCR de dois niveis e duas variaveis, como
especificado no item 3.1). Os dados obtidos nesses cultivos foram usados para: 1)
determinar qual modelo cinético descrito na literatura € o mais adequado para
estudar o crescimento de Hib em diferentes condi¢des; 2) realizar a avaliacdo
estatistica dos paramentros cinéticos obtidos por este modelo para compreender as
modificacbes metabolicas observadas mediante a alteragdo das condi¢cbes de
crescimento da bactéria; 3) avaliar os perfis de massa molecular e evidenciar a
influencia das condigbes de cultivo sobre a qualidade da molécula de PRP
produzida. Com os resultados obtidos, foi determinada uma condicdo de cultivo
otimizada, seguindo o critério de se obter altos valores de produtividade de PRP
combinados com altos valores de massa molecular. Nestas condic¢des, foi feita a
validacdo o processo, além de uma comparac¢do a condi¢do de cultivo descrita na
literatura, com projec¢des a respeito do rendimento global de produgéo da vacina Hib.
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4.1 Escolha do modelo cinético para o cultivo de Hib

A escolha do melhor modelo cinético para descrever o processo de
crescimento celular de Hib, com a formacdo de acetato e PRP, foi feita
considerando-se todas as diferentes condi¢cdes de cultivo determinadas no item 3.1
para avaliar a robustez e flexibilidade do modelo escolhido. Como descrito no item
3.3.1, primeiramente escolheu-se um modelo parcial para a descricdo da formacao
de biomassa e acetato, sendo escolhido em seguida um modelo completo incluindo-
se a formacédo de PRP. Neste trabalho, optou-se por néo realizar a escolha de
modelos para o consumo de substrato devido aos seguintes motivos: 1) a inibicao
pelo acido interrompe o crescimento celular quando ainda ha muito substrato
disponivel, tornando impossivel o ajuste de modelos satisfatoriamente aos dados; 2)
a bactéria é fastidiosa e dependente do fornecimento de varios substratos (glicose,
glutamato, arginina, cofatores, etc.), dificultando a escolha de um Unico componente
para o estudo. Sendo assim, o meio de cultivo foi preparado a fim de garantir que
todos 0s componentes necessarios estivessem sempre em excesso, eliminando os
efeitos de limitacdo por qualquer substrato.

Em cada um dos 10 ensaios foi obtido o conjunto de modelos dentro do
intervalo de 99,9 % de confianga segundo os pesos de Akaike, como descrito no
item 3.3.1.2. Da totalidade de 60 modelos parciais testados (Tabela 7) apenas 29
mostraram convergéncia em todos os 10 ensaios. Por isso, os modelos que nao
convergiram em pelo menos um dos ensaios foram removidos da analise. Na Tabela
9 sdo mostrados os 29 modelos obtidos e o peso de Akaike obtido em cada ensaio.

Ao se observar os resultados da Tabela 9, nota-se que apenas trés modelos
foram incluidos nos intervalos de confianca de todos 0s ensaios: os modelos parciais
23, 25 e 26. Nos trés modelos, a formacdo de biomassa € descrita pela mesma
equacao, o modelo de Aiba et. al (1968) acrescido de um expoente sobre o fator de
inibicdo (vide modelo B da Tabela 4). J& a formacdo de &cido é descrita
diferentemente nos trés modelos. Nos dois primeiros, a formacao de acido € apenas
nao-associada ao crescimento e sofre inibicdo. A diferenca entre estes dois modelos
esta no fator de inibicdo; o modelo parcial 23 sugere a mesma forma de inibicdo do
modelo de formacéo de biomassa, enquanto o modelo parcial 25 sugere a equacao
de Yano e Koga (1973). No ultimo modelo sugere-se que a formacdo de acetato é

mista, e que ndo ha inibicdo metabdlica.
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Tabela 9 — Valores de wy, obtidos para os modelos parciais de forma¢&o de biomassa, formacgéo de

acetato e inibicdo sobre o acetato em cada ensaio.

Caodigos Ensaios
MP X Af A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
01 A AO <001 <001 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,00 0,03
06 A B O <001 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
08 A B B <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 55,11
117 A C O <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 3,93
12 A C A <001 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,62
13 A C B <001 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 2,70
15 A CD <001 <0,01 <001 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 2,63
16 B A O <001 <001 0,01 <0,01 <0,01 <0,01 1,13 <0,01 <0,00 0,03
21 B B O <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
22 B B A 83,78 9250 063 001 2739 7,23 094 6,17 54,09 0,30
>23 B B B 197 425 353 5539 510 56,21 4,76 6094 2,69 10,02
24 B B C 7,76 0,20 <0,01 <0,01 60,21 <0,01 0,33 0,06 30,67 210
>25 B B D 169 1,74 410 1856 5,11 2893 598 29,27 1,95 19,24
>26 B C O 477 126 8821 196 1,44 0,13 13,00 0,20 10,18 2,69
28 B C B 0,00 0,03 0,02 1216 0,23 3,72 0,12 228 0,05 0,07
30 B CD 001 0,02 003 1192 1023 18 0,13 097 0,04 0,03
31 C AO <001 <001 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
36 C B O <001 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
39 C B C <001 <001 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,04
41 C C O <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,26
46 D A O <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 396 <0,01 <0,01 <0,01
51 D B O <001 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
5 D B A <001 <001 004 <001 008 0,24 180 0,02 0,18 <0,01
5 D B C <001 <001 <001 <0,01 0,18 <0,00 0,67 <0,01 0,12 0,02
5 D B D <001 <001 017 <0,00 002 145 951 007 0,01 0,14
56 D C O <001 <001 3,13 <0,01 <0,01 <0,01 49,29 <0,01 0,02 0,05
58 D C B <001 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,13 10,36 0,01 <0,01 <0,01
5% D CC <001 <001 012 <0,01 o001 0,010 7,88 <0,01 0,01 <0,01
60 D C D <001 <0,01 <0,01 <001 <0,01 010 0,16 <0,01 <0,01 <0,01

Os codigos dos modelos sédo especificados conforme o item 3.3.1. Cada valor

de wy € sublinhado se o

respectivo modelo parcial for inserido no intervalo de 99,9 % de confianca do respectivo ensaio. A esquerda do

cédigo MP séo indicados os modelos que apresentaram valores de wy, dentro do intervalo de confianga de

99,9% em todos 0s ensaios.

A presencga de trés modelos nos intervalos de confianga dos 10 ensaios indica

gue com os dados obtidos ndo é possivel afirmar que algum dos trés modelos é

mais adequado que os outros dois, mas da evidéncia de que os modelos restantes

possam ser desconsiderados. Assim, estes trés modelos foram escolhidos para dar

prosseguimento ao processo de escolha. Cada um dos modelos parciais escolhidos
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foi combinado aos 15 modelos de formacéao de PRP listados na Tabela 8, originando
45 modelos completos a serem testados.

De forma semelhante, nem todos os modelos completos apresentaram
convergéncia em todos os ensaios e foram removidos. Dos 45 modelos completos
testados, apenas 12 convergiram satisfatoriamente. Na Tabela 10, apresenta-se 0s
valores dos pesos de Akaike obtidos em cada ensaio para esses 12 modelos.

Tabela 10 — Valores de we, obtidos para os modelos completos com a formacao de PRP e inibicao
sobre o PRP em cada ensaio.

Cadigos Ensaios
MP/MC  P; P; 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
23/01 A O <0,01 <0,01 <0,01 0,08 <0,01 0,02 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
2501 A O <0,01 <0,01 <0,01 10,03 <0,01 0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
2506 B O <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,09
25/15 C D <0,01 <0,01 <0,01 0,038 <0,01 28,12 <0,01 25,09 <0,00 0,01
26/01 A O <0,01 <0,01 <0,01 10,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
26/06 B O <0,01 <0,01 <0,01 <0,00 0,01 <0,01 0,01 <0,01 <0,01 0,02
26/07 B A 575 <001 012 <0,01 29,09 <001 0,08 <0,01 <001 17,35
26/08 B B 6,33 3404 0,12 66,16 1,03 <0,01 <0,01 3753 78,24 30,13
26/09 B C <001 <0,01 <0,01 <0,0010 2341 <0,010 0,07 <0,01 <0,01 11,81
> 26/10 B D 193 5469 020 3250 106 7184 246 3578 21,11 31,62
26/11 C O 85,99 11,25 9956 0,86 4538 <0,01 97,35 <0,01 <0,01 7,95
26/13 C B <001 0,01 <001 1033 001 <001 003 161 065 1,02

Os codigos dos modelos sdo especificados conforme o item 3.3.1. Cada valor de wy € sublinhado se o
respectivo modelo parcial for inserido no intervalo de 99,9 % de confianca do respectivo ensaio. A esquerda do
cédigo MP séo indicados os modelos que apresentaram valores de wy, dentro do intervalo de confianga de
99,9% em todos o0s ensaios.

A insercdo de mais uma variavel na analise dos modelos permitiu uma maior
discriminagdo na qualidade dos modelos, ao conferir mais uma dimensao na
quantificacdo dos erros de ajuste, além de aumentar a quantidade de parametros a
serem penalizados. Apenas um modelo completo, o 26/10, se apresentou nos
intervalos de confianca dos 10 ensaios, como se observa na Tabela 10. Este modelo
determina, em primeiro lugar, o tipo de formacéo de acetato, que ficou indefinido na
analise dos modelos parciais. A formacédo de acetato sugerida é a formacdo mista
sem inibicdo, que é teoricamente mais simples que as outras duas hipdteses
obtidas. Ja a formacdo de PRP se mostrou como ndo associada ao crescimento, e
sofrendo inibicdo por parte do acetato. Contudo a forma de inibicdo sobre o PRP
neste modelo é aquela descrita por Yano e Koga (1973), diferente da que descreve

a inibicao sobre o crescimento.
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A andlise dos pesos de Akaike em duas etapas permitiu selecionar, com
embasamento estatistico, um Unico modelo a ser usado na descri¢cdo das cinéticas
de Hib. As equacbes (15), (16) e (17) resumem as trés equacdes que serao
utilizadas nos proximos itens do trabalho para descrever a cinética de crescimento
de Hib.

dX
dt = Umax * exp(—(ky * A)"X) x X (15)
dA dX
E:(QA*E-F[;A*X) (16)
dpP —p 1 ¥
dac P A Y (17)
1+ /kp)

Neste modelo, observa-se a inibicdo da concentracdo de acetato tanto sobre o
crescimento celular quanto sobre a formacdo de PRP. A formacdo de acetato é
mista, apresentando uma fracdo associada ao crescimento, e outra ndo associada.
Este regime de formacdo pode ser comparado a formacédo de lactato descrita por
Luedeking e Piret (1959), onde os autores mostram que a forma¢do do acido ndo
pode ser considerada apenas proporcional a velocidade de crescimento ou a
concentracdo de células. Ambos os acidos sao formados como subprodutos da
geracdo de energia e potencial redutor para a producdo dos constituintes da
biomassa, explicando o fator de associacdo ao crescimento, mas também sao
formados devido a necessidade da manutencdo de um pool energético para a
manutencdo dos processos ndo associados a formacao de biomassa, tais como a
manutencdo do potencial transmembrana, regulacdo do pH citosolico, regulacédo da
concentracéo intracelular de ions, entre outros. Finalmente, a formagdo de PRP é
nao associada ao crescimento, o que vai de acordo com o fato de a sua formacgéao
nao estar envolvida nos processos centrais do metabolismo e ndo ser essencial para
a manutencao dos processos celulares, sendo um produto secundério. Porém, a sua
formacdo sofre inibicdo pela concentracdo de acetato, de forma independente a
inibicdo ao crescimento. Esta configuracdo, onde o acido organico age de forma
diferenciada sobre o crescimento e a producdo de polissacarideo € observada na
literatura em outros organismos, como por exemplo no caso da inibicdo do lactato
sobre o crescimento de Streptococcus zooepidemicus e producdo de acido

hialurénico; interessantemente, essa diferenca na forma de inibicdo pode ser
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utilizada como estratégia de otimizacdo, possibilitando controlar a formacéo de

células em prol da maior producédo de polissacarideo (Liu et al., 2008).

O modelo cinético ajustado a cada caso e os dados experimentais € ilustrado

da Figura 6 até a Figura 15 (linha continua), sendo mostradas também as curvas de

biomassa, acetato e PRP total (soma da fragdo celular e livre no sobrenadante),

juntamente com os erros experimentais (pontos e barras).

Figura 6 — Dados experimentais e modelo ajustado para o ensaio 1 (T¢ = 0; pHc = 0)
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Figura 7 — Dados experimentais e modelo ajustado para o ensaio 2 (T¢ = 0; pHc = 0)
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Figura 8 — Dados experimentais e modelo ajustado para o ensaio 3 (T¢ = +1; pHc = +1)
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Figura 9 — Dados experimentais e modelo ajustado para o ensaio 4 (T¢ = +1; pHc =-1)

Biomassa (g.L 1)

10 1
9 -
8 -

2 4 6 8 10
Tempo de cultivo (h)

Acetato (g.L )

12 4

10

©

2 4 6 8 10
Tempo de cultivo (h)

PRP (mg.L?Y)

800 1

600 -

400 -

200 -

0 2 4 6 8 10
Tempo de cultivo (h)

Figura 10 — Dados experimentais e modelo ajustado para o ensaio 5 (T¢ = -1; pHc = +1)
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Figura 11 — Dados experimentais e modelo ajustado para o ensaio 6 (T¢ =-1; pHc =-1)
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Figura 12 — Dados experimentais e modelo ajustado para o ensaio 7 (T¢ = 0; pHc = +1,4)
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Figura 13 — Dados experimentais e modelo ajustado para o ensaio 8 (T¢c = 0; pHc =-1,4)
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Figura 14 — Dados experimentais e modelo ajustado para o ensaio 9 (Tc = +1,4; pHc = 0)
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Figura 15 — Dados experimentais e modelo ajustado para o ensaio 10 (T¢ =-1,4; pHc = 0)
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4.2 Efeitos do pH e temperatura sobre a cinética microbiana
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A partir do modelo cinético selecionado conforme o item anterior, fez-se o

estudo dos efeitos do pH e da temperatura sobre a cinética microbiana. Os
parametros do modelo, tais como a maxima velocidade especifica de crescimento, a
constante de inibicdo pelo acetato, as constantes de formacédo de produtos, etc.,
foram utilizados como variavel resposta para a construcdo de superficies de
resposta em fungdo do pH e da temperatura. Cada paréametro foi estudado
separadamente através de modelos estatisticos, como especificado no item 3.3.2,
sendo feitas as resultados, com a

interpretacbes dos guando apropriado,

comparacao aos modelos formais apresentados nos itens 2.3.2 a 2.3.4. Para melhor
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compreensao, os parametros foram divididos em trés partes: formagéo de biomassa,
formacgéo de acetato e formacgdo de PRP. Além dos parametros cinéticos obtidos dos
ajustes dos modelos, foram estudados também a liberacdo de PRP ao sobrenadante
e a massa molecular. Ao final, os resultados obtidos sdo unificados para a
determinacdo da produtividade final de PRP, durante o processo de crescimento
celular, e determinacéo do ponto 6timo de cultivo.

4.2.1 Formacao de biomassa

4.2.1.1 Maxima velocidade especifica de crescimento

Os valores de p,,., foram alterados de acordo com a temperatura do cultivo
como o esperado, apresentando valores maiores a temperaturas mais elevadas,
como se pode verificar na Tabela 11. Quanto ao pH, verifica-se que o crescimento
tende a aumentar na regido abaixo da neutralidade (ensaio 4 e 9), atingindo cerca
de 0,600 h™.

Tabela 11 — Valores de ., Obtidos para as variacdes de pH e temperatura

Valor codificado Valor real
Ensaio T (°C) pH T(°C) pH ppmax (W)

1 0,00 0,00 33,0 6,90 0,502
2 0,00 0,00 33,0 6,90 0,490
3 1,00 1,00 358 7,32 0,504
4 1,00 -1,00 358 6,48 0,600
S) -1,00 1,00 30,2 7,32 0,291
6 -1,00 -1,00 30,2 6,48 0,373
7 0,00 143 33,0 7,550 0,335
8 0,00 -1,43 33,0 6,30 0,403
9 143 0,00 37,0 6,90 0,607
10 -1,43 0,00 29,0 6,90 0,258

A andlise de significancia do modelo quadratico resultou na escolha de trés
fatores para a descricdo da superficie de resposta, sendo eles os coeficientes
lineares (L) para a temperatura e para o pH, além do coeficiente quadratico (Q) para
o pH. Na Tabela 12, sao listados os efeitos significativos para a descricdo de 4, €
seus niveis de siginificancia.

A superficie descrita pelos coeficientes obtidos possui as formas tipicas como

previsto pelos modelos de Ratkowsky et al. (1983) e Rosso et al. (1995), como se
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observa na Figura 16. Na dimensé&o da variavel pH, a predicdo sugere um ponto de
maximo ao redor de 6,73. Este ponto de maximo previsto para o pH é muito inferior
gue os valores tradicionalmente usados para o crescimento da Hib. Quanto a
temperatura, ndo se observou um ponto de maximo na regido estudada, mas
apenas o aumento linear do crescimento celular acompanhando a elevacdo da
temperatura. No limite de temperatura do ensaio, em 37 °C, e no pH 6timo de 6,73, 0

valor de ., previsto é de 0,644 h™.

Tabela 12 — Efeitos significativos para a descricao da variavel pyax

Coeficiente Erro padrao t (6) p-valor

T(L) 0,116 0,012 9,891 < 0,001
pH (L) -0,034 0,012 2,915 0,027
pH (Q) -0,043 0,014 3,131 0,020
Média 0,471 0,015 30,639 < 0,001

Figura 16 — Superficie de resposta para Pmax COM 0 modelo estatistico ajustado
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4.2.1.2 Fator de inibicdo pelo acetato sobre o crescimento

O componente do modelo cinético que prevé a inibicdo pelo acido acético
possui dois parametros que foram estimados para cada cultivo. Foram analisados
separadamente os resultados da constante de inibicdo ky e do expoente do fator de
inibicdo ny. O parametro ky representa a concentracdo de 4cido acético onde o
expoente do fator de inibicdo se iguala a um e tem relacdo direta com a
concentracdo de acetato que é suportada pela bactéria. Os resultados da Tabela 13
mostram que a constante de inibicdo tende a aumentar em pH’s mais alcalinos

(ensaios 3, 5 e 7), onde atinge valores maiores que 8,5 ga.L™, enquanto na regido



60

mais 4cida do estudo (ensaios 4, 6 e 8) os valores encontrados equivalem a apenas
6,6 ga.L™" ou menores. Na Tabela 14 verifica-se que o pH é a variavel determinante
para a constante de inibicdo, sendo significativa tanto na forma linear quanto na
forma quadratica. Além do efeito do pH, existe ainda o efeito de interacédo entre o pH

€ a temperatura.

Tabela 13 — Valores de ky obtidos para as variacbes de pH e temperatura

Valor codificado Valor real
Ensaio T(°C) pH T(°C) pH k(gal™

1 0,00 0,00 33,0 6,90 7,098
2 0,00 0,00 33,0 6,90 7,376
3 1,00 1,00 358 7,32 9,248
4 1,00 -1,00 358 6,48 6,303
5 -1,00 1,00 30,2 7,32 8,554
6 -1,00 -1,00 30,2 6,48 6,603
7 0,00 1,43 33,0 7,50 9,907
8 0,00 -1,43 33,0 6,30 5,819
9 1,43 0,00 37,0 6,90 7,435
10 -1,43 0,00 29,0 6,90 7,350

Tabela 14 — Efeitos significativos para a descricdo da variadvel ky

Coeficiente Erro padréo t (6) p-valor

pH (L) 1,328 0,066 20,095 < 0,001
T x pH 0,248 0,094 2,644 0,038
pH (Q) 0,281 0,078 3,601 0,011
Média 7,342 0,087 84,728 < 0,001

A superficie de resposta para ky mostra, como se verifica na Figura 17, que
seu valor aumenta no sentido de maior pH, com alguma inclinacdo devido a
interacdo com a temperatura. Valores maiores de ky indicam maior toler&ncia da
bactéria ao 4cido. O que se verifica € que a influéncia do pH é muito mais relevante
que a da temperatura, indicando menor tolerancia nos pH’s mais acidos.

O perfil obtido indica que no range de pH baixo, € necessario menos acido para
causar a inibicdo, o que entra em concordancia com o conhecimento tedrico visto no
item 2.3.4 de que a inibicdo causada pela forma ndo dissociada do &cido é maior,

devido a maior permeabilidade da membrana citoplasmatica a molécula.
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Figura 17 — Superficie de resposta para ky com o modelo estatistico ajustado
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Ja para o expoente do fator de inibicdo ny, 0s resultados mostram que nos

cultivos de menor pH e menor temperatura seu valor é maior, como se verifica na

Tabela 15 (ensaios 6 e 8), onde se observa valores acima de 7,5.

Tabela 15 — Valores de ny obtidos para as varia¢des de pH e temperatura

Valor codificado Valor real

Ensaio T (°C) pH T(CC) pH ny

1 0,00 0,00 33,0 6,90 2,692
2 0,00 0,00 33,0 6,90 3,770
3 1,00 1,00 358 7,32 4,092
4 1,00 -1,00 35,8 6,48 3,498
5 -1,00 1,00 30,2 7,32 3,166
6 -1,00 -1,00 30,2 6,48 7,701
7 0,00 1,43 33,0 7,50 3,153
8 0,00 -1,43 33,0 6,30 7,538
9 1,43 0,00 37,0 6,90 3,009
10 -1,43 0,00 29,0 6,90 4,499

A analise estatistica demonstrou que apenas o

coeficiente quadratico da

temperatura pode ser descondiderado para a descricdo de ny, como se pode

verificar na Tabela 16.

Tabela 16 — Efeitos significativos para a descrigédo da variavel ny

Coeficiente Erro padrdo  t(5) p-valor
T(L) -0,669 0,208 3,215 0,024
pH (L) -1,263 0,208 6,068 0,002
T x pH 1,282 0,296 4,334 0,007
pH (Q) 0,936 0,246 3,811 0,012
Média 3,555 0,273 13,033 < 0,001
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A Figura 18 mostra a superficie de resposta obtida para ny. Nela, vé-se que o
valor do expoente do fator de inibicdo se mantém razoavelmente constante, se
elevando de forma consideravel apenas na regido de menor temperatura e pH. O
fato de ny aumentar nos valores mais baixos de pH e temperatura significa que, num
ambiente de maior acidez e com o crescimento mais vagaroso, a Hib se desenvolve
proxima a velocidade de p,;,,, Por um periodo mais longo, até atingir um valor
intoleravel de acetato e cessando o crescimento abruptamente; isso indica que a
curva de crescimento se mantera na forma exponencial, ou proxima a ela, e ira
atingir um valor maximo rapidamente, sem que seja possivel observar uma faixa de
transicdo entre as fases exponencial e estacionaria. J4 na regido mais alcalina, a
célula ird responder aos efeitos da inibicdo de forma gradativa, ou seja, a velocidade
de crescimento ira diminuir de forma menos perceptivel e a curva de crescimento
deixara de apresentar a forma exponencial mais cedo; porém o valor maximo de
biomassa serd atingido mais tardiamente, sendo possivel observar uma faixa de

transicao.

Figura 18 — Superficie de resposta para ny com o modelo estatistico ajustado
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Este fendmeno pode ser observado na Figura 19, onde os valores de biomassa
medidos sédo comparados com uma simulagdo do modelo cinético onde o efeito da
inibicdo é removido, nos cultivos nos niveis de +1 (T = 35,8; pH = 7,32) e -1 (T =
30,2; pH = 6,48). Os valores simulados representam a forma totalmente exponencial
da curva, ignorando-se o fator de inibicdo. Nos cultivos de pH mais baixo (ensaio 4 e
6), nota-se que os valores medidos de biomassa, quando plotados em escala
logaritmica, apresentam uma linearidade ao longo de quase toda a faixa de
crescimento, seguindo a simulag&o onde € desconsiderada a inibi¢do pelo acido.
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Figura 19 — Comparacgéo dos valores observados de biomassa com a simula¢éo do crescimento sem
o efeito de inibigdo pelo acido acético
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1 Ensaio 6: ; 16 - Ensaio 4:
T=30,2°C 3 T=358°C
pH = 6,48 ; pH = 6,48
g - .o o ’1 Jooe oo
5, 5
(=] 1 -
3 s ¢
» ©
i []
£ 2 - 3
o g 2 1
[} i)
. s}
1 - = -
< 1- >
© ©
1 ©
0,5 . < "
0 2 4 6 8 10 0,5 : ' = ' '
. 0 2 4 6 8 10
Tempo de cultivo (h) .
Tempo de cultivo (h)
Ensaio 5: Ensaio 3:
18 971=302°c L 18 1=358°cC 3
pH=7,32 pH = 7,32 :
8 st 8 . ’: .
e s
© (1]
2] [2])
9] [%2]
© «
g 24 E 2
2 i)
s} s}
- - o
1 - 3 3 1 =)
0 < o
) ) =]
il Il "
0,5 —5— < 0,5 . . ; <
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10

Tempo de cultivo (h) Tempo de cultivo (h)

No ensaio 6, no momento em que a concentracdo de acetato atinge cerca de
6,4 ga.L™, a divisdo celular é interrompida abruptamente. No ensaio 4, a célula
comeca a diminuir a velocidade de crescimento quando a concentracao de acetato
chega a 5,5 ga.L™, e o crescimento cessa totalmente menos de uma hora depois,
com a concentracdo de acido em 6,6 ga.L ™. J& nos ensaios de pH mais alcalino (3 e
5), € possivel observar que entre as fases de crescimento exponencial e
estacionaria existe uma fase intermediaria de quase duas horas de duracédo, onde a
velocidade maxima de crescimento ndo é atingida. No ensaio 5, a célula comeca a
apresentar algum efeito pela inibicdo do acido quando a concentracdo deste atinge
6,5 ga.L™, mas continua se dividindo até que a concentracéo de &cido atinja cerca de
9,4 ga.L. O mesmo fendmeno é observado no ensaio 3: o perfil do logaritmo da

biomassa se desvia da linearidade a partir do momento em que o0 acetato ultrapassa
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7

6,3 gal?, mas o crescimento s6 é interrompido totalmente quando esta
concentracéo chega a um valor de 10,9 ga.L™

Assim, tem-se que o valor maximo toleravel pela bactéria é determinado por ky,
que, como visto anteriormente e confirmado pela analise da figura acima, sugere
maior tolerancia na regido alcalina. No entanto, o expoente do fator de inibicdo ny
determina que a inibicdo ird atuar de forma significativa durante a fase de
crescimento nas regifes alcalinas; no outro extremo, com o pH reduzido, a célula
tolera menor quantidade de &cido, porém o efeito da inibicdo se mostra apenas no
final da fase exponencial, com a cessacéo do crescimento de forma abrupta.

4.2.2 Formacdao de acetato

A formacdo de acetato € definida por dois fatores aditivos: a formacao
associada ao crescimento definida por a4, que € proporcional a taxa de crescimento
da célula, e a ndo associada definida por B4, que € proporcional a concentracao
instantdnea de células. A Tabela 17 resume os valores de a, obtidos para as
variagdes de pH e temperatura. Os maiores valores foram observados nos cultivos
de maior pH (ensaios 3 e 7), onde a constante apresenta um valor de quase

0,8 ga.gx ' ou maior.

Tabela 17 — Valores de a, obtidos para as variages de pH e temperatura

Valor codificado Valor real
Ensaio T(°C) pH T(°C) pH a4 (9a0x")
1 0,00 0,00 33,0 6,90 0,623
2 0,00 0,00 33,0 6,90 0,650
3 1,00 1,00 358 7,32 0,883
4 1,00 -1,00 358 6,48 0,600
5 -1,00 1,00 30,2 7,32 0,661
6 -1,00 -1,00 30,2 6,48 0,542
7 0,00 1,43 33,0 7,550 0,794
8 0,00 -1,43 33,0 6,30 0,444
9 1,43 0,00 37,0 6,90 0,562
10 -1,43 0,00 29,0 6,90 0,608

No caso da constante associada ao crescimento, 0 parametro se mostrou como
uma funcgao linear do pH apenas, sendo que todos os outros fatores se mostraram
despreziveis. A Tabela 18 mostra a significancia desta variavel.
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Tabela 18 — Efeitos significativos para a descricdo da variavel ax

Coeficiente Erro padrao t(8) p-valor
pH (L) 0,112 0,025 4,535 0,002
Média 0,637 0,022 28,743 < 0,001

Na Figura 20, é possivel observar a tendéncia geral da dependéncia linear do
modelo obtido, onde a producdo de acetato associada ao crescimento é maior
guanto maior for o pH do meio de cultivo. Apesar de a tendéncia linear do pH sobre
0 parametro ser significativa, pode-se observar na figura que alguns pontos
apresentam grande desvio quando comparado com o0s valores previstos pela
superficie. Isso indica que o perfil de producéo de acetato associado ao crescimento
deve seguir um modelo mais complexo que ndo se aproxima do modelo quadratico

na regiao estudada.

Figura 20 — Superficie de resposta para a, com o modelo estatistico ajustado
7,6
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Ja a constante ndo associada ao crescimento, B,, se mostrou influenciada
tanto pelo pH quanto pela a temperatura, de forma linear. Na Tabela 19 séo
apresentados os valores obtidos para a variavel, e na Tabela 20 a significancia para
os coeficientes do modelo estatistico. Observa-se que nos cultivos de baixa
temperatura (ensaios 5, 6 e 10) os valores da constante sdo menores, estando
abaixo de 0,1 ga.gx>.h?, indicando que a producdo ndo associada é maior em
temperaturas mais altas.

Na Figura 21 € mostrado o perfil da superficie obtida para 4. Observa-se nela

gque a constante associada ao crescimento é influenciada principalmente pela

temperatura, onde a elevacao desta significa maior producao de acetato.



Tabela 19 — Valores de B, obtidos para as variagdes de pH e temperatura

Valor codificado Valor real
Ensaio T(°C) pH T(°C) pH B4 (9a0x"h")
1 0,00 0,00 33,0 6,90 0,113
2 0,00 0,00 33,0 6,90 0,106
3 1,00 1,00 358 7,32 0,119
4 1,00 -1,00 358 6,48 0,113
5 -1,00 1,00 30,2 7,32 0,079
6 -1,00 -1,00 30,2 6,48 0,096
7 0,00 143 33,0 7,550 0,101
8 0,00 -1,43 33,0 6,30 0,130
9 1,43 0,00 37,0 6,90 0,136
10 -1,43 0,00 29,0 6,90 0,081
Tabela 20 — Efeitos significativos para a descri¢cdo da variavel 8

Coeficiente Erro padrao t(7) p-valor

T (L) 0,017 0,003 5,048 0,001

pH (L) -0,007 0,003 1,963 0,090

Média 0,108 0,003 36,014 < 0,001
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Novamente em alguns ensaios o valor de B, obtido experimentalmente diverge

consideravelmente do previsto pelo modelo linear, principalmente na regido de

menor pH. Isso indica, semelhantemente, que a producédo de acetato ndo associada

ao crescimento seja descrita por algum modelo mais complexo nessa regiao.

Figura 21 — Superficie de resposta para 84 com 0 modelo estatistico ajustado
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O perfil previsto para a formacdo de produto, como previsto pela andlise do

comportamento enzimatico com a presenca de pontos de maximo descrito no item

2.3.3, ndo foi observado para o caso do acetato. Isso demonstra que nao €
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adequado considerar de que a formacao de acetato é determinada por apenas uma
etapa enzimatica, sendo necessaria a utilizagdo de modelos mais complexos.

Esta falta de semelhanca pode ser explicada pela regulacdo dos fluxos
metabdlicos do microrganismo. Diferentemente de produtos que tém a rede
metabdlica direcionada especificamente para a sua produgdo, como 0s constituintes
da biomassa, 0 acetato € um subproduto do metabolismo energético da bactéria,
portanto a sua formacéo € apenas consequéncia do balango eletroquimico para a
manutencdo dos niveis de ATP na célula. Além disso, por estar correlacionada com
a formacédo de ATP, a formacgédo de acetato pode agir como etapa limitante para
diversas reacdes de biossintese. Assim, alteracdes de pH e temperatura no
ambiente de crescimento da bactéria podem exigir diferentes balancos de
distribuicdo metabdlica.

Para o caso da formagédo associada ao crescimento, os dados apresentados
evidenciaram uma tendéncia linear da producdo de acetato com o pH do meio.
Dentre os mecanismos que podem ser alterados pela elevagédo do pH, pode-se citar
a influéncia sobre o gradiente de protons transmembrana. Em meio mais alcalino, o
potencial de H* presente no espaco periplasmatico pode ser reduzido, diminuindo
também a atividade da ATPase através da reducao da forca préton-motora (vide
item 2.3.5) e consequentemente a taxa de formacdo quimiosmotica de ATP. Desta
forma, a bactéria € obrigada a utilizar outras vias de producdo de ATP, como a via
do acetato, explicando assim a maior produgdo em pH’s mais elevados. Ja nos
casos dos ensaios de pH mais &cido, outro fator que pode contribuir para a menor
producdo de acetato € a maior presenca da molécula no citosol. Como visto no caso
da constante de inibicAdo sobre o crescimento, uma maior quantidade de acetato
atravessa a membrana plasmatica em pH’s menores, devido a constante de
dissociacdo do ion. Com mais moléculas de acetato presentes no citosol, a
producdo do mesmo pode ser diminuida devido a inibicdo da enzima produtora pelo

préprio produto.
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4.2.3 Formacéao de PRP

4.2.3.1 Constante de formacao especifica de PRP

O primeiro parametro que descreve a formacéao de PRP é a variavel B, que é a
constante de formacéo especifica ndo associada ao crescimento. Para o estudo da
formacdo deste parametro, levou-se em consideragdo a quantidade total de
polissacarideo produzido, somando-se a quantidade presente no sobrenadante com
aguela associada a célula. Escolheu-se estudar a formacéo do produto desta forma
pois a distribuicdo do PRP fora da célula, seja organizado na capsula ou livre no
meio de cultura, ndo deve ter relacdo direta com as vias bioquimicas de sintese. Os
efeitos do pH e da temperatura sobre essa distribuicdo foram reservados a avaliagcéo
prépria adiante.

A constante de formacéo de PRP (8p) apresentou um valor maximo na regido
de maior pH e temperatura (ensaio 3), chegando a 44,4 mgp.gx*.h™*, como se

verifica na Tabela 21.

Tabela 21 — Valores de By obtidos para as variagfes de pH e temperatura

Valor codificado Valor real
Ensaio T(°C) pH T(°C) pH Bp(Mmge.gx-.h™)

1 0,00 0,00 33,0 6,90 39,966
2 0,00 0,00 33,0 6,90 37,667
3 1,00 100 358 7,32 44,431
4 1,00 -1,00 358 6,48 32,287
5 -1,00 1,00 30,2 7,32 23,597
6 -1,00 -1,00 30,2 6,48 24,253
7 0,00 143 33,0 7,50 31,256
8 0,00 -1,43 33,0 6,30 20,522
9 1,43 0,00 37,0 6,90 41,334
10 -1,43 0,00 29,0 6,90 20,628

O modelo estatistico apresentou cinco preditores significativos, ultrapassando
consideravelmente o nivel de significancia para todas as variaveis do modelo
quadratico completo, como se verifica na Tabela 22.

A forma da superficie obtida € mostrada na Figura 22, onde se compara 0s
valores preditos aos dados experimentais. A superficie descreve uma regido de
méaximo, num valor de pH de 7,19 e na temperatura de 37,07 °C, onde a constante
de formacéo de PRP atinge 45,271 mge.gx -.h™.
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Como a forma obtida para a superficie se aproxima do que era esperado

segundo o item 2.3.3, com pontos de maximo para as variaveis pH e temperatura,

pode-se dizer que a formacdo de PRP é determinada por uma etapa enzimatica

limitante.

Tabela 22 — Efeitos significativos para a descricdo da variavel 8p

Coeficiente Erro padrao t (4) p-valor

T(L) 7,232 0,724 9,984 0,001
pH (L) 3,319 0,724 4,582 0,010
T x pH 3,200 1,030 3,108 0,036
pH (Q) -5,748 0,951 6,047 0,004
T(Q) -3,252 0,951 3,422 0,027
Média 38,868 1,456 26,697 0,000

Figura 22 — Superficie de resposta para 8, com o0 modelo estatistico ajustado
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Diferentemente do acetato, o polissacarideo € um produto especificamente

direcionado dentro do mapa metabdlico da Hib, ou seja, as etapas intermediarias da

via de sintese levam diretamente a sua formacdo, sem que as etapas enzimaticas

sejam utilizadas como forma de criacdo de ATP ou potencial redutor, como € o0 caso

do acetato. A superficie obtida segue aquilo que é previsto pela teoria. Na dimenséo

do pH, a velocidade decresce nos sentidos que se afastam do ponto 6timo,

provavelmente devido a formacdo de enzimas cataliticamente inativas. Quanto a

temperatura, a inclinagcdo observada na regido a esquerda do ponto de maximo é

prevista pelo aumento das velocidades moleculares; j& no sentido de maiores

temperaturas, observa-se a reducdo da taxa de sintese devido a desnaturagédo das

enzimas envolvidas.
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4.2.3.2 Fator de inibicdo pelo acetato sobre a formacédo de PRP

A formacdo de PRP sofre inibicdo pela presenca de acetato de forma
independente da inibicdo sobre o crescimento, segundo 0 modelo cinético escolhido
e determinado pela equacédo (17). O fator de inibicdo também €& definido por dois
parametros, a constante de inibicdo, kp, € 0 expoente do fator de inibicdo, np, que
tem o mesmo significado que no caso do crescimento celular. Ou seja, o valor de kp
indica a concentracao suportada pela célula antes de cessar a producédo de PRP,
euguanto np indica se a inibicdo age de forma repentina.

Na Tabela 23, se observa que, semelhantemente ao crescimento celular, os
maiores valores da contante de inibicdo sobre a formacdo de PRP foram obtidos em
cultivos de pH elevado (ensaios 5 e 7), ultrapassando 12,0 ga.L™, enquanto no limite

inferior de pH (ensaio 8) o valor obtido é de apenas 6,5 ga.L™.

Tabela 23 — Valores de kp obtidos para as variagfes de pH e temperatura

Valor codificado Valor real
Ensaio T(°C) pH T(°C) pH kp(gal™)
1 0,00 0,00 33,0 6,90 7,709
2 0,00 0,00 33,0 6,90 8,082
3 1,00 1,00 358 7,32 9,641
4 1,00 -1,00 358 6,48 6,914
5 -1,00 1,00 30,2 7,32 12,627
6 -1,00 -1,00 30,2 6,48 6,976
7 0,00 1,43 33,0 7,50 12,083
8 0,00 -1,43 33,0 6,30 6,541
9 1,43 0,00 37,0 6,90 8,394
10 -1,43 0,00 29,0 6,90 7,523

Trés variaveis se mostraram significativas para a descricdo de kp, como se
observa na Tabela 24. As variaveis significativas para a constante de inibicdo sobre
a formacéo de PRP foram as mesmas que as obtidas para a inibicdo sobre o
crescimento: o pH nas formas linear e quadratica, além da interagdo entre pH e

temperatura.

Tabela 24 — Efeitos significativos para a descri¢do da variavel kp

Coeficiente Erro padrdo t (6) p-valor

pH (L) 2,016 0,259 7,781 0,000
T x pH -0,731 0,368 1,984 0,095
pH (Q) 0,736 0,306 2,406 0,053

Média 8,054 0,340 23,712 0,000
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A superficie obtida para kp também possui forma semelhante a obtida para a
inibicdo do crescimento celular, como mostrado na Figura 23, com um aumento na
tolerancia ao acido em maiores valores de pH. No entanto, os niveis tolerados pela
formacdo de PRP sdo maiores que os tolerados pelo crescimento, indicando que a
producdo de PRP pode continuar sendo realizada pela bactéria mesmo apés a
estagnacéo da concentragao celular.

Ja o expoente do fator de inibicdo sobre a formacdo de PRP, np, apresenta
maiores valores nos ensaios que foram realizados nos valores de pH mais &cidos
(ensaios 6 e 8), como se nota na Tabela 25. Nestes ensaios, o valor do expoente
ultrapassa a faixa de 16, o que indica um efeito de inibicdo abrupto. O ajuste do
modelo quadratico sobre este parametro ndo obteve boa qualidade, e apenas o
coeficiente linear da variavel pH se mostrou significativo. Seu nivel de significancia é

apresentado na Tabela 26.

Figura 23 — Superficie de resposta para ke com 0 modelo estatistico ajustado
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Tabela 25 — Valores de np obtidos para as variagdes de pH e temperatura

Valor codificado Valor real

Ensaio T (°C) pH T(°C) pH np

1 0,00 0,00 33,0 6,90 5.115
2 0,00 0,00 33,0 6,90 7.056
3 1,00 1,00 358 7,32 3.114
4 1,00 -1,00 35,8 6,48 11.815
5 -1,00 1,00 30,2 7,32 3.073
6 -1,00 -1,00 30,2 6,48 17.425
7 0,00 1,43 33,0 7,50 5.482
8 0,00 -1,43 33,0 6,30 16.292
9 143 0,00 37,0 6,90 11.880
10 -1,43 0,00 29,0 6,90 13.434
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Tabela 26 — Efeitos significativos para a descricdo da variavel np

Coeficiente Erro padrdo t(8) p-valor
pH (L) -4,764 1,081 4,408 0,002
Média 9,469 0,971 9,747 0,000

Pela andlise da superficie obtida, mostrada na Figura 24, confirma-se a
tendéncia para o aumento do expoente na regido de menores valores de pH. A
interpretagdo deste resultado, juntamente com o coeficiente de inibicdo kp, € a
mesma que realizada no item 4.2.1.2 para a inibicdo sobre o crescimento. Em pH’s
mais alcalinos, a bactéria é capaz de sintetizar PRP em concentracdes elevadas de
acetato; contudo, os efeitos da inibicdo sdo observados mais cedo durante o cultivo,
onde o pouco acetato produzido é capaz de reduzir em algum nivel a formacéo do
polissacarideo. Ja em pH’s mais acidos a bactéria mantém a sintese de PRP
préximo a velocidade especifica maxima até o momento em que o acetato atinge o

valor maximo tolerado; este, em contrapartida, € menor

Figura 24 — Superficie de resposta para np com o modelo estatistico ajustado
7,6
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4.2 .4 Polissacarideo liberado ao sobrenadante

No item anterior, estudou-se os efeitos do pH e da temperatura sobre a
formacdo especifica de polissacarideo a partir da quantidade total produzida pela
célula. Ficou demonstrado como as condigcbes ambientais alteram as velocidades
especificas de sintese de PRP. No entanto, para o processo de producéo da vacina
interessa apenas a fracdo de polissacarideo livre no sobrenadante, que € a fracao

majoritaria, quando a fracdo celular é descartada. Por isso, faz-se necessario
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determinar como as modificacfes ambientais atuam sobre a forma como o PRP se
organiza fora da célula.

N&o existem modelos cinéticos descritos para a liberacdo de polissacarideo
capsular ao sobrenadante. Por isso, a caracterizacdo deste parametro foi realizada
de forma mais empirica. Como mostrado na Figura 26, em cada um dos ensaios
realizados tomou-se a quantidade total de PRP produzido, plotando-se contra a
guantidade presente no sobrenadante, a cada tempo. O coeficiente angular da reta
ajustada sobre o grafico pode dar uma medida média da proporcdo de
polissacarideo que é liberada ao sobrenadante.

Assim, calculou-se a porcentagem de PRP presente no sobrenadante dado a
guantidade total produzida, sendo os resultados apresentados na Tabela 27. Pode-
se notar de pronto que existe alguma correlacdo entre o pH do cultivo e a
quantidade de PRP liberada, observando-se que em pH’s mais baixos essa
proporcdo € menor, inferior a 70% (ensaios 6, 8 e 10), quando comparada as
quantidades observadas em pH’s mais elevados (ensaios 3 e 7), que atingem

valores acima de 90%.

Tabela 27 — Proporcao de PRP liberada ao sobrenadante em cada condi¢édo de cultivo

Valor codificado Valor real

0 ,
Ensaio T (°C) bH T(C) pH % de PRP liberada

ao sobrenadante

1 0,00 0,00 33,0 6,90 92%
2 0,00 0,00 33,0 6,90 87%
3 1,00 1,00 358 7,32 90%
4 1,00 -1,00 358 6,48 68%
S) -1,00 1,00 30,2 7,32 86%
6 -1,00 -1,00 30,2 6,48 69%
7 0,00 1,43 33,0 7,50 88%
8 0,00 -1,43 33,0 6,30 55%
9 1,43 0,00 37,0 6,90 86%
10 -1,43 0,00 29,0 6,90 81%

Ao se realizar a andlise de significancia, foi possivel concluir que a proporcéo
de PRP liberado ao sobrenadante é funcdo tanto do pH quanto da temperatura.
Como se observa na Tabela 28, o pH influencia a liberagdo tanto na forma linear
guanto na forma quadratica, enquanto a temperatura influencia apenas na forma

quadratica.
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Tabela 28 — Efeitos significativos para a descricdo da propor¢éo de PRP liberada ao sobrenadante

Coeficiente Erro padrao t (6) p-valor

pH (L) 0,107 0,009 11,897 0,000
pH (Q) -0,086 0,012 7,293 0,000
T(Q) -0,028 0,012 2,355 0,057
Média 0,895 0,018 49,413 0,000

A superficie de resposta obtida, mostrada na Figura 25, demonstra que em
valores de pH maiores a quantidade de PRP liberada ao sobrenadante é maior,
sendo sugerida uma regido de maximo ao redor de valores de pH de 7,16, com
algum efeito do aumento de temperatura. Nesta regido, a superficie prevé uma
liberac@o de 98% do total de PRP sintetizado pela bactéria.

Mediante a auséncia de informag8es especificas sobre o mecanismo pelo qual
a célula secreta o polissacarideo no sobrenadante, uma interpretacdo possivel &
relacionar este resultado com a superficie de degradacdo observada no trabalho
apresentado no Apéndice B (Cintra, Takagi, 2015). Em pH mais alcalino, a molécula
de PRP é mais suscetivel a degradacao espontanea; por isso, espera-se que com a
transesterificacdo da ligacdo fosfodiéster, o polissacarideo organizado na capsula

perca a sua ligacao fisica com a célula e seja liberada para o meio de cultura.

Figura 25 — Superficie de resposta para propor¢do de PRP liberada ao sobrenadante com o modelo
estatistico ajustado
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Figura 26 — Perfis de PRP total e livre no sobrenadante em cada condicdo de cultivo
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4.2.5 Produtividade de PRP

As superficies encontradas nos itens anteriores permitem avaliar os efeitos das
condi¢cbes de cultivo sobre os parametros cinéticos isoladamente. Observou-se que
a velocidade especifica de crescimento encontra uma regido de 6timo em pH 6,73,
enquanto a velocidade especifica de formacdo de PRP atinge seu étimo em pH 7,19,
valor préximo do qual onde a liberacdo de PRP é também maior, em pH 7,16. Ja a
producdo especifica de acetato é intensificada em regides de maior temperatura e
pH. A inibigdo pelo acetato, em contrapartida, € maior em pH’s mais acidos, ou seja,
a bactéria é mais tolerante ao acetato em regides mais alcalinas, balanceando
portanto a maior producédo do subproduto. Ora, a regido de maior produtividade de
PRP sera atingida no ponto onde todos estes parametros estejam regulados para o
maior direcionamento do metabolismo a producdo do polissacarideo. Para avaliar
qual seria este ponto 6timo, os parametros cinéticos obtidos em cada ensaio foram
utilizados para realizar a simulagdo do cultivo e determinar o ponto de maxima
produtividade de PRP. A produtividade, definida como rp, foi calculada pela razdo
entre a concentracao instantdnea de PRP e o tempo de cultivo decorrido. Em cada
condicao de cultivo foi encontrado um valor maximo para r,. Como a simulacdo
cinética considera apenas o valor total de PRP obtido, a produtividade maxima foi
multiplicada pela porcentagem de PRP liberado em cada cultivo (valores da Tabela
27), definindo-se assim um valor de produtividade de PRP liberado ao sobrenadante,

rp. Os valores obtidos s@o apresentados na Tabela 29.

Tabela 29 — Produtividade maxima de PRP liberada ao sobrenadante em cada condicao de cultivo

Valor codificado Valor real

’ 1 -1
Ensaio T(°C) pH T(°C) pH 'P (mgp.L™.h™)

1 0,00 0,00 33,0 6,90 98,54
2 0,00 0,00 33,0 6,90 93,06
3 1,00 1,00 358 7,32 100,80
4 1,00 -1,00 358 6,48 61,23
5 -1,00 1,00 30,2 7,32 73,21
6 -1,00 -1,00 30,2 6,48 45,71
7 0,00 143 33,0 7,50 79,25
8 0,00 -1,43 33,0 6,30 30,80
9 1,43 0,00 37,0 6,90 117,21

10 -1,43 0,00 29,0 6,90 47,11
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Se observa que a diferenca de produtividade em cada condi¢ao varia mais de
50% no intervalo estudado, apresentando valores menores que 50 mge.L.h™ em
cultivos de menor temperatura e pH (ensaios 6 e 10) e iguais ou maiores que 100
mge.L1.h? em temperaturas maiores e pH’s proximos ou pouco acima da
neutralidade (ensaios 3 e 9). A analise de significAncia estatistica, realizada da
mesma forma que no caso dos parametros cinéticos e apresentada na Tabela 30,
mostrou que a produtividade cresce linearmente com o aumento de temperatura, e

gue sofre influencia do pH de forma tanto linear quanto quadratica.

Tabela 30 — Efeitos significativos para a descricdo da propor¢éo de PRP liberada ao sobrenadante

Coeficiente Erro padrao t (6) p-valor

T (L) 17,726 3,605 4,917 0,003
pH (L) 16,865 3,605 4,678 0,003
pH(Q)  -16,918 4,256 3,975 0,007
Média 88,364 4,726 18,698 < 0,001

A Figura 27 mostra o valor maximo de produtividade como fungéo do pH e
temperatura do cultivo obtido pela analise de significAncia. Os valores maximos
previsto pela superficie, considerando-se a dimensdo do pH, sdo observados num
num valor de 7,11, pouco acima da neutralidade. Ja quanto a temperatura, a
produtividade cresce linearmente e ndo apresenta um ponto de maximo no intervalo
estudado; contudo pode-se calcular que no limite do desenho experimental, num

valor de 37 °C, e no pH de 7,11, o valor de r} atinge 117,9 mge.L™.h™.

Figura 27 — Perfil da méxima produtividade de PRP em relacdo aos valores de pH e temperatura.
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A condicao de maxima produtividade se assemelha com a melhor condigdo de

maxima velocidade especifica de formacédo de PRP (item 4.2.3.1), estando ambas
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em temperaturas fisioldgicas e proéximas da neutralidade. Em trabalhos anteriores, a
producdo de PRP ocorreu em valores de pH mais elevados, como 7,30 (Merritt et al.,
2000) e 7,50 (Silva, 2010). No primeiro caso, atingiu-se valores de aproximadamente
90 mgpre.L.%.h™, enquanto no segundo observou-se até 129 mgpgp.L..h™%. Contudo,
estes autores fazem o uso da alimentagéo para atingir tais valores, enquanto 0s
valores previstos aqui séo obtidos de simula¢des de batelada simples.

A produtividade maxima prevista pelo modelo aqui apresentado leva em conta
apenas a etapa de crescimento celular. Como argumentado anteriormente, para a
otimizag&o global do processo deve-se levar em consideragdo também a etapa de
purificacdo, prevendo as perdas que ocorrem devido a qualidade da molécula de
PRP, que é afetada pelas condicbes de cultivo como visto anteriormente (Cintra,
Takagi, 2015). Com o propésito de aumentar recuperacdo durante as etapas de
ultrafiltracdo utilizadas na purificagdo, a massa molecular do PRP sintetizado ao
longo dos cultivos em diferentes condi¢cdes serd estudada como um parametro

adicional no item a sequir.

4.2.6 Perfil de massa molecular

Em cada um dos ensaios realizados, as amostras retiradas durante os cultivos
foram submetidas a medicdo de massa molecular conforme descrito no item 3.2.2.4.
Para a comparacéo dos perfis de massa molecular entre os ensaios, os valores de
M, instantaneos foram plotados contra o valor instantaneo da concentracdo de PRP
livre no sobrenadante, como mostrado na Figura 28. Esta comparacdo permite
avaliar melhor as diferencas entre os ensaios de forma a obter uma condicdo de
cultivo onde se maximize tanto a concentracdo de PRP quanto a sua massa
molecular. Assim, a interpretacdo dos graficos permitir4 avaliar como a evolugédo na
concentracdo de PRP livre se correlaciona com a queda de massa molecular
durante o cultivo; permite também comparar as condi¢cfes de cultivo sem a influencia
da velocidade de producéo de PRP, que varia consideravelmente entre os ensaios.
Com os graficos obtidos, foram ajustadas linhas de tendéncia para correlacionar as
duas variaveis, M,, e concentragdo de PRP.

Pelos perfis das correlacfes ilustradas na Figura 28, se verifica que houve uma
grande diferenca nos valores de M,, entre os cultivos desde o inicio da producéo de

PRP, e que em todas as condi¢des existe alguma diminuicdo de M,, ao longo do
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tempo de cultivo e de produgcdo de PRP. Para a comparagdo das tendéncias da
relacdo entre M,, e concentracao, parte-se do ponto central (ensaios 1 e 2). Neles se
observa que a concentracdo de PRP na faixa de 900 a 1000 mge.L™, enquanto M,,
varia de aproximadamente 550 a 450 kDa. Seguindo a partir do ponto central para a
regido de menor pH (ensaio 8), a concentracdo de PRP atingida reduz para menos
de 500 mgp.L™, enquanto a variacédo de M,, reduz ligeiramente, variando entre 500 e
450 kDa. Seguindo do ensaio 8 para o ensaio 4, regido de maior temperatura e pH
ainda baixo, se observa também baixa concentracdo de PRP (menos que
600 mgp.L™") e uma variacdo de M,, semelhante ao ponto central. Continuando na
direcdo de maior temperatura e elevando-se o pH para proximo da neutralidade
(ensaio 9), verifica-se um aumento na concentracdo de PRP, que atinge até
800 mgp.L™, enquanto M,, se mantém variando préxima ao ponto central e ao ensaio
8. Elevando-se agora o pH e mantendo-se a temperatura elevada, no ensaio 3,
aumenta-se a producdo de PRP para cerca de 900 mgp.L™, porém M,, continua no
mesmo patamar. Reduzindo a temperatura para aquela do ponto central e elevando
0 pH para o valor maximo (ensaio 7), observa-se 0 mesmo nivel de concentracédo de
PRP, com um ligeiro aumento de M,,, que agora varia entre 600 e 500 kDa.
Reduzindo a temperatura e mantendo-se o pH acima da neutralidade, no ensaio 5,
observa-se ainda uma boa producdo de PRP, que atinge até 900 mgp.L?, e um
aumento na variacdo de M,,, que apresenta valores entre 700 e 550 kDa.
Continuando na direcdo de menor temperatura e reduzindo-se o pH para a
neutralidade (ensaio 10), observa-se que M,, continua numa faixa de variacdo mais
elevada, entre 700 e 600 kDa, porém a concetracdo de PRP volta a cair, atingindo
até 600 mgp.L™*. Finalmente, na regido de menor temperatura e pH (ensaio 6), a
concentracdo de PRP dimunui ainda mais, chegando a apenas 500 mgp.L™,
enquanto M,, volta a variar entre 700 e 550 kDa. Nestas consideracdes, pode-se ja
perceber que a regido de menor temperatura tem grande influencia sobre o tamanho
da molécula, rendendo os maiores valores observados, enquanto a manutencdo do
pH acima da neutralidade permite manter a producdo de PRP em concentracdes
mais altas. Dentre os ensaios realizados, pode-se concluir que o ensaio 5, realizado
a 30,2 °C e com pH de 7,32, configura a condicdo mais adequada, permitindo ao

mesmo tempo que se atinja altos valores de concentragéo de PRP e de M,,.
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Figura 28— Perfis de massa molecular em relagdo a evolugdo da concentracdo de PRP livre nos
diferentes ensaios
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Para realizar uma analise mais completa do perfil de variagdo, tomou-se a
partir das linhas de tendéncia de cada ensaio o valor de M,, quando a concentracao
de PRP livre equivaleria a 500 mgp.L™. Este valor foi escolhido por ser um valor
encontrado na literatura para a producédo de PRP (Hamidi, Beurret, 2009) e que foi
atingido por todos os cultivos realizados no ensaio, exceto um (ensaio 8). Neste

ensaio, extrapolou-se a curva de tendéncia.

Tabela 31 — Massa molecular do PRP livre no instante onde a concentragdo equivale a 500 mgp.L™
em cada condi¢&o de cultivo

Valor codificado Valor real

Ensaio T(C) pH T(c) pH Mw(kDa)

1 0,00 0,00 33,0 6,90 518,23
2 0,00 0,00 33,0 6,90 553,39
3 1,00 1,00 358 7,32 470,85
4 1,00 -1,00 358 6,48 432,92
3 -1,00 1,00 30,2 7,32 617,55
6 -1,00 -1,00 30,2 6,48 564,77
7 0,00 1,43 33,0 7,50 543,64
8 0,00 -1,43 33,0 6,30 412,96
9 1,43 0,00 37,0 6,90 483,25
10 -1,43 0,00 29,0 6,90 626,81

Com os valores estimados de M,, apresentados na Tabela 31, foi realizada
uma analise de significancia estatistica da mesma forma que apresentado
anteriormente para 0s parametros cinéticos. As variaveis significativas obtidas,
apresentadas na Tabela 32, foram o pH nas formas linear e quadratica e a
temperatura apenas na forma linear, semelhantemente ao caso da produtividade de

PRP visto no item anterior.

Tabela 32 — Efeitos significativos para a descricdo da massa molecular de PRP liberada ao
sobrenadante na concentracéo de 500 mgp.L™

Coeficiente Erro padrdo t(6) p-valor

T (L) -59,844 7,947 7,530 < 0,001
pH (L) 34,324 7,947 4,319 0,005
pH(Q)  -31,699 9,382 3,379 0,015
Média 548,055 10,418 52,608 < 0,001

A superficie obtida com os preditores obtidos é mostrada na Figura 29. Nela, se
observa que na dimensao da variavel pH os maiores valores de M,, sdo atingidos no
valor de 7,13, um valor muito proximo ao valor 6timo para a produtividade de PRP,

vista no item 4.2.5. No entanto, diferentemente daquele caso, os valores de M,
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aumentam na direcdo de menor temperatura. Fixando-se o pH no valor 6timo de
7,13 e considerando a temperatura num valor de 29°C, que é o limite inferior da
regido estudada, a M,, atingida com a concentracéo de 500 mgp.L™ equivale a 642

kDa, enquanto que no extremo superior de 37 °C este valor é de 471 kDa.

Figura 29 — Perfil da massa molecular de PRP na concentracdo de 500 mge.L™" em relacdo aos
valores de pH e temperatura.
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A obtencao de altos valores de M,, na regido de pH proximo a 7,10 desde o

inicio do cultivo mostra que a reducao da alcalinidade do meio ndo age apenas por
manter a estabilidade da molécula de PRP, mas também tem influencia direta sobre
a massa molecular de sintese do PRP. Em cultivos de baixo pH, onde a estabilidade
da molécula é maior, observou-se o mesmo perfil de queda que nos cultivos de alto
pH. Isso sugere que a determinagdo da M,, atingida durante o cultivo € mais
relacionada com a sintese da molécula do que com as velocidades de degradacao
no meio extracelular. Pela analise da Figura 28 e da Figura 29, conclui-se que pH’s
inferiores a neutralidade néo sdo interessantes para a realizacdo do cultivo, pois
além de reduzir a concentracdo de PRP também ocasionam a producdo de
polissacarideo de baixa M,,. Este resultado pode ser correlacionado com aqueles
obtidos para a velocidade especifica de crescimento celular (item 4.2.1.1) e para a
constante de formacéo especifica de PRP (item 4.2.3.1): o crescimento celular
apresentou uma regido de maximo em pH acido, no valor de 6,73, implicando que
nesta regido a célula estd mais dedicada a sintese de componentes da célula e
portanto compete com a via de formacado de PRP diminuindo a disponibilidade de
substrato para a formacgéo do polissacarideo; na regido de pH 7,1, a célula esta mais

dedicada a formacdo de PRP e existe menos competicdo com a formacdo de
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biomassa, disponibilizando maior quantidade de substrato as enzimas
polimerizadoras e aumentando a processividade das mesmas.

Quanto a temperatura, os dados evidenciam que baixos valores desta variavel
foram determinantes na obtencdo de maiores valores de M,,, independentemente do
pH utilizado. As temperaturas mais baixas podem ter apresentado este efeito
positivo através da reducdo das velocidades de reacdo, o que deve contribuir para a
melhor qualidade da molécula. Com a menor movimentacdo molecular dos
substratos e das enzimas envolvidas, a processividade da enzima que efetua a
polimerizacdo do PRP pode ter sido aumentada ao garantir que a proteina esteja
acoplada ao polimero sintetizado por mais tempo, com menor estresse estérico. No
entanto, a falta de descricdo e detalhamento na literatura sobre os mecanismos de
sintese do PRP impossibilitam a discussédo mais aprofundada deste fenémeno.

Estes resultados demonstram que a regido de pH 7,10 seria, dentro desta
dimenséo, a condi¢do Gtima para atingir tanto o maximo de produtividade de PRP
quanto de massa molecular do polissacarideo. Ja no que diz respeito a temperatura,
€ necessario encontrar um balanco otimizado para que se obtenha altos valores de
M,,, através da reducdo da temperatura, mas mantendo-se um bom nivel de
produtividade. Na avaliacdo da Figura 28, ficou demonstrado que o0 ensaio 5,
realizado a 30,2 °C, atingiu altas concentracdes de PRP, comparaveis aos cultivos
realizados em temperaturas mais altas. Por isso, conclui-se esta etapa do trabalho
com a determinacgé&o do valor de 30 °C como um valor otimizado para a temperatura
do cultivo, combinado com o valor de pH de 7,10. Nesta condi¢cdo, o modelo obtido
indica que ser& possivel atingir um valor de M,, de 621 kDa com uma concentragao
de PRP de 500 mgp.L™. J&4 na condicdo de cultivo descrito na literatura por Silva
(2010), de pH 7,50 e 37 °C, este valor equivaleria a 447 kDa. A mudanga de
condigéo de cultivo significaria um incremento de 39,0 % no valor de M,,. No item a
seguir, serdo abordados os resultados dos cultivos nas condi¢cdes padrédo e na
condicdo otimizada definida aqui, a fim de comparacao e validacdo dos resultados
obtidos.
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4.3 Comparacao entre 0s processos padrao e otimizado
4.3.1 Etapa de crescimento celular

Para avaliar a real contribuicdo da mudancga das condi¢cdes de cultivo para os
valores de pH de 7,10 e temperatura de 30 °C, dois cultivos em batelada alimentada
foram realizados. A batelada alimentada foi escolhida por ter sido caracterizada em
outros trabalhos como o regime de processo mais adequado que permitiu a
obtencdo das mais altas concentracbes de PRP (Silva, 2010). O primeiro cultivo foi
realizado seguindo as condi¢cdes descritas originalmente e denominadas aqui como
“padrao”: pH 7,50 e temperatura de 37 °C. A alimentacdo com o meio concentrado
em substrato (vide item 3.2.1.3) foi iniciada em 9,2 horas de cultivo, numa vazao
especifica de 21,2 mL.L2.h™. O cultivo se estendeu até 20,6 horas, quando se
totalizou a producdo de 10,90 gx.L™ de células, 19,9 gal™? de acetato,
1500,6 mge.L™" de PRP total e 1435,4 mge.L™" de PRP livre no sobrenadante; os
perfis cinéticos obtidos sédo apresentados na Figura 30. O segundo cultivo foi
realizado nas condi¢Ges otimizadas de pH 7,10 e 30 °C. Neste caso, a alimentacao
foi iniciada em 8,26 horas de cultivo, numa vazdo especifica de 17,0 mL.L%.h™ A
definicdo desta taxa de alimentacdo foi feita através da medicdo instantdnea da
concentracdo de glicose (vide item 3.2.2.2), e a vazéo foi entdo mantida acima da
taxa de consumo deste substrato. A finalizacdo do cultivo se deu em 21,3 horas,
com a obtencdo de 12,9 gx.L™ de células, 18,3 ga.L™ de acetato 1585,0 mgp.L™ de
PRP total e 1423,7 mgp.L™ de PRP livre no sobrenadante; os dados s&o mostrados
na Figura 31. Em cada cultivo, foi ajustado o melhor modelo cinético utilizado
anteriormente e descrito pelas equacodes (15), (16) e (17). Para o ajuste, considerou-
se a taxa de diluicdo especifica de cada ensaio.

Para caracterizar melhor as diferencas entre as duas condi¢ces de cultivo, os
parametros obtidos a partir do ajuste do modelo cinético sdo comparados um a um
na Tabela 33. Os valores de M,, apresentados equivalem a tendéncia no momento
em que a concentracéo de PRP livre atinge 1400 mgp.L™. Os perfis obtidos para M,,
e as linhas de tendéncia obtidas sdo mostradas na Figura 32. J4 os valores de

produtividade (r,) foram calculados como no item 4.2.5, considerando-se a fragédo de

PRP liberada ao sobrenadante.
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Figura 30 — Pefrfil cinético para o cultivo em batelada alimentada nas condi¢cdes de pH de 7,50 e
temperatura de 37 °C (Condi¢des padrdo)
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Linhas tracejadas indicam o inicio da alimentacao; linhas continuas representam o modelo cinético ajustado

Figura 31 — Perfil cinético para o cultivo em batelada alimentada nas condi¢cdes de pH de 7,10 e
temperatura de 30 °C (Condi¢des otimizadas)
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Tabela 33 — Parametros cinéticos ajustados aos cultivos em batelada alimentada
Condicdo Padrdo  Condi¢ao Otimizada

Parametro (pH=7,50;T=37°C) (pH=7,10;T =30 °C)
Umax (B 0,320 0,278
ky (ga.L™) 12,404 9,861
Ny 2,702 2,817
a, (9a-0x7) 0,873 0,434
Ba (9a.0x .01 0,109 0,095
Bp (Mgpre.gx*.h™") 48,616 31,348
kp (ga.L™) 8,908 8,768
np 2,909 3,497
1y (Mgpre.L 0™ 77,433 83,308
M,, (kDa) 360,73 642,76

Figura 32 — Perfil de massa molecular em relacdo & concentracdo de PRP livre para os cultivos em
batelada alimentada
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Com os valores parametrizados, € possivel realizar algumas analises a respeito
dos efeitos da alteragdo das condi¢cbes de cultivo sobre o metabolismo. Quanto a
méaxima velocidade especifica de crescimento, observa-se uma variacédo de 0,320 a
0,278 h, demonstrando que o desenvolvimento celular foi mantido razoavelmente
constante. Quanto a constante de inibigcdo sobre o crescimento, observa-se que nas
condi¢cbes padréo a célula tolera maior concentracédo de acido, ja que nas condi¢cbes
otimizadas ky é reduzida em cerca de 20,5 %. No entanto, a producao especifica de
acetato, na forma associada ao crescimento, € 50,3 % menor nas condi¢cdes
otimizadas, e 12,8 % menor na forma ndo associada. Portanto, nas condi¢des
otimizadas a bactéria € menos tolerante ao acido, mas em contrapartida existe uma
menor producdo do mesmo, permitindo assim o crescimento de forma semelhante

nas duas condic¢des. Estes resultados coincidem com aqueles encontrados nos itens
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4.2.1.2 e 4.2.2. Em pH’s mais alcalinos (condigdo padréo), a bactéria tolera maiores
concentracbes de acetato, pois este se encontra na forma dissociada e tem mais
dificuldade em atravessar a membrana plasmatica. No entanto, com a acidificacao
do meio (condicBes otimizadas), a producdo de acetato € reduzida, provavelmente
devido a maior eficiéncia na producdo de ATP pela via quimiosmotica. A producéo
especifica de PRP é cerca de 35,5 % menor nas condi¢des otimizadas do que nas
condi¢cbes padrdo, concordando com os resultados obtidos no item 4.2.3.1, onde o
ponto de maximo do parametro se aproxima mais da condicdo padrdo do que da
condicao otimizada. No entanto, a combinacdo de todos os parametros cinéticos
permitiu que a produtividade de PRP liberada ao sobrenadante fosse muito parecida,
chegando a ser 7,6 % maior nas condicfes otimizadas. No item 4.2.6. havia sido
previsto que a mudanca de condi¢do de cultivo possibilitaria a elevagcdo dos valores
de M,,, o que de fato foi observado: nas condi¢cfes otimizadas foi possivel atingir no
final do cultivo um valor maior que 640 kDa, um incremento de cerca de 78,0 % em
relacdo as condicdes padrbes, onde se chegou ao final do cultivo com um valor de
M, de apenas 360 kDa.

4.3.2 Primeira etapa de purificacdo e projec6es do processo global

As duas condicbes de cultivo permitiram atingir valores semelhantes de
concentragédo de PRP, assim como de produtividade. Para avaliar e mensurar como
0 aumento de massa molecular obtido nas condicfes otimizadas podera contribuir
para o rendimento global do processo de produgédo da vacina, foi realizada a
primeira etapa de purificacdo, seguindo o protocolo descrito por Albani et al. (2015).
Esta etapa é constituida por uma ultrafiltracdo tangencial em membrana de corte
nominal de 100 kDa, onde o sobrenadante do cultivo € concentrado para um volume
menor e lavado com uma série de tampdes para a remoc¢do de impurezas. A
recuperacdo dessa etapa (a quantidade de PRP que se mantém na fracdo do
retentado da ultrafiltracdo) € de cerca de 44 %, para o cultivo realizado nas
condicdes padréo de pH 7,50 e 37 °C; a recuperacdao final apds todas as etapas de
purificacdo, que incluem precipitagbes fracionadas com etanol, microfiltragbes em
corte de 0,22 um, hidrolises enzimaticas e outras ultrafiltracdes, é reportada como
cerca de 14 % (Albani et al., 2015). Com o cultivo realizado nas condi¢cdes

otimizadas de pH 7,10 e 30 °C, a recuperacdo do polissacarideo na fracdo do
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retentado na primeira etapa de ultrafiltragéo foi de cerca de 75 %. Considerando que
as demais etapas de purificacdo continuem com 0s mesmos niveis de recuperacao,
foi feita uma projecdo da recuperacdo final para o processo nas condicdes
otimizadas, sendo obtido um valor de 24 %. A comparacao deste resultado e as
projecdes entre as duas condigcbes sdo mostradas na Tabela 34.

Tabela 34 — Rendimentos do processo e projecdes entre as condicfes padréo e otimizada

Condicao Padrdao  Condi¢ao Melhorada
(pH=7,50;T=37°C) (pH=7,10;T =30 °C)

[PRPjve] (Mgp.L™ 1435,4 1423,7
Rendimento da 12 etapa de purificacao (%) 44% 75%
Rendimento global da purificagdo (%) 14% 24%
[PRPuriticado] (Mgp.L™) 201,0 339,7
Rendimento da conjugacao (%) 30% 30%
[PRPconiuqado] (mgP-L_l) 60,29 101,92
Rendimento final (doses.L™) 6.029 10.192
Demanda nacional (L.ano™) 1.344 795
Demanda mundial (L.ano™) 29.409 17.395

O baixo rendimento durante a purificacdo do polissacarideo obtido nas
condicBes padrdo, numa concentracdo de PRP de 1400 mgp.L™?, implica que apenas
cerca de 200 mgp.L™ seriam efetivamente recuperados e destinados & conjugagcao.
Com o aumento de 44 para 75 % na primeira etapa de purificacdo conseguido com
as mudancas nas condicdes de cultivo e 0 mesmo nivel de concentracdo de PRP
atingida, seriam obtidos no final da purificacdo quase 340 mgp.L™, um aumento
efetivo de cerca de 70 %. Este aumento pode entretanto estar subestimado, ja que
nao foram avaliadas as outras etapas de ultrafiltracdo onde o incremento em massa
molecular pode contribuir positivamente para a recuperacdo do polissacarideo.

Avaliando-se que durante o processo de conjugacdo existe cerca de 70% de
perdas em PRP (Barazzone, 2014, comunicacdo pessoal)’, e ainda que uma dose
da vacina de Hib contenha 10 ug de PRP (WHO, 2000), a mudanca das condi¢des
de cultivo implicaria que cada litro de cultivo renderia uma quantidade excedente de
cerca de 4000 doses, chegando até mais de 10 mil doses por litro de cultivo.

Para avaliar o efeito final desta modificacdo sobre a escala de producéo,
considera-se por fim a demanda real de vacinas de Hib. A campanha de vacinacgao
prevé a utilizacdo de trés doses por individuo (WHO, 2000). Considerando que a
projecdo de nascimentos no Brasil em 2014 seja de 2,7 milhdes (Instituto Brasileiro

de Geografia e Estatistica, 2008), a demanda nacional equivale a 8,1 milhdes de

* Informacao fornecida por Giovana Barazzone em seminarios internos do Centro de Biotecnologia do Instituto
Butantan em Outubro de 2014
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doses, equivalente a mais de 1300 litros de cultivo ao ano nas condi¢des padrao, e a
menos de 800 nas condi¢Bes otimizadas. J& para a demanda mundial, considera-se
que em 2013 a UNICEF adquiriu 177,3 milhdes de doses (UNICEF, 2013). Isso
demandaria a realizacao de 29,4 mil litros de cultivo ao ano nas condi¢cbes padrao;
porém nas condi¢des otimizadas esta demanda reduziria para menos de 17,4 mil
litros ao ano, reduzindo em cerca de 40 % a escala de produgéo,

E importante notar, entretanto, que estas projecdes foram realizadas
considerando-se apenas a primeira etapa de purificacdo, podendo estar
subestimadas. Durante os processos de purificagdo e conjugagdo existem mais
etapas onde se utiliza a ultrafiltracdo tangencial e onde se verifica perdas
significativas; com um polissacarideo de massa molecular maior obtido nas
condicBes otimizadas, é de se esperar que o rendimento final do processo global
seja também maior.

Assim, fica demonstrado que o melhoramento da qualidade do polissacarideo
obtido durante o crescimento celular ira refletir na producdo como um todo,
contribuindo com a reducdo da escala, das instalacdes, materiais e equipamentos
utilizados e com a minimizagcdo da demanda por recursos humanos, impactando

diretamente no custo final do produto.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A diretriz principal deste trabalho foi a criacdo de modelos cinéticos e
estatisticos para a otimizacédo do processo de producdo do polissacarideo capsular
de Hib, considerando-se a produtividade global obtida através da consideracdo da
interface entre o crescimento celular e a purificagdo. Em trabalhos anteriores, ficou
demonstrado o decréscimo dos valores de massa molecular do PRP durante o
cultivo, e que estes baixos valores resultavam em altas perdas de polissacarideo
durante as etapas de UFT realizadas no processo de purificacdo; demonstrou-se
também que o PRP é inerentemente instavel, sofrendo clivagem espontanea em
determinadas condicGes de pH, temperatura e concentracdo de sais. Pode-se dizer
com isso que os pH’s elevados usados nos cultivos descritos na literatura e o
aumento da concentracdo de ions soédio devido ao controle de pH sdo alguns dos
fatores responsaveis pela degradacdo observada, e ficou evidente que estas
condicBes deveriam ser modificadas durante a etapa de crescimento celular para
evitar as perdas observadas na purificacao.

Para contornar esta problemética, foram realizados cultivos em diferentes
condicbes de pH e temperatura, com 0 objetivo de avaliar como a bactéria se
comportaria em relacdo ao seu metabolismo e a qualidade do polissacarideo obtido
ao final do processo.

Para realizar estas avaliacOes, fez-se necessaria a escolha de um modelo
cinético. Varios modelos descritos na literatura foram testados, e através do critério
de informacdo de Akaike foi possivel escolher um modelo entre o conjunto de
modelos sugeridos, sendo que ficou demonstrada a robustez do modelo ao
descrever eficientemente a cinética microbiana em diversas condicoes.

O estudo dos parametros cinéticos dos modelos obtidos foi feito através de
ferramentas estatisticas, que possibilitaram evidenciar a importancia e a forma de
atuacdo do pH e da temperatura sobre as velocidades de crescimento celular e
formacao de produtos, como o acetato e o PRP, além de fornecer informacgdes sobre
os efeitos de inibicdo por metabdlitos toxicos. A combinacdo dos modelos cinéticos
obtidos permitiu encontrar uma condi¢do 6tima para a produtividade de PRP durante
o cultivo. Esta condigéo € diferente da descrita em varias fontes, fornecendo assim

por si s6 uma informacéo relevante.
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A medicdo da massa molecular durante os cultivos evidenciou que existe
relacdo direta entre este parametro e as condicbes de pH e temperatura mantidas
durante o crescimento celular. Ficou claro também que, além de influenciar nas
velocidades de degradacdo da molécula, estes parametros tem influéncia direta
sobre a massa molecular de sintese do polissacarideo. O fato de os cultivos
realizados a menores temperaturas apresentarem PRP de maiores massas
moleculares indicou que a reducdo da taxa metabodlica permite a acdo mais
controlada da sintese do polimero, provavelmente pela maior processividade das
enzimas envolvidas.

Com a comparacao entre os perfis de produtividade e de massa molecular
obtidos, foi sugerida uma nova condi¢do de cultivo que otimizasse a relacdo entre
estes dois parametros. A replicacdo do cultivo nessas condicfes em regimes de alta
producéo observados na literatura resultou em valores muito semelhantes quanto as
concentracfes dos metabdlitos. No entanto, o aumento da massa molecular do
polissacarideo obtido foi marcante.

Com o estudo da primeira etapa de purificacdo, ficou demonstrado que a
simples mudanca na condicdo de cultivo foi um fator importantissimo para a
produtividade global do processo, ja que o rendimento inicial foi grandemente
aumentado. A projecéo dos resultados obtidos sobre todo o processo de producéao,
até a vacina final, demonstrou que a escala de producdo pode ser reduzida
consideravelmente.

O fato de a massa molecular ter influido fortemente sobre uma Unica etapa da
purificacdo evidencia que este parametro deve ser acompanhado durante os
estudos de desenvolvimento de processo para a vacina Hib e utilizado como
ferramenta de otimizacdo. Os dados obtidos aqui deixam uma série de
possibilidades para continuacdo, tanto nas etapas de upstream quanto de
downstream. Entre elas, pode-se citar:

e Acompanhar a evolugdo da massa molecular do PRP durante os
processos de purificacdo e conjugacdo, a fim de evidenciar outras
etapas de perda de estabilidade;

e Estudar como o aumento da massa molecular pode influir sobre as
outras etapas de purificacdo e conjugacdo, sendo possivel encontrar

maiores rendimentos em cada uma delas;
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e Criar modelos para correlacionar a massa molecular do polissacarideo
com a permeabilidade nas membranas de ultrafiltracdo, a fim de unir os
modelos de produtividade das etapas de crescimento celular e de
purificacdo, permitindo encontrar uma condigéo 6tima global;

e Otimizar outros parametros do cultivo celular com base nos modelos
cinéticos e nas superficies de resposta obtidos, como os regimes de
alimentacdo, com o objetivo de minimizar a inibicdo pelo acetato e
maximizar a producao de PRP de alta massa molecular;

e Ainda com os modelos, aprofundar o entendimento sobre as vias
metabdlicas do microrganismo, elucidando os mecanismos de formacao
de PRP e de acetato, dos fenbmenos de inibicdo metabdlica, da

eficiéncia energética, etc.
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Haemophilus influenzae type b (Hib) is a human pathogenic bacterium causing meningitides mainly in children
less than 2 years old. Capsular polysaccharide is the main factor of virulence and is used as antigen in the Hib
vaccine. In this study a trustful protocol for removing the interferences from fermented broth based on the
interaction of polysaccharide-surfactant was established. Interferences from the culture medium were removed by
using dialysis, fractionation by ethanol and cetyltrimethylammonium bromide (CTAB), a cationic surfactant.
CTAB protocols were able to eliminate interference better than dialysis or ethanol precipitation, giving low false
positive values and allowing satisfactory molecular weight distribution analysis.

Keywords Haemophilus influenzae b; molecular weight; PRP; CTAB; ethanol; dialysis.

1. Introduction

Haemophilus influenzae type b (Hib) is a pathogenic encapsulated Gram negative bacterium responsible for
pneumonia, septicemia and meningitis among children less than 2 years old, elderly and immunodeficient
patients [1, 2]. The capsular polysaccharide type b, a polymer formed of repeated units of ribosyl-ribitol-
phosphate (PRP) located in the outer region of the cell, is considered as main the factor of virulence of this
microorganism [3]. Polysaccharides work as antigens capable of activating B cells which induce antibody
synthesis in the absence of T cells [4, 5]. On the other hand, the chemical conjugation between polysaccharide
and protein contribute to increase the immunogenicity and produce immunological memory in young children,
by activating the T cells [6]. In vitro, PRP is synthesized during cell growth and a considerable amount is
released spontaneously into the supernatant [7].

Haemophilus influenzae is a fastidious microorganism that requires enriched medium to grow, demanding
supplementation with amino acids, vitamins and growth factors like hemin and NAD" [8-11]. The complex
medium, established by Carty et al. is based on soybean peptone and yeast extract, supplemented with NAD*
and hemin, and it is used for growing Hib to produce polysaccharide for immunaobiological purpose [12].

In the conjugate Hib vaccine, polysaccharide is evaluated by physical-chemical assays not only in order to
guarantee the manufacture consistency of batches [13, 14], but also for establishing the purification process
where a large number of assays are carried out for characterizing the purified polysaccharide such as ribose and
phosphorus content, molecular weight and also during the cultivation to study kinetic models [15].
Polysaccharide concentration is usually measured by Bial's colorimetric method [16] and molecular weight by
high performance size exclusion chromatographic coupled to RID detector, or rheometry [17-19]. As the culture
medium for growing Hib requires the presence of complex compounds, sample containing polysaccharide is
pre-treated to avoid of interference. Dialysis of raw polysaccharide through cellulose membrane of 10 kDa pore
size has been used to remove small molecules [20, 21]. Ethanol precipitation is traditionally used in the
pharmaceutical industries for precipitating polysaccharide by eliminating small and hydrophobic molecules [22,
23]. Other compounds widely used in the food and pharmaceutical industries are the surfactants which reduce
the superficial tension of water in low concentration. Cationic surfactant cetyltrimethylammonium bromide
(CTAB) is used in the purification of anionic polysaccharide such as PRP based on polymer-surfactant
interaction [24-26].

In this work an accurate protocol to remove interferences from cell free culture broth was established in order
to study the kinetic model for polysaccharide and molecular weight determination.

2. Materials and Methods

2.1 Fermentations

Haemophilus influenzae type b strain GB 3291 was obtained from the Brazilian National Center of Meningitis,
Adolfo Lutz Institute, Department of Bacteriology, Sao Paulo, Brazil. Experiments were carried out as fed-batch
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cultures in a 13L bioreactor (Bioflo 2000 - New Brunswick Scientific) containing 8L of Modified MP medium
(MMP) under parameters described previously [20]. Feed medium was composed by 20 % of yeast extract and
glucose.

2.2 Sample treatment

Supernatant from the culture broth was treated following three different protocols: a) Dialysis - samples were
introduced into cellulose membranes of 10.404 kDa cut-off (Sigma-Aldrich) and dialyzed against deionized
water at 4°C under light agitation for 48h; changing the water periodically; afterwards, samples were carefully
transferred into an eppendorf and centrifuged at 10.000g and the clarified supernatant was used for PRP
measurement [20-22], b) Ethanol precipitation - a solution of 30% sodium acetate pH 5.8 was added to the
sample in order to achieve 5%, followed by addition of 95% ethanol achieving 80% final concentration; the
mixture was incubated at -20°C for 1h and centrifuged at 3,200g for 20min [23]; pellets were resuspended in
10mM sodium phosphate buffer (pH 7.5) containing 150mM NaCl. ¢) Cetyltrimethylammonium Bromide
(CTAB) precipitation - three volumes of CTAB 0.66% were added to 1 volume of the sample; the mixture was
left to stand for 10 min at room temperature, and centrifuged at 15,000g for 10min; pellets were washed with
deionized water and ressuspended in 1M NaCl [24].

2.3 Analytical methods

Samples from the bioreactor were centrifuged at 9500g for 10min at 4°C; the supernatant was frozen for further
analysis. The polysaccharide present in the supernatant was isolated by the different treatments described above
and the ribose content was determined by the modified Bial’s method [16]. The molecular weight values were
obtained by High-Performance Size Exclusion Chromatography (HPSEC), in an all Shimadzu system composed
of: an oven (CTO-10ASvp) set-up at 40°C; two columns connected in series (TSK gel GMPW(, ), an isocratic
pump (LC-10ADvp) running at 0.6mL/min, an Refraction Index Detector (RID-10A) and an UV-VIS
absorbance detector (SPD-10Avp) reading at 260 nm (for protein/nucleic acid like impurities) and 405nm (for
iron containing molecules). Data was acquired on a 2Hz frequency with Class VP software, version 6.2, as a
function of the retention time. The mobile phase was composed of 10mM Na,HPO,, 150mM NaCl and 0.02%
NaN; pH adjusted to 7.5 with 6M HCI. The retention time axis was transformed to the relative molecular weight
through a calibration curve built from the elution times of dextrans with 1.5, 6, 10, 40, 70, 229 and 2,000 kDa.
The relative weight average molecular weight of the samples was estimated from the RID elution profiles, being
Mw = X h*M / Xh, were h is the height of the RID signal (in volts) and M is the predicted molecular weight
from the Dextran standard curve [27].

3. Results and Discussion

3.1 Sample treatment for determination of PRP concentration

The supernatant of the culture broth from Haemophilus influenzae type b fermentation should be treated
previously to determination of polysaccharide concentration in order to remove the components of the culture
medium and other molecules produced by the microorganism, resulting in a more accurate measurement. Three
different methods were applied and improved for the removal of these impurities from the culture broth:
a) Dialysis, b) Ethanol precipitation and c) CTAB precipitation. Figure 1A shows the kinetics profile of PRP
production throughout a fed- batch cultivation in different sample treatment methods. Dialysis shows higher
PRP concentration values than ethanol and CTAB treatments, suggesting that not all impurities interfering in the
Bial’s method were eliminated through the 10 kDa pore size. This fact was evident when the methods were
conducted with non-fermented culture medium as sample, where high background value was observed, as
illustrated in Fig.1B. The same procedure was done with purified polysaccharide, and the results of each
treatment method were compared to the untreated sample. While ethanol and CTAB precipitation methods
showed no significant difference (results not shown), the dialyzed sample resulted in different values of PRP
concentration indicating that the dialysis method was not robust. Figure 1C shows that the value of the non-
dialyzed sample was considerably lower than the dialyzed one.

Ethanol and CTAB protocols showed similar PRP profile at the end of the fed-batch phase, but in the first 6h
of cultivation a considerable background was observed for the ethanol procedure. As Fig.1B shows, the ethanol
precipitation has the highest false positive value, followed by dialysis.
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Fig. 1 A) Polysaccharide concentration kinetics profile obtained by different sample treatment; B) Culture medium treated in
different protocols. C) Control —dialyzed and non-dialyzed purified PRP.

Sample treatment with cationic surfactant CTAB showed the best result, probably because it is able to select
molecules that have both negatively charged groups and high molecular weight. Although ethanol is able to
precipitate the PRP successfully, it is also able to precipitate other compounds, like uncharged polysaccharides,
proteins and ethanol insoluble molecules of low molecular weight. Dialysis is by far the most unsuitable method
for analytical purposes, i.e., as ethanol, dialysis also may hold uncharged polysaccharides and proteins, and
brings a considerable amount of dispersion and error.

Figure 2 shows the kinetics of PRP production obtained through the protocol used by Merrit (1) [21] and the
same samples with an improved protocol (2), both using CTAB precipitation. During the feed batch cultivation,
the culture broth changes continuously by addition of sodium hydroxide, feed medium, and increase of
metabolite and polysaccharide concentration, which result in changes of conductivity as shown in figure 2.
Diluting the sample to achieve conductivity similar to 2.5 mS/cm changed the PRP kinetic profile, showing a
threshold in electrolyte concentration for the effectiveness of the CTAB precipitation. However some
improvement in the protocol should be done taking in consideration its chemical properties such as: the critical
micelle concentration (CMC); temperature, salt concentration, viscosity, pH and interaction polymer-surfactant
[28-30]

As the medium composition may change throughout the fed-batch cultivation by both the cell metabolism
and feed addition, the CTAB protocol seems to be the best choice for determination of the PRP concentration
and for the study of kinetic models.
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Fig. 2 Kinetics of PRP production with raw samples and conductivity corrected one.

3.2 Sample treatment for determination of the molecular weight

The determination of the average molecular weight through the HPSEC-RID profile requires samples with a
certain purity degree to avoid peak overlapping, overestimating the signal at each retention time. Samples were
treated with ethanol, following the same protocol described above for polysaccharide concentration. Figure 3A
shows the chromatogram with elution profile for RID, 260nm and 280 nm (PRP elutes between 20 and 25 min).
Ethanol is not able to eliminate some low molecular weight impurities, which oversize the polysaccharide
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signal. To overcome this interference, samples were dialyzed prior to ethanol precipitation as shown in Fig.3B.
Although the PRP peak is now visible, the lower molecular fraction of the polysaccharide population has been
eluted with another compound that has signal both on the RID and at 405nm. In sequence, samples were treated
with three enzymes (nuclease and proteases) in order to remove or reduce that interference [23] following by
dialysis and ethanol precipitation (Fig.3C). Despite it has been unable to remove all of the 260/405 nm
interference; the enzymatic hydrolysis was capable of removing the contaminant fraction that would elute
together with the polysaccharide. Thus, enzymatic hydrolysis is a suitable method for clarifying samples from
the fermented broth for satisfactory average molecular weight determination. Notwithstanding, the use of
enzymes makes this procedure expensive and requires long incubation periods. An alternative treatment of the
sample was done with CTAB precipitation (as described above) followed by two steps of ethanol precipitation
to remove CTAB residues (Fig.3D). Figure 3E shows the evolution of the treatments applied to the cell free
culture broth, in which both CTAB and enzymatic hydrolysis removed impurities in an extent that trustful
molecular weight distribution can be drawn. Enzymatic hydrolysis is more expensive and time consuming,
while CTAB is a simpler and faster method. The protocol established by using CTAB and ethanol can be
applied for determining the molecular weight during the culture and purification for evaluating the integrity and
stability of the product.
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Fig. 3 HPSEC Chromatograms in different sample treatment method: A) Precipitation with ethanol 80%; B) Dialysis
followed by precipitation with ethanol 80% ; C) Enzymatic hydrolysis followed by dialysis and ethanol 80%
precipitation; D) Precipitation with CTAB and ethanol 80%; E) Comparison of elution profiles for PRP in all sample
treatment methods.

4. Conclusion

Cell free culture broth samples were treated with CTAB, a cationic surfactant, which removed more impurities
than dialysis and ethanol treatments, with lower background of interferences resulting in a better quality of
polysaccharide kinetic profile.

A simple, cheap and confident protocol was established by using CTAB for molecular weight determination
through HPSEC, followed by ethanol precipitation in the cell free culture broth samples.
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Haemophilus influenzae type b (Hib) is a human pathogen that causes severe infections such as pneumonia,
sepsis and meningitis. Vaccines for Hib infections are based on its capsular polysaccharide conjugated to
a protein. This conjugated Hib antigen is included as one of the components of polyvalent vaccines and
accounts for more than 50% of the total cost of the formulations. The instability of the polysaccharide is
responsible for the high cost of the vaccine. In this study, the factors affecting the spontaneous degradation
of the polysaccharide from Hib were evaluated based on the decrease in its molecular mass, as measured
by size-exclusion chromatography. Temperature and pH were found to be the most significant variables,
and the results showed that the conditions of bacterial cell growth (37 °C and pH 7.5) are favourable for
depolymerization. An increase in the concentration of sodium ions up to 200 mM intensified the effect of
pH, allowing higher rates of depolymerization at lower pH values, whereas the presence of magnesium
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Vaccine ions showed no effects.
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1. Introduction

Haemophilus influenzae type b (Hib) is a human pathogen asso-
ciated with various health complications such as pneumonia,
sepsis and meningitis, mainly in children under two years of age
and immunocompromised individuals (Wilfert, 1990). Vaccination
against Hib was introduced in 1987 in North America and, in the
rest of the developed world in the 1990s and is currently being
extended to developing countries by international organizations,
such as the Global Alliance for Vaccine Innovation (GAVI) and the
United Nations Children’s Fund (UNICEF) (Bisgard et al., 1998; GAVI,
2013; WHO, 2013). Today, the World Health Organization (WHO)
recommends the use of polyvalent formulations, which combine
the Hib antigen with the Diphteria-Tetanus-Pertussis (DTP) vac-
cine (tetravalent) or both DTP and Hepatitis B (HepB) vaccines
(pentavalent). However, the inclusion of the Hib antigen increases
the cost of the polyvalent vaccines, in fact, it; represent more than
half of the overall cost per dose of the formulation (UNICEF, 2013).

One of the major factors contributing to the high cost of the Hib
vaccine is the inherent instability of the polysaccharide molecule.
It has been demonstrated that the polysaccharide molecule of Hib
undergoes spontaneous degradation under certain ambient condi-
tions, and a molecular mass decrease has been observed during
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the cell growth steps (Egan, Schneerson, Werner, & Zon, 1982;
Sturgess et al., 1999). The instability and consequent molecular
mass decrease of the polymer has great significance on the final
global productivity of the vaccine because many steps of the most
recent purification and conjugation processes are based on ultra-
filtration (Albani, da Silva, Takagi, & Cabrera-Crespo, 2012; Takagi
et al., 2008).

The Hib vaccine is composed of a polysaccharide-protein con-
jugate, and the polysaccharide is the molecule present in the
extracellular capsule of the bacterium. The capsular polysaccha-
ride of Hib is formed by units of ribosyl-ribitol, that are linked
together by a phosphodiester linkage, denominated poly-ribosyl-
ribitol-phosphate, PRP (Egan et al., 1982).

The chemical structure of PRP is responsible for its natural insta-
bility. As shown in Fig. 1, the PRP molecule is structurally similar
to the molecule of RNA: the hydroxyl at the carbon 2 of ribose
is located in the proximity of the phosphate group, and in the
presence of free hydroxyls in the milieu this carbon undergoes
transesterification and consequent depolymerization (Egan et al.,
1982). In the case of RNA, this reaction is not only affected by the
concentration of hydroxyls, but also by the presence of mono and
divalent metal ions, such as potassium and magnesium, which are
capable of stabilizing the reactive form of the hydroxyl from ribose
by reducing its pKa of ionization, by facilitating proton transfer or
by acting as a Lewis acid catalyst (Li & Breaker, 1999).

Through their analysis of the PRP molecule, Egan et al. (1982)
demonstrated that ions of sodium and calcium do not become
strongly associated with the polysaccharide chain, even though the
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Fig. 1. Chemical structure of the poly-ribosyl-ribitol-phosphate repetitive unit.

divalent cation is indeed capable of catalysing the transesterifica-
tion reaction and the monovalent cation has a significant effect on
the rate of depolymerization.

The study of the depolymerization rate of PRP as functions of
ambient conditions, such as pH, temperature, and ions concentra-
tions, is of great importance to the search for vaccine production
processes that are less expensive and economically viable. During
all stages of production, i.e., cell growth, purification and chem-
ical conjugation, the molecule is exposed to specific conditions
that may promote chain cleavage. In the PRP production process,
cell growth is conducted at a mildly alkaline pH of 7.5 (Takagi,
Cabrera-Crespo, Zangirolami, Raw, & Tanizaki, 2006), demanding
the addition of sodium hydroxide for pH control and thus increasing
the concentration of monovalent cations. In the purification step,
proteolytic enzymes and endonucleases are used for the removal
of proteins and nucleic acids, and this reaction is conducted in
the presence of magnesium ions at higher pH values (Albani et al.,
2012).

Under these premises, this work proposes the study and quan-
tification of the depolymerization rate of PRP by the measurement
of molecular mass decrease, regarding the effects of pH, tempera-
ture and, sodium and magnesium cations concentration.

2. Materials and methods
2.1. Preparation of PRP

Strain GB3291 of H. influenzae type b was purchased from Insti-
tuto Adolpho Lutz (Sdo Paulo, Brazil). The cells were cultivated in
15L of the Modified Medium Peptone (MMP) described by Takagi
et al. (2006) in a BioFlo 5000 bioreactor (New Brunswick Scientific
Co., USA), until all of the glucose was consumed, as measured using
at Bioliquid glicose colorimetric enzymatic kit (Laborclin LTDA,
Brazil). At this point, the feeding of a concentrated solution of glu-
cose and yeast extract (20% each) at a constant flow rate of 1.2 Lh~!
was initiation, and this feeding was ended when the total volume
in the reactor reached 60 L. Throughout the cultivation, the pH was
controlled at 7.50 with 5 M NaOH, the temperature was maintained
at 37°C, the air flow rate was controlled at 15Lmin~!, and the
dissolved oxygen was maintained at 30% of the saturation by con-
trolling the agitation speed, which ranged from 100 to 500 rpm. The
cells were separated from the culture broth in a continuous tubu-
lar centrifuge with automatic piston discharge (APD75 Celeros Inc,
USA) at 20,000 g and 4°C with a feed flow rate of approximately
200 mLmin~'. The isolation of PRP from the supernatant was per-
formed by a series of diafiltrations on 100 kDa cut-off membranes,
ethanol precipitations and enzymatic hydrolysis, as described by
Albani et al. (2012). The final purified PRP was lyophilized and
stored at —20 °C until use.

Table 1
Values of the variables at different levels in the 24 RCCD for the analysis of PRP
stability.

Variables Levels

-2 -1 0 1 2
NaCl (mM) 0 50 100 150 200
MgCl, (mM) 0 0.75 1.50 2.25 3.00
pH 5.00 5.75 6.50 7.25 8.00
T(°C) 25.00 28.75 32.50 36.25 40.00

2.2. Experimental design

A rotational central composite design (RCCD) was used for the
study of the effects of the four variables (24), namely pH, tempera-
ture (T) and, the molarity of NaCl and MgCl, according to Table 1.
The central point was performed in duplicate. The experiments
were analysed using the STATISTICA® 11 software.

2.3. Measurement of PRP depolymerization rate

The solutions of PRP were prepared to obtain a concentration
of 1000mgL-! and incubated in a water bath at the conditions
specified by the experimental design. Samples were collected over
time for the measurement of the number average molecular mass
(Mp). The M;, was measured by high-performance size exclusion
chromatography (HPSEC) using two serially connected 30 cm TKS
Gel GMPWxI columns (TOSOH Bioscience, Japan). The chromatog-
raphy was performed on a Shimadzu HPLC system, composed of
an isocratic pump (10ADVp), a column oven (CTO-10ASvp), an
autosampler (SIL-10ADvp), a refraction index (RI) detector (RID-
10A), a system control unit (SCL-10AVp) and the Class VP version
6.2 software for data acquisition (Shimadzu Corp., Japan). A fre-
quency of 2Hz was used for the collection of the elution data.
The mobile phase consisted of a solution of 150 mM NaCl, 10 mM
Nap;HPOy, and 0,02% NaN3, pH of which was adjusted to 7.50 using
6 M HClI; this solution was pumped at a rate of 0.6 mLmin~!, and
the temperature of the column and the detector cell were main-
tained at 40°C. The injection volume of all of the samples was
50 wL. Under these parameters, the exclusion volume/time of the
system was determined to be 21.85min or 13.11 mL with Blue
Dextran (Fluka Analytical, Sweden), whereas the total permeation
volume/time was determined to be 35.00 min or 21 mL with dex-
trose; both reagents were prepared at a concentration of 1gL~1,
The elution time of the polysaccharide was converted into values
of molecular mass through a linear correlation between the elu-
tion times of low-dispersity dextrans and the logarithm of their
known molecular mass; six dextran standards with nominal molec-
ular mass (Mp) values of 1.5, 6, 10, 40, 70 and 229 kDa were used
(Fluka Analytical, Sweden). The data were then used to calculate the
number average molecular mass (M;) using Eq. (1) and the mass
average molecular mass (Mw) using Eq. (2), where h; is the height
of the chromatographic signal and M; is the molecular mass value
relative to the elution time of fraction i (Meunier, 1997). The ratio
between the two averages, My, /My, was defined as the dispersity D
of the distribution (Stepto, 2009).

_ 2 h
My = 2 @)

= Sh
For the estimation of the rate of depolymerization, a linear curve
was fitted to the plot of the inverse of the M, values as a func-

tion of time. Based on the theory of random scission of polymers,
the angular coefficient of this curve is proportional to the rate of
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Table 2
Real and codified values of the variables studied in the 24 RCCD.

Assay Real values Codified values Depolymerization
rate (x10°6h-1)
Na* (mM) Mg?* (mM) pH T(°C) Na* Mg?* pH T(°C)
1 150 2.25 6.88 36.25 1 1 0.75 1 6.291
2 150 2.25 6.88 28.75 1 1 0.75 -1 0.950
3 150 225 5.66 36.25 1 1 -1.53 1 1.965
4 150 2.25 5.66 28.75 1 1 -1.53 -1 0.000
5 150 0.75 6.91 36.25 1 -1 0.80 1 5.167
6 150 0.75 6.91 28.75 1 -1 0.80 -1 0.970
7 150 0.75 5.65 36.25 1 -1 —-1.55 1 1.360
8 150 0.75 5.65 28.75 1 -1 —1.55 -1 0.000
9 50 2.25 7.03 36.25 -1 1 1.03 1 6.036
10 50 2.25 7.03 28.75 -1 1 1.03 -1 1.224
11 50 2.25 5.76 36.25 -1 1 -1.35 1 1.326
12 50 2.25 5.76 28.75 -1 1 -1.35 -1 0.000
13 50 0.75 7.07 36.25 -1 -1 1.10 1 4.521
14 50 0.75 7.07 28.75 -1 -1 1.10 -1 1.600
15 50 0.75 5.82 36.25 -1 -1 -1.23 1 1.766
16 50 0.75 5.82 28.75 -1 -1 -1.23 -1 0.217
17 200 1.5 6.18 32.5 2 0 -0.56 0 0.273
18 100 3 6.27 325 0 2 -0.39 0 0.437
19 100 1.5 7.55 325 0 0 2.00 0 10.607
20 100 1.5 6.3 40 0 0 -0.34 2 3.782
21 0 1.5 6.55 325 -2 0 0.13 0 0.282
22 100 0 6.33 325 0 -2 -0.28 0 0.127
23 100 1.5 5.41 325 0 0 -2.00 0 0.453
24 100 1.5 6.29 25 0 0 -0.36 -2 0.171
25 100 1.5 6.28 325 0 0 -0.37 0 0.000
26 100 1.5 6.28 325 0 0 -0.37 0 0.000

polymerization, as visualized from Eq. (3), where M, is the value
of M, at the start of the experiment, k is the rate of the depolymer-
izing reaction, and mg is the molecular mass of the repetitive unit
of the polymer (Bradley & Mitchell, 1988). In the case of PRP, mg
is the molecular mass of the ribosyl-ribitol-phosphate unit and is
equal to 345.22 Da.

1 1 k
Mn - Mo * 2mOt 3)

3. Results and discussion

The capsular polysaccharide from Hib, PRP, was produced
through a fed-batch process and purified by ultrafiltration technol-
ogy, ethanol precipitation and enzymatic hydrolysis with an overall
recovery ratio of approximately 23% in terms of polysaccharide.
For the molecular mass characterization of this polysaccharide, the
necessary calibrations of the size-exclusion column were made
using standard dextrans. The elution profile of six dextran stan-
dards isillustrated in Fig. 2A; the correlation of the elution time and
the logarithm of the molecular weight of the standards is shown
to be linear in Fig. 2B; and was used to determine the relative
molecular weight of our samples.

The purified PRP was characterized as having an initial number
average molecular mass of approximately 275 kDa, with a disper-
sity value not greater than 1.45. The lyophilized polysaccharide was
solubilized in solutions of known pH, which was controlled with
equimolar solutions of Na,HPO4 and NaH,PO4 (10 mM), and with
known NaCl and MgCl, molarities. A total of 26 solutions were
prepared, according to the variations proposed by the 24 RCCD.
However, the solubilization of the lyophilized PRP had the effect of
altering the pH of the solution, despite the presence of the phos-
phate buffer. This behaviour was observed due to presence of a
phosphate group in the PRP molecule, which may change the ion-
ization of the free phosphate groups. Therefore, the real pH values
of the prepared solutions were directly measured, and the values
were then rescaled into the codified values under the range from

—2 to +2. Table 2 shows the final configuration of the experimental
design, with the real pH values and the four codified variables.

Each of the 26 solutions were incubated at the determined tem-
perature and sampled at progressive time intervals. The M, was
immediately measured, and the curve of 1/M; was used to esti-
mate the rate of transesterification of the phosphodiester linkage.
This rate is also shown in Table 2, for each of the conditions tested.
A quadratic model was considered for each of the four variables
tested, and one-by-one interactions between them were also con-
sidered. The coefficients were tested for statistical significance by
taking the standard error from the linear regression and building
a t statistic. A level of significance of 0.05 was initially considered
to account for significant effects. The effects considered significant
and their statistics are listed in Table 3.

The global quadratic model, which accounted for four linear
effects, four quadratic effects, six interactions and one intercept,
had many insignificant variables. These were removed one by one,
starting from the least significant, i.e., from the one with the small-
est absolute value for the ¢ statistic. Through this process the model
can be reduced to a simpler model in which all of the coefficients
with the exception of one were under the level of significance. As
detailed in Table 2, the coefficient related to the effect of Na* molar-
ity in this simplified model has a p-value of 0.082, which is above
the level of significance. Although, we observed that the removal of
this coefficient decreased the overall quality of the model. In fact,

Table 3
Coefficients and statistical significance of the factors considered for PRP
depolymerization.

Factor Coefficient Error t statistic (18) p-Value
[Na*] (Linear) 4.30E-07 2.34E-07 1.84 0.082
pH (linear) 2.78E—-06 2.10E-07 13.19 <0.001
T (linear) 2.08E-06 2.34E-07 8.90 <0.001
[Na*] vs. pH 4.98E-07 2.36E-07 2.11 0.049
pHvs. T 8.37E-07 2.34E-07 3.58 0.002
pH (quadratic) 1.81E-06 2.09E-07 8.69 <0.001
T (quadratic) 6.44E-07 2.22E-07 2.91 0.009
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Fig. 2. (A) HPSEC-RI elution profiles of the dextran standards. The peak at 35 min is related to the salts in the sample buffer that eluted at the total permeation volume. (B)
Linear correlation between the retention times and the logarithm of the molecular weights of the dextran standards.

the removal of this coefficient increased the p-value of the inter-
action between the molarity of Na and pH from 0.049 to 0.121,
thereby considerably surpassing the level of significance. Addition-
ally, both the normality of the residuals and the adjusted coefficient
of correlation decreased. Based on this scenario, we chose to tol-
erate a higher level of significance for the model to include the
effect of the molarity of Na*. Therefore, the experimental data may
provide detailed insights into the factors that contribute to PRP
depolymerization. The pH, temperature (T) and molarity of Na*
were characterized as significant, whereas the molarity of Mg2*
did not appear to have an effect.

The most significant variables, namely the pH and temperature,
were expected to show significance. Fig. 3 shows the response sur-
face for these two variables, at a constant Na* molarity of 100 mM.
Over the range of values studied, it becomes clear that the depoly-
merization rate is increased at pH values over neutrality; and
always increases with increases in temperature. At more acidic pH
values, e.g., at pH values less than 6.5, depolymerization is virtually
non-existent. The quadratic model does predict an increase in the
rate of reaction in the acidic direction, although it may be argued
that it represents a lack of fit in this region because experimental
values are not available.

The effect of Na* molarity can be visualized through its interac-
tion with pH, as shown in Fig. 4. The presence of these monovalent
ions shift the response surface toward the acidic region. The
analysis of the lines at a given pH shows, that an increase the con-
centration of sodium ions increases the rate of depolymerization,
i.e., the monovalent cation increases the action of the hydroxyls
in the alkaline catalysis process. This finding is consistent with a

previous description of the action of potassium cations on the rate
of transesterification of RNA. A monovalent ion may act by stabiliz-
ing the reactive form of the hydroxyl at carbon 2 from ribose, and
by reducing the pKa of ionization of this group (Li & Breaker, 1999).

The effect of Mg2* molarity, despite being well characterized for
the depolymerization of RNA, showed no statistical significance in
this experiment. In the study reported by Li and Breaker (1999), the
effect of this cation was assayed at higher pH values, in the range
from 8.5 to 10.0. At lower pH values, i.e., in the range studied here,
the effect may be not observable. Furthermore, Egan et al. (1982)
reported that divalent calcium ions do not associate intimately
with PRP, which is contrary to what is observed for other polyelec-
trolytes, and this finding may also be true for magnesium. These
researchers also reported that the presence of sodium reduces the
catalytic activity of calcium. In a study of RNA depolymerization, Li
and Breaker (1999) also observed a reduction in the catalytic activ-
ity of magnesium due to the presence of potassium and therefore;
argued that the monovalent ion may shield the phosphate group
from association with the divalent ion. In our experimental design,
no experiment was conducted with the presence of magnesium
alone, i.e., in the absence of sodium. Thus, we may suggest that the
catalytic activity of magnesium on the depolymerization of PRP was
not observed due to both the presence of sodium cations and the
low range of pH values studied.

The characterization of the main factors that contribute to
depolymerization and the quantification of the rates of reaction
as functions of these factors are important for the optimiza-
tion and cost minimization of Hib vaccine production. In the
upstream process, cell growth has limited productivity due to the
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Fig. 3. 3D plot (A) and contour plot (B) of the response surface of the effects of pH and temperature on the rate of PRP degradation, at a fixed NaCl concentration of 100 mM.
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Fig. 5. (A) Measurement and simulation of the decrease in the PRP molecular mass under the pH and temperature conditions used for cell growth. (B) HPSEC-RI elution
profiles of the PRP before and after 25 h of incubation: the continuous line: represents the sample at the beginning of the experiment, and the; dashed line: corresponds to

the sample at the end of the experiment.

fastidious nature of the bacterium’s metabolic network, which lim-
its the total PRP formation. The processes described in the literature
for this step cite the use of mildly alkaline pH values, such as
7.30 and 7.50, the use of physiological temperatures (36-37°C)
and the addition, of large quantities of NaOH (up to 900 mM in
the final broth) during the cell growth for the control of the pH
(Merritt, Allard, O'Toole, Swartz, & Licari, 2000; Takagi et al., 2006).
Based on the results of this study, it is clear that these conditions
are unfavourable for the stability of the PRP molecule. The ongo-
ing depolymerization of PRP during cell growth shall result in a
final product with a low molecular mass, which directly affects the
purification process based on ultrafiltration technology. In our lab-
oratory, we observed that long fed-batch cultivations resulted in
a final PRP molecule with a molecule weight of less than 300 kDa
(data not shown).

To illustrate the severity of this issue, the conditions of cell
growth reported by Takagi et al. (2006) (pH 7.50, 37 °C and 150 mM
NaCl) were replicated. A different sample of purified PRP, with a
starting My, value of 521 kDa and a P value of 1.31, was incubated
under these conditions using the same protocol that used for the
experimental design. As shown in Fig. 5A, a decrease in the molec-
ular mass was observed, which simulates the phenomenon that
occurs in the bioreactor. During a period of 24 h, which is a rea-
sonable duration of a fed-batch process, the molecular mass was
observed to decrease by approximately 16% with an overall depoly-
merization rate of 1.054 x 10->h~1, as calculated using Eq. (3).
Fig. 5B illustrates the elution profile of this sample at the begin-
ning and end of the depolymerization reaction. As shown, it is

possible to observe that the depolymerization process is respon-
sible for shifting the whole distribution toward an increased
retention time and; thus a lower molecular mass. It is also pos-
sible to observe increases in the fraction of smaller molecules in
the population and its dispersity, which showed a value of 1.36 at
the end of the assay.

4. Conclusion

By introducing an ultrafiltration-based PRP purification process,
Albani et al. (2012), observed that low recovery ratios, (in the
order of less than 25%), are correlated with the duration of the
cell growth step. These researchers used, a long fed-batch process,
which resulted in the production of a relatively high quantity of
PRP. However approximately half of the material was lost during
the first ultrafiltration step. As quantified in this work is explained
by the inherent instability of the molecule; associated with the cul-
tivation conditions used. In addition, this instability is responsible
for shifting the whole distribution of the polysaccharide toward
a lower molecular mass and for increasing the fraction of smaller
molecules in the population, which can be easily lost in ultrafiltra-
tion processes. In conclusion, we conclude that the conditions used
during cell growth, mainly pH and temperature, must be changed
to avoid the spontaneous degradation observed. Similarly, the con-
ditions used for the purification process should also be adapted
based on the influence of pH, temperature, and sodium ions on
PRP stability to achieve higher recovery ratios in the downstream
processes.
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