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RESUMO 
 

Cintra FO. Modelagem matemática e otimização da produção de exopolissacarídeo 
de Haemophilus influenzae tipo b. [dissertação (Mestrado em Biotecnologia)]. São 
Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2014. 
 
Haemophilus influenzae tipo b (Hib) é uma bactéria patogênica ao ser humano, 
responsável por pneumonias, septicemias e meningites. O polissacarídeo capsular 
conjugado a proteína é utilizado como antígeno em vacinas polivalentes, onde 
representa mais que a metade do custo total da formulação. O alto custo da vacina 
Hib provém, entre outros, das altas perdas durante os processos de cultivo, 
purificação e conjugação devido à instabilidade química do polissacarídeo. Este 
trabalho tem por finalidade otimizar o processo de produção do polissacarídeo, 
levando-se em conta a interface cultivo/purificação. Primeiramente, foi feita a 
escolha de um modelo cinético que descreve o crescimento celular com inibição por 
acetato, a formação mista de acetato e a formação de polissacarídeo não-associada 
ao crescimento com inibição por acetato. Em seguida, foi realizado um desenho 
experimental para avaliar os efeitos de pH e temperatura sobre os parâmetros do 
modelo. Ficou demonstrado que a velocidade de crescimento é máxima em pH 6,73 
(0,644 h-1); a constante de inibição pelo acetato é maior na região alcalina        
(9,907 gA.L-1 em pH 7,5 contra 5,819 gA.L-1 em pH 6,3); a formação de acetato 
associada ao crescimento é maior no limite superior de pH (0,796 gA.gX

-1 em pH 7,5 
contra 0,477 gA.gX

-1 em pH 6,3), enquanto que a formação não-associada tem maior 
influencia da temperatura, com um máximo em 37 °C e pH 6,3 (0,141 gA.gX

-1.h-1); a 
formação de polissacarídeo apresenta um máximo em condições fisiológicas (45,271 
mgP.gX

-1.h-1 em pH 7,2 e 37,1 °C), com a inibição pelo acetato também maior em pH 
alcalino (12,083 gA.L-1 em pH 7,5 contra 6,541 gA.L-1 em pH 6,3); a liberação de 
polissacarídeo ao sobrenadante também é maior em pH mais alto (88 % em pH 7,5 
contra 55 % em pH 6,3). Tanto a produtividade de polissacarídeo quanto sua massa 
molecular mostraram um valor máximo em pH 7,1, porém a produtividade foi maior 
em temperaturas mais altas (117,89 mgP.L-1.h-1 em 37°C contra 67,24 mgP.L-1.h-1 em 
29 °C) enquanto que para a massa molecular foi observado o contrário (642 kDa em 
29 °C contra 472 kDa em 37 °C). A partir destes resultados, as condições otimizadas 
de cultivo foram definidas como pH de 7,1 e temperatura de 30 °C. Nestas 
condições, a massa molecular obtida foi cerca de 78 % maior (643 kDa) que nas 
condições da literatura de 37 °C e pH 7,5 (361 kDa), com uma produção de 
polissacarídeo equivalente nos dois casos (1400 mgP.L-1). Esse aumento resultou 
em maior recuperação na primeira etapa de purificação (de 44 para 75 %), 
comprovando assim que a nova condição otimizada de cultivo pode contribuir no 
aumento dos rendimentos nas etapas subsequentes de purificação e conjugação do 
polissacarídeo, garantir maior eficiência do processo, possibilitar a diminuição de 
escala e impactar na redução do custo final da vacina. Suporte financeiro de 
Fundação Butantan e BNDES (N° 11.2.0322.1/2012). 
 
 
Palavras-chave: Haemophilus. Polissacarídeos bacterianos. Modelos matemáticos. 
Planejamento de experimentos ótimos. 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)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São 
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-1); the inhibition constant is higher at alkaline pH (9.907 gA.L-1 at pH 
7.5 against 5.819 gA.L-1 at pH 6.3); the growth associated acetate formation is also 
higher at alkaline pH (0.796 gA.gX

-1 at pH 7.5 against 0.477 gA.gX
-1 at pH 6.3) while 

the non-associated part is more influenced by temperature, achieving                 
0.141 gA.gX

-1.h-1 at 37 °C and pH 6.3; the polysaccharide formation presented an 
optimum at physiological conditions (45.271 mgP.gX

-1.h-1 at pH 7.2 and 37.1 °C), with 
the inhibition constant also higher at elevated pH (12.083 gA.L-1 at pH 7.5 against 
6.541 gA.L-1 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 mgP.L-1.h-1 at 37 °C against 67,24 mgP.L-1.h-1 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 mgP.L-1). 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 yields 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 Fundação 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 INTRODUÇÃO 

 

Haemophilus influenzae tipo b (Hib) é uma bactéria de grande importância 

médica, sendo responsável por graves infecções em indivíduos de baixa imunidade, 

como crianças menores de cinco anos de idade e idosos. A Hib é capaz de originar 

quadros clínicos severos, entre eles as pneumonias, septicemias e meningites, 

sendo que a última é a forma pela qual a bactéria se torna mais perigosa, levando o 

enfermo a óbito ou causando sequelas neurológicas graves. As infecções por Hib 

têm sido controladas com sucesso desde a década de 1980 nos países 

desenvolvidos através da vacinação com o polissacarídeo capsular conjugado a um 

carreador proteico. A extensão da cobertura da vacinação a países 

subdesenvolvidos tem sido incentivada por órgãos internacionais de saúde, como a 

Organização Mundial da Saúde (OMS), através da inclusão do componente Hib em 

vacinas polivalentes, como a combinação com as vacinas tríplice de difteria, tétano e 

pertussis (DTP) e com a vacina de hepatite B (HepB). 

A produção da vacina conjugada de Hib é realizada pelas grandes indústrias 

farmacêuticas, e vem sendo implementada em institutos públicos nos últimos anos. 

Entretanto, os processos de produção são demasiadamente caros, tornando a 

inserção do componente Hib como integrante das vacinas um dos principais fatores 

que dificultam a inclusão destas nos programas de imunização globais. O projeto 

institucional no qual este trabalho se insere possui três frentes: 

1) otimização do processo de cultivo celular e produção de polissacarídeo;  

2) otimização e simplificação dos protocolos de separação celular e 

purificação;  

3) otimização da conjugação do polissacarídeo e caracterização do produto 

final.  

Os estudos da etapa de cultivo celular e produção de polissacarídeo são 

centrados na caracterização dos processos bioquímicos envolvidos, com a 

caracterização dos principais fatores que determinam a produtividade do 

polissacarídeo capsular e a recuperação do mesmo nas etapas seguintes de 

purificação. Neste contexto, os objetivos gerais do trabalho desenvolvido nesta 

etapa são: 

 definir os fenômenos químicos e bioquímicos envolvidos na formação e 

isolamento do polissacarídeo capsular; 
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 caracterizar a interface cultivo/purificação como um ponto de grande 

atenção para a otimização da produção do polissacarídeo; 

 simular os processos de produção e purificação a fim de entender os 

mecanismos envolvidos, além de fornecer ferramentas para a predição 

das condições ótimas de produção. 

Uma vez definida a interface cultivo/purificação como uma etapa essencial para 

o desenvolvimento dos bioprocessos relacionados à produção do polissacarídeo, 

novos critérios de otimização são encontrados. Estes critérios devem levar em 

consideração não apenas a produtividade mássica do polissacarídeo capsular, mas 

também a qualidade da molécula, o que irá influenciar na recuperação do processo 

de purificação. Para isso, se faz necessário encontrar modelos teóricos que 

permitam relacionar os fatores importantes para o crescimento celular com a 

purificação, e vice-versa. Assim, os objetivos específicos deste trabalho serão: 

 relacionar as condições de cultivo à estabilidade química do 

polissacarídeo e à sua massa molecular durante o processo; 

 definir as condições de cultivo que alteram as cinéticas de produção 

durante o crescimento através de modelos estatísticos, comparando-os 

aos modelos formais descritos na literatura; 

 otimizar o processo de produção do polissacarídeo no sentido de  

maximizar sua massa molecular; 

 criar bases para um modelo global que relacione a máxima 

produtividade de PRP com as taxas de recuperação durante a 

purificação. 

Inicialmente será apresentada uma revisão bibliográfica, onde serão 

abordadas: a importância da vacinação contra Hib no cenário das políticas públicas 

de saúde; a produção do antígeno vacinal e os gargalos de desenvolvimento que 

dificultam a obtenção de um processo de baixo custo; os fatores químicos e 

bioquímicos que resultam nos gargalos observados; e as ferramentas da Engenharia 

Bioquímica que podem dar subsídio à otimização do processo, tal como a 

modelagem matemática. Posteriormente, serão apresentados os experimentos 

realizados e as metodologias utilizadas na obtenção e tratamento dos dados e os 

experimentos realizados; em seguida, os resultados obtidos juntamente com as 

discussões; e finalizando-se com as conclusões. A parte experimental do trabalho 
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foca na busca por alternativas para manutenção da integridade da molécula durante 

o processo de produção e avalia o impacto das alternativas tomadas nos demais 

parâmetros do processo.  
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2 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

A diretriz principal deste trabalho foi a criação de modelos cinéticos e 

estatísticos para a otimização do processo de produção do polissacarídeo capsular 

de Hib, considerando-se a produtividade global obtida através da consideração da 

interface entre o crescimento celular e a purificação. 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 polissacarídeo 

durante as etapas de UFT realizadas no processo de purificação; demonstrou-se 

também que o PRP é inerentemente instável, sofrendo clivagem espontânea em 

determinadas condições de pH, temperatura e concentração de sais. Pode-se dizer 

com isso que os pH’s elevados usados nos cultivos descritos na literatura e o 

aumento da concentração de íons sódio devido ao controle de pH são alguns dos 

fatores responsáveis pela degradação observada, e ficou evidente que estas 

condições deveriam ser modificadas durante a etapa de crescimento celular para 

evitar as perdas observadas na purificação. 

Para contornar esta problemática, foram realizados cultivos em diferentes 

condições de pH e temperatura, com o objetivo de avaliar como a bactéria se 

comportaria em relação ao seu metabolismo e à qualidade do polissacarídeo obtido 

ao final do processo. 

Para realizar estas avaliações, fez-se necessária a escolha de um modelo 

cinético. Vários modelos descritos na literatura foram testados, e através do critério 

de informação de Akaike foi possível 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 condições. 

O estudo dos parâmetros cinéticos dos modelos obtidos foi feito através de 

ferramentas estatísticas, que possibilitaram evidenciar a importância e a forma de 

atuação do pH e da temperatura sobre as velocidades de crescimento celular e 

formação de produtos, como o acetato e o PRP, além de fornecer informações sobre 

os efeitos de inibição por metabólitos tóxicos. A combinação dos modelos cinéticos 

obtidos permitiu encontrar uma condição ótima para a produtividade de PRP durante 

o cultivo. Esta condição é diferente da descrita em várias fontes, fornecendo assim 

por si só uma informação relevante.  
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A medição da massa molecular durante os cultivos evidenciou que existe 

relação direta entre este parâmetro e as condições de pH e temperatura mantidas 

durante o crescimento celular. Ficou claro também que, além de influenciar nas 

velocidades de degradação da molécula, estes parâmetros tem influência direta 

sobre a massa molecular de síntese do polissacarídeo. O fato de os cultivos 

realizados a menores temperaturas apresentarem PRP de maiores massas 

moleculares indicou que a redução da taxa metabólica permite a ação mais 

controlada da síntese do polímero, provavelmente pela maior processividade das 

enzimas envolvidas. 

Com a comparação entre os perfis de produtividade e de massa molecular 

obtidos, foi sugerida uma nova condição de cultivo que otimizasse a relação entre 

estes dois parâmetros. A replicação do cultivo nessas condições em regimes de alta 

produção observados na literatura resultou em valores muito semelhantes quanto às 

concentrações dos metabólitos. No entanto, o aumento da massa molecular do 

polissacarídeo obtido foi marcante.  

Com o estudo da primeira etapa de purificação, ficou demonstrado que a 

simples mudança na condição de cultivo foi um fator importantíssimo para a 

produtividade global do processo, já que o rendimento inicial foi grandemente 

aumentado. A projeção dos resultados obtidos sobre todo o processo de produção, 

até a vacina final, demonstrou que a escala de produção pode ser reduzida 

consideravelmente. 

O fato de a massa molecular ter influído fortemente sobre uma única etapa da 

purificação evidencia que este parâmetro deve ser acompanhado durante os 

estudos de desenvolvimento de processo para a vacina Hib e utilizado como 

ferramenta de otimização. Os dados obtidos aqui deixam uma série de 

possibilidades para continuação, tanto nas etapas de upstream quanto de 

downstream. Entre elas, pode-se citar: 

 Acompanhar a evolução da massa molecular do PRP durante os 

processos de purificação e conjugação, a fim de evidenciar outras 

etapas de perda de estabilidade; 

 Estudar como o aumento da massa molecular pode influir sobre as 

outras etapas de purificação e conjugação, sendo possível encontrar 

maiores rendimentos em cada uma delas; 
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 Criar modelos para correlacionar a massa molecular do polissacarídeo 

com a permeabilidade nas membranas de ultrafiltração, a fim de unir os 

modelos de produtividade das etapas de crescimento celular e de 

purificação, permitindo encontrar uma condição ótima global;  

 Otimizar outros parâmetros do cultivo celular com base nos modelos 

cinéticos e nas superfícies de resposta obtidos, como os regimes de 

alimentação, com o objetivo de minimizar a inibição pelo acetato e 

maximizar a produção de PRP de alta massa molecular; 

 Ainda com os modelos, aprofundar o entendimento sobre as vias 

metabólicas do microrganismo, elucidando os mecanismos de formação 

de PRP e de acetato, dos fenômenos de inibição metabólica, da 

eficiência energética, etc. 
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