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RESUMO

PAIVA, P. R. Estabelecimento de um meio quimicamente definido para desenvolvimento
de Haemophilus influenzae tipo b e producdo de polissacarideo capsular. 2016. 96 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Sédo Paulo, Séo Paulo, 2016.

Haemophilus influenzae b (Hib) é uma bactéria Gram-negativa, anaerdbica facultativa,
pleomorfica e agente causador de pneumonia, bacteremia e meningite em criancas menores de
cinco anos de idade, idosos e imunodeprimidos. Antes da introdugdo da vacina conjugada
contra Hib no Brasil, o contagio por esta bactéria constituia a causa mais frequente de
meningite na infancia, com alta incidéncia e grande impacto na mortalidade infantil. A
capsula polissacaridica de Hib (PRP) € considerada como principal fator de viruléncia e
utilizado como antigeno vacinal. Hib é considerado um microrganismo fastidioso e requer
micronutrientes para seu desenvolvimento e, por essa caracteristica nutricional, geralmente, se
faz uso de meios complexos em seus estudos. No entanto, meios quimicamente definidos
permitem estudar com maior clareza o metabolismo do microrganismo, o papel e as
necessidades nutricionais dos componentes para o0 crescimento e formacdo do produto de
interesse além de tornar o processo mais consistente. Os meios definidos existentes para Hi
foram descritos para estudos em desenvolvimento de competéncia deste microrganismo. O
objetivo deste trabalho foi estabelecer um meio quimicamente definido economicamente
viavel para crescimento e producdo de PRP por Hib, por meio de planejamento experimental
de Plackett-Burman (PB) e analise estatistica, e analise de custo do meio de cultivo. Nos
ensaios prévios foram selecionados 0s componentes necessarios para compor o meio de
partida, denominado como Meio 2.2, onde Hib atingiu uma DOs4onm de 2,14 UA e 252,16 mg/
L de PRP em 10 horas de cultivo. Este meio foi utilizado no preparo do in6culo e como
referéncia para estabelecer as variaveis independentes do PB de 44 ensaios e seus niveis de
concentracdo estudados. No delineamento experimental foram obtidos valores méximos de
DOsuonm de 5,0 UA, pmax 1,1 h™ e 227,7 mg/L de PRP em 10h de cultivo. Através da analise
estatistica, juntamente com informacdes metabdlicas de Hib, foi verificado que EDTA,
NH4CI, Cyss e PVA podem ser removidos do meio sem impactar no crescimento e na
producdo de PRP, por ndo apresentarem efeitos estatisticamente significativos positivos.
Também foi possivel verificar que Glutamina, Hipoxantina, Inosina, Tiamina e Hemina
apresentaram efeito significativo positivo para a producdo de PRP indicando que o
metabolismo de Hib esteja direcionado para essa finalidade. A presenca de Tween 80 no meio
de cultivo também mostrou ser estatisticamente positiva favorecendo a liberacéo de PRP pela
célula. Através da anélise de custo dos diferentes meios definidos apresentados, foi possivel
verificar que a composi¢do do meio E44 mostrou ser o mais apropriado, considerando o
custo/beneficio para a produgdo de PRP no valor de US$ 16,50. Portanto, o0 meio E44 foi
considerado o meio quimicamente definido estabelecido neste trabalho para cultivo de Hib.

Palavras-chave: Haemophilus influenzae tipo b. Meio quimicamente definido. PRP.
Delineamento de Plackett-Burman. Planejamento experimental. Vacina.



ABSTRACT

PAIVA, P. R. Establishment of a chemically defined medium for development of
Haemophilus influenzae type b and capsular polysaccharide production. 2016. 96 p.
Master thesis (Biotechnology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2016.

Haemophilus influenzae b (Hib) is a Gram-negative, facultative anaerobic and pleomorphic
bacterium that causes pneumonia, bacteremia and meningitis in children under five years old,
elderly and immunocompromised. Before the introduction of conjugated vaccine in Brazil,
Hib spread was the most common cause of meningitis in children with high incidence and
major impact on child mortality. The capsular polysaccharide of Hib (PRP) is considered as a
major virulence factor and used as a vaccine antigen. Hib is considered a fastidious organism,
requires micronutrients for its development and, due to its nutritional characteristics, generally
is made use of complex media in its studies. However, chemically defined media allows to
study more clearly the microorganism metabolism, the role and nutritional needs of
components for growth, product of interest formation and, in addition, make the process more
consistent. The existing defined media for Hi were described for studies in development of
competence of this microorganism. The objective of this study was to establish a chemically
defined medium economically viable for Hib’s growth and PRP production through
experimental design of Plackett-Burman (PB) and statistical analysis, and media culture cost
analysis. In preliminary tests, the components necessary to compose the starting medium have
been selected, referred to Meio 2.2, in which Hib reached DOssonm Of 2.14 AU and 252,16
mg/L of PRP at 10 hours of cultivation. This medium was used for inoculum preparation and
as a reference to establish the independent variables of the PB design of 44 trials and their
levels of studied concentration. In the experiment, maximum values of DOs4onm 5.0 AU, tmax
1.1 h™ and 227.7 mg/L of PRP at 10h of culture were obtained. Through statistical analysis, in
addition to metabolic information of Hib, was found that EDTA, NH4CI, Cyss and PVA may
be removed without impacting growth and PRP production, and did not present a statistically
significant positive effects. It was also observed that Glutamine, Hypoxanthine, Inosine,
Thiamine, and Hemin had significant positive effect on the PRP production indicating that
metabolism is directed to this goal. The presence of Tween 80 in the culture medium also
showed statistically positive favoring PRP release by the cell. Through the cost analysis of
different defined media presented, composition of the medium E44 proved to be the most
appropriate, considering the cost/benefit to the PRP production of US $ 16.50. Therefore, the
E44 medium was considered chemically defined medium determined in this work for Hib
cultivation.

Keywords: Haemophilus influenzae tipo b. Chemically defined medium. PRP. Plackett-
Burman design. Design of experiments. VVaccine.
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1 INTRODUCAO

Haemophilus influenzae é uma bactéria Gram-negativa, anaerébica facultativa,
pleomorfica e patogénica ao homem. As linhagens comensais de Haemophilus influenzae
raramente apresentam cépsulas, ao contrario das linhagens invasivas que sdo capsuladas. As
linhagens ndo-capsuladas, também denominadas acapsuladas ou ndo-tipaveis, podem causar
otite média e infeccBes no trato respiratorio. Enquanto as linhagens capsuladas ou tipaveis,
diferenciadas em 6 sorotipos (a-f), estdo relacionadas com infeccdes mais severas, sendo 0
sorotipo b (Hib) o principal agente causador de pneumonia, bacteremia e meningite em
criangas menores de cinco anos de idade, idosos e imunodeprimidos. A capsula
polissacaridica do sorotipo b denominada de poliribosilribitolfosfato (PRP) aparece como
principal fator de viruléncia e € utilizada, conjugada a uma proteina carreadora, como
antigeno na vacina contra Hib (BREED; MURRAY; SMITH, 1957; LEE, 1987).

Antes da introducdo da vacina conjugada no Brasil em 1999, o contdgio por Hib
constituia a causa mais frequente de meningite na infancia, com alta incidéncia
(aproximadamente 5% da populacgéo infantil) e grande impacto na mortalidade infantil, além
de ocasionar sequelas no sistema nervoso dos infectados (PELTOLA, 2000).

Orgéos internacionais de salde, como a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), vem
incentivando a vacinacdo contra Hib em paises subdesenvolvidos através da inclusdo do
componente contra essa bactéria em vacinas polivalentes, como a combinacdo com a vacinas
triplice de difteria, tétano e pertussis (DTP) e com a vacina de hepatite B (HepB). A vacina
conjugada contra Hib é produzida pelas grandes industrias farmacéuticas e, no Brasil, a vacina
combinada tetravalente DTP-Hib é fornecida ao Ministério da Salde pelo Instituto de
Tecnologia em Imunobioldgicos (Bio-manguinhos) da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz).

Haemophilus influenzae é considerado um microrganismo fastidioso necessitando de
micronutrientes presentes no meio de cultivo e, por essa caracteristica nutricional, geralmente
se faz uso de meios complexos em seus estudos. Particularmente, apresenta deficiéncia em
seu sistema enzimaético, tornando necessario o fornecimento de fatores de crescimento, como
NAD e hemina, na composi¢do do meio de cultivo para Hi (BREED; MURRAY; SMITH,
1957).

O meio de cultivo descrito na literatura para produgdo do polissacarideo capsular de H.

influenzae tipo b é composto por peptona de soja, um composto de origem vegetal, como
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principal fonte de nitrogénio, e suplementado com extrato de levedura, glicose, hemina, NAD
e sais inorganicos (CARTY et al., 1985). Encontram-se relatados meios contendo compostos
de origem animal, como o hidrolisado de caseina, reportado por Merritt et al., (2000). Embora
ideal para o seu crescimento, meios complexos contendo componentes de origem animal séo
inadequados para a producdo de vacina devido ao risco de desenvolvimento de doencas
causadas por prions (JAYME; SMITH, 2000).

O uso de meios quimicamente definidos oferece vantagens em relacdo aos meios
complexos como a reprodutibilidade do processo, ja que 0s componentes presentes no meio
possuem estruturas quimicas conhecidas, alem da composigdo ser quantitativa, permitindo
uma atuacdo consistente das células bacterianas no meio de cultivo. Também torna viavel o
estudo das vias metabolicas das células e das necessidades nutricionais para crescimento e
formacdo do produto de interesse. Além disso, Baltz, Davies e Demain (2010) relatam que o
uso de meios quimicamente definidos também oferece vantagem para eventual aumento de
escala, no processo de purificacdo e também na anélise dos produtos.

Diferentes composicdes de meios definidos sdo reportados para H. influenzae para o
estudo do desenvolvimento da competéncia do microrganismo (BUTLER, 1962; COLEMAN,;
DAINES, 2003; HERRIOTT; MEYER; VOGT, 1970; TALMADGE; HERRIOTT, 1960).
Deixando em aberto, portanto, o estabelecimento de um meio que possibilite o estudo das vias
metabolicas de Hib e suas necessidades nutricionais.
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2  OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar o metabolismo de Haemophilus influenzae tipo b (Hib), através do
estabelecimento de meio quimicamente definido, a fim de melhorar o processo de producéo

de seu polissacarideo capsular.

2.2 Objetivos especificos

e Estabelecer um meio quimicamente definido para Hib;

e Avaliar os componentes do meio quimicamente definido através de planejamento
experimental e avaliacdo estatistica;

e Analisar o custo de formulacdo do meio quimicamente definido para produgdo do

polissacarideo capsular.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Haemophilus influenzae

3.1.1 Taxonomia

Haemophilus influenzae pertence a familia Pasteurellaceae, que também engloba os
géneros Pasteurella e Actinobacillus (BREED; MURRAY; SMITH, 1957), cuja caracteristica
principal é a auséncia das vias de biossintese de NAD. Os membros dessa familia necessitam
obter esse nutriente essencial do ambiente diretamente na forma de NAD ou a partir de um
limitado namero de precursores (O'REILLY; NIVEN, 1986; NIVEN; O'REILLY, 1990). A
necessidade desse nucleotideo piridina tem sido historicamente importante na identificacédo e
classificacdo dos membros da Pasteurellaceae, com espécies que necessitam de
suplementacdo de NAD para crescimento in vitro, descritas como dependentes de fator V
(KILIAN, 1976). Porém, entre as espécies descritas como dependentes de fator V, muitas
excecdes foram identificadas, incluindo algumas espécies do género Haemophilus como H.
paragallinarum, H. parainfluenzae e H. ducreyi, cuja codificacdo de independéncia desse
fator estda presente em um plasmideo (BRAGG; COETZEE; VERSCHOOR, 1993;
WINDSOR; GROMKOVA; KOORNHOF, 1991, 1993). Breed, Murray e Smith (1957)
definem o género Haemophilus como sendo compreendido por microrganismos anaerébios
facultativos que necessitam dos fatores de crescimento Hemina e/ou NAD. Além disso,
também definem que os membros do género sdo quimio-organotroficos, possuindo tanto
metabolismo respiratorio quanto fermentativo.

Pittman (1931) definiu duas categorias de H. influenzae: ndo-capsulada (acapsular) e
capsulada, e caracterizou sorologicamente este ultimo grupo em seis sorotipos diferentes
denominando-os de a-f, com base na precipitacdo de soro imune por substancia capsular, ou
seja, baseado nos diferentes componentes de carboidratos constituintes de cada sorotipo. Essa
caracterizagdo também denominou Hi como tipaveis, quando cepas encapsuladas eram

reativas em soro, enquanto as nao-tipaveis ndo eram reativas.
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3.1.2 Caracteristicas

Haemophilus influenzae sdo células bacterianas Gram-negativas, muito pequenas e
imoveis, que lembram hastes de 0,2 a 0,3 um por 0,5 a 2,0 um, aparecendo sozinhas ou em
pares, ocasionalmente em pequenas cadeias e na forma de longos filamentos (BREED;
MURRAY; SMITH, 1957). Ou seja, sua morfologia reflete as condi¢cdes ambientais em que
estd submetida, como pode ser visualizado na Figura 1.

O genoma de Haemophilus influenzae Rd KW20 foi o primeiro a ser completamente
sequenciado (FLEISCHMANN; ADAMS; WHITE, 1995). Seu genoma possui apenas 1,83
Mb e possui menos de 1700 regides codificadoras de proteinas preditas, sendo que
aproximadamente 1450 (85%) foram atribuidas a uma funcdo provisoria baseada em

comparacges de sequéncias homologas.

26 um y | 25ym

(@ (b)

Figura 1 - Morfologia de Haemophilus influenzae tipo b visualizada em microscopia eletronica em
meio com restricdo de nutrientes (a) e em meio enriquecido (b)

3.1.3 Requerimento Nutricional

Haemophilus influenzae tipo b é uma bactéria fastidiosa e necessita, portanto, de fatores
de crescimento especificos para se desenvolver, sendo NAD e a Hemina imprescindiveis,
além de aminoacidos e vitaminas (BREED; MURRAY; SMITH, 1957; SCHILLING;
PALSSON, 2000).

A primeira etapa da via de biossintese de heme ¢ a formacdo de acido a-
aminolevulinico (ALA) a partir de a-cetoglutarato ou de succinato e glicina em um ramo do

ciclo dos acidos tricarboxilicos. A partir de duas moléculas de ALA, sete reacdes consecutivas
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s80 responsaveis por gerar o grupo heme e o requerimento de hemina por Hib é justificado
pela auséncia de cinco das sete enzimas da via de biossintese deste composto (KEGG, 2016).
Devido a possibilidade de substituicdo de fornecimento de hemina por protoporfirina IX ao
Hi, comprova-se a presenca da ultima enzima da via, a ferroquelatase (protoheme ferrolyase,
EC 4.99.1.1). Esta enzima forma heme a partir da catélise da insercdo de Fe** no precursor
imediato de heme, a protoporfirina IX (GRANICK; GILDER, 1946).

O requerimento de NAD, (nicotinamida adenina dinucleotideo), NMN (nicotinamida
mononucleotideo) ou ribosideo nicotinamida € essencial, como foi determinado por Evans
(1974) e depois comprovado através da andlise gendmica de Hi (FLEISCHMANN; ADAMS;
WHITE, 1995), por este microrganismo ndo possuir as enzimas necessérias a biossintese de
NAD e da maioria das vias do ciclo dos nucleotideos piridina. Além disso, Hi é incapaz de
produzir ATP de novo e esta caracteristica impossibilita a producao de cofatores como NAD e
coenzima A, que requerem a incorporagdo dos grupos adenil do ATP durante sua biossintese.
Mesmo quando hd NAD e pantotenato extracelular, os cofatores ndo conseguem ser
sintetizados devido a necessidade de ATP, agindo como um dreno no estoque de nucleotideo
adenina para os quais ndao ha fornecimento devido a perda de capacidade biossintética. Se
nutrientes que contém o grupo adenil forem fornecidos, permitindo a producdo de ATP, entdo
a producdo desses cofatores podera ser restaurada, caso contrario, a incorporacdo do grupo
adenil do ATP desequilibraria 0 estoque do nucleotideo adenina e violaria as restricbes
estequiométricas indiretamente alocadas nesse estoque (SCHILLING; PALSSON, 2000).

Anadlises in silico das vias metabdlicas de Haemophilus influenzae Rd, relatadas por
Schilling e Palsson (2000), determinaram os componentes minimos necessarios ao seu
crescimento. Como fonte de carbono mais eficaz a frutose, que é possivel substitui-la por
aspartato, fumarato, malato, ribose, glicose, galactose, glicerol, glicerol-3-fosfato, xilose,
acido sialico e fucose, que muitos estdo presentes dentro do meio nicho ambiental ocupado
pela bactéria no hospedeiro; glutamato como principal fonte de nitrogénio; cisteina
fornecendo o requerimento de enxofre; arginina, pantotenato, hemina, tiamina, uracila,

putrescina, espermidina e fosfato.
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3.1.4 Vias metabdlicas

As vias metabdlicas presentes no genoma de H. influenzae possibilitam uma
versatilidade metabdlica em relagédo as diferentes condi¢cdes ambientais em que é exposto em
seu habitat em relacdo a disponibilidade de oxigénio, podendo realizar respiracdo aerdbia e
anaerobia e fermentacdo (SCHILLING; PALSSON, 2000).

Como pode ser visto na Figura 2, Hib possui a via Embden-Meyerhof-Parnass, também
chamada de glicdlise, e via das Pentoses, para degradacdo da glicose completas, porém com
delecdes de algumas enzimas do ramo oxidativo do Ciclo de Krebs como a citrato sintase, a
aconitase e a isocitrato desidrogenase (FLEISCHMANN; ADAMS; WHITE, 1995). Essa
configuragdo metabdlica é associada a bactérias fermentativas em que o Ciclo de Krebs é
apenas direcionado para producédo de precursores para biossintese.

O piruvato, principal produto da degradacdo de hexose, pode ser convertido em outros
componentes como acetato, lactato e formiato. Acetil-CoA pode ser produzida utilizando as
enzimas piruvato desidrogenase ou piruvato formiato liase em condicGes aerobicas e
anaerdbicas, respectivamente. Além disso, o piruvato também pode ser reduzido a D-lactato
pela NAD dependente lactato desidrogenase.

As enzimas do ciclo de Krebs presentes no metabolismo de Hi sdo somente a malato
desidrogenase, fumarato desidrogenase, succinil CoA sintetase e a-cetoglutarato
desidrogenase. Essas enzimas sdo importantes para geracdo de precursores de biossintese e o
restante do ciclo de Krebs também pode se ligar a cadeia de transporte de elétrons através da
acao da fumarato redutase, para obtencédo de esqueletos carbonicos (OTHMAN et al., 2014).

As caracteristicas metabdlicas de Hi permitem o uso de aminoé&cidos, acidos graxos,
lactato e glicerol como fonte de carbono e energia por conseguir desenvolver vias adequadas
para utilizacdo de tais substratos. Os aminoacidos podem ser desaminados e transformados em
intermediarios do Ciclo de Krebs, piruvato, acetoacetil-Coa ou acetil-CoA, conforme o
aminoacido. Da mesma forma, acidos graxos também dao origem a acetil-CoA. A partir de
piruvato, a gliconeogénese pode ser acionada, que consiste na conversdo desse composto a
carboidratos, ou seja, caracterizando o inverso da via glicolitica. A maioria das reagdes dessa
via sdo reversiveis, entretanto a reacdo catalisada pela piruvato quinase, que converte
fosfoenolpiruvato a piruvato, e a fosfofrutoquinase 1, que converte frutose 6-fosfato em
frutose 1,6-bifosfato, sdo irreversiveis, mas conseguem ser transpostas. Em bactérias, piruvato
pode ser convertido diretamente em fosfoenolpiruvato, além de poder ser formado a partir de

oxaloacetato.
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Othman et al., (2014) estudaram o metabolismo central do carbono em duas cepas de H.
influenzae: uma clinicamente isolada de pacientes com COPD (Hi2019) e a cepa de referéncia
Rd KW20 (HiRd). Os autores relataram que, mesmo o ciclo de Krebs incompleto ser
caracteristico de bactérias fermentadoras, H. influenzae possui uma cadeia de transporte de
elétrons versatil com 5 desidrogenases (incluindo NADH, lactato e formiato desidrogenase)
transferindo elétrons para menaquinona e 5 redutases terminais transferindo elétrons para uma
variedade de aceptores incluindo oxigénio, dimetilsulfoxido (DMSO) e outros componentes,
assim como foi verificado no sorotipo b, como pode ser visto na Figura 2. Os componentes da
cadeia respiratdria sdo quase completamente conservados, exceto a formiato desidrogenase e
a lactato desidrogenase. Essa caracteristica permite a bactéria utilizar essa cadeia de transporte
de elétrons versatil para facilmente reoxidar o NADH produzido pela oxidacdo parcial da
fonte de carbono em diferentes condi¢cdes ambientais. Esses autores também relatam que H.
influenzae apresenta um tipo de metabolismo especializado, onde a cadeia respiratoria serve
para suavizar o desequilibrio redox causado pela oxidacdo incompleta da glicose e, a0 mesmo
tempo, fornece meios para converter uma variedade de componentes incluindo nitrito e nitrato
que fazem parte do mecanismo de defesa do hospedeiro (OTHMAN et al., 2014).

Conforme os dados obtidos no banco de dados do KEGG, representado na Figura 2,
pode-se perceber que a auséncia dos trés passos iniciais do Ciclo de Krebs resulta no fato de
que as estruturas carbdnicas provenientes da glicélise nunca chegarem a entrar no ramo
oxidativo do ciclo, podendo resultar no acimulo de moléculas de oxidacdo incompleta tais
como o acetato, lactato e formiato.

O acetato € o metabdlito majoritario durante crescimento aerébico, indicando que a rota
dominante do catabolismo do piruvato é a geracdo de acetil-CoA e posterior conversao a
acetato via acetil-fosfato, produzindo 1 ATP. Entretanto, em condi¢es microaerofilicas, ou
seja, com baixa disponibilidade de oxigénio, a producdo de formiato supera a de acetato. Isso
representa uma mudanca no metabolismo de piruvato e da atividade da enzima piruvato
desidrogenase para um aumento de fluxo através da piruvato formiato liase que, durante
crescimento anaerobico, leva a acumulagdo de formiato como metabdlito majoritario. Essa
mudanca na quantidade de metabolitos produzida é consequéncia da habilidade da bactéria
em manter a homeostase redox na auséncia de aceptores de elétrons externos alternativos

quando o oxigénio torna-se limitante (OTHMAN et al., 2014Db).
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Figura 2 - Esquema das vias metabdlicas centrais de Haemophilus influenzae 10810 (sorotipo b)
FONTE: Interpretacdo de fonte literaria (KEGG, 2016)

3.1.5 Doengas causadas por Hi

Haemophilus influenzae ¢ uma bactéria patogénica especifica do ser humano que

coloniza, principalmente, o trato respiratorio e é adquirida como comensal nos primeiros
meses de vida (BREED; MURRAY; SMITH, 1957). Ao completar 10 meses de idade, 50%

das criancas carregam Hi em sua nasofaringe; aos 24 meses de vida, 80% vai abrigar Hi em

algum momento. Nos primeiros 5 anos de vida, a taxa de predominancia de individuos

infectados é de 26%, sendo que 75% sdo por sorotipos ndo-capsulados (TURK, 1984).



26

Doencas causadas por Hi ndo-capsuladas sdo predominantemente por propagacao
contigua da nasofaringe para estruturas adjacentes, como sinuses, ouvido médio e traqueia,
causando infeccdo de ouvido, sinusite e infeccdes respiratérias (NORDEN, 1982).

Segundo Peltola (2000), 90% das infec¢des invasivas causadas por H. influenzae tipo b
manifestam-se como meningite, pneumonia bacteriana, epiglotite, septicemia, celulite e
infeccOes osteocarticulares (mais frequente artrite septica do que osteomelite) em criancas até
5 anos de idade. Além disso, meningite representa 52% do espectro total de doencas causadas
por Hib. A transmissdo é feita através de goticulas de individuos infectados (nédo
necessariamente sintomaticos) a susceptiveis. Hib também causa infec¢des inflamatdrias
potencialmente graves da face, boca, sangue, epiglote, articulagdes, coracdo, 0ssos, periténio,
e traqueia.

Para invadir o hospedeiro, Hi apresenta fatores de viruléncia, que podem ser estruturas,
produtos ou estratégias que contribuem para 0s microrganismos consigam se instalar. Dentre
eles estdo as proteinas de membrana externa, proteinas de adesdo, proteases, bacteriocinas,

lipopolissacarideo e o polissacarideo capsular (KONEMAN et al., 1997).

3.1.6 Polissacarideo capsular

O polissacarideo capsular de Haemophilus influenzae tipo b foi caracterizado em 1953
como um polimero de D-ribose-fosfato, unido por ligacGes fosfodiéster entre as riboses e
glicosidicas entre as cadeias, chamado de poliribofosfato (ZAMENHOF et al., 1953). Estudos
posteriores identificaram ribitol como um constituinte adicional e propuseram sua estrutura
baseada em quantidade equimolares de ribose, ribitol e fosfato (CRISEL; BAKER,;
DORMAN, 1975).

Evidéncias decorrentes de muitas décadas de pesquisa clinica e experimental de
Haemophilus influenzae tipo b possibilitaram a identificacdo do polissacarideo capsular como
pode ser visualizado na Figura 3, poli-ribosil-ribitol-fosfato (PRP), como um fator de
viruléncia critico em infeccOes sistémicas, e tem demonstrado que imunizagdo passiva com
anticorpos a esse antigeno € efetiva na prevengdo e tratamento dessas infeccBes
(ALEXANDER, 1965). Além disso, pesquisas soroepidemioldgicas tém mostrado que a
resposta imune humana a infecc¢Ges clinicas e a carregamento assintomatico do organismo
geralmente inclui o desenvolvimento de anticorpos ao componente PRP (TURK; GREEN,
1964).
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Figura 3 - Estrutura quimica da molécula de PRP
FONTE: Adaptado de Crisel et al., (1975)

A sintese da capsula polissacaridica de H. influenzae é determinada pela presenca de um
cassete especifico denominado locus cap que, entre todos os sorotipos, pode ser dividido em
trés regibes. Como pode ser visto na Figura 4, na regido I, estdo presentes quatro genes,
chamados de bexA, bexB, bexC e bexD, relacionados com o transporte do polissacarideo
através da membrana celular com gasto de ATP (KROLL; MOXON; RICHARD, 1988). A
regido Il é especifica para cada sorotipo e contém o0s genes relativos a sintese do
polissacarideo capsular (ELDERE et al., 1995). A regido Ill contém os genes hcsA e hcsB
que, assim como na regido I, atuam no transporte do polissacarideo através da membrana
externa (SUKUPOLVI-PETTY et al., 2006). No caso do sorotipo b, a regido Il contém os
genes, bcsl, bes2, bes3 e bes4. Entre eles, apenas o primeiro foi extensamente descrito e é
responsavel pela codificagdo de uma enzima bifuncional gerada pela unido de duas proteinas
da via das pentoses fosfato. Essa enzima atua na reacdo de reducdo da ribulose-5-fosfato a
ribitol-5-fosfato e, em seqguida, faz 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
ligacdo alternada dos grupos ribose e ribitol (ELDERE et al., 1995). Assim, é possivel que a
formacéo do PRP ocorra a partir da Via das pentoses fosfato.
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Regido | Regido 11 Regido IlI

Exportagdo | Biossintese Sorotipo especifico | Exportagio

151016 bexA bexB  bexC  bexD Besl bes2 bes3 besd hesd hesB orf3
Delegio

Figura 4 - Locus cap: (A) Regides e funcdes; (B) Esquema de duplicagdo
FONTE: Adaptado de Eldere et al., (1995)

3.1.7 Epidemiologia

Haemophilus influenzae tipo b € responsavel por mais de 95% das doengas invasivas
causadas por H. influenzae, estimado a causar no minimo 3 milhGes de casos de doencas
graves no mundo todos 0s anos, assim como aproximadamente 386000 mortes (OMS, 2007).

Antes da introducdo da vacina nos Estados Unidos em 1985, Hib era a causa mais
comum de infeccdo bacteriana invasiva e meningite bacteriana em criangas sendo que, das
infectadas, de 3 a 6% morriam e de 20 a 30% dos sobreviventes ficavam com sequelas
permanentes, variando entre perda auditiva leve a retardo mental (BISGARD et al., 1998). No
Brasil, antes da introducdo da vacina, Hib era a segunda causa mais comum de meningite,
sendo responsavel por 1,7 mil casos por ano, com incidéncia média anual de 23,4 casos para
cada 100 mil criangcas menores de um ano. Com a introducgédo da vacina em 1999, o Brasil
registrou uma redugdo de mais de 90% no nimero de casos, incidéncia e obitos de meningite
causada por Hib (PORTAL BRASIL, 2015).

Embora esse problema de satde publica ocorra no mundo todo, as doencgas causadas por
Hib tiveram um peso consideravelmente maior em paises com poucos recursos atribuido a
diversos fatores como licenciamento e disponibilidade de vacinas, falta de dados sobre a

doencga, impacto da vacina, fornecimento inadequado, limitagdo devido ao custo da vacina e
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falta de investimento politico (HAJJEH et al., 2010). Por este motivo, a introducéo da vacina
de Hib nos paises em desenvolvimento vem sendo encorajada pela Organiza¢do Mundial da
Saude (OMS) e pela Global Alliance for Vaccine Innovation (GAVI), que a partir de 2005
colocaram em préatica um programa denominado Hib Initiative, com duracdo de 4 anos em
programas de disseminacao de pesquisas e dados cientificos sobre a bactéria e a doenga a fim
de conscientizar os governos e as instituicdes de salde publica sobre a necessidade de
prevencdo desta enfermidade. Atualmente, esta iniciativa tem resultado na inclusao da vacina
contra Hib nos paises menos desenvolvidos (GLOBAL ALLIANCE FOR VACCINE
INNOVATION, 2013).

3.1.8 Vacinas contra Hib

A primeira vacina contra Hib, disponivel em 1985 na América do Norte, era composta
de polissacarideo capsular tipo b purificado. Entretanto, a vacina polissacaridica é limitada
guanto a imunogenicidade e eficacia quanto a protecdo em criancas devido a incapacidade de
originar uma resposta imune T-dependente (BOOY et al., 1997). Assim, para aumentar a
imunogenicidade da vacina, o polissacarideo foi conjugado quimicamente a uma proteina.

A primeira vacina conjugada licenciada foi a de PRP ligado ao toxdide diftérico (PRP-
D). Em pouco tempo surgiram conjugacdes com toxina diftérica mutante (PRP-CRM*"), com
proteina de membrana externa de meningococo (PRP-OMP), e com toxdide tetanico (PRP-T).
Todos os produtos conjugados tiveram 0 mesmo principio de imunogenicidade que se baseava
na combinacdo com uma proteina carreadora que transforma células T-independentes ao
antigeno (PRP) em células T-dependentes, conferindo uma melhor antigenicidade (AVERY;
GOEBEL, 1929). A conjugacdo do polissacarideo a uma proteina carreadora foi um passo
importante para promover respostas imunolédgicas em lactentes menores do que 2 anos, que é
0 grupo de risco principal do patdégeno (BREUKELS et al., 1999). Além disso, segundo
Wenger (1998) o uso de vacina também diminui as células bacterianas circulantes na
populacdo atraves da diminuicdo do carregamento de Hib na nasofaringe humana. Antes da
utilizacdo da vacina, a taxa de colonizacdo de Hib em lactentes e criancas era de 3 a 5% e,
apos a vacinacao generalizada em alguns paises, essa taxa caiu para quase zero. A reducao das
bactérias circulantes na populagdo resulta em um “efeito manada”, contribuindo para eficécia

da vacinagéo.
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O uso da vacina conjugada de Hib tem praticamente erradicado as doencas invasivas
causadas por Hib, que diminuiram 99% nos paises onde foram utilizadas em grande escala,
alcancando menos de um caso por 100000 criancas menores do que 5 anos (WENGER,
1998).

De acordo com dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a vacina contra Hib
foi introduzida em 189 paises até o ano de 2013. A cobertura global com trés doses da vacina
de Hib é estimada em 52%, mas ha grande variacdo entre as regifes. Nas Ameéricas, a
cobertura é estimada em 90%, enquanto € somente de 18 e 27% nas regies do Pacifico Oeste
e Sudeste Asiatico, respectivamente (OMS, 2015). Esses valores representam a dificuldade de
introdugdo dessa vacina em paises em desenvolvimento e a necessidade do programa Hib
iniciative.

Atualmente, os programas publicos de vacinacdo nao fornecem a vacina de Hib
isoladamente, mas na forma combinada com a DTP (Difteria-Tetano-Pertussis), formando a
tetravalente infantil. Além disso, pode ser incorporada a vacina de hepatite B (HepB) a
tetravalente, formando a pentavalente, ou ainda com a introducdo da vacina inativada de
poliomielite a pentavalente, formando a hexavalente (OMS, 2015).

No Brasil, a vacina contra Hib € fornecida, desde 1999, pelo Instituto de Tecnologia em
Imunobiolégicos (Bio-Manguinhos), unidade da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz),
vinculada ao Ministério da Saude. Desde 2001, este imunizante é associado a fracdo DTP,
produzida pelo Instituto Butantan, e faz parte dos imunobioldgicos disponiveis na rede
publica brasileira (CVE, 2002). Além disso, a partir de 2012, o Ministério da Saude também
implantou no calendario publico de vacinacdo a vacina pentavalente (DTP/HepB/Hib)
adquirida da Novartis/Berna (MS,2012).

3.1.9 Meio quimicamente definido

Os meios de cultura descritos na literatura para producgéo de polissacarideo capsular de
H. influenzae tipo b sdo compostos por peptona de soja, um composto de origem vegetal,
como principal fonte de nitrogénio e suplementado com extrato de levedura, glicose, hemina,
NAD e sais inorganicos (CARTY et al., 1985; MAITRE-WILMOTTE; SPECK; ROKBI,
2009; TAKAGI, 2006). Outros meios relatados utilizam composto de origem animal, como o
hidrolisado de caseina, reportado por Merritt et al., (2000). Embora ideal para o seu
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crescimento, meios complexos contendo componentes de origem animal ndo sdo
recomendados para a produgdo de vacina devido ao risco de desenvolvimento de doencas
causadas por prions (JAYME; SMITH, 2000).

Meios complexos contém componentes como, por exemplo, hidrolisados proteicos de
origem animal ou de vegetais, extrato de levedura, cuja composi¢édo qualitativa e quantitativa
ndo é completamente conhecida nos diferentes lotes de producdo. Para Hib, meios complexos
apresentam produtividade superior quanto a biomassa e producédo de polissacarideo, enquanto
meios sintéticos ou quimicamente definidos descritos na literatura, por sua vez, ndo geram
alta densidade celular Haemophilus influenzae (BUTLER, 1962; COLEMAN; DAINES,
2003; HERRIOTT et al.,, 1970; MERRITT et al., 2000; TAKAGI et al., 2003, 2006;
TALMADGE; HERRIOTT, 1960), entretanto suas caracteristicas sdo vantajosas quando
comparadas as dos meios complexos.

A reprodutibilidade ¢ um grande beneficio do meio definido, ja& que a composicao é
conhecida, 0 que permite uma atuacdo consistente do microrganismo no meio. Além disso,
torna-se vantajoso para estudar as vias metabolicas das células e necessidades nutricionais
para crescimento e formacdo de produto de interesse. Outro beneficio é a formulacdo do meio
definido poder ser melhorada com foco em rendimento ou atuacdo do microrganismo através
do controle individual dos componentes, especialmente algum possivel nutriente limitante. O
uso da formulacdo de um meio quimicamente definido também oferece grande simplicidade
para 0 aumento de escala, no processo de purificacdo e na analise de pureza dos produtos de
interesse (BALTZ; DAVIES; DEMAIN, 2010).

Em ultima andlise, meios definidos permitem maior consisténcia do processo, pois nao
estdo sujeitos a variacdo de lote que os meios complexos oferecem e o controle de qualidade e
monitoramento sdo facilitados, pois todos os componentes do meio de cultivo sdo conhecidos
(BALTZ; DAVIES; DEMAIN, 2010).

Meios quimicamente definidos para Haemophilus influenzae Rd e Haemophilus
parainfluenzae foram reportados na literatura para desenvolvimento da competéncia dessa
bactéria, e para Hib, com foco em crescimento (BUTLER, 1962; COLEMAN; DAINES,
2003; HERRIOTT et al., 1970; TALMADGE; HERRIOTT, 1960). Estes meios tém em
comum em suas composi¢Oes a presenca de arginina, acido glutdmico, histidina, leucina,
tirosina, NaCl, pantotenato de calcio, tiamina, NAD e hemina. Entretanto, ndo se sabe a
influéncia desses componentes na producdo de polissacarideo, ja que este pardmetro nao foi

avaliado nos meios descritos.
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No desenvolvimento de um bioprocesso em escala industrial, o estabelecimento do
meio de cultivo é de expressiva importancia porque sua composicdo pode afetar
significativamente a concentracdo, rendimento e produtividade volumétrica do produto de
interesse (KENNEDY; KROUSE, 1999). Além disso, a composi¢do do meio também pode
resultar na facilidade e custo no downstream, ou seja, na purificacdo do produto final. Por
outro lado, existem muitos desafios associados a definicdo do meio de cultivo e, entre eles,
destaca-se o fato de ser trabalhoso, custoso e demorado por envolver muitos experimentos
para seu estabelecimento (KENNEDY; KROUSE, 1999).

3.2 Planejamento experimental

Muitos trabalhos encontrados na literatura sobre otimizacéo de meios de cultivo iniciam
0S experimentos com uma composi¢do de meio fixa e ttm como objetivo obter a melhor
combinacéo possivel entre componentes determinados. Essa estratégia pode ser referida como
“estratégia fechada” por, de fato, definir um nimero e tipo fixo de componentes utilizados nos
experimentos de otimizacdo. Essa € a situacdo mais simples, porém a desvantagem é a nao
avaliacdo de outros componentes que poderiam trazer beneficios ao meio. Essa estratégia
considera um subconjunto extremamente limitado de possibilidade de delineamentos,
assumindo que o pesquisador tenha escolhido os componentes corretos desde o inicio. A
situagdo contraria, a “estratégia aberta”, estuda qual a melhor combinagdo entre todos os
componentes disponiveis. Dessa forma, essa estratégia é muito mais complexa de lidar,
porque os delineamentos experimentais sdo dificultados. A vantagem da “estratégia aberta” ¢
gue ndo sdo criadas suposicdes de quais sdo 0s componentes mais adequados. O delineamento
estratégico ideal seria comecar com uma estratégia aberta, e entdo mudar para uma estratégia
fechada quando os melhores componentes estiveram selecionados (KENNEDY; KROUSE,
1999).

Delineamentos experimentais estatisticos tém sido utilizados ha muitas décadas e
podem ser adotados em varias fases de uma estratégia de otimizagdo, como para experimentos
de selecdo de varidveis ou para buscar uma condicdo Otima para uma resposta alvo (BOX;
BEHNKEN, 1960).

A otimizacdo das condicGes de cultivo, particularmente dos pardmetros quimicos, sao
de grande importancia no desenvolvimento de qualquer processo biotecnoldgico devido ao

impacto na economia e execucao do processo. A diversidade de interagdes combinatorias dos
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componentes do meio com o metabolismo celular, assim como o grande numero de
constituintes do meio necessario ao metabolismo e producéo celular ndo permitem modelos
satisfatoriamente detalhados. A pesquisa unidimensional com variacdo sucessiva das variaveis
ainda é utilizada, apesar de ser visto como praticamente impossivel para uma pesquisa
unidimensional efetuar um ndmero o6timo finito e apropriado de experimentos (ABDEL-
FATTAH et al., 2005). Métodos de avaliacdo de cada varidvel ndo sdo somente tediosos,
como também podem levar a uma interpretacédo errénea dos resultados, especialmente devido
a interacdo entre os diferentes fatores que € negligenciada (HE et al., 2004).

Uma forma de estudar varias variaveis ao mesmo tempo com menor nimero de ensaios
é¢ o planejamento experimental (KENNEDY; KROUSE, 1999). Esta ferramenta é
fundamentada na teoria estatistica e € utilizada para obter, por exemplo, a melhor composicéo
de meio de cultivo para um determinado microrganismo. Esta metodologia estabelece
correlagBes entre as variaveis independentes (fatores) e uma ou mais varidveis dependentes
(respostas) de forma a observar efeitos sinérgicos ou antagbnicos dos fatores sobre as
respostas (RODRIGUES; IEMMA, 2014).

Recentemente, os resultados de experimentos analisados por um planejamento
estatistico sdo mais reconhecidos do que aqueles realizados pelo tradicional uma-variavel-por-
vez (OVAT - one-variable-at-a-time). Quando se tem muitas varidveis envolvidas no estudo,
como determinacdo das variaveis na composicao de um meio de cultivo, os delineamentos de
Plackett-Burman (PB) sdo os mais adequados como uma estratégia sequencial até a condi¢do
que leva ao objetivo desejado (PLACKETT; BURMAN, 1946; RODRIGUES; IEMMA,
2014).

No estabelecimento e otimizacdo de meios de cultivo € muito comum serem listadas um
grande namero de variaveis a serem avaliadas. Até 8 variaveis independentes, o planejamento
fatorial fracionado é uma excelente ferramenta. Entretanto, acima deste numero, a utilizacdo
da metodologia desenvolvida por Plackett & Burman, se bem utilizada, € muito valiosa para
uma selegéo prévia das variaveis (RODRIGUES; IEMMA, 2014).

O delineamento de Plackett-Burman possibilita um bom e rapido processo de sele¢éo de
variaveis e matematicamente computa a significancia de grande nimero de fatores em um
unico experimento, 0 que economiza tempo e mantém informagbes confiaveis de cada
componente. Abdel-Fattah et al., (2005) confirmaram que o delineamento de Plackett-Burman
é uma ferramenta eficaz para elucidar as varidveis mais importantes que afetam a resposta

estudada.
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Plackett & Burman (1946) apresentam regras para a construcdo de matrizes de
Hadamard de modo a utiliza-las na teoria e na pratica da ciéncia estatistica. Sua utilizagdo
possibilita e fortalece a elegancia das provas algébricas e suas aplicacbes praticas em areas
como, por exemplo, a do planejamento de experimentos. As propriedades 6timas, inerentes as
matrizes de Hadamard, dentre as quais, no contexto desse estudo, destacam-se a
ortogonalidade, a precisdo e a sensivel diminuicdo no nimero de ensaios, enfatizam sua
importancia.

Rodrigues, Kalil e Maugeri (1998) discorrem sobre as vantagens existentes na utilizacao
dos planejamentos de Plackett & Burman, mas argumentam que sua pequena utilizacdo ao
longo do tempo ¢ devida, provavelmente, a dificuldade existente na derivatizagéo teodrica dos
resultados por usuarios que sdo, em sua maioria, ndo iniciados nos assuntos estatisticos. Além
do conhecimento estatistico, esse método exige certo conhecimento de algebra.

Segundo Rodrigues e lemma (2014), é fundamental que se escolha um delineamento de
PB com um nUmero minimo de 4 ensaios a mais do que o numero de varidveis a serem
estudadas no processo para deixar graus de liberdade para calculo do erro padrdo. Além disso,
independentemente do delineamento PB escolhido é imprescindivel a realizacdo de, no
minimo, 3 repeticdes na condicdo do ponto central para estimacdo do erro puro, sendo
possivel avaliar a reprodutibilidade do processo. Do ponto de vista préatico, essa préatica
possibilita verificar se 0 processo esta sob controle ja que ndo sdo feitas replicatas de todos os
ensaios. Outra importancia da realizacdo do ponto central é que a defini¢do dos niveis inferior
(-1) e superior (+1) podem ndo ser as mais adequadas, checando se ha curvatura na regiao

central.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado nos experimentos foi Haemophilus influenzae tipo b cepa
GB3291, adquirida do Nucleo de Colecéo de Culturas do Instituto Adolf Lutz de Sdo Paulo na
forma liofilizada. A propagacdo das células bacterianas para o preparo do lote de trabalho foi

realizado no Laboratoério de Bioprocessos | conforme reportado por Takagi et al., (2003).

4.2 Meio quimicamente definido

Os meios utilizados para dar inicio aos experimentos foram baseados nos meios
propostos por Coleman e Daines (2003), denominado Meio 1, e por Herriott et al., (1970),
denominado Meio 2.

Para compor o Meio 1, utilizou-se o0 meio sintético RPMI 1640 com L-glutamina e 25
mM de HEPES (cat. no. 31800-022; Gibco), Piruvato de Sédio 0,87% (cat. no. 11360-070;
Gibco) e os componentes NAD, Hemina, Uracila, Hipoxantina, Glicose e NaHCO3; foram
pesados e solubilizados individualmente. O meio foi esterilizado por filtragdo em membrana
de 0,22 pm de poro.

Para compor o Meio 2, solucdes-estoque de cada componente foram preparadas
previamente, com excecdo de NAD e Hemina que foram preparadas no momento do uso. As
solucBes de aminoacidos e vitaminas foram esterilizadas por filtragdo em membrana de 0,22
um de poro e estocadas em frascos &mbar em geladeira, com excecdo das solucfes de tiamina
e acido pantoténico que foram congeladas (HERRIOTT et al., 1970). As outras solucGes
foram esterilizadas por autoclavacéo e estocadas em geladeira.

Variagdes nas composi¢des ou concentragcdes dos dois meios mencionados foram
realizadas, conforme Tabela 1. As células destacadas em cinza sdo as modificagdes realizadas
dos Meios de partida 1 e 2.

Para compor os meios de cultivo, aliquotas de cada solucdo foram adicionadas, exceto
as de NAD e Hemina, o pH foi ajustado para 6,0 e, entdo, adicionou-se as solugdes restantes e
ajustou-se novamente o pH final para 7,0. Os meios foram esterilizados por filtracdo em

membrana de 0,22 pum de poro.
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Concentragao (mg/L)

Componentes Meio Meio Meio Meio Meio Meio Meio Meio Meio Meio Meio Meio Meio Meio Meio Meio Meio Meio Meio Meio Meio
1 1.1 1.2 1.3 1.4 2 2.1 2.2 2.3 2.4 25 2.6 2.7 2.8 2.9 2.10 2.11 2.12 2.13 2.14 2.15
Cys 50 50 50 50 50 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200
Asn 50 50 50 50 50 - - - - - - - - - - - - - - - -
Trp 5 5 5 5 5 - - 5) 5) 5 5) - 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Pro 20 20 20 20 20 - - - - - - - - - - - - - - - -
Val 20 20 20 20 20 - - 20 20 20 20 20 - 20 20 20 20 20 20 20 20
Thr 20 20 20 20 20 - - - - - - - - - - - - - - - -
Asp 20 20 20 20 20 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500
Glu 20 20 1300 20 1300 1300 1300 1300 1300 1300 1300 1300 1300 1300 1300 1300 1300 1300 1300 1300 1300
Arg 200 200 200 200 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300
Gly 10 10 10 10 10 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30
Lys 40 40 40 40 40 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
Met 15 15 15 15 15 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Ser 230 230 230 230 230 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
His 15 15 15 15 15 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Leu 50 50 50 50 50 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300
Tyr 28 28 28 28 28 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200
Hidroxipro 20 20 20 20 20 - - - - - - - - - - - - - - - -
lle 50 50 50 50 50 - - 50 50 - 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
GIm 300 300 300 300 300 - - 300 - 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300
Phe 15 15 15 15 15 - - 15 15 15 - 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
Cyss - - - - 120 - - 120 120 120 120 120 120 - 120 120 120 120 120 120 120
Glutationa 1 1 1 1 1 - - - - - - - - - - - - - - - -
Glicose 5000 5000 5000 5000 5000 - 5000 - - - - - - - - - - - - - -
Piruvato de Na™ 8400 8400 8400 8400 8400 - - - - - - - - - - - - - - - -
Glicerol - - - - - 5000 - 5000 5000 5000 5000 5000 5000 5000 5000 5000 5000 5000 5000 5000 5000
Lactato de Na™
50% - - - - - 1600 1600 1600 1600 1600 1600 1600 1600 1600 1600 1600 1600 1600 1600 1600 1600
Tween 80 - - - - - 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 - 20 20
PVA - - - - - 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 -
EDTA - - - - - 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 - 4
Inosina - - - - - 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000
Uracila 87 87 87 87 87 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Hipoxantina 88 - 88 88 88 20 20 20 20 20 20 20 20 20 - 20 20 20 20 20 20
Vitamina B12 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 - - - - - - - - - - - - - - - -
Tiamina.HCI 1 1 1 1 1 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Pantotengto d 925 025 025 025 025 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Biotina 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 - - - - - - - - - - 0,2 - - - - -
Cloreto de colina 3 3 3 3 3 - - - - - - - - - - 3 - - - - -
Acido félico 1 1 1 1 1 - - - - - - - - - - 1 - - - - -
Inositol 35 35 35 35 35 - - - - - - - - - - - - - - - -
Nicotinamida 1 1 1 1 1 - - - - - - - - - - 1 - - - - -
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4.3 Cultivos

4.3.1 Indculo

O pré-inéculo foi preparado transferindo 200 pL de suspensdo bacteriana (1,0 x 10°
UFC/mL) para um frasco erlenmeyer de 300 mL contendo 50 mL de meio de cultura estéril.
Este foi incubado em jarra de anaerobiose a 37 °C por 9 horas (Estufa BOD — Biochemical
Oxygen Demand — TE 391 Tecnal). Um volume da suspensdo bacteriana que resultasse em
DOs40nm final de 0,05 UA foi transferido para frasco erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL
de meio e incubado em agitador rotativo (Incubator shaker — Series 25 — New Brunswick
Scientific) a 37 °C, sob agitacdo de 250 RPM por aproximadamente 13 horas.

Durante os ensaios prévios foi utilizado, no preparo do in6culo, 0 Meio 2, enquanto que
no delineamento de PB realizado, o meio utilizado para este fim foi o Meio 2.2, cujas

composicdes estdo apresentadas na Tabela 1.

4.3.2 Ensaios

Os ensaios foram realizados em agitador rotativo (Incubator shaker — Series 25 — New
Brunswick Scientific) em 300 RPM a 37°C, em erlenmeyers de 500 mL com 100 mL de meio
e DOsgonm inicial de 0,1 UA.

As vidrarias utilizadas nos ensaios foram tratadas com Acido Nitrico 50% aliquotando
cerca de 100 mL do reagente em cada erlenmeyer e deixando em contato por 30 minutos para
remover possiveis residuos de detergente e que poderia provocar inibi¢do no crescimento. Em
seguida, cada vidraria foi lavada exaustivamente com agua purificada para remover residuos

do &cido e autoclavadas para uso.

4.4 Planejamento Experimental

Os experimentos foram desenvolvidos utilizando o delineamento proposto por Plackett
and Burman (1946) devido ao grande numero de variaveis estudadas. A definicdo dos
experimentos e a escolha das matrizes a serem utilizadas foram baseadas nos conceitos

definidos por Rodrigues e lemma (2014), que alegam ser fundamental que se escolha um
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delineamento de PB com um nimero minimo de 4 ensaios a mais do que o numero de
variaveis a serem estudadas no processo, a realizacdo de, no minimo, 3 repeti¢cdes na condicdo
do ponto central e a verificacdo da curvatura na regido central.

A matriz utilizada foi de 44 ensaios, conforme Anexo A. As analises estatisticas foram
feitas pelo software Statistica 10 (Statsoft) considerando um intervalo de confianca de 90% e
p-valor < 0,1.

4.5 Metodologia analitica

4.5.1 Crescimento celular

Para acompanhar o crescimento celular, amostras foram coletadas a cada hora durante o
cultivo para medida de Densidade Optica em 540 nm utilizando Espectrofotdmetro (U-1800
Hitachi). As amostras foram diluidas com solucdo de NaCl 150 mM para que a leitura no
comprimento de ondas selecionado ndo ultrapassasse 0,5 UA e garantisse maior precisdo dos

resultados.

4.5.2 Concentracao de acidos organicos e carboidratos

As concentracOes de acetato, lactato e de glicerol foram medidas em cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC — high performance liquid chromatography). Um volume de
10 pL do sobrenadante de amostra, coletada durante os cultivos, centrifugadas a 4 °C e 10000
RPM previamente diluido em H,SO4 25mM e filtrado em 0,45um foi injetado na coluna de
exclusdo ibnica Aminex HPX-87H (Bio-Rad) montada no sistema cromatografico Infinity
1260 (Agilent Technologies). Como fase movel, foi utilizada solu¢éo aquosa de H,SO4 5 mM
a um fluxo de 0,6 mL.min™ e a temperatura de 60 °C. A aquisicdo de dados foi feita numa
frequéncia de 2 Hz num detector de absorbancia UV-VIS a 210 nm, para &cidos, e num
detector de indice de refragdo para carboidratos pelo software ChemStation (Agilent

Technologies).
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4.5.3 Concentracdo de polissacarideo capsular

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 pL do
sobrenadante de amostra (diluido, se necessario, para concentracdo de 3 a 12 mg/L de PRP)
coletada durante os cultivos, centrifugadas a 4 °C e 10000 RPM, foram adicionados 180 pL de
NaOH 400 mM. A mistura foi incubada a 37 °C por 20 h para a hidrolise alcalina do polimero
de PRP até o monémero de ribosil-ribitol-fosfato, e neutralizada com 180 pL de acido acético
400 mM. Foram adicionados ainda 100 uL de uma solug¢ao contendo ribose-5-fosfato a 200
uM e glicose-6-fosfato a 125 uM como padrao interno. Um volume de 10 uL dessa mistura
foi injetado na coluna de troca aniénica CarboPac PA-10 acoplada a pré-coluna de retencdo
de aminoacidos AminoTrap, montadas no sistema cromatografico ICS5000 (Thermo Fisher
Scientific Inc.). A metodologia de analise incluiu os gradientes de NaOH e acetato de sodio
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 calibragéo foi
construida utilizando-se o padrdo internacional de PRP (MAWAS et al., 2005, 2007).

4.5.4 Concentragdo de aminoacidos

A concentracdo de aminoacidos 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 100 puL do
sobrenadante de amostra diluido 10 vezes, coletado durante os cultivos e centrifugado a 4 °C e
10000 RPM, foram adicionados 900 pL de solugdo de norleucina 4 nM, utilizada como
padrdo interno. Um volume de 10 uL dessa mistura foi injetado na coluna de troca anibnica
AminoPac PA-10 acoplada a pré-coluna AminoPac PA-10, acopladas ao sistema
cromatografico 1CS5000 (Thermo Fisher Scientific Inc.) e detectadas no eletrodo de ouro
AAA-Certified Gold Electrode. A metodologia de analise incluiu os gradientes de NaOH e
acetato de sodio, além da oxidacdo dos aminodcidos no eletrodo de ouro gerada através de
uma rapida sequéncia de potenciais eletroquimicos entre o eletrodo de ouro e o de referéncia
(pH/Ag/AQCI). A waveform utilizada nas analises € a recomendada pelo fabricante para

aminoacidos. A curva de calibracdo foi construida utilizando-se o padrdo AAS-18 da Sigma-
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Aldrich (Sigma-Aldrich Brasil Ltda., Sdo Paulo, S.P., Brasil) incorporado com Glutamina 2,5
nM e Triptofano 2,5 nM para possibilitar a anélise de todos os aminoacidos que compdem o

meio de cultivo estudado.

4.6 Tratamento de dados
4.6.1 Calculo de pmax

O calculo da velocidade especifica maxima de crescimento (Umax) foi realizado a partir
da anélise da evolucdo dos valores de absorbancia 540 nm em funcdo do tempo de cultivo. A
partir desses valores experimentais, foram tracadas as curvas exponenciais de ajuste
utilizando o software Microsoft Excel 2010 durante a fase exponencial do cultivo. O valor
obtido é baseado na equagdo abaixo, que leva em consideragdo o logaritmo neperiano da
biomassa (X) em funcéo do tempo (t) e medido em h™%,

1 dXx

Hmax = ln}-a (1)

4.6.2 Calculo de fatores de conversao

Os fatores de conversao (Y) de substrato (S) em célula (X), substrato em produto (P) e
célula em produto foram calculados levando em consideragdo as concentragdes iniciais (i) e
finais (f) do cultivo, segundo as equacdes 2, 3 e 4. Os valores de S sdo referentes ao glicerol

(g/L), de P ao polissacarideo capsular (mg/L) e X a biomassa expressa em DOsgonm (UA).

_ Xr—Xi
Yx/s —_ E (2)
_ Pg—P;
Yp/s = S=s; ®3)
Pf_Pi

Yerx = 3 7%, (4)
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4.6.3 Andlise Estatistica

A anélise dos resultados obtidos nos ensaios realizados foi feita utilizando o software
Statistica 10 (Statsoft). Foi escolhido o delineamento de Plackett-Burman como DOE
utilizado, cuja significancia estatistica de cada efeito é determinada pelo teste t-Student e o p-
valor determinado, num nivel de significancia de 0,10 e intervalo de confianca de 90%. A
curvatura também foi considerada uma variavel independente assim como a média, e 0s graus
de liberdade, calculados com a subtracdo do nimero de ensaios realizados pelo nimero de

variaveis independentes avaliadas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

ComposigOes de meios de cultivo relatados na literatura para cultivo de Haemophilus
influenzae foram estudadas visando abordar, inicialmente, uma estratégia “aberta” para
estabelecimento do meio com foco em crescimento e na producdo de polissacarideo capsular
de Hib. Nesta etapa foram definidos os componentes que participaram da etapa seguinte, 0
delineamento de Plackett-Burman (PB), que deu inicio a uma estratégia “fechada” para
otimizagdo deste meio, onde 0s componentes e suas concentragdes foram avaliados
estatisticamente. A partir desses experimentos, os meios de cultivo que possibilitaram uma
melhor resposta de Hib aos parametros medidos foram também estatisticamente avaliados

para definir, entdo, 0 meio ideal para atingir os objetivos deste trabalho.

5.1 Definicao de meio de cultivo

5.1.1 Ensaios prévios

Inicialmente, visando avaliar o desenvolvimento de Hib em meios quimicamente
definidos, ensaios préevios foram realizados baseados nos meios descritos nos trabalhos de
Herriott et al., (1970) e Coleman e Daines (2003).

O crescimento de Hib foi avaliado primeiramente utilizando como base o0 meio relatado
por Coleman e Daines (2003), denominado Meio 1. Esta composicéo foi escolhida como meio
de partida por conter um maior nimero de componentes, entre aminoacidos, vitaminas e sais,
em relagdo aos outros meios encontrados na literatura para Hi, garantindo assim o aporte de
nutrientes essenciais para 0 microrganismo estudado.

Algumas modificacbes foram realizadas na concentracdo dos componentes do meio
proposto por Coleman e Daines (2003) baseadas na concentracdo de glicose e dos fatores de
crescimento NAD e Hemina reportadas por Takagi et al., (2006) em meio complexo. Isso foi
feito para garantir que ndo ocorresse inibigdo de crescimento por falta de fonte de carboidrato
e por nutrientes conhecidos como essenciais ao Hib. Além disso, foram testadas quatro
varia¢fes do Meio 1 visando avaliar a importancia da presenca de hipoxantina e cloreto de
amonio no meio de cultivo e a concentragdo dos aminoacidos acido glutamico, cistina e

arginina.
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O crescimento de Hib em Meio 1 atingiu uma DOsonm de 1,8 UA e pmax de 0,33 h™,
como pode ser visualizado na Figura 5, mostrando que o meio testado possui todos os

nutrientes essenciais para este microrganismo.

3
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Figura 5 - Perfil de crescimento de Hib em Meio 1 e variagOes deste Meio

Sabe-se que Hib necessita de bases nitrogenadas, nucleosideos ou nucleotideos no meio
de cultivo para formacdo de acido nucleico, ja que é incapaz de produzir todas as bases
pirimidinas necessarias de novo (WOLIN, 1962). O fornecimento de uracila, presente no meio
de cultivo, é essencial para Hib por este microrganismo nao possuir a enzima uridine
fosforilase (EC 2.4.2.3) responsavel pela formacdo dessa base nitrogenada a partir de uridina
(KEGG, 2016). Como Hib é capaz de formar as outras bases piridimicas, ndo ha necessidade
de inclusdo como componentes no meio de cultivo.

Nesse contexto, para confirmar o requerimento de também uma purina no meio de
cultivo para Hib, retirou-se a hipoxantina da composi¢do desse meio, formando o Meio 1.1.
Como nédo houve desenvolvimento de Hib no Meio 1.1, é possivel admitir que Hib tambem
possui uma deficiéncia enzimatica na formacdo de purinas de novo. Isso pode ser explicado,
ja que o primeiro nucleotideo formado € a inosina-5’-fosfato (IMP), cuja base € a hipoxantina
e, a partir dessa molécula, sdo formados o0 AMP, o GMP e o restante dos nucleotideos
(KEGG, 2016).

Levando em consideragdo 0s aminoacidos, o acido glutdmico € um aminoacido
importante por participar da formacgdo de intermediarios do Ciclo de Krebs incompleto de
Hib, como pode ser visto na Figura 6, e da biossintese de outros aminoacidos como valina,
tirosina, serina, glutamina, fenilalanina, leucina, isoleucina, &cido aspartico e alanina (KEGG,

2016). Por este motivo, formou-se 0 Meio 1.2, ou seja, 0 Meio 1 com suplementacdo desse
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aminoacido baseado na concentracdo encontrada no meio proposto por Herriot et al., (1970).
Essa suplementagéo resultou em um aumento da DOsgonm atingida em 12h de 1,8 para 2,3 UA
e uma velocidade especifica maxima de crescimento de 0,25 h™. Possivelmente devido &
grande diversidade de aminoacidos presentes no Meio 1, a suplementacdo com acido
glutdmico ndo gerou efeitos significativos no crescimento de Hib. Assim como a
suplementacéo desse meio com NH4CI também baseada no meio proposto por Herriot et al.,
(1970), visando avaliar a incorporacao de nitrogénio inorganico por Hib, formando o Meio
1.3, que ndo gerou resultados de crescimento significativamente maiores do que os obtidos no

meio sem este componente.
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s A
Gly +» Ser Acetil-CoA «— Acetoacetil-CoA
¥ n)
Glu T
A 4
e Ser
"
Oxaloacetato _
N [ LR Asp
Malato Y Asp
Asn 4— ASp il a-cetoglutarato < G|y
"4 \ / Glm
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Seta tracejada indica a participacdo dos aminodcidos na formagao de intermediarios de biossintese

Figura 6 - Metabolizacdo de aminodcidos a intermediarios centrais de Hi 10810 (sorotipo b)
FONTE: Interpretacdo de fontes literarias (KEGG, 2016)

Entretanto, baseando-se no destaque dado aos aminoacidos &cido glutdmico, cistina e
arginina no estudo metabdlico de Haemophilus influenzae Rd in silico desenvolvido por
Schilling e Palsson (2000) para formagdo de biomassa, esses componentes foram acrescidos
ao Meio 1, formando o Meio 1.4. Como pode ser visto na Figura 5, o perfil de crescimento
obtido teve fases bem delimitadas e atingiu uma DOsgonm de 2,7 UA e pmax 0,39 h™. Esses
resultados confirmam a importancia de um estudo mais aprofundado dos componentes do
meio e suas concentracOes, ja que estes aminoacidos estdo presentes no Meio 1, mas em
concentragdes reduzidas.

Com os ensaios prévios realizados foi possivel verificar que Hib é capaz de se

desenvolver nos meios quimicamente definido testados. Assim, continuou-se 0s estudos
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avaliando também a biomolécula de interesse, o polissacarideo capsular, para definicdo dos

componentes do meio em estudo.

5.1.2 Definicdo de componentes do meio definido

Primeiramente, foram realizados ensaios utilizando os Meios 1 e 2 com a finalidade de
avaliar o crescimento celular e producdo de PRP. Como pode ser visto na Figura 7, Hib
apresentou um perfil de crescimento linear no Meio 2, ou seja, ndo apresentou fases
exponencial de crescimento microbiano caracteristico, atingiu DOs4onm de 4,3 UA na 122 hora
de cultivo e produziu 298,55 mg/L de PRP. Enquanto no Meio 1 mostrado anteriormente, Hib
produziu 233,55 mg/L de PRP atingiu uma DOs4onm Mais baixa, de aproximadamente 1,8 UA,
porém um perfil de crescimento com fases de adaptacdo e exponencial mais delimitadas. Essa
diferenca de crescimento de Hib nos dois meios testados pode ser justificada tanto pela
diferenca de fonte de carbono entre os dois meios e pelo Meio 1 ser um meio com maior
quantidade de componentes, porém com concentraces mais baixas do que aquelas
encontradas no Meio 2, como pode ser visto na Tabela 1. Esse fato foi comprovado com o
Meio 1.4, onde o aumento da concentracdo de trés importantes aminoacidos afetaram

significativamente o crescimento de Hib.
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Figura 7 - Perfil cinético de crescimento de Hib em diferentes meios quimicamente definidos

Em relacdo a producdo de PRP, observa-se que os resultados de producdo de
polissacarideo capsular obtidos por Hib em meio quimicamente definido estdo na mesma

faixa de concentracdo obtida em meios complexos, conforme relatado por Takagi et al.,
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(2006) que, em meio MMP, atingiu 252,5 mg/L de PRP. Esse fato demonstra a viabilidade de
producdo de PRP por Hib utilizando meio quimicamente definido.

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados cinéticos obtidos utilizando os Meios 1 e 2
e dos diferentes testes realizados para definicdo dos componentes do meio definido
apresentados adiante.

Comparando o cultivo de Hib nos meios estudados, houve um maior crescimento e
producdo de PRP no Meio 2 em comparagdo ao Meio 1, como pode ser visto na Tabela 3 e
Figura 7. Entretanto, como o perfil de crescimento obtido neste meio foi linear e esse
fendbmeno remete a uma possivel limitacdo por nutrientes, experimentos foram realizados

utilizando o Meio 2, visando melhores resultados nos parametros avaliados.

Tabela 3 - Comparagéo de pardmetros cinéticos DOs4o nm, Velocidade especifica maxima de
crescimento e formacao de polissacarideo em diferentes meios testados

Meios  DOssonm®" (UA)  Hmax (W) PRP (mg/L)

1 1,7 0,53 233,55

2 4,3 0,39 298,55
2.1 3,9 0,44 216,74
2.2 4 0,82 386,67
2.3 3,9 0,63 305,5
2.4 3,7 0,48 155,27
25 4 0,74 274,25
2.6 4 0,73 280,5
2.7 4,1 0,73 279,25
2.8 3,9 0,6 345,27
2.9 3,9 0,93 204,5
2.10 3,9 0,87 393,65
2.11 3,7 0,31 371,31
212 4,4 0,94 365,63
2.13 3,9 0,6 358,27
2.14 3,9 0,93 307,38
2.15 4 0,95 199,13

5.1.2.1 Fonte de carbono

A escolha da fonte de carbono é de extrema importancia no estabelecimento dos
componentes de um meio de cultivo para um organismo heterotréfico, ou seja, que obtém

energia a partir da oxidacdo de compostos organicos. Portanto, testou-se substituir o glicerol
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por glicose para verificar se haveria diferenca nos pardmetros avaliados, j& que 0s meios
complexos descritos para Hib (CARTY et al.,, 1985, MAITRE-WILMOTTE; SPECK,
ROKBI, 2009) e os meios definidos estudados (BUTLER, 1962; COLEMAN; DAINES,
2003; TAMADGE; HERRIOTT, 1960) utilizam este componente como fonte de carbono.
Entretanto, Hib apresentou uma fase de adaptacdo maior no Meio 2.1 do que no Meio 2, o que
pode ser justificado pela glicose entrar na célula por transporte ativo, enquanto o glicerol tem
transito livre pela membrana plasmatica da célula bacteriana (BARBOSA; TORRES, 1998).
Além disso, a diferenca entre os perfis pode ter sido gerada devido as vias metabdlicas de
oxidacdo dos carboidratos fornecidos serem opostas. Enquanto a glicose é oxidada
completamente até piruvato através da via glicolitica, o glicerol, assim como os aminoacidos
fornecidos no meio de cultivo, participam da gliconeogénese. Este composto € fosforilado e
entra nas vias centrais do metabolismo através da dihidroxicetona-fosfato, que segue duas
direcoes: vai ser transformada em gliceraldeido-3-fosfato e seguir a via glicolitica até piruvato
e ciclo de Krebs, e em frutose-1,6-bifosfato, que vai seguir a via glicolitica reversa, como
pode ser visto na Figura 2. Portanto, optou-se por manter o glicerol como fonte de carbono,
considerando que ndo houve diferenca significativa no crescimento e a producao de PRP foi

menor no Meio 2.1, atingindo 216,74 mg/L.
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5122 Aminodcidos

Para avaliar se os aminodcidos presentes no proposto por Butler (1962) e ausentes no
Meio 2 teriam efeito estimulatdrio para crescimento ou producdo de PRP por Hib, glutamina,
isoleucina, fenilalanina, triptofano, valina e cisteina foram acrescentados na formula¢do do
Meio 2, formando o Meio 2.2.

Como pode ser visto na Figura 9A, ndo houve aumento significativo na producdo de
biomassa de Hib atingindo DOs4o,m de 4,0 UA, entretanto, essa suplementacdo mostrou-se
favoravel a produgdo de PRP por Hib, aumentando de 298,55 para 386,67 mg PRP/L. Além
disso, houve uma melhor delimitacdo das fases de crescimento e um aumento na velocidade
especifica maxima de crescimento (Hmsx) de 0,39 a 0,82 h™, comprovando a falta de nutrientes
importantes no Meio 2 para um crescimento exponencial de Hib e para producdo de
polisscarideo capsular.

De acordo com o banco de dados do KEGG (2015), glutamina, isoleucina, fenilalanina e
valina sdo produzidas por Hib a partir do &cido glutamico, enguanto cisteina e triptofano sdo
produzidos a partir da serina, que também depende do acido glutdmico para ser produzida.
Portanto, é possivel que a suplementacdo desses aminoacidos tenha agido tanto como fonte de
nitrogénio quanto fonte de carboidrato. Além disso, a glutamina, assim como o préprio acido
glutdmico, pode ser desaminada a a-cetoglutarato, um intermediario do ciclo de Krebs
incompleto de Hib. Ou seja, ndo sdo aminoacidos essenciais ao Hib, mas seu aporte foi
estimulatorio e possibilitou um melhor desempenho de Hib e, portanto, serdo mantidos na
composicdo do meio de cultivo em estudo. O esquema apresentado na Figura 6 mostra a
participacdo dos esqueletos carbdnicos dos aminoacidos na formacdo de intermediarios
centrais do metabolismo incompleto de Hib.

Para avaliar quais aminoacidos adicionados influenciaram o desempenho de Hib
cultivado no Meio 2.2, esses componentes foram removidos individualmente da composi¢do

do meio de cultivo, formando os Meios 2.3 a 2.8.



50

5 5 -
4 - 4 -
< <
23 - 23
: £
@ 2 A o 2 -
2 =)
1 1 -
08+ o®—/ . .
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
Tempo de cultivo (h) Tempo de cultivo (h)
. . -=£F-- Meio 2.2 —+— Meio 2.3 i \€iO 2.4
——Meio2 — 4 —Meio2.2 ——@—-Mei025 = —=-Mei02.6  wrermmrer Meio 2.7
—X - =-Meio 2.8
(@) (b)

Figura 9 - Comparagcdo entre os perfil cinético de crescimento de Hib em Meio 2 suplementado em 6
aminodcidos (a) e a auséncia individual de cada um deles (b)

Como pode ser observado na Figura 9B, ndo houve diferenca no crescimento de Hib,
como se esperava, ja que a formacdo de biomassa utilizando o Meio 2 e 0 Meio 2.2 foi
similar. Entretanto, houveram diferentes valores de pmax € producéo de PRP, conforme Tabela
3. A auséncia de Cisteina no meio de cultivo ndo propiciou diferengas nos parametros
avaliados. Segundo Schilling e Palsson (2000), cisteina é necessaria para Hi como fonte de
enxofre e esta entre os substratos minimos necessarios ao metabolismo da bactéria.
Entretanto, estdo presentes no Meio 2.2 tanto a cistina, que € um aminoéacido formado atraves
da oxidagdo de duas moléculas de cisteina unidas covalentemente através de uma ponte
dissulfeto (Figura 10), quanto a propria cisteina. Visando avaliar se ha preferéncia por Hib
entre estes dois compostos, ambos serdo mantidos no meio de cultivo estudado e
posteriormente avaliados estatisticamente. Além disso, devido as diferengas encontradas nos
valores de Umax € producdo de PRP, a presenca e concentracdao de todos os aminoacidos serdo
estudados na proxima etapa do estabelecimento do meio de cultivo a fim de verificar a

interacdo entre todos 0s componentes e evitar possiveis danos nos parametros estudados.
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Figura 10 - Esquema da reducéo de duas moléculas de cisteina & cistina

5123 Base nitrogenada

Em 1963, Wolin estabeleceu um meio definido para Hib através de um processo de
substituicdo e delecdo de componentes de um meio complexo em que se baseou,
determinando componentes essenciais ao crescimento deste microrganismo. Portanto, de
acordo com esse trabalho e com estudos prévios apresentados, sabe-se que Hib é incapaz de
crescer sem uracila e hipoxantina.

A Hipoxantina é uma base nitrogenada naturalmente derivada de uma purina, que
ocasionalmente € encontrada como constituinte de acidos nucleicos, onde é presente no
anticodon do tRNA na forma de seu nucleosideo, inosina, como pode ser visto na Figura 11.
Nucleotideos purina sdo hidrolisados por uma via em que perdem seu grupo fosfato através da
acdao da 5-nucleotidase. Adenilato gera adenosina, que é desaminada a inosina atraves da
adenosina deaminase, e inosina € hidrolisada a hipoxantina, sua base nitrogenada, e D-ribose
(NELSON; LEHNINGER; COX, 2008). Inicialmente, inosina foi incluida na composicédo de
meios de cultivo para Haemophilus influenzae devido a sua eficiéncia no desenvolvimento da
competéncia da bactéria (CARMODY; HERRIOTT, 1970; RANHAND; HERRIOTT, 1966).
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Figura 11 - Estrutura molecular do nucleosideo inosina (esquerda) e sua base nitrogenada hipoxantina
(direita)
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Como inosina e hipoxantina estdo presentes na composicdo do Meio 2, testou-se
averiguar a importancia da presenga deste nucleosideo e de sua base nitrogenada como
componentes deste meio. Portanto, retirou-se a hipoxantina do Meio 2.2, formando o Meio
2.9. Conforme a Figura 12 e a Tabela 3, pode-se observar que a auséncia de hipoxantina no
meio de cultivo para Hib gerou diferencas no perfil de crescimento de Hib, com uma morte
celular acentuada a partir da 72 hora de cultivo, e uma queda de producéo de PRP para 204
mg/L. Como esta etapa do estudo esta sendo baseada em componentes individualmente, sem
levar em consideracdo a concentracdo, pode-se inferir que a concentracdo de inosina no meio
esteja sendo complementada com a de hipoxantina. Portanto, ndo é possivel decidir a
permanéncia de hipoxantina como componente do meio de cultivo estudado sem averiguar as

concentracdes dos outros componentes, principalmente de inosina.
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Figura 12 - Comparacdo do perfil de crescimento de Hib em meio de cultivo com auséncia de
hipoxantina

5.1.24 Vitaminas

Testou-se também a suplementacdo do Meio 2.2 com algumas vitaminas presentes no
Meio 1 e ausentes no Meio 2, formando o Meio 2.10. A Biotina, uma vitamina que funciona
como coenzima, Cloreto de Colina, um nutriente considerado essencial aos microrganismos e
que se encontra agrupado dentro do complexo de Vitamina B, Acido Félico, uma vitamina
hidrossoluvel pertencente a vitamina do complexo B, Nicotinamida, uma das formas da

vitamina B3, Acido p-aminobenzéico, um composto organico essencial para algumas
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bactérias e designado como vitamina B10 e Riboflavina ou vitamina B2, foram adicionadas
ao meio em estudo.

Verificou-se que ndo ha necessidade desses componentes no meio de cultivo para 0s
parametros avaliados, jA que o cultivo realizado com o Meio 2.2 e 2.10 ndo geraram
diferengas entre producdo de biomassa e PRP, como pode ser visualizado nos resultados
apresentados na Tabela 3. Além disso, Biotina, Riboflavina, Acido Fdlico e Acido p-
aminobenzoico ndo sdo vitaminas essenciais ao Hi por este microrganismo produzir as
enzimas que participam das vias metabolicas envolvidas em suas sinteses (KEGG, 2016).
Esses dados comprovaram os relatos de Butler (1962), j& que avaliou tanto a Biotina como o
Acido Fdlico como desnecessarios ao crescimento de Hi. Ao contrério da Colina, que é um
nutriente necessariamente obtido a partir do meio por Hi ser incapaz de sintetiza-lo. Este
composto é utilizado para sintese de seu fosforilcolina (ChoP) que compde a superficie
exposta de seu lipopolissacarideo (LPS). Essa caracteristica permite a aderéncia da bactéria as
células hospedeiras, aléem de aumentar a resisténcia a peptideos antimicrobianos que tem
como alvo diferencas estruturais entre o hospedeiro e a célula microbiana. Portanto, a colina
usada para sintese de LPS-ChoP € adquirida exclusivamente de fontes ambientais, mas néo é
necessaria para o crescimento de Hi (FAN et al., 2003; WOLIN, 1963) e, por este motivo, nao
impactou os parametros avaliados. O fornecimento obrigatorio de nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD) no meio de cultivo para Hib, garante o aporte da vitamina Nicotinamida,
ja que Hi possui as vias metabdlicas de producdo desse composto a partir de NAD (KEGG,

2016), anulando sua influéncia nos parametros avaliados quando presente no meio de cultivo.

52.1.5 Fatores de crescimento

Considerando que NAD e Hemina sdo compostos essenciais ao desenvolvimento de
Hib, torna-se importante avaliar se as concentracGes desses componentes estavam limitando o
crescimento de Hib ao longo dos cultivos. Portanto, aumentou-se os valores de NAD e
Hemina baseado na composic¢do do meio complexo MMP (TAKAGI et al., 2006), formando o
Meio 2.11.

Através do perfil de crescimento ilustrado na Figura 13 e da analise dos dados

apresentados na Tabela 3, pode-se perceber que os fatores de crescimento estdo em excesso
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no meio MMP, ja que o0 aumento de suas concentra¢cdes no meio estudado ndo interferiu em

nenhum parametro estudado e serdo mantidos conforme a composicéo inicial.
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Figura 13 - Comparacdo dos perfis de crescimento de Hib com aumento da concentragdo de NAD e
Hemina

52.1.6 Fonte de nitrogénio inorgdnico

Como testado anteriormente, a suplementacédo do Meio 1 com Cloreto de Amoénio néo
gerou diferencas significativas nos parametros avaliados. Porém, decidiu-se avaliar a
influéncia deste componente no Meio 2.2, retirando-o de sua composicao e formando o Meio
2.12.

Como pode ser visto na Tabela 3, novamente ndo houve diferencas significativas entre a
presenca e a auséncia do Cloreto de Am6nio no meio de cultivo para Hib. Através do banco
de dados do KEGG (2015), é possivel concluir que Hib é incapaz de assimilar nitrogénio
inorganico como fonte de nitrogénio. Entretanto, Yeruva et al., (2010) relatam que este
composto tem efeito positivo na producdo de PRP por Hib e decide-se avaliar sua

concentracdo antes de retira-lo da composi¢do do meio em estudo.

5127 Outros componentes

Alguns componentes sdo incluidos em meios de cultivo com diferentes finalidades, ao

contrério daqueles que sdo utilizados para nutricdo do microrganismo cultivado. Por isso,
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visando verificar a importancia de Alcool Polivinilico (PVA), um agente detoxificante,
EDTA, um agente quelante, e Tween 80, um detergente, no meio de cultivo, estes
componentes foram retirados individualmente da composi¢do do Meio 2.2, formando o Meio
2.13,2.14 e 2.15, e o crescimento de Hib e producéo de PRP foram avaliados.

Através dos dados apresentados na Figura 14 e Tabela 3, ndo é possivel verificar
influéncia desses compostos nos parametros avaliados, com exce¢do do Tween 80 que gerou
uma queda de producédo de PRP para 199,13 mg/L que, por ser um tensoativo, pode-se inferir
que interfira na liberacdo do polissacarideo capsular da célula para o sobrenadante do cultivo.

Este componente serd mantido na composi¢do do meio de cultivo e avaliado posteriormente.

5
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Figura 14 - Comparacdo de perfis de crescimento de Hib em meios individualmente sem PVA, EDTA
e Tween 80

Como a presenca de um agente quelante em meios de cultivo previne que ions como
calcio, magnésio e ferro formem compostos insollveis com fosfato, além de fornecer uma
reserva solivel de cations que pode ser utilizada pelos microrganismos cultivados
(MEYNELL; MEYNELL, 1965), o EDTA também serd reavaliado e o PVA por ser
considerado um agente detoxificante importante na neutralizacdo de substancias inibitorias
que podem estar presentes no meio de cultivo e metabolitos produzidos, melhorando o
crescimento celular de Hib (KLEIN; LUGINBUHL, 1979; MAITRE-WILMOTTE; SPECK;
ROKBI, 2009; WOLIN, 1963).

Os resultados obtidos nesta etapa inicial possibilitou definir os componentes do meio de
cultivo que serdo utilizados no delineamento experimental de Plackett-Burman, onde serdo

verificadas ndo somente a influéncia de um componente, mas as interagdes entre todos eles.
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Além disso, os experimentos desenvolvidos foram importantes para possibilitar inferir as
concentragfes dos componentes a serem estudadas nesta proxima etapa.

Portanto, de acordo com os dados obtidos, a composicdo do Meio 2.2, apresentada na
Tabela 1, sera utilizado na proxima etapa de estabelecimento do meio para o crescimento e

producdo de polissacarideo de Hib.

5.2 Delineamento de Plackett-Burman

Tendo definido a composi¢do do meio de partida, Meio 2.2, iniciou-se a avaliagdo da
concentracdo dos 36 componentes que 0 compdem.

A Tabela 4 mostra as concentragdes dos componentes do meio estudadas, ou seja, a
composicao dos niveis -1, ponto central e +1, que foram escolhidos inicialmente baseados na
composi¢cdo do Meio 2.2, nos resultados obtidos nos ensaios prévios e nos meios
quimicamente definidos encontrados na literatura para Hib. Os menores valores encontrados
na literatura foram estudados no nivel -1, enquanto os maiores valores, no nivel +1, visando
obter a concentracdo ideal sem causar limitacdo ou inibicdo por substrato. Para o0s
componentes cuja concentracdo entre os meios estudados ndo havia diferenca significativa,
escolheu-se a concentragcdo do Meio 2.2 como ponto central para avaliar se o valor estudado

estava suficiente, em excesso no meio ou em falta.
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Tabela 4 - Composicdo do Meio 2.2 e concentragdes de cada varidvel independente estudada no
delineamento PB 44 realizado

» Meio 2.2 Niveis (g/L)
Variavel Componentes
(9/L) -1 0 1
x1 Cys 0,2 0,2 0,3 0,4
X2 NaCl 58 3,6 5,8 8,0
X3 K,S0, 1,0 0,2 1,0 18
x4 MgCl,,6H,0 0,43 0,2 0,4 0,7
x5 CaCl,*2H,0 0,029 0,01 0,03 0,05
X6 EDTA 0,004 0,0 0,004 0,008
X7 NH,CI 0,22 0,0 0,2 0,4
X8 Asp 0,5 0,4 0,8 1,2
x9 Glu 1,3 0,02 051 1,0
x10 Arg 0,3 0,1 0,2 0,3
x11 Gly 0,03 0,2 0,4 0,5
x12 Lys 0,05 0,3 0,5 0,6
x13 Met 0,1 0,1 0,2 0,3
x14 Ser 0,1 0,2 0,3 0,4
x15 His 0,01 0,1 0,2 0,3
x16 Leu 0,3 0,3 0,5 0,7
x17 Tyr 0,2 0,015 0,065 0,115
x18 GIm 0,3 0,5 0,75 1,0
x19 lle 0,05 0,3 0,4 0,5
x20 Trp 0,005 0,03 0,07 0,11
x21 Val 0,02 0,2 0,3 0,4
x22 Phe 0,015 0,3 0,6 1,0
x23 Cyss 0,12 0 0,2 0,3
x24 Tween 80 0,02 0 0,02 0,04
x25 PVA 0,02 0 0,02 0,04
X26 Lactato de Na*™ 50% 1,6 0,6 1,6 2,6
x27 Glicerol 50 3,0 5,0 7,0
x28 Uracila 0,1 0,1 0,2 0,3
x29 Hipoxantina 0,02 0 0,02 0,03
x30 Inosina 2,0 0,3 1,15 20
x31 K,HPO, 35 2,0 3,5 5,0
x32 KH,PO, 2,7 1,4 2,7 4,0
x33 Tiamina,HCI 0,0045 0,005 0,010 0,015
x34 Pantotenato de Ca*? 0,004 0,002 0,003 0,004
x35 NAD 0,004 0,004 0,007 0,010
x36 Hemina 0,01 0,010 0,015 0,020

Os resultados dos parametros avaliados nos ensaios do PB 44, utilizados como variaveis
dependentes do delineamento aplicado, estdo apresentados na Tabela 5. Como pode ser

observado, os valores de DOssonm em 10 horas de cultivo, momento em que Hib havia
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atingido a fase estacionaria em grande parte dos meios estudados, variaram entre 0,19 e 4,96
UA, tmax de 0,4 21,07 h™, producéo de polissacarideo de 10,61 a 227,15 mg/L na 10? hora de
cultivo e os fatores de conversao foram: Yx;s de 2,72 UA/g, enquanto Yps de 147,55 mg/g e
Yeix de 143,47 mg/UA.

O crescimento obtido por Hib em alguns ensaios do PB44 foi maior do que no meio
Meio 2.2 utilizado como controle, entretanto a concentracdo de PRP obtida foi menor, cuja
média obtida entre os ensaios controle realizados com o Meio 2.2 foi de 2,14 UA e 256,34
mg/L na 10% hora de cultivo. Além disso, como pode ser visto nos perfis cinéticos de
crescimento apresentados na Figura 15, Hib atingiu a fase estacionaria de crescimento em
momentos diferentes, muito provavelmente devido a variacdo na concentracdo de nutrientes e,
possivelmente, por limitacdo desses em alguns casos.

O glicerol residual também foi avaliado nos ensaios realizados e, como pode-se
observar, o menor valor encontrado foi de 0,05 g /L no E14, mesmo ensaio em que O
crescimento de Hib foi um dos maiores entre todos realizados, atingindo uma DOs4onm.de 4,65
UA. Enquanto que o maior valor de glicerol residual foi de 6,72 g/L e ocorreu no E22, que
chegou a uma DOs4onm de 1,35 UA em 10 horas de cultivo e 199 mg/L de PRP.

O glicerol foi fornecido em concentracdes diferentes entre ensaios (3 g/L nos ensaios do
nivel -1, 5 g/L nos ensaios do ponto central e 7 g/L nos ensaios do nivel +1) e, como pode ser
visto na Tabela 5 e no Anexo B, os ensaios E14, E21, E29, E30 e E44 apresentaram as
menores concentracdes de glicerol residual. Esses ensaios possuem o glicerol no nivel -1,
sugerindo, portanto, para evitar uma possivel limitacdo de crescimento por nutrientes, que a
concentracdo desse componente seja mantida, pelo menos, na concentragdo do ponto central.

Os fatores de conversdo obtidos apresentaram valores bastantes distintos entre os
ensaios realizados reafirmando que a variacdo estudada da concentra¢fes dos componentes do
meio causam um grande impacto no metabolismo de Hib. O E11 destacou-se obtendo o0s
maiores taxas de conversdo de substrato em célula e substrato em produto, ou seja, o glicerol
fornecido no meio foi melhor direcionado para producdo de biomassa e PRP em relacdo aos
outros ensaios realizados. Enquanto o E22 também se destacou na conversdo de biomassa em
produto e substrato em produto, favorecendo a producéo do polissacarideo capsular.

Analisando os perfis cinéeticos de crescimento foi possivel verificar que 0s ensaios
realizados no Ponto Central (PC), tiveram um destaque no crescimento de Hib em relacdo a
maioria dos ensaios realizados no PB44, entretanto a média da producdo de polissacarideo

entre os trés ensaios realizados foi menor do que o Meio 2.2 e alguns ensaios do PB44,
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atingindo 147,6 mg PRP/L. Esses resultados condizem com os resultados estatisticos obtidos,
que serdo discutidos em seguida.

Além disso, os ensaios E1, E5, E7, E8, E9, E10, E12, E14, E18, E21, E24, E26, E28,
E29, E30, E31, E34, E40 e E41 do PB 44 também se destacaram em crescimento em relacéo
ao Meio 2.2, nos levando a ver uma ndo associagdo de producdo de PRP ao crescimento de
Hib.

Os ensaios apresentaram perfis cinéticos de crescimento distintos, conforme ilustrado na
Figura 15. Nos ensaios E10, E18, E26, E28, E31 e E40, Hib apresentou uma pequena fase
exponencial seguida de uma fase linear de crescimento e, em 10 horas, ndo atingiram a fase
estacionaria demonstrando uma possivel limitacdo de nutrientes. Ja os ensaios E9, E21, E30 e
E40 demonstraram duas inclinacbes diferentes na curva de crescimento, havendo uma
possibilidade de troca de consumo de substrato, refletindo na mudanca de velocidade de
crescimento. Essa troca pode ser observada nos perfis cinéticos de substrato residual e
producdo de acido organico apresentadas no Anexo B.



Tabela 5 - Variaveis dependentes resultantes dos ensaios do delineamento PB 44
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Ensaios DOs40nm 100 Mmax Glicerol residual PRP Yx/s Yp/x Yp/s
(UA) () (9/L) (mg/L)  (DOssonm/9)  (MY/DOss0nm) (mg/g)

El 2,42 0,59 6,45 135,56 0,76 56,1 42,51
E2 1,58 0,48 2,37 1227 1,05 77,74 81,53
E3 1,56 0,49 2,17 161,74 1,23 103,5 127,24
E4 2,09 0,56 2,13 155,82 0,77 74,67 57,71
E5 2,34 0,47 511 78,93 0,7 33,68 23,62
E6 2,01 0,71 1,95 181,67 0,98 90,24 88,13
E7 2,46 0,75 5,97 151,15 1,79 61,43 109,9
E8 2,38 0,74 6,33 123,95 2,12 52,11 110,69

E9 4,46 0,8 3,95 163,02 1,46 36,58 53,3
E10 4,12 0,71 1,35 172,46 1,81 38,7 70,23
E1l 2,15 0,61 1,98 217,46 2,72 52,82 143,47
E12 2,24 0,42 2,95 110,69 1,74 49,34 85,73
E13 1,59 0,57 2,02 79,71 0,79 50,04 39,72
E14 4,65 0,66 0,05 148,39 1,1 31,9 35,18
E15 1,19 1,07 6,07 34,2 1,33 28,67 38,16
E16 1,74 0,51 2,40 164,66 0,81 94,6 76,33
E17 1,3 0,4 2,06 122,99 0,58 94,3 54,95
E18 4,44 0,69 1,34 114,95 1,1 25,91 28,57
E19 1,31 0,52 6,06 122,82 0,48 93,92 45,26
E20 0,69 0,41 6,60 33,72 0,75 48,64 36,66
E21 331 1,03 0,74 115,64 0,78 34,97 27,13
E22 1,35 0,51 6,72 199,08 0,95 147,55 140,41
E23 1,51 0,75 2,74 72,4 0,98 47,98 46,94
E24 2,32 0,87 6,53 135,2 0,74 58,31 43,27
E25 1,47 0,84 5,85 119,75 1,27 81,59 103,89
E26 2,32 0,88 1,90 94,78 0,68 40,93 27,81
E27 2,01 0,72 6,20 90,22 1,06 44.8 47,35
E28 3,69 0,84 5,21 197,74 0,96 53,59 51,24
E29 2,84 0,59 0,72 1425 1,02 50,16 51,25
E30 4,96 0,83 0,36 158,46 1,15 31,93 36,63
E31 4,24 0,67 5,52 197,43 1,18 46,54 55,05

E32 0,19 0 3,73 10,61 0,31 56,19 17,4
E33 1,74 0,48 6,71 98,69 0,9 56,7 51,11
E34 4,34 0,67 1,16 227,15 1,28 52,3 67,05
E35 1,88 0,62 1,68 175,72 0,56 93,69 52,27
E36 2,13 0,84 6,42 177,28 0,8 83,38 66,81
E37 2,01 0,63 6,21 121,83 0,7 60,68 42,27
E38 0,74 0,45 6,50 51,74 0,67 70,02 46,63
E39 2,17 0,76 2,44 217,27 0,89 100,22 89,38
E40 4,53 0,61 5,42 153,3 1,08 33,87 36,74
E41 3,81 0,71 6,11 165,35 0,95 43,35 41,38
E42 1,95 0,51 6,41 82,37 0,67 42,27 28,18
E43 1,35 0,47 6,45 104,9 0,66 77,87 51,05
E44 1,75 0,54 0,47 226,36 0,69 129,02 89,37

PC1 4,34 0,77 2,30 129,1 0,91 29,75 27

PC2 4,54 0,74 2,61 150,07 0,96 33,06 31,68
PC3 4,76 0,75 2,37 163,64 0,99 34,4 34,21
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5.2.1 Acidos organicos e carboidratos

Devido ao grande numero de ensaios realizados, escolheu-se avaliar com maior
detalhamento, quanto ao consumo de carboidratos e producdo de &cidos, dois ensaios que
atingiram as melhores concentragdes de PRP em relacdo aos outros, porém DOssonm
diferentes: os ensaios E34 e E44. A producédo dos dois ensaios foi de 227,15 e 226, 36 mg/L
de PRP nos ensaios E34 e E44, respectivamente, entretanto a DOsgonm atingida em 10h de
cultivo foi de 4,34 e de 1,75, sugerindo que a producdo de PRP por Hib n&o seja associada ao
crescimento. Porém, como pode ser visto na Figura 16, em 10 horas de cultivo, Hib no ensaio
E34 esta tendendo a atingir a fase estacionaria, podendo, portanto, aumentar seu crescimento
e producdo de PRP, ao contrario do que ocorreu com o ensaio E44, que entrou nesta fase na 62
hora de cultivo. Assim, juntamente com uma menor biomassa produzida, houve uma menor

producdo de acetato, que diferiu entre 1,8 e 1,25 g/L nos ensaios E34 e E44, respectivamente.
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Figura 16 - Cinética dos ensaios (a) E34 e (b) E44 do PB 44 de crescimento (DOsagnm), producao
de acetato e glicerol residual

Além disso, os fatores de conversao estdo de acordo com os resultados obtidos, ja que o
ensaio E34 teve uma taxa de conversdo de substrato em celula de 1,28 g/UA e de substrato
em PRP de 67,05 g/mg, ao contrario do que foi obtido no ensaio E44, que teve Yx;s de 0,69
0/UA e Ypis de 89,37 g/mg. Esses resultados demonstram que o glicerol foi direcionado em
maior proporc¢do para producao de biomassa do que para PRP no ensaio E44 do que o0 ensaio
E34, confirmando a diferenca de crescimentos nos dois ensaios.
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Durante o crescimento aerébico de Hib, o acetato € o principal produto do seu
metabolismo derivado do seu ciclo de Krebs incompleto onde estdo ausentes a citrato sintase,
a aconitase e a isocitrato desidrogenase (FLEISCHMANN; ADAMS; WHITE, 1995), como
pode ser visualizado na Figura 2. A auséncia dos trés passos iniciais desse ciclo resulta no fato
de que as estruturas carbdnicas provenientes da glicolise nunca chegam a entrar no ramo
oxidativo do ciclo, podendo resultar no acimulo de moléculas de oxidagdo incompleta tais
como o acetato, lactato e formiato. Dessa forma, a acetil-CoA produzida pela piruvato
desidrogenase € convertida a acetato, produzindo um ATP. Mesmo com o beneficio do ganho
enérgico, o acetato liberado no meio de cultura pode causar intolerancia a célula bacteriana.
Silva (2010) mostrou que o acumulo de acetato produzido por Hib causa efeitos de inibicéo
sobre a célula. 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 fonte de carbono fornecida. Esses resultados condizem com relatos de Cintra
(2015), que estudou a maximizacdo de PRP atraves de um modelo cinético considerando o
crescimento celular, a formacéo de acetato e PRP. Neste trabalho, foi estabelecido um modelo
cinético que prevé a inibicdo da concentracdo de acetato tanto sobre o crescimento celular
quanto sobre a formacdo de PRP. No caso dos &cidos organicos, que possuem constantes de
dissociacdo relativamente altas, a sua solucdo aquosa apresentard& uma quantidade
consideravel de moléculas ndo dissociadas. Em bactérias Gram negativas, a presenca da
membrana externa constituida de LPS confere uma carga negativa a superficie da célula. A
forma ionizada do acido apresenta baixa permeabilidade a membrana, por também apresentar
carga negativa. J& a forma protonada tem maior permeabilidade, migrando do meio
extracelular para o citoplasma, o ocasionando a inibicdo (BRUL; COOTE, 1999). Portanto, a
formacdo de acetato € um importante fator a ser levado em consideracdo no desenvolvimento
do processo.

Além disso, o lactato, inicialmente em 0,6 g/L nos dois ensaios, foi consumido
totalmente nas primeiras 4 horas de cultivo em ambos os ensaios e 2,5 g/L de glicerol no
ensaio E34 e 2,3 g¢g/L, no ensaio E44. Entretanto, além desses dois componentes, 0s
aminoéacidos presentes nos meio de cultivo também sdo utilizados como fonte de carbono pelo
microrganismo.

A diferenca de consumo entre o glicerol e o lactato por Hib pode ser explicada pelo fato
do lactato ser oxidado diretamente a piruvato e, portanto, a gliconeogénese ser desencadeada
integralmente para a formacédo de glicose-6-fosfato. Entretanto, se a substancia precursora da

gliconeogénese for o glicerol, esta via é parcialmente desenvolvida, necessitando utilizar
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outros componentes presentes no meio para complementar a formacéo dos precursores. Por
este motivo, além de ter aparecido como estatisticamente significativo para o crescimento de
Hib nas andlises, no préximo delineamento realizado serdo aumentadas as concentracdes de
trabalho de lactato para verificar se ha influéncia nos parametros avaliados. Como néo houve
consumo de grande parte do glicerol adicionado no meio E34 (3g/L) e nesta situagédo foi
obtido crescimento e produgdo de PRP significativos em relagdo aos outros ensaios, sua

concentracdo no nivel (+1) sera diminuida no proximo delineamento.

5.2.2 Andlise de aminoacidos

O consumo de aminoacidos também foi avaliado nestes mesmos ensaios E34 e E44, que
se destacaram quanto a producéo de polissacarideo capsular. E comum o uso, por bactérias, de
aminoacidos, acidos graxos, lactato e glicerol como fonte de carbono e energia. Entretanto,
devido ao sistema enzimatico deficiente de Hib, poucos aminoécidos conseguem formar
componentes do metabolismo energético central de Hib, como pode ser visto na Figura 6.

Quanto aos aminoacidos fornecidos para Hib no meio estudado, estes podem ser
desaminados, transformando-os em intermediarios do seu ciclo de Krebs incompleto,
piruvato, acetoacetil-CoA ou acetil-CoA, dependendo do aminoacido. Como pode ser visto
na Figura 17, houve um destaque no consumo dos aminoécidos Serina, Leucina, Acido
Aspartico, Triptofano e Glutamina, cujas faixas de concentracdo estudadas foram aumentadas
no proximo delineamento para evitar limitacdo de substrato. A serina pode ser transformada
em piruvato, glutamina em a-cetoglutarato, acido aspartico em fumarato e oxaloacetato,
conforme Figura 6. J4 o Acido Glutdmico foi pouco consumido neste ensaio, possivelmente
porque Hib é capaz de produzi-lo a partir de diversos outros compostos, como glutamina,
fenilalanina, tirosina, prolina, isoleucina, valina, o-cetoglutarato, &cido aspartico, alanina
(KEGG, 2016).

Né&o foi possivel detectar a Arginina na analise cromatografica com precisdo, mas sabe-
se que € um aminoacido essencial para Hib (KEGG, 2016) e, portanto, testou-se aumentar sua
concentracédo de estudo e avaliar sua importancia para producédo de PRP.

Glicina e Fenilalanina, alem de ndo serem muito consumidas nos ensaios estudados,
apresentaram-se como estatisticamente significativas com efeitos negativos para crescimento

de Hib e, portanto, testou-se retira-las do meio estudado, assim como Metionina e Histidina,
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que ndo geraram efeitos e foram pouco consumidas. A glicina produz serina e esta, por sua
vez, produz piruvato. Como a serina estid presente no meio de cultivo, a retirada desse
componente do meio ndo implicard em prejuizos na producdo dos precursores de biossintese
de Hib. Lisina e Isoleucina foram pouco consumidas e ndo geraram efeitos estatisticos e,
dessa forma, diminuiu-se as concentragdes estudadas.

Valina foi analisada de uma forma diferenciada por ndo ter demonstrado efeito nos
parametros estudados, mas ter sido bastante consumida no ensaio E34 e, portanto, preferiu-se
manter a mesma concentracdo estudada para evitar que a diminuicdo desse aminoacido

pudesse causar limitagdo de substrato em meios que produzem um maior crescimento.
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Figura 17 - Consumo de aminoacidos nos ensaios (a) E34 e (b) E44 do PB 44

5.2.3 Analise estatistica

A partir da realizacdo da andlise estatistica dos dados, apresentada na Tabela 6, foi feita
uma andlise individual de cada componente no intervalo de concentracdo trabalhado.
Portanto, NaCl, Glicina, Fenilalanina, KH,PO, e NAD foram estatisticamente significativos e
tiveram efeito negativo a producdo de biomassa de Hib, ou seja, o aumento de suas
concentragdes gerou um menor crescimento de Hib. Enquanto o aumento das concentragoes
de CaCl,.2H,0, Serina, Tirosina, Inosina, Tiamina e Hemina gerou um efeito positivo na
formacdo de biomassa. Assim como Serina, Histidina e Tiamina foram estatisticamente

significativos e favoreceram a velocidade maxima especifica de crescimento e KH;POy,
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desfavoreceu. Os outros componentes do meio de cultivo ndo foram estatisticamente
significativos na faixa de concentracdo estudada em relacdo a formagéo de biomassa de Hib.

Em relacdo a producdo de PRP, pode-se inferir que o aumento de NaCl, MgCl,.6H,0,
NH,4CI, Acido glutdmico, Tirosina, Triptofano, Fenilalanina, Cisteina, Glicerol, Uracila,
KH,PO, e Pantotenato de Calcio, desviaram as rotas metabolicas de Hib da producédo de PRP,
ja que estes componentes apresentaram efeitos negativos estatisticamente significativos para
este parametro. Enquanto Glutamina, Hipoxantina, Inosina, Tiamina e Hemina que
apresentaram efeito positivo, direcionaram, provavelmente, o metabolismo de Hib para estas
vias. Aléem disso, a presenca de Tween 80 no meio de cultivo, por ser um tensoativo, parece
favorecer a liberacdo do polissacarideo capsular da célula para o sobrenadante do cultivo.
Esse fato pode ser interessante para facilitar o downstream, na recuperacao e purificacdo do
produto de interesse.

O aumento das concentracfes de Tirosina, Triptofano, Lactato de Sodio, KoHPO,,
Tiamina e Hemina geraram efeito positivo para o glicerol residual, tendo em vista que
essas variaveis independentes apresentaram efeito estatisticamente significativo positivo para
esse parametro. Ou seja, 0 aumento desses componentes no meio de cultivo gerou um
aumento do glicerol residual, sugerindo a utilizacdo dos esqueletos carbdnicos de compostos
diferentes do glicerol para serem utilizados no metabolismo central de Hib. Pelo contrério, o
consumo de glicerol foi favorecido por NaCl, Glicina, Fenilalanina, KH,PO, e NAD, que
apareceram com efeitos estatisticamente negativos para essa variavel dependente.

Para os fatores de conversdo, a andlise estatistica revelou a Inosina com efeito
estatisticamente significativo positivo para Yxs e fenilalanina, negativo. Para Ypx, 0 aumento
de Fenilalanina e o Tween 80 apresentou efeitos estatisticamente significativos positivo e
MgCl,.6H,0, Acido Glutdmico, Arginina, Serina, Tirosina, Triptofano, Cisteina, Lactato de
Sodio, K,HPO, e Tiamina, negativo. Além disso, para Ypss, Glicina e Inosina geraram efeitos
positivo, enquanto MgCl,.6H,0, Tirosina, Triptofano, Cisteina, Lactato de Sodio e K;HPOy,

negativo.



Tabela 6 — Anélise estatistica contendo os efeitos das variaveis independentes estudadas no PB 44
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Variaveis DOs40nm 10h Hmax h Glicerol Residual (g/L) PRP 10h (mg/L) Yx/s (DOs4onm/9) Yp/x (M@/DOs40nm) Yp/s (mg/g)
independentes Efeito  p-valor Efeito  p-valor Efeito p-valor Efeito p-valor Efeito p-valor Efeito p-valor Efeito  p-valor

Média 25 0,0 0,6 0,0 2,6 0,0 134,8 0,0 1,0 0,0 62,1 0,0 60,4 0,0

Curvatura 42 0,0 0,2 0,3 43 0,0 25,6 0,2 -0,1 0,8 -59,4 0,0 -59,0 0,0

Cys -0,1 0,6 0,0 0,8 -0,1 0,4 -6,2 0,2 0,1 0,6 -0,6 0,9 5,6 0,3

NaCl -0,8 0,0 -0,1 0,4 -0,6 0,0 -38,1 0,0 0,1 0,5 0,3 0,9 6,6 0,3

K,SO, 0,0 1,0 0,0 0,6 0,2 0,4 -1,5 0,8 -0,1 0,4 -0,4 0,9 -6,5 0,3

MgCl,.6H,0 0,0 0,8 0,0 0,6 0,3 0,1 -20,5 0,0 -0,1 0,6 -11,4 0,0 -16,1 0,0

CaCl,.2H,0 0,6 0,0 0,1 0,3 0,4 0,2 79 0,1 0,0 09 -4,6 0,3 -2,0 0,7

EDTA -0,2 0,3 0,0 0,8 -0,1 0,4 -6,7 0,2 0,0 1,0 1,6 0,7 1,8 0.8

NH,CI -0,3 0,1 -0,1 0,2 -0,2 0,2 -25,0 0,0 0,0 0,9 -3,0 0,5 -2,1 0,7

Asp -0,2 0,3 -0,1 0,3 -0,2 0,5 -8,0 0,1 -0,1 0,7 5,4 0,2 39 0,5

Glu 0,0 0,9 0,0 0,7 -0,2 0,2 -20,8 0,0 0,0 1,0 -7,0 0,1 -6,1 0,3

Arg 0,2 0,3 0,1 0,3 0,0 0,8 2,2 0,7 0,2 0,1 -6,9 0,1 8,5 0,2

Gly -0,4 0,0 0,1 0,3 -0,6 0,0 -3,2 0,5 0,1 0,4 4,9 0,2 12,7 0,0

Lys 0,0 0,9 0,1 0,3 0,2 0,7 -5,8 0,3 0,0 0,9 -2,5 0,5 -2,3 0,7

Met 0,3 0,2 0,1 0,3 0,3 0,3 78 0,1 0,1 0,7 -2,8 0,5 -0,8 0,9

Ser 0,4 0,1 0,1 0,1 -0,3 0,4 -0,7 0,9 0,3 0,1 -11,2 0,0 3,4 0,5

His 0,0 1,0 0,1 0,1 -0,3 0,4 -6,7 0,2 0,1 0,5 -4,8 0.3 2,4 0,7

Leu 0,3 0,2 0,0 0,5 0,0 0,9 1,2 0,8 0,1 0,6 -3,3 0,4 1,7 0,8

Tyr 1,0 0,0 0,0 0,6 0,8 0,0 -27,7 0,0 0,0 1,0 -33,8 0,0 -32,7 0,0

Glm 0,1 0,7 0,0 0,7 0,0 0,8 15,1 0,0 0,0 0,8 2,9 0,5 -1,2 0,8

lle 0,0 0,9 -0,1 0,1 0,0 0,9 -3,4 0,5 0,0 0,9 -2,0 0,6 -3,6 0,5

Trp 0,1 0,6 0,1 0,3 0,4 0,1 -15,7 0,0 -0,1 0,6 -13,9 0,0 -18,0 0,0

Val 0,1 0,8 0,0 0,5 0,2 0,2 -2,3 0,7 -0,2 0,2 4,5 0,3 -6,3 0,3

Phe -0,9 0,0 -0,1 0,3 -0,6 0,0 -15,6 0,0 -0,3 0,1 14,6 0,0 -4,0 0,5

Cyss -0,3 0,1 0,0 0,7 -0,2 0,4 -23,2 0,0 -0,1 0,5 -8,9 0,1 -111 0,1

Tween 80 -0,1 0,7 0,0 1,0 0,3 0,2 21,0 0,0 -0,2 0,1 14,6 0,0 1,2 0,8

PVA -0,2 0,3 0,0 0,8 0,0 0,8 3,2 0,5 -0,2 0,3 6,8 0,1 3,0 0,6

Lactato Na*™* 50% 0,2 0,4 0,1 0,2 0,5 0,0 -8,4 0,1 -0,2 0,2 -7,8 0,1 -18,2 0,0

Glicerol -0,3 0,1 0,1 0,4 -0,1 0,5 -20,7 0,0 -0,1 0,7 -5,0 0,2 -5,8 0,3

Uracila -0,2 0,3 0,0 0,8 -0,2 0,4 -13,1 0,0 -0,1 0,6 -5,4 0,2 -7,2 0,2

Hipoxantina 0,2 0,3 0,0 0,7 0,1 0,6 9,2 0,1 0,1 0,7 35 0,4 7,5 0,2

Inosina 0,8 0,0 0,0 0,5 0,1 0,7 39,0 0,0 0,4 0,0 0,9 0,8 22,9 0,0

K,;HPO, 0,1 0,6 -0,1 0,2 0,5 0,1 -6,2 0,2 -0,1 0,5 -10,0 0,0 -12,4 0,1

KH,PO, -0,5 0,0 -0,1 0,1 -0,5 0,1 -34,8 0,0 -0,1 0,4 -6,5 0,1 -9,0 0,1

Tiamina,HCI 0,4 0,1 0,1 0,1 0,5 0,1 10,4 0,1 0,1 0,6 -9,4 0,0 0,6 0,9

Pantotenato Ca*? -0,3 0,2 -0,1 0,2 -0,4 0,2 -10,1 0,1 0,0 1,0 -0,2 1,0 1,2 0,8

NAD -0,4 0,0 0,0 0,7 -0,4 0,1 -7,5 0,2 0,0 0,8 2,2 0,6 1,5 0,8

Hemina 0,8 0,0 0,0 0,8 0,5 0,0 0,2 0,3 -4,3 0,3 5,2 0,4 5,2 0,4

As células em cinza representam os valores estatisticamente significativos (p<0,1).
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A andlise da curvatura, obtida com a realizacdo do ponto central, foi estatisticamente
significativa somente para formagéo de biomassa, enquanto para Ypx € Ypss foi negativa. Isto
indica que nas condi¢des dos pontos centrais, os valores de respostas obtidos de DOs4onm S840
da mesma ordem de grandeza de ensaios em outras combinacdes de estudo que deram as
maiores respostas obtidas e que o contréario ocorreu com os fatores de conversao.

Com as informacdes obtidas, torna-se possivel avaliar quais componentes devem ter
suas concentracfes aumentadas e diminuidas para um préximo ensaio, visando um melhor
resultado em crescimento e em producdo de polissacarideo capsular por Hib. Inicialmente,
pode-se verificar que EDTA, NH,Cl, PVA e Cisteina podem ser removidos da composicao do
meio de cultivo sem causar danos aos parametros avaliados, ja que o aumento de suas
concentracdes estudadas ndo geraram efeitos estatisticamente significativos ou geraram
efeitos negativos para os parametros avaliados.

Nos ensaios prévios, foi possivel verificar que a presenca de EDTA no meio de cultivo
ndo influenciava no crescimento e producdo de PRP de Hib e este fato foi comprovado através
do planejamento experimental, j& que a presenca desse componente no meio de cultivo ndo
gerou efeitos estatisticamente significativos para as variaveis estudadas. Além do mais, 0s
aminoacidos Cistina, Histidina e Glicina, presentes no meio de cultivo estudado, sdo
exemplos de compostos que podem substituir a funcdo do EDTA como agente quelante, ja
que também sdo utilizados por este motivo em meios de cultivo (MEYNELL; MEYNELL,
1965). Portanto, podera ser retirado da composicdo do meio estudado.

O mesmo ocorreu com a retirada de NH4CIl do meio de estudo nos ensaios prévios e no
delineamento experimental, j& que a auséncia desse composto ndo gerou efeitos
estatisticamente significativos nos parametros estudados, apenas seu aumento gerou efeito
negativo para producdo de PRP. Além disso, analisando o mapa metabolico de Hib disponivel
no KEGG (2015), é possivel verificar que Hib ndo incorpora amonia livre como fonte de
nitrogénio. Seu aporte deste nutriente é suprido pelos aminoacidos presentes no meio de
cultivo explicando, possivelmente, a auséncia de NH,Cl ndo impactar os parametros
estudados, principalmente o crescimento de Hib. Dessa forma, NH4Cl também foi eliminado
da composicao do meio de cultivo estudado.

Assim como o PVA, que apesar de néo ter afetado o crescimento e producgédo de PRP de
Hib nos ensaios prévios, foi mantido na composicdo do Meio 2.2 por ser considerado um
agente detoxificante importante na neutralizacdo de substancias inibitorias que podem estar
presentes no meio de cultivo e metabdlitos produzidos, melhorando o crescimento celular de
Hib (KLEIN; LUGINBUHL, 1979; MAITRE-WILMOTTE; SPECK; ROKBI, 2009;
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WOLIN, 1963). Apesar dos relatos dos beneficios deste componente, ndo foram observados
efeitos estatisticamente significativos para nenhum parametro avaliado e, por este motivo,
também foi retirado do meio de cultivo para Hib.

Em relacdo a retirada de Cisteina do meio em estudo, pode-se afirmar que o aumento da
concentragdo desse componente no meio cultivo para Hib gerou resultados com efeitos
estatisticamente significativos negativos para producgédo de PRP e para os fatores de conversao
Yp/x e Ypls, sendo ndo significativo para os outros parametros avaliados. Ou seja, 0 aumento
de Cisteina pode ter desviado as rotas metabdlicas de Hib, diminuindo a producdo de PRP.
Portanto, esse componente ser retirado ao meio de cultivo em estudo.

Tendo como base o contexto e a metodologia estatistica apresentados, para obtengédo de
resultados ainda mais satisfatérios para o estudo do metabolismo de Hib e de um meio de
cultivo ainda mais direcionado para o crescimento e producdo de PBP, seria interessante a
realizacéo de, pelo menos, mais um delineamento experimental.

O mesmo raciocinio utilizado para analisar 0s 4 componentes retirados da composi¢éo
do meio de cultivo em estudo foi utilizado para os outros 32 componentes, apresentado no
Anexo C, e o resultado esta apresentado na Tabela 7. Ou seja, avaliou-se individualmente
cada componente do meio e as respostas estatisticas geradas através do PB 44, focando
sempre nos efeitos positivos e negativos de cada variavel em relacdo a producéo de biomassa
e PRP. Ou seja, se na faixa de concentracdo estudada, uma varidvel independente obteve
efeitos positivos para os parametros avaliados, sua concentragdo no proximo delineamento
podera ser aumentada para verificar uma concentracdo O6tima para esse componente. Mas se
alguma variavel obteve efeito negativo ou ndo estatisticamente significativo (NES) para 0s
parametros estudados, sua concentracdo poderd ser diminuida. A partir disso, foram
escolhidas as faixas de concentracdo de cada componente que ainda necessita ser estudado
definindo, sempre, que um dos niveis (+1 ou -1) esteja dentro na faixa estudada no
delineamento anterior para garantir que nenhuma faixa de concentracdo fique sem ser
estudada, conforme apresentado no ANEXO C.

Portanto, sugere-se que 32 componentes ainda necessitam ser estudados através de um
delineamento experimental PB de 36 ensaios. Trata-se, dessa forma, de um planejamento
experimental sequencial, onde os resultados obtidos em um DOE seriam utilizados no
proximo e, assim por adiante, até definir a concentragéo ideal dos componentes com foco em

producdo de biomassa e PRP por Hib.



Tabela 7 - Planejamento experimental sequencial proposto

DOE - PB 44 DOE - PB 36
Niveis (g/L) Niveis (g/L)
Variavel Componentes Meio 2.2 (g/L)

-1 0 1 -1 0 1
x1 Cys 0,2 02 03 04|01 0,2 0,3
X2 NaCl 5,8 36 58 8 1 3 5
X3 K,SO, 1 0,2 1 1,8 0 025 05
x4 MgCl,,6H,0 0,43 02 04 07|01 0,2 0,3
x5 CaCl,*2H,0 0,029 0,01 0,03 005004 006 0,08
X6 EDTA 0,004 0 0,004 0,008 0
X7 NH,CI 0,22 0 02 04 0
x8 Asp 0,5 04 08 12| 01 0,3 0,5
x9 Glu 13 0,02 051 1 0,01 003 0,05
x10 Arg 0,3 01 02 03]005 01 015
x11 Gly 0,03 062 04 05]01 015 02
x12 Lys 0,05 03 05 06 |01 0,2 0,3
x13 Met 0,1 061 02 03]005 01 015
x14 Ser 0,1 02 03 04 )03 045 06
x15 His 0,01 01 02 03] 02 0,3 0,4
x16 Leu 0,3 03 05 07 ] 01 0,2 0,3
x17 Tyr 0,2 0,015 0,065 0,115| 0,01 0,035 0,06
x18 GIm 0,3 05 0,75 1 0,75 1 1,25
x19 lle 0,05 03 04 05|01 0,2 0,3
x20 Trp 0,005 0,03 007 011|001 0,03 0,05
x21 Val 0,02 02 03 04 0 015 03
x22 Phe 0,015 03 06 1 0 015 03
x23 Cyss 0,12 0 02 03 0
x24 Tween 80 0,02 0 0,02 0,04 ]004 0,06 0,08
x25 PVA 0,02 0 0,02 0,04 0
x26 Lactato de Na** 50% 1,6 06 16 26 | 05 1 15
x27 Glicerol 5 3 5 7 2 3,5 5
x28 Uracila 0,1 01 02 03]005 01 0,15
x29 Hipoxantina 0,02 0 0,02 0,03 |0,015 0,0375 0,06
x30 Inosina 2 03 115 2 0,5 15 2,5
x31 K,HPO, 35 2 35 5 1 25 4
x32 KH,PO, 2,7 14 27 4 0 0,75 15
x33 Tiamina,HCI 0,0045 0,006 0,01 0,015f 0,01 0,015 0,02
x34 Pantotenato de Ca*? 0,004 0,002 0,003 0,004 (0,001 0,002 0,003
x35 NAD 0,004 0,004 0,007 0,01 [0,002 0,004 0,006
x36 Hemina 0,01 0,01 0,015 0,02 [0,015 0,0225 0,03
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6 ANALISE DE CUSTO

Considerando que meios de cultivo quimicamente definidos possuem alto custo de
producdo devido a pureza necessaria de seus componentes, uma andlise do custo da
formulacdo dos meios estudados vinculada a producdo do polissacarideo capsular de
Haemophilus influenzae tipo b obtida foi realizada.

Os valores apresentados na Tabela 8 sdo referentes ao custo, em dolares, do grama de
cada componente dos meios de cultivo estudados da marca Sigma-Aldrich, cotadas no més de
julho de 2016. A marca dos reagentes foi escolhida por ser uma marca certificada por atender
as especificacbes das principais farmacopeias mundialmente vigentes (USP, BP e EP), fato
considerado extremamente importante na producdo de injetaveis. Além disso, a Tabela 8
apresenta os meios de cultivo estudados que tiveram 0s menores custos de composicdo por
litro e os que proporcionaram as maiores produgdes de PRP por litro. Os valores da cotacéo
completa dos reagentes e da composicdo de cada meio de cultivo estudado estdo apresentados
nos ANEXOS C e D, respectivamente.

Como ja observado anteriormente, a producao de PRP do Meio 2.2 ndo foi superada por
nenhum meio que constituiu o delineamento PB 44. Entretanto, a andlise de custo nos
proporcionou Vverificar que o menor valor obtido do grama de PRP foi alcancado com a
composicdo do E44 que, como pode ser observado no Anexo A, corresponde ao meio em que
todos os componentes estdo com suas concentragdes no nivel -1. Dessa forma, o custo do
meio desse ensaio sempre sera 0 menor em qualquer delineamento PB, entretanto o valor do
produto de interesse depende de quanto foi produzido em todos os ensaios. Como pode ser
visto na Tabela 8, a producdo de PRP neste ensaio foi de 226, 36 mg/L enquanto que o0 maior
resultado obtido neste delineamento foi de 227,15 mg/L no E34, ou seja, uma diferenca que
pode ser desconsiderada. Conferindo, portanto, a esse meio de cultivo, a melhor condicéo de
custo/beneficio para producdo de polissacarideo capsular de Hib em meio quimicamente
definido relatado até 0 momento, ja que possui 0 menor custo de composi¢do de meio e uma
das maiores producdes de PRP.

Além disso, os resultados obtidos reforcam a importancia de um estudo detalhado para
definicdo de um meio de cultivo para producdo de um produto de interesse. O valor do grama
de PRP produzido no meio E44 corresponde a uma economia de 52% em relagéo ao Meio 2.2,

0 que em larga escala se torna ainda mais significativo.
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Tabela 8 - Avaliagéo do valor do grama de PRP produzido em 10h de cultivo nos meios de cultivo
estudados que se destacaram em relacdo a maiores produgtes de PRP e menores custos de composicao

Componentes Custo Concentracéo (g/L)
US$/g Meio2.2 Eb6 E1l E16 E34 E35 E39 E44
L-Cistina 0,50 0,2 0,2 0,4 0,4 0,2 0,2 0,4 0,2
NaCl 0,04 58 8 8 8 3,6 3,6 3,6 3,6
K,SO4 0,22 1 0,2 0,2 18 18 0,2 18 0,2
MgCl,.6H,0 0,13 0,43 0,2 0,2 0,2 0,2 0,66 0,66 0,2
CaCl,.2H,0 0,09 0,029 0,3 0,3 0,3 0,03 0,03 003 0,03
EDTA 0,17 0,004 0,008 0 0,008 0 0 0 0
NH,CI 0,14 0,22 0 0,44 044 0 0 0 0
Acido aspartico 0,22 0,5 1,2 042 042 042 042 1,2 0,42
Acido glutamico 0,08 13 1 0,02 0,02 1 0,02 0,02 0,02
Arginina 0,29 0,3 0,1 0,3 0,3 0,3 0,3 0,1 0,1
Glicina 0,09 0,03 0,5 0,5 0,2 0,5 0,5 0,2 0,2
Lisina 0,14 0,05 0,3 0,3 0,6 0,3 0,6 0,3 0,3
Metionina 0,47 0,1 0,3 0,3 0,1 0,3 0,1 0,1 0,1
Serina 0,82 0,1 0,4 0,4 0,2 0,2 0,4 0,4 0,2
Histidina 0,52 0,01 0,1 0,1 0,3 0,1 0,1 0,3 0,1
Leucina 0,65 0,3 0,3 0,7 0,7 0,3 0,3 0,7 0,3
Tirosina 0,61 0,2 0,015 0,015 0,015 0,115 0,015 0,015 0,015
Glutamina 0,43 0,3 1 1 1 1 1 1 0,5
Isoleucina 1,32 0,05 0,3 0,5 0,5 0,5 0,5 0,3 0,3
Triptofano 0,81 0,005 003 003 003 011 011 003 0,03
Valina 0,66 0,02 0,2 0,2 0,4 0,4 0,4 0,2 0,2
Fenilalanina 0,62 0,015 025 025 025 0,25 1 1 0,25
Cisteina.HCI.H20 0,55 0,12 0 0,3 0,3 0,3 0 0,3 0
Tween 80 0,12 0,02 0,04 0 0,04 0,04 004 0,04 0
PVA 0,13 0,02 0,04 0 0 0,04 0,04 0,04 0
Lactato de sédio 50% 0,13 1,6 2,6 0,6 0,6 0,6 2,6 2,6 0,6
Glicerol 0,14 5 3 3 3 3 3 3 3
Uracila 0,74 0,1 0,3 0,1 0,3 0,3 0,1 0,3 0,1
Hipoxantina 3,82 0,02 0 0,03 0 0 0,03 0,03 0
Inosina 2,33 2 0,25 2 0,25 2 0,25 2 0,25
K,HPO, 0,19 3,5 2 5 2 2 5 2 2
KH,PO, 0,13 2,7 4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4
Tiamina.HCI 0,94 0,0045 0,015 0,015 0,006 0,015 0,005 0,015 0,005
Pantotenato de célcio 2,58 0,004 0,004 0,002 0,004 0,004 0,004 0,002 0,002
NAD 11,75  0,0095 0,01 0,004 001 0004 001 001 0,004
Hemina 5,35 0,02 002 001 002 002 001 001 0,01
PRP (mg/L) 25216 181,67 217,46 164,66 227,15 175,72 217,27 226,36
Meio (US$/1L) 8,69 559 10,11 598 954 6,26 10,48 3,73
PRP (US$/g) 34,45 30,74 46,49 36,29 41,99 3565 48,22 16,48
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7 CONCLUSOES

Visando estudar o metabolismo de Haemophilus influenzae tipo b e estabelecer um
meio quimicamente definido a fim de melhorar o processo de producdo de seu polissacarideo
capsular, foram realizados experimentos baseados em meios quimicamente definidos
relatados na literatura para este microrganismo. Estes experimentos foram considerados
ensaios prévios pela necessidade de avaliar o desenvolvimento de Hib em meios
quimicamente definidos, verificar respostas metabdlicas sugeridas por relatos literarios e,
dessa forma, definir uma composicdo de meio basal que proporcionasse um crescimento e
producdo de PRP significativa. Como foi possivel verificar, a producdo de PRP por Hib em
meio guimicamente definido é da mesma ordem de grandeza do que em meios complexos.
Dessa forma, obteve-se a composi¢do do Meio 2.2 que foi avaliado através de planejamento
de experimento PB.

O delineamento experimental PB de 44 ensaios realizado possibilitou verificar os
efeitos de cada componente do meio de cultivo na faixa de concentracdo estudada em relacao
ao pardmetros avaliados. Com o Meio 2.2 utilizado como referéncia, Hib atingiu em média
uma DOsgonm de 2,14 UA e 252,16 mg/ L de PRP em 10 horas de cultivo. Enquanto que os
meios de cultivos gerados a partir do PB 44 possibilitaram obter valores de DOs4onm €em 10
horas de cultivo que variaram entre 0,19 e 4,96 UA, ums de 0,4 a 1,07 h™ producéo de
polissacarideo de 10,61 a 227,15 mg/L na 10% hora de cultivo e os fatores de conversdo Y s
atingiu valores maximos de 2,72 UA/g, enquanto Yps 147,55 mg/g e Ypix 143,47 mg/UA.
Portanto, o valor de producdo de PRP obtido no Meio 2.2 ndo foi superado pelos ensaios do
PB, mas em alguns ensaios Hib teve destaque em crescimento.

Também com o delineamento experimental aplicado, que possibilita avaliar a interagdo
entre todos os componentes, foi possivel comprovar alguns resultados obtidos nos ensaios
prévios e a eliminacdo de quatro componentes do meio de cultivo em estudo sem ocasionar
danos nos parametros avaliados: EDTA, NH,4CI, Cisteina e PVA. Além disso, CaCl,.2H,0,
Serina, Tirosina, Inosina, Tiamina e Hemina gerou um efeito positivo na formacdo de
biomassa. Em relagdo a produgdo de PRP, Glutamina, Hipoxantina, Inosina, Tiamina e
Hemina apresentaram efeito positivo, direcionaram, provavelmente, o metabolismo de Hib
para estas vias. Além disso, a presenca de Tween 80 no meio de cultivo, por ser um
tensoativo, parece favorecer a liberacdo do polissacarideo capsular da ceélula para o
sobrenadante do cultivo.
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Com os resultados obtidos com o delineamento de PB 44, foi possivel avaliar cada
componente do meio de cultivo estudado individualmente novamente e sugeriu-se continuar a
avaliacdo desses componentes visando um resultado ainda mais robusto de um meio
quimicamente definido otimizado para crescimento e producao de polissacarideo capsular de
Hib através de um PB de 36 ensaios.

Analisando todos os meios de cultivo apresentados, foi possivel verificar que a
composicao do E44 gerou um melhor custo/beneficio para cultivo e producao de PRP por Hib
no valor de US$ 16,50 o grama do produto de interesse. Assim, o E44 torna-se 0 meio
quimicamente definido estabelecido neste trabalho com melhores resultados para 0s

parametros analisados.
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A - Matriz Plackett-Burman de 44 ensaios e 3 pontos centrais
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B - Perfis cinéticos de crescimento, producédo de acetato e glicerol residual dos ensaios do PB 44
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C - Avaliacédo dos efeitos de cada variavel independente estudada no PB 44 (continua)

oo DOs40nm ) Glicerol N .
Varive Niveis estudados 10h Mmax Residual PRP 10h Yx/s Yp/x Ypls Avaliacdo dos efeitos
ariavels
-1 0 1 Efeito P.  Efeito P~ Efeito P Efeito P Efeito P~ Efeito P Efeito P
valor valor valor valor valor valor valor
Cys 02 03 04 01 06 00 08 -02 04 62 02 01 05 -06 09 56 03 1 Cys NES para as respostas
NaCl 36 58 800 -08 00 00 04 -08 00 -381 00 01 05 03 09 65 03 NCILDO, PRP'rGelg;(;ST::' e NES para outras
K,SO, 02 1 18 00 10 00 06 02 04 -15 08 -01 04 -04 09 -65 03 1 K2SO4 NES para as respostas
MgCl,6H,0 02 043 066 00 08 00 06 03 01 -205 00 -01 06 -114 00 -161 00 | MeCI2{PRPeYp/xe Yp/s. ENES para
outras respostas
CaCl,*2H,0 001 003 o005 06 00 01 03 05 02 79 01 00 09 -46 03 -20 07 1 CaCl2 1 DO e NES para outras respostas
EDTA 0 0004 0008 -02 03 00 08 -02 04 -67 02 00 10 16 07 18 07 1 EDTA NES para as respostas
NH,CI 0 022 044 -03 01 -01 01 -03 02 -250 00 00 09 -30 05 -21 0,7 1 NH4CI1 | PRP E NES para outras respostas
Asp 042 o081 12 02 03 012 03 -01 05 -80 01 -01 oO7 54 02 38 05 1 Asp NES para as respostas
Glu 0,02 0,51 1 o0 09 00 07 -03 02 -208 00 00 10 -69 01 -6,1 0,3 1Glu]PRPeYp/xENES paraoutras respostas
Arg 0,1 0,2 03 02 03 01 03 00 08 22 07 02 01 -69 01 85 01 1 Arg | Yp/x E NES para outras respostas
Gly 02 035 05 -04 00 01 03 -05 00 -32 05 01 04 49 02 126 00  10lylDOeGlic.RestYpis e NES para
outras respostas
Lys 03 045 0,6 0,0 0,9 0,1 0,3 01 07 -58 0,3 00 09 -25 05 -23 07 1 Lys NES para as respostas
Met ol 02 03 03 02 0l 03 02 03 78 01 00 07 -28 05 -08 09 1 Met NES para as respostas
Ser 02 03 04 04 01 0l 01 -02 04 07 09 02 01 -112 00 34 o5 |5eribOe “maxrisgoggsE NES para outras
His ol 02 03 00 10 01 01 -02 04 -66 02 01 05 -48 03 24 07 1 His 1 uméx. E NES para outras respostas
Leu 03 05 07 03 02 00 05 00 09 12 08 01 06 -33 04 17 08 1 Leu NES para as respostas
Tyr 0015 0065 0115 10 00 00 06 07 00 277 00 00 10 -338 00 -327 00 | 1YIPRP, YpxeYp/stDO,Glic. Res. e
NES para outras respostas
GIm 05 0,75 1 o1 07 00 06 00 08 151 00 00 08 29 05 -12 08 1 GIm 1 PRP e NES para outras respostas
lle 0,3 0,4 o5 o000 09 01 012 00 09 -34 05 00 09 -20 06 -36 05 1 Ile NES para as respostas
Trp 003 007 011 01 05 01 03 04 01 -157 00 -01 06 -139 00 -180 00 | ™ TGlic.Res.|PRP Yp/xeYp/seNES para
outras respostas
Val 0,2 0,3 o4 00 08 00 05 03 02 -23 06 -02 02 45 03 -63 0,3 1 Val NES para as respostas
Phe 025 0625 1 -09 00 -01 02 -05 00 -156 00 -03 01 146 00 -40 05 PhelDO,PRP,Glic. Res. Yx/s 1 Yp/xeNES
para outras respostas
Cyss 0 015 03 03 01 00 07 -02 04 -232 00 -01 05 -89 00 -111 01 |CyssIPRP, Yp/r’;:pzsﬁ;sse NES para outras
Tween80 0 002 004 -01 07 00 10 04 02 210 00 -02 01 146 00 12 08 1 Tween 1 PRP, Yp/x ¢ NES para outras

respostas



PVA

Lactato de
Na* 50%

Glicerol
Uracila

Hipoxantina
Inosina
KyHPO,
KH,PO,

Tiamina,HCI

Pantotenato de
C a+2

NAD

Hemina

0 0,02
06 16

01 02
0 0,015

0,25 1,125
2 3,5
14 27
0,005 0,01
0,002 0,003
0,004 0,007

0,01 0,015

0,04
2,6
7
0,3
0,03

2

5

4
0,015
0,004
0,01

0,02

C - Avaliacéo dos efeitos de cada variavel independente estudada no PB 44 (concluséo)

-0,2
0,2
-0,3
-0,2
0,2

0,8

0,8

0,3
0,4

0,1
0,3
0,3

0,0
0,6
0,0
0,1
0,2
0,0

0,0

0,0

0,8
0,2

0,4
0,8
0,7

0,5
0,2
0,1
0,1
0,2
0,7

0,8

0,0
0,6
-0,1
-0,2
0,1

0,1

0,4

0,8
0,0
0,5
04
0,6

0,7
0,1
0,1
0,1
0,2
0,1

0,0

3,2

0,5
0,1

0,0
0,0
0,1

0,0
0,2
0,0
0,1
0,1
0,2

0,0

0,3
0,2

0,7
0,6
0,7

0,0
0,5
0,4
0,6
0,9
0,8

0,3

0,1
0,1

0,2
0,2
0,4

0.8
0,0
0,1
0,0
1,0
0,6

0,3

-18,2

0,6
0,0

0,3
0,2
0,2

0,0
0,0
0,1
0,9
0.8
0,8

0,4

1 PVA NES para as respostas

1 Lactato 1 Glic. Res. | Yp/x e Yp/s e NES para
outras respostas

1 Glicerol | PRP e NES para outras respostas
1 Uracila | PRP e NES para outras respostas

1 Hipoxantina T PRP e NES para outras respostas

1 Inosina T DO PRP Yx/s e Yp/s ¢ NES para
outras respostas
1 K2HPO4 1 Glic. Res. | Yp/x e Yp/s e NES
para outras respostas
1 KH2PO4 | DO, uméx, Glic. Res., PRP e NES
para outras respostas
1 Tiamina 1 DO, umax, Glic. Res., PRP |Yp/x e
NES para outras respostas
1 Pantotenato de Ca | PRP e NES para outras
respostas
1 NAD | DO, Glic. Res. e NES para outras
respostas
1 Hemina 7 DO, PRP, Glic. Res. e NES para
outras respostas
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As células em cinza representam os valores estatisticamente significativos (p<0,1)



D - Cotacdo dos reagentes que compde 0 meio de cultivo estudado da marca Sigma-Aldrich
Preco do frasco (USS)

Componentes 1ke o5k 0.1k 0,025kg USS/frasco  USS/g
L-Cystine 499 - - - 499 0,499
NacCl 41,2 - - - 41,2 0,0412
K,SO, - 111 - - 111 0,222
MgCl,.6H,0 - 65,2 - - 65,2 0,1304
CaCl,.2H,0 92,6 - - - 92,6 0,0926
EDTA - 83,1 - - 83,1 0,1662
NH,CI 140,5 - - - 140,5 0,1405
Acido aspartico 215,5 - - - 215,5 0,2155
Acido glutamico 82,7 - - - 82,7 0,0827

Arginina 290 - - - 290 0,29
Glicina 86,2 - - - 86,2 0,0862
Lisina 142,5 - - - 142,5 0,1425
Metionina 471,5 - - - 471,5 0,4715
Serina 823 - - - 823 0,823
Histidina 522 - - - 522 0,522
Leucina 654 - - - 654 0,654
Tirosina - 609 - - 304,5 0,609
Glutamina 428 - - - 428 0,428
Isoleucina 1315 - - - 1315 1,315
Triptofano 806 - - - 806 0,806

Valina 660 - - - 660 0,66
Fenilalanina 623 - - - 623 0,623
Cisteina.HCI.H20 546 - - - 546 0,546
Tween 80 117,5 - - - 117,5 0,1175
PVA 129,5 - - - 129,5 0,1295
Lactato de sodio 50% 134 - - - 134 0,134
Glicerol 142,5 - - - 142,5 0,1425
Uracila - - 74,2 - 74,2 0,742
Hipoxantina - - - 95,4 95,4 3,816
Inosina - - 232,5 - 232,5 2,325
K;HPO, 191,5 - - - 191,5 0,1915
KH,PO, 129 - - - 129 0,129
Tiamina.HCl - - 94,2 - 94,2 0,942
Pantotenato de calcio 2575 - - - 2575 2,575
NAD - - 1175 - 1175 11,75

Hemina - - 535 - 535 5,35




E - Custo para composi¢do de 1L dos meios estudados e do polissacarideo capsular produzido em cada meio (continua)
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Componentes  E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 E11 E12 E13 E14 E15 E16 E17 E18 E19 E20 E21 E22 E23
x1 04 04 0,2 0,2 04 0,2 04 0,2 0,2 04 04 0,4 0,2 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,2 0,2 0,2 04 02
X2 3,6 8 8 3,6 3,6 8 3,6 8 3,6 3,6 8 8 8 3,6 8 8 8 8 8 3,6 3,6 3,6 8
x3 18 0,2 18 18 0,2 0,2 1,8 0,2 1,8 0,2 0,2 1,8 1,8 1,8 0,2 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 0,2 0,2 0,2
x4 066 066 02 066 066 02 02 066 02 066 02 02 066 066 066 02 066 066 066 066 066 072 0,2
x5 003 03 03 003 03 03 003 003 03 003 03 003 003 03 0,3 03 003 03 0,3 0,3 0,3 0,3 0,03
X6 0008 0 0008 0008 0 0,008 0008 O 0 0008 0 0008 O 0 0,008 0,008 0008 0O 0,008 0008 0,008 0,008 0,008
X7 0 0,44 0 0,44 044 0 044 044 0 0 0,44 0 0,44 0 0 044 044 044 0 044 044 044 044
x8 12 042 12 042 12 12 042 172 12 042 042 12 042 12 042 042 12 1,2 12 042 12 1,2 1,2
X9 1 1 0,02 1 0,02 1 1 0,02 1 1 0,02 0,02 1 0,02 1 0,02 0,02 1 1 1 0,02 1 1
x10 0,1 0,3 0,3 0,1 0,3 0,1 0,3 0,3 0,1 0,3 0,3 0,1 0,1 0,3 0,1 0,3 0,1 0,1 0,3 0,3 0,3 0,1 0,3
x11 0,2 0,2 0,5 0,5 0,2 0,5 0,2 0,5 0,5 0,2 0,5 0,5 0,2 0,2 0,5 0,2 0,5 0,2 0,2 0,5 0,5 05 0.2
x12 0,3 0,3 0,3 0,6 0,6 0,3 0,6 0,3 0,6 0,6 0,3 0,6 0,6 0,3 0,3 0,6 0,3 0,6 0,3 0,3 0,6 06 06
x13 0,3 0,1 0,1 0,1 0,3 0,3 0,1 0,3 0,1 0,3 0,3 0,1 0,3 0,3 0,1 0,1 0,3 0,1 0,3 0,1 0,1 03 03
x14 0,2 04 0,2 0,2 0,2 04 04 0,2 04 0,2 04 04 0,2 04 04 0,2 0,2 04 0,2 04 0,2 0,2 04
x15 0,1 0,1 0,3 0,1 0,1 0,1 0,3 0,3 0,1 0,3 0,1 0,3 0,3 0,1 0,3 0,3 0,1 0,1 0,3 0,1 0,3 0,1 0,1
x16 0,3 0,3 0,3 0,7 0,3 0,3 0,3 0,7 0,7 0,3 0,7 0,3 0,7 0,7 0,3 0,7 0,7 0,3 0,3 0,7 0,3 0,7 0,3
x17 0,015 0,015 0,015 0,015 0,115 0,015 0,015 0,015 0,115 0,115 0,015 0,115 0,015 0,115 0,115 0,015 0,115 0,115 0,015 0,015 0,115 0,015 0,115
x18 0,5 0,5 0,5 0,5 05 1 05 05 05 1 1 0,5 1 0,5 1 1 0,5 1 1 0,5 0,5 1 0,5
x19 0,5 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,5 0,3 0,3 0,3 0,5 0,5 0,3 0,5 0,3 0,5 0,5 0,3 0,5 0,5 0,3 03 05
x20 011 o011 o003 003 003 003 003 011 003 003 003 011 011 003 011 003 011 011 003 011 011 0,03 0,03
x21 04 04 04 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 04 0,2 0,2 0,2 04 04 0,2 04 0,2 0,4 0,4 0,2 0,4 04 02
x22 0,25 1 1 1 025 025 025 025 0,25 1 025 025 0,25 1 1 0,25 1 0,25 1 1 0,25 1 1
x23 0,3 0 0,3 0,3 0,3 0 0 0 0 0 0,3 0 0 0 0,3 0,3 0 0,3 0 0,3 0,3 0 0,3
x24 0 0,04 0 004 004 0,04 0 0 0 0 0 0,04 0 0 0 0,04 0,04 0 0,04 0 0,04 0,04 0
x25 0 0 0,04 0 0,04 0,04 0,04 0 0 0 0 0 0,04 0 0 0 0,04 0,04 0 0,04 0 0,04 0,04
X26 0,6 0,6 0,6 2,6 0,6 2,6 2,6 2,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 2,6 0,6 0,6 0,6 2,6 2,6 0,6 2,6 0,6 2,6
x27 7 3 3 3 7 3 7 7 7 3 3 3 3 3 7 3 3 3 7 7 3 7 3
x28 0,3 0,3 0,1 0,1 0,1 0,3 0,1 0,3 0,3 0,3 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,3 0,1 0,1 0,1 0,3 0,3 0,1 0,3
x29 0,03 0,03 0,03 0 0 0 0,03 0 0,03 0,03 0,03 0 0 0 0 0 0,03 0 0 0 0,03 0,03 0
x30 2 2 2 2 025 025 0,25 2 0,25 2 2 2 025 025 025 025 0,25 2 025 025 0,25 2 2
x31 5 5 5 5 5 2 2 2 5 2 5 5 5 2 2 2 2 2 5 2 2 2 5
x32 1,4 4 4 4 4 4 14 14 14 4 1,4 4 4 4 14 14 14 14 14 4 14 14 14
x33 0,015 0,005 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,005 0,005 0,005 0,015 0,005 0,015 0,015 0,015 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,015 0,005 0,005
x34 0,004 0,004 0,002 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,002 0,002 0,002 0,004 0,002 0,004 0,004 0,004 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,004 0,002
x35 001 001 o001 0004 001 o001 001 001 001 0,004 0004 0004 001 0004 001 001 001 0,004 0004 0,004 0,004 0,004 0,01
x36 001 002 002 002 001 002 002 002 002 002 001 001 001 002 001 002 002 002 001 001 001 001 0,01
PRP (mg/L) 1356 122,7 161,7 1558 789 1817 1511 1240 1630 1725 2175 110,7 79,7 1484 342 164,7 1230 1149 1228 33,7 1156 1991 724
Meio (US$/L) 108 105 106 106 6,1 5,6 6,1 100 66 97 101 10,2 64 6,6 6,1 6,0 61 100 74 6,8 52 10,2 10,7
PRP (US$/g) 795 856 658 678 778 307 401 806 404 564 465 926 800 446 1783 363 499 870 599 2029 453 511 1474



ANEXO E - Custo para composicdo de 1L dos meios estudados e do polissacarideo capsular produzido em cada meio (concluséo)
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Componentes E24 E25 E26 E27 E28 E29 E30 E31 E32 E33 E34 E35 E36 E37 E38 E39 E40 E41 E42 E43 E44 PC  Meio2.2
x1 o4 04 04 02 02 02 02 02 04 02 02 02 04 04 02 04 02 04 04 02 02 03 0,2
X2 3,6 8 8 8 36 36 36 36 36 8 36 36 36 8 8 3,6 8 3,6 8 8 36 58 58
x3 18 02 1,8 1,8 18 02 02 02 02 02 18 02 02 02 1,8 18 02 18 02 18 02 1 1
x4 02 066 02 066 066 066 02 02 02 02 02 066 02 02 02 066 066 02 066 02 02 043 0,43
x5 003 003 03 003 03 03 03 003 003 003 003 003 03 003 003 003 03 03 003 03 003 0,165 0,029
X6 0 0 0O 0008 0 0,008 0008 0008 O 0 0 0 0 0008 O 0 0 0,008 0008 O 0 0,004 0,004
X7 0,44 0 0 0 0,44 0 044 044 044 0 0 0 0 0 0,44 0 0 0 044 044 0 0,22 0,22
x8 1.2 12 042 042 042 12 042 12 1.2 12 042 042 042 042 042 12 042 042 042 12 042 081 05
X9 1 1 1 0,02 0,02 0,02 1 0,02 1 1 1 002 002 0,02 0,02 0,02 1 002 002 0,02 002 051 13
x10 o3 03 03 03 0% 01 O012 O3 O1 O3 O3 O3 012 O® O1 O O1 O3 O1 O1 01 02 0,3
x11 05 05 05 05 05 02 02 02 05 02 O5 05 05 02 02 02 02 02 05 02 02 035 0,03
x12 03 06 O6 O6 O6 06 O3 O3 03 o0O6 O3 O6 O6 O6 03 03 03 03 03 06 03 045 0,05
x13 03 01 03 O3 O3 03 03 O1% 01 O® O3 O1 O3 O3 03 O1 O1 O1 O1 O1 01 02 0,1
x14 o4 04 02 04 04 04 04 04 02 02 02 O0O4 02 04 04 04 02 02 02 02 02 03 0,1
x15 o3 03 03 01 O3 O3 03 O3 O3 01 O O1 O3 O1 O3 O3 O3 01 O O1 01 02 0,01
x16 03 O O7 O7 O3 O7 Or O7 O7r O7 O3 03 O3 O7 O3 O7 O7 O7 O3 03 03 05 0,3
x17 0,015 0,015 0,115 0,115 0,115 0,015 0,115 0,115 0,115 0,115 0,115 0,015 0,015 0,015 0,115 0,015 0,115 0,115 0,115 0,015 0,015 0,065 0,2
x18 1 05 05 1 1 1 0,5 1 1 1 1 1 05 05 05 1 0,5 1 1 1 05 0,75 0,3
x19 03 05 03 03 O5 05 05 03 O5 05 05 O5 O5 O3 O3 O3 O5 03 05 05 03 04 0,05
x20 011 o003 o011 003 003 011 o011 011 003 011 011 o011 011 021 003 003 003 011 003 011 003 0,07 0,005
x21 02 04 02 04 02 02 04 04 O0O4 02 04 04 04 04 04 02 02 02 04 02 02 03 0,02
x22 025 0,25 1 0,25 1 025 0,25 1 1 1 0,25 1 1 1 1 1 025 025 0,25 1 0,25 0,625 0,015
x23 0,3 0 0 0,3 0 0,3 0 0 03 03 03 0 03 03 03 03 03 0 0 0 0 0,15 0,12
x24 0,04 0,04 0 0 0,04 0 0,04 0 0 0,04 004 0,04 0 004 004 004 004 004 0 0 0 0,02 0,02
x25 0 0,04 0,04 0 0 0,04 0 0,04 0 0 0,04 004 0,04 0 004 004 004 004 004 0 0 0,02 0,02
X26 26 06 26 26 06 06 26 06 26 06 06 26 26 26 06 26 26 26 26 26 06 1,6 1,6
x27 7 7 3 7 7 3 3 7 3 7 3 3 7 7 7 3 7 7 7 7 3 5 5
x28 o, 03 03 01 O3 O3 01 O O3 012 O3 01 O01% O3 O3 O3 O1 03 O3 03 01 02 0,1
x29 0,03 0 0,03 0,03 0 0,03 0,03 0 0 0,03 0 0,03 0 0 0,03 0,03 0,03 0 0,03 0,03 0 0015 0,02
x30 0,25 2 0,25 2 2 0,25 2 2 025 0,25 2 0,25 2 025 0,25 2 2 2 0,25 2 0,25 1,125 2
x31 5 2 5 2 5 5 2 5 5 2 2 5 2 5 2 2 5 5 5 2 2 35 35
x32 4 4 14 4 1,4 4 4 1,4 4 4 1,4 1,4 4 1,4 4 14 14 4 4 4 14 27 2,7
x33 0,005 0,015 0,015 0,005 0,015 0,005 0,015 0,015 0,005 0,015 0,015 0,005 0,005 0,015 0,005 0,015 0,005 0,005 0,015 0,015 0,005 0,01 0,0045
x34 0,002 0,002 0,004 0,004 0,002 0,004 0,002 0,004 0,004 0,002 0,004 0,004 0,002 0,002 0,004 0,002 0,004 0,002 0,002 0,004 0,002 0,003 0,004
x35 0,004 0,004 0004 001 001 0,004 001 0004 001 0,01 0004 001 001 0,004 0004 001 0,004 001 0,004 0004 0,004 0007 0,0095
x36 002 o001 001 001 002 002 001 002 001 002 002 001 002 002 001 001 002 001 002 001 001 0015 0,02

PRP (mg/L) 1352 119,7 948 90,2 197,7 1425 1585 1974 106 98,7 2271 1757 1773 1218 51,7 2173 1533 1653 824 1049 2264 1476 25272
Meio(US$/L) 73 105 68 110 112 66 99 108 72 69 95 63 106 70 67 105 106 109 69 111 37 84 8,7
PRP (US$/g) 540 878 715 121,7 565 463 626 546 6816 701 420 356 59,7 57,7 1295 482 691 660 839 1057 165 57,0 34,4



