
422

Фармация и фармакология Т. 5 № 5, 2017Обзоры, лекции 
Reviews, Lectures

УДК 57.083.132

ОСОБЕННОСТИ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ ШТАММОВ 
HAEMOPHILUS INFLUENZAE ТИП B ͵ ПРОДУЦЕНТОВ 

ПОЛИРИБОЗИЛРИБИТОЛФОСФАТА ͵ ОСНОВНОГО КОМПОНЕНТА 
ПОЛИСАХАРИДНЫХ ВАКЦИН 

Е.Л. Салимова, А.Д. Конон, С.В. Петровский, 
В.П. Трухин, И.В. Красильников

Федеральное государственное унитарное предприятие 
«Санкт-Петербургский научно-исследовательский институт вакцин и сывороток и предприятие по произ-

водству бактерийных препаратов» 
Федерального медико-биологического агентства

198320, Санкт-Петербург, г. Красное Село, ул. Свободы, д. 52
E-mail: e.l.salimova@spbniivs.ru

Одной из актуальных задач современной иммунобиотехнологии является разработка и внедрение эф-
фективной вакцины против гемофильной инфекций, возбудителем которой является бактерия Haemophilus 
infl uenzae тип b (Hib). Основным действующим веществом вакцины против Hib-инфекции является капсуль-
ный полисахарид полирибозилрибитолфосфат (ПРФ), который выделяют из культуральной жидкости H. 
infl uenzae тип b. Важным технологическим этапом получения ПРФ является культивирование штамма-про-
дуцента в условиях, позволяющих получить максимальное количество целевого продукта. На данный момент 
планируется подбор оптимальных условий культивирования штамма H. infl uenzae тип b В-7884, изолирован-
ного и идентифицированного ранее сотрудниками ФГУП «Санкт-Петербургский научно-исследовательский 
институт вакцин и сывороток и предприятие по производству бактерийных препаратов» ФМБА России. 
Цель данной работы – обобщить и проанализировать данные литературы относительно особенностей 
культивирования штаммов H. infl uenzae тип b, а также выделения основных факторов, влияющих на биосин-
тез ПРФ. Материалы и методы. В процессе подбора материала для написания обзорной статьи использо-
вали базы данных Google Patents, Science Research Portal, Google Scholar, ScienceDirect, CiteSeer, Publications, 
ResearchIndex, Ingenta, PubMed, KEGG и др. Результаты и обсуждение. В результате анализа литерату-
ры были выделены основные факторы, влияющие на биосинтез ПРФ: природа и концентрация источников 
углерода и азота в составе питательной среды, концентрация факторов роста (никотиамидадениндину-
клеотид, гемин, витамины), дополнительное внесение подпитки, регуляция рН в процессе культивирования, 
скорость перемешивания. Обобщены данные по штаммам-продуцентам ПРФ и условиям их культивиро-
вания, а также количеству синтезированного ПРФ, которое существенно зависит и от физиологических 
возможностей биологического агента, и от факторов, влияющих на регуляцию метаболизма. Заключение. 
Результаты данной работы будут учитываться при проведении исследований по оптимизации условий куль-
тивирования штамма H. infl uenzae тип b В-7884.

Ключевые слова: Haemophilus infl uenzae тип b, гемофильная инфекция, культивирование, питательные 
среды, полирибозилрибитолфосфат
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One of the up-to-date challenges of modern immunobiotechnology is the development and introduction of an 
effective vaccine against the infection caused by the bacterium Haemophilus infl uenza, type b (Hib). The main active 
substance of the vaccine against Hib infection is the capsular polysaccharide polyribosylribitol phosphate (PRP), 
which is isolated from the fermentation broth of H. infl uenzae type b. An important technological step in obtaining 
PRP is the cultivation of the producer strain under conditions that allow obtaining the maximum amount of the target 
product. At the moment, it is planned to select the optimal conditions for cultivation of H. infl uenzae type b B-7884, 
which had been earlier isolated and identifi ed by the employees of FSUE “Saint-Petersburg scientifi c research insti-
tute of vaccines and serums and the enterprise for the production of bacterial preparations” of FMBA, Russia. The 
analysis of literature data concerning the cultivation of H. infl uenzae type b was made in order to identify the main 
factors infl uencing the biosynthesis of PRP. The aim of the investigation is to analyze and summarize the literature 
data on the cultivation peculiarities of haemophilus infl uenzae of b-type strains. Materials and methods. In the pro-
cess of selecting the material for writing this review article. The databases of Google Patents, Science Research Por-
tal, Google Scholar, ScienceDirect, CiteSeer Publications ResearchIndex, Ingenta, PubMed, KEGG, etc. were used. 
Results and discussion. As a result of the literature analysis, the main factors infl uencing the PRP biosynthesis were 
identifi ed: the nature and concentration of carbon and nitrogen sources in the growth medium, the concentration of 
growth factors (nicotinamide adenine dinucleotide, hemin, vitamins), additional feed, pH adjustment during cultiva-
tion, stirring speed. The data of PRP-producing strains and the conditions of their cultivation have been summarized, 
as well as the amount of synthesized PRP, which essentially depends on both the physiological capabilities of the 
biological agent and the factors effecting the regulation of metabolism. Conclusion. The results of this work will be 
taken into account in carrying out the researches for optimization of H. infl uenzae type b B-7884 strain cultivation 
conditions.

Keywords: Haemophilus infl uenzae type b, hemophilic infection, cultivation, growth mediums, polyribosylribitol 
phosphate

Введение. Одной из основных причин забо-
леваемости и смертности детей младшего возрас-
та от пневмонии и менингита является бактерия 
Haemophilus infl uenzae тип b (Hib) [1–5]. Считается, 
что единственный эффективный способ предотвра-
щения инфекций, вызываемых Hib (гемофильной ин-
фекции), – вакцинация [6–11]. 

В состав вакцины против гемофильной инфекции 
входит капсульный полисахарид полирибозилриби-
толфосфат (ПРФ), синтезируемый H. infl uenzae тип b 
в значительных количествах при росте на жидких пи-
тательных средах [12]. Известно, что одним из наибо-
лее важных этапов при производстве вакцин является 
культивирование продуцента в оптимальных услови-
ях, что позволяет получить максимальный выход це-
левого продукта с минимальными затратами. 

Раннее сотрудниками ФГУП «Санкт-Петербург-
ский научно-исследовательский институт вакцин 
и сывороток и предприятие по производству бакте-
рийных препаратов» ФМБА России был изолиро-
ван штамм идентифицированный как H. infl uenzae 
тип b. Проведено депонирование данного штамма в 
Государственной коллекции патогенных микроорга-

низмов и клеточных культур «ГКПМ – Оболенск» 
Федерального бюджетного учреждения науки «Го-
сударственный научный центр прикладной микро-
биологии и биотехнологии» (ФБУН ГНЦ ПМБ) под 
номером В-7884 для целей национальной патентной 
процедуры [13], в результате которой был получен 
патент на изобретение [14]. Подобраны условия по-
лучения и отработаны методики контроля Главной 
и Рабочей посевной культуры. На следующем этапе 
планируется подбор оптимального компонентного 
состава жидкой питательной среды, а также условий 
культивирования штамма В-7884 для получения мак-
симального количества капсульного полисахарида 
полирибозилрибитолфосфата (ПРФ).

Цель данной работы – обобщить и проанализи-
ровать данные литературы относительно особенно-
стей культивирования штаммов H. infl uenzae тип b.

Материалы и методы. В процессе подбора мате-
риала для написания обзорной статьи использовали 
базы данных Google Patents, Science Research Portal, 
Google Scholar, ScienceDirect, CiteSeer, Publications, 
ResearchIndex, Ingenta, PubMed, KEGG и др. Поиск 
статей проводили по ключевым словам «Haemophilus 
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infl uenzae type b», «PRP», «cultivation», «culture 
medium», «fermenter».

Результаты и обсуждение. Подбор оптимальных 
условий культивирования, в первую очередь, связан 
с физиологическими особенностями продуцента и 
закономерностями синтеза целевого продукта. Учи-
тывая, что полирибозилрибитолфосфат является 
капсульным полисахаридом H. infl uenzae тип b, во-
просы, связанные с его биосинтезом в зависимости 
от фазы роста продуцента, выделением в питатель-
ную среду, влиянием предшественников биосинтеза, 
зависимостью образования полисахарида от скоро-
сти накопления биомассы особо интересны [15]. 

Так, еще в 70-х годах прошлого века было уста-
новлено, что синтез ПРФ у шести исследуемых 
штаммов H. infl uenzae тип b происходит одновремен-
но с ростом культуры и максимальный уровень на-
копления целевого продукта наблюдается в ранней 
стационарной фазе роста [16].

Капсульный полисахарид синтезируется экзо-
генно, его освобождение в культуральную жидкость 
происходит через несколько часов после окончания 
биосинтеза. При этом скорость освобождения по-
лисахарида в экспоненциальной фазе роста инди-
видуальна для каждого штамма. Выделение ПРФ в 
питательную среду происходило самопроизвольно, 
однако авторы [16] подчеркивают, что для ускорения 
данного процесса и увеличения количества синтези-
рованного полисахарида целесообразным является 
нагревание или обработка биомассы ультразвуком. 

Другой интересный подход по увеличению коли-
чества отделяемого полисахарида описан в патенте 
[17]. Авторы предложили по завершению фермен-
тации снижать температуру до комнатной и выдер-
живать в таких условиях культуральную жидкость. 
Показано, что количество синтезированного ПРФ 
через 12 ч культивирования составляло 330 мкг/мл, а 
выдерживание при комнатной температуре несколько 
часов после 16 ч культивирования позволяло увели-
чить уровень антигена до 480 мкг/мл. Исследователи 
обращают внимание на необходимость начала ох-
лаждения в определенное время: раньше – возможны 
потери по полисахариду, позже – может происходить 
лизис клеток и дополнительная контаминация [17].

Исследователи также отмечают, что интенсифи-
кация биосинтеза целевого продукта возможна как 
непосредственно за счет увеличения уровня био-
массы (например, при внесении источников углево-
дов или увеличения аэрации), так и при увеличении 
биосинтетической способности штамма. Например, 
буферизация питательной среды приводила к удли-
нению стационарного роста продуцента с последу-
ющим увеличением количества синтезированного 
ПРФ [16]. 

Ученые также изучали влияние предшественни-
ков биосинтеза на образование капсульного полиса-
харида при росте H. infl uenzae тип b на среде, содер-
жащей гидролизат казеина и дрожжевой экстракт. 
Показано, что максимальный уровень ПРФ (63–65 мкг 

пентозы ПРФ/мл) наблюдали при добавлении 0,1% 
рибозы или 0,5% глюкозы, тогда как без предше-
ственников он был в 6,3–6,5 раза ниже. Интересно, 
что добавление рибитола не влияло на биосинтез 
целевого продукта. Авторы объясняют данное яв-
ление проблемами транспорта и активации данного 
С5-спирта в клетке [16]. 

В 60-70-х годах ХХ столетия учеными стали ак-
тивно предлагаться синтетические среды для куль-
тивирования штаммов H. infl uenzae. Первые синте-
тические и полусинтетические питательные среды, 
используемые для выделения и поддержания роста 
H. infl uenzae, имели очень сложный, многокомпо-
нентный состав, включая множество аминокислот, 
витаминов, факторы роста, неорганические соли. На-
пример, среда Herriott [18] содержала 30 компонен-
тов. В другой работе [19] предложена синтетическая 
питательная среда, состоящая из 29 компонентов.

В тоже время проводились эксперименты по упро-
щению ее состава. Так, Klein R.D. с соавт. было пред-
ложено две модификации среды Herriott и количество 
компонентов уже снижено до 13–14 позиций [20].

Учитывая метаболические особенности 
H. infl uenzae тип b, еще в 80-х годах прошлого сто-
летия исследователи стали уделять значительное 
внимание влиянию гемина (фактор X) и никотинами-
дадениндинуклеотида (НАД, фактор V) на рост куль-
туры, а в дальнейшем и на биосинтез ПРФ [21].

Относительно исследований, проводимых на 
сегодняшний день, среди них можно выделить не-
сколько направлений: поиск наиболее продуктивных 
штаммов, подбор оптимальных условий культивиро-
вания, а также изучение биосинтеза ПРФ на альтер-
нативных средах без компонентов животного проис-
хождения.

В статье [22] описано изучение биосинтеза ПРФ 
пятью штаммами H. infl uenzae тип b, изолированны-
ми от больных детей и условно названными H. inf. 1, 
H. inf. 2, H. inf. 3, ATF1 (ATCC 35540) и ATF2 (ATCC 
10210). Показано, что максимальный синтез ПРФ (192 
мкг/мл) и концентрация клеток (3,3·1011КОЕ/мл) сре-
ди изученных штаммов были характерны для штамма 
ATF2 при росте на GC бульоне с факторами роста. 

Похожие исследования были проведены для дру-
гих семи штаммов [23]. Изучали штаммы, выделен-
ные от больных детей (Hib(1), Hib(2), Hib(3), Hib(4b), 
Hib(7b)), а также штаммы из американской коллек-
ции ATCC 35540 (Hib(5s)) и ATCC 10210 (Hib(6s)). 
Интересно, что в данном случае максимальная кон-
центрация клеток наблюдалась для четырех штаммов 
на среде сердечно-мозгового бульона (BHI) с добав-
ками факторов роста и составляла 1013 КОЕ/мл. При 
этом наибольшая концентрация синтезированного 
полисахарида была характерна для штамма ATCC 
35540 (Hib(5s)) и составляла 321 мкг/мл [23].

Различные способы культивирования также мо-
гут влиять на выход капсульного полисахарида. Так, 
бразильские ученые [24] исследовали особенности 
роста и синтеза ПРФ штаммом GB 3291 при пери-
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одической ферментации в течение 24 ч (вариант 1), 
при ферментации с подпиткой глюкозой (5 г/л) на 
9 ч (вариант 2) и при ферментации с заменой пита-
тельной среды через 12 ч культивирования (вариант 
3). Показано, что при использовании варианта 1 кон-
центрация ПРФ составляла 140 мкг/мл, а накопление 
целевого продукта было сопряжено с ростом куль-
туры. Культивирование с подпиткой не позволило 
увеличить концентрацию целевого продукта в связи 
с тем, что дополнительно внесенная глюкоза прак-
тически не потреблялась культурой. Использование 
третьего способа культивирования позволило увели-
чить продуктивность до 87 мг ПРФ/г биомассы при 
второй ферментации после замены питательной сре-
ды, тогда как при первом варианте культивирования 
она составляла 67 мг ПРФ/г биомассы. Отметим, что 
сама концентрация полисахарида практически не от-
личалась в зависимости от выбранного способа фер-
ментации (относительная вариация 0–17%) и была 
на уровне 132–155 мкг/мл. Используя подходы к 
математическому описанию процесса ферментации, 
предложенные Коно-Асай и Луедекен-Пирет, авторы 
подтвердили свое предположение, что накопление 
целевого продукта напрямую связано с накоплением 
биомассы [24].

Интересными являются дальнейшие исследова-
ния данных ученых, которые установили следующие 
закономерности синтеза ПРФ штаммом H. infl uenzae 
тип b GB 3291 и смогли в значительной степени 
увеличить его продуктивность [25]. На биосинтез 
полисахарида оказывает значительное влияние регу-
ляция рН: поддержание рН на нейтральном уровне 
(7,2±0,2) позволяет увеличить выход ПРФ. Так, с ре-
гуляцией рН и выходом на стационарную фазу роста 
синтез антигена продолжался и увеличивался, в от-
личие от варианта без регуляции рН, где увеличение 
количества антигена наблюдали только в экспонен-
циальной фазе роста. Подпитку в виде глюкозы (при 
регуляции рН) клетки быстро катаболизировали с 
одновременным синтезом биомассы и антигена. При 
выходе культуры на стационарную фазу роста потре-
бление глюкозы замедлялось, но синтез полисахари-
да активно продолжался. При этом после достижения 
стационарной фазы роста (10 ч) подпитка напрямую 
конвертировалась в полисахарид (при условии ре-
гуляции рН). Кроме того, было показано, что при 
насыщении кислородом 30% с контролем рН коли-
чество синтезированного полисахарида составляло 
943,3 мкг/мл, что было на 124 % выше по сравнению 
с традиционным синтезом при неизменной аэрации 
(420,8 мкг/мл). Поддержание парциального давления 
и рН на определенном уровне приводило к удлине-
нию экспоненциальной и стационарной фаз роста и 
соответственно к увеличению образования ПРФ. Ав-
торы предполагают, что регуляция рН и поддержание 
аэрации на определенном уровне также положитель-
но влияет на экспрессию генов, отвечающих за син-
тез капсульного полисахарида [25].

Современные мировые тенденции требуют от 

биотехнологов разработки новых подходов к под-
бору питательной среды для культивирования про-
дуцентов, особенно тех, которые для своей жиз-
недеятельности требуют компоненты животного 
происхождения. К таким микроорганизмам относится и 
H. infl uenzae тип b, для культивирования которого ча-
сто используют среды с животными компонентами, 
например, сердечно-мозговой бульон, шоколадный 
агар с кровью, пептоны животного происхождения. 
Кроме того, фактором роста H. infl uenzae тип b явля-
ется гем [26, 27], который в виде, например, раствора 
гемина хлорида, обязательно вносят в питательную 
среду. Поэтому все чаще ученые уделяют внимание 
подбору альтернативных питательных сред на осно-
ве растительных компонентов, например, пептонов. 
Так, большинство современных патентов, касающих-
ся биосинтеза ПРФ H. infl uenzae тип b, посвящены 
подбору оптимального состава именно таких пита-
тельных сред. 

В патенте [28] приводится информация по ком-
понентному составу питательной среды, содержащей 
неорганические соли, глюкозу, дрожжевой экстракт, 
некоторые аминокислоты, гемин и НАД, а также пеп-
тон растительного происхождения. Установлено, что 
при выращивании штамма H. infl uenzae тип b CS 68 
на данной питательной среде количество полисаха-
рида, собранного с 700 л культуральной жидкости, 
составляло 70–80 г. 

В работе [29] описана модифицированная сое-
во-пептоновая среда с дрожжевым экстрактом и оп-
тимизированной концентрацией гемина (30 мг/л) и 
НАД (15 мг/л), использование которой в условиях 
принудительной аэрации и контроля рН приводило к 
увеличению синтеза ПРФ до 980 мкг/мл.

Помимо подбора оптимального состава пита-
тельной среды ученые особое внимание уделяют се-
лекции и получению высокоактивных продуцентов 
ПРФ. Так, в патенте [30] авторы описали гетероген-
ную популяцию H.infl uenzae серотипа b, которая со-
держит инкапсулированные и неинкапсулированные 
бактерии. Показано, что после 18–24 ч культивирова-
ния на селективных твердых питательных средах раз-
личали белые и серые колонии, которые значительно 
отличались по продуктивности. Так, белые колонии 
синтезировали в 3–5 раз больше ПРФ по сравнению с 
колониями серого цвета и их продуктивность сохра-
нялась на протяжении 4-х генераций. Для селектив-
ного выделения высокопродуктивных белых колоний 
была предложена синтетическая твердая питательная 
среда, содержащая растительный пептон, дрожжевой 
экстракт, неорганические соли, углеводы, факторы 
роста. Ученые предположили, что клетки, образую-
щие белые колонии, содержат как минимум два ло-
куса, отвечающих за синтез целевого антигена [30].

Штамм с подобными генетическими характери-
стиками использовали авторы другого патента [31]. 
Они исследовали инкапсулированный штамм H. 
infl uenzae тип b, содержащий как минимум две копии 
локуса (размер между 17 и 18 кДа) в генетическом 
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коде, которые группируют вместе гены, отвечающие 
за синтез и экспрессию полисахаридной капсулы. 
Использование предложенной в патенте химической 
среды позволило получить стабильный штамм в 20 
генерациях. Ученые провели значительную работу 
по изучению влияния компонентного состава пита-
тельной среды на биосинтез ПРФ, а также по под-
бору компонентов неживотного происхождения для 
ее состава [31]. При подборе питательной среды ис-
следователи исключали из ее состава белки, что, по 
их мнению, значительно облегчает очистку целевого 
продукта и исключает использование пеногасителя. 
Установлено, что для культивирования исследуемого 
штамма в питательной среде должен присутствовать 
ряд аминокислот, при этом показана возможность ре-
гуляции биосинтеза полисахарида концентрацией ас-
парагиновой кислоты, аспарагина и глутамина [31]. 
Концентрация данных аминокислот была выбрана 
таким образом, чтобы направить метаболизм клетки 
на производство капсульного полисахарида. Кроме 
того, в патенте [31] описано положительное влияние 
на продукцию целевого продукта ряда витаминов в 
составе питательной среды. 

При замене животных компонентов питательной 
среды на альтернативные встает вопрос источника 
гемина для H. infl uenzae тип b, для которого данный 
порфирин является незаменимым фактором роста. В 
патенте [31] предложено заменить гемин животного 
происхождения на динатриевую соль протопорфири-
на или синтетический протопорфирин IX в концен-
трациях 0,25 и 2,0 мг/л. 

Интересный подход к увеличению синтеза био-
массы или целевого продукта можно использовать, 
применяя смеси субстратов для культивирования [32, 
33]. Показано, что штамм, описанный в патенте [31], 
способен расщеплять глюкозу, фруктозу, галактозу, 
глицерин, ксилозу, рибозу, фукозу, сиаловую кисло-
ту и лактат, а также для его культивирования можно 
использовать два и более источника углерода, как на-
пример, глюкозу (12–16 г/л) и лактат (0,5–10 г/л). По 
нашему мнению, изучение данного вопроса и работа 
в данном направлении может быть перспективной.

Кроме того, важным показателем, влияющим на 
биосинтез целевого продукта, является соотношение 
углерод/азот в питательной среде [34, 35]. Так, в па-
тенте [31] подчеркивается, что соотношение пептона 
и дрожжевого экстракта должно быть более или рав-
но 1, а содержание общего азота – более 0,8 г/л. 

В работе авторы [36] изучали влияние концен-
трации декстрозы и дрожжевого экстракта на синтез 
ПРФ H. infl uenzae тип b ATCC No. 10211. Проводи-
ли модификацию двух питательных сред: среды, со-
держащей в качестве основных компонентов соевый 
пептон и дрожжевой экстракт (MP), а также среды, в 
состав которой входил казитон и дрожжевой экстракт 
(CY) [37]. Модификация заключалась в изменении 
концентрации декстрозы и дрожжевого экстракта 
в пределах 0–10 и 0–7,5 г/л соответственно. Экспе-
рименты по подбору оптимальной концентрации 

источника углерода и азота проводили в колбах Эр-
ленмейера, содержащих по 1,0 л питательной среды 
соответствующего варианта, на шейкер-инкубаторе 
при 200 об/мин, температуре 37°С на протяжении 
15 ч. Установлено, что максимальный синтез ПРФ 
(453–511 мг/л) наблюдали при концентрации декстро-
зы и дрожжевого экстракта 2,5 и 6 г/л соответственно 
при культивировании на среде MP. При культивиро-
вании штамма в модифицированной среде MP с по-
добранной оптимальной концентрацией дрожжевого 
экстракта и глюкозы в ферментере объемом 50 л вы-
ход полисахарида составил 524 мг/л.

Таким образом, при подборе оптимального со-
става питательной среды для культивирования про-
дуцента обязательно необходимо учитывать соотно-
шение С/N.

Опубликовано несколько работ, посвященных 
оптимизации условий культивирования H. infl uenzae 
тип b при помощи математических методов планиро-
вания [38]. Так, индийские ученые подбирали опти-
мальный состав питательной среды для получения 
ПРФ с применением плана Плакетт-Бурмана [39]. 
Установлено, что максимальный синтез капсульного 
полисахарида (183 мкг/мл) исследуемым штаммом 
наблюдали на подобранной среде следующего соста-
ва (г/л): глутаматная кислота – 2, дрожжевой экстракт 
– 15, цистеин – 0,008, декстроза – 7,5, НАД – 0,008, 
гемин – 0,02, NaCl – 4, NH4Cl – 0,85, Na2HPO4 – 4,5, 
KCl – 0,11, MgSO4 7H2O – 0,6.

Другие авторы использовали центральный ком-
позиционный план и методологию поверхности от-
клика для подбора оптимальный значений внешних 
факторов (температура, рН, скорость перемешива-
ния), влияющих на количество образующейся био-
массы H. infl uenzae тип b ATCC 10211 [40]. Установ-
лено, что при температуре 35°С, перемешивании 250 
об/мин и рН 8,5 уровень сухой биомассы составлял 
5471 мг/л.

Результаты по усовершенствованию техноло-
гии получения ПРФ, а также ее масштабированию 
представлены в работах [41, 42]. Авторы в пилотных 
масштабах (2 л питательной среды) модифицировали 
среду на основе казаминовых кислот и дрожжевого 
экстракта, изменяя концентрацию глюкозы, дрожже-
вого экстракта, гемина и НАД в ее составе. Культиви-
рование на среде с оптимально подобранным соста-
вом компонентов позволило увеличить выход ПРФ 
до 1050 мкг/мл, тогда как при масштабировании до 
50 л и поддержании рН на уровне 7,5 и парциального 
давления кислорода – 30 % полученная концентрация 
полисахарида составила 1160 мкг/мл.

Российскими учеными предложено несколько 
вариантов питательных сред для культивирования 
H. infl uenzae тип b. Так, в патенте, принадлежащем 
Ростовскому научно-исследовательскому институту 
микробиологии и паразитологии [43], описана доста-
точно простая питательная среда на основе казами-
новых кислот. Другие авторы за основу брали среду 
Klein с добавлением НАД и гемина (синтетическая 
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среда) и дополнительным внесением казеинового 
пептона и глюкозы (полусинтетическая среда) [44]. 
Установлено, что продуктивность штамма 326 на 
синтетической среде составляла 90–150 мкг/мл, тогда 
как на полусинтетической – 80–130 мкг/мл. Синтети-
ческую и полусинтетическую питательную среду (на 
основе аминопептида) для культивирования штам-
ма 267 (Mech №1) использовали и авторы патента 
[45], принадлежащего Научно-исследовательскому 
институту вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова. 
В другом патенте [46] описан состав питательной 
среды для культивирования H. infl uenzae тип b, пре-
имуществом которой является ее низкая стоимость. 
В состав питательной среды входит 11 компонентов 
(в г/л: NaCl – 5,8; MgCl2 – 0,2; CaCl2–0,022; КН2PO4 – 
2,720; К2HPO4 – 3,480; глюкоза – 5,000; гемин – 0,01; 
НАД – 0,004; пантотенат кальция – 0,004; тиамин – 
0,004 мл; аминопептид – 300 мл), а ее приготовление 
включает 8 этапов. Подробно особенности культи-
вирования H. infl uenzae тип b на полусинтетических 
и синтетических средах описаны в статьях данного 
авторского коллектива [47, 48], а закономерности 
синтеза полисахарида и биомассы на этих средах в 
зависимости от концентрации факторов роста – в 
работе [49]. Установлено, что увеличение концентра-
ции гемина и НАД приводило к увеличению количе-
ства биомассы, однако количество синтезированного 
ПРФ снижалось. 

В таблице 1 обобщены данные по условиям куль-
тивирования различных штаммов H. infl uenzae тип b 

и представлены количественные показатели по био-
синтезу ПРФ.

Как видно из данных, приведенных в таблице 1, 
для биосинтеза ПРФ штаммами H. infl uenzae тип b 
используются различные по составу, в основном по-
лусинтетические питательные среды. В результате 
оптимизации их состава и масштабирования техно-
логического этапа культивирования на ферментаци-
онное оборудование показатели синтеза ПРФ для не-
которых штаммов были увеличены до 1000 мкг/мл. 
Отметим, что в отечественных доступных нам источ-
никах литературы максимальные показатели синтеза 
ПРФ составляют 130–150 мкг/мл.

Заключение. Анализ литературных данных по-
казал, что подбор оптимального состава питательной 
среды (концентрация углерода, азота (их соотноше-
ние), факторов роста) и самих условий культивирова-
ния (необходимость внесения подпитки, рН) позволяет 
достичь максимального биосинтеза капсульного поли-
сахарида полирибозилрибитолфосфата H. infl uenzae 
тип b и сократить время культивирования как техно-
логического этапа производства ПРФ. Кроме того, 
обязательно необходимо учитывать экономическую 
составляющую технологического процесса. Резуль-
таты данной работы будут учитываться при проведе-
нии экспериментальных работ по подбору питатель-
ной среды и условий культивирования штамма H. 
infl uenzae тип b В-7884 как при разработке технологии 
в лабораторных условиях, так и при ее масштабирова-
нии при опытно-промышленном производстве.

Таблица 1 – Синтез ПРФ в зависимости от условий культивирования штаммов H. infl uenzae тип b

Штамм Питательная среда Способ культивирования
Продук-
тивность, 
мкг/мл

Ссыл-
ка

Mad Сердечно-мозговой бульон 
и триптиказо-соевая основная среда Не указано 72,6 [16]

GB 3291

Соевый пептон – 10,0 г, диализат дрожжевого 
экстракта – 5,0 г, K2HPO4 – 2,5 г, Na2HPO4 – 

13,1 г, NaH2PO4 – 3,3 г, глюкоза – 5,0 г, гемин 
хлорид – 10,0 мг, НАД – 10,0 мг, 

дистиллированная вода – до 1 л. Поддержание 
рН на уровне 7,5 при помощи 5,0 н NaOH

В ферментере объемом 13 л, 
рабочий объем питательной 
среды – 7,4 л, скорость пе-
ремешивания – 100–600 об/
мин, 37°С, скорость подачи 
воздуха – 2 л/мин. Регуля-
ция рН не проводилась

155,0 [24]

GB 3291

Соевый пептон – 10,0 г, диализат дрожжевого 
экстракта – 5,0 г, K2HPO4 – 2,5 г, Na2HPO4 – 

13,1 г, NaH2PO4 – 3,3 г, глюкоза – 5,0 г, гемин 
хлорид – 30,0 мг, НАД – 15,0 мг, дистиллиро-
ванная вода – до 1 л. Поддержание рН на уров-

не 7,2 при помощи 5,0 М NaOH

В ферментере объемом 
13 л, рабочий объем пи-
тательной среды – 7,4 л, 
скорость перемешивания 
– 100–600 об/мин, 37°С, 
скорость подачи воздуха – 
0,25 объема воздуха/объем 
питательной среды в мин, 
насыщенность воздухом на 
уровне 30%, поддержание 

рН на уровне 7,2

943,3 [25]

ATCC 
35540 

(Hib(5s))

Сердечно-мозговой бульон с добавками 1% 
раствора гемоглобина и 1% раствора Isovitalex 
(содержит НАД, витамины и микроэлементы)

В колбах на качалке в тече-
ние 24 ч при 37°C в присут-

ствие 5–10% CO2

321,0 [23]
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Штамм Питательная среда Способ культивирования
Продук-
тивность, 
мкг/мл

Ссыл-
ка

ATF2 
(ATCC 
10210)

Панкреатический гидролизат казеина – 7,5 г, 
пептический перевар животной ткани – 7,5 г, 
кукурузный крахмал – 1,0 г, К2НРО4 – 4,0 г, 
КН2РО4 – 1,0 г, NaCl – 5,0 г, глюкоза – 5,0 г, 

вода – до 1 л, дополнительно добавлены гемин – 
10 мг/мл и IsovitaleX, содержащий 0,01/мл НАД

В колбах на качалке в тече-
ние 24 ч при 37°C в присут-
ствие 5–10 % CO2, рН 7,5

192,0 [22]

Mad

Казаминовые кислоты – 1 %, диализат дрожже-
вого экстракта – 0,5 %, NaCl и натрий-фосфат-
ный буфер согласно прописи. Добавки в виде 
подготовленной лошадиной крови в количе-
стве 1/1000 и III НАД в количестве 1 мкг/мл

Не указано
133,0

(по пенто-
зе ПРФ)

[16]

Не ука-
зано

Глутаминовая кислота – 2,0 г, дрожжевой экст-
ракт – 15,0 г, цистеин – 0,008 г, декcтроза – 
7,5 г, НАД – 0,008 г, гемин – 0,02 г, NaCl – 
4,0 г, NH4Cl – 0,85 г, Na2HPO4 – 4,5 г, KCl – 

0,11 г, MgSO4 7H2O – 0,6 г, вода – до 1 л

Ферментер объемом 6 л 180,0–
183,0 [39]

A760705

L-глутаминовая кислота – 1,3 г, Na2HPO4·2H2О 
– 2,5 г, KCl – 0,09 г, NaCl – 6,0 г, NH4Cl – 1,25 
г, дрожжевой экстракт – 10 г, цистеин – 0,015 г, 
MgSO4·7H2О – 0,6 г, декстроза – 5,0 г, гемин – 

0,005 г, НАД – 0,002 г, вода – до 1 л

Ферментер рабочим объе-
мом 40 л, скорость аэрации 
– 5 л/мин, насыщенность 
воздухом на уровне 30%, 
скорость перемешивания – 

300–700 об/мин, рН 7,0

480,0 [17]

Гетеро-
генная 
популя-
ция

(отби-
рали 

продук-
тивные 
белые 

колонии)

3-НАД – 5,0 мг, протопорфирин IX – 1,0 мг, 
глюкоза – 20,0 г, дрожжевой экстракт – 5,0 г, 

гороховый пептон – 7,42 г, лактат натрия в 60% 
водном растворе – 1,49 мл, цистин – 

0,07 г, триптофан – 0,02 г, Na2HPO4·12H2O – 
31,14 г, NaH2PO4·2H2O – 2,03 г, MgSO4·7H2O – 

0,4 г, CaCl2·2H2O – 0,02 г, (NH4)2SO4 – 1 г, 
вода – до 1 л

Ферментер объемом 1 л, при 
(37±1) °C, перемешивание, 
давление 0,1 бар, pO2 – 30%, 
скорость подачи воздуха – 
0,25 объема воздуха/объем 
питательной среды в мин

719,0–
904,0 [30]

ATCC10211

Казаминовые кислоты – 10,0 г/л, диализат 
дрожжевого экстракта – 2,5 г/л, глюкоза –
 6,0 г/л, 0,1 М натрий фосфатный буфер, 
рН 7,6. Дополнительно на 1 л питательной 
среды вносили 0,015 г НАД и 0,03 г гемина

В колбах (объем культураль-
ной жидкости – 2 л), при 

36,5 °C, 250 об/мин, с под-
питкой раствором глюкозы 
и дрожжевого экстракта

1050,0

[42]

В ферментере объемом 50 
л, при температуре 36,5°C; 
скорость подачи воздуха 
– 0,6–0,8 объема воздуха/
объем питательной среды 
в мин, перемешивание – 

400–900 об/мин, рН – 7,3, 
насыщенность воздухом на 
уровне 30 %, с подпиткой 
раствором глюкозы и дрож-

жевого экстракта

1160,0

Среда, содержащая Na2HPO4, NaH2PO4, 
K2HPO4, НАД, гемин, соевый пептон, 

дрожжевой экстракт – 2,5 г/л, декстроза – 6 г/л

В колбах (объем культу-
ральной жидкости – 1 л), 
при 37°C, 200 об/мин

453,0–
511,0 [36]

В ферментере объемом 50 л 524,0

Продолжение таблицы 1
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Штамм Питательная среда Способ культивирования
Продук-
тивность, 
мкг/мл

Ссыл-
ка

Капсу-
лиро-
ванный 
штамм, 
содержа-
щий как 
минимум 
2 копии 
локуса в 
генети-
ческом 
коде

60 % лактат натрия – 1,5 мл/л, K2HPO4 – 
300 мг/л, KH2PO4 – 300 мг/л, MgSO4·7H2O – 

368 мг/л, Na2HPO4·12H2O – 28620 мг/л, 
NaH2PO4·2H2O – 1870 мг/л, L-аргинин – 

87 мг/л, L-аланин – 134 мг/л, L-аспарагин – 
198 мг/л, L-лизин – 140 мг/л, L-глутамин – 

220 мг/л, L-гистидин – 78 мг/л, L-триптофан 
– 200 мг/л, L-валин – 115 мг/л, L-изолейцин – 

130 мг/л, L-лейцин – 130 мг/л, L-тирозин – 
180 мг/л, L-фенилаланин – 165 мг/л, L-цистин 

– 61 мг/л, L-аспарагиновая кислота – 
1065 мг/л, L-глутаминовая кислота – 1471 мг/л, 

пиридоксин HCl – 4 мг/л, рибофлавин – 
0,2 мг/л, тиамин HC – 4 мг/л, биотин – 4 мг/л, 

кальций пантотенат – 4,5 мг/л, урацил – 
70 мг/л, гипоксантин – 20 мг/л, FeSO4×7H2O – 
2,5 мг/л, ZnSO4×7H2O – 20 мг/л, CoCl2×6H2O 

– 1, MnSO4×H2O – 5 мг/л, CaCl2×2H2O – 
13 мг/л, конечное рН – 7,2±0,1 

(доведение 10 н раствором KOH)
Дополнительно вносили: глюкоза – 512,8 г/л, 
раствор НАД, протопорфирин – 0,25 г/л,

аммоний гидроксид – 5 мл/л

В ферментере 1000 л, при 
температуре (32±1)°C, 

pH (6,7±0,2) (доведение 
2,5 н раствором натрия 

гидроксида), pO2 
поддерживали на уровне 
70% путем каскадного 
изменения скорости 

перемешивания (от 100 до 
230 об/мин), увеличением 

аэрации (от 70 
до 150 л/мин), скорости 

потока O2 от 0 до 500 л/мин. 
По мере необходимости 
вносили пеногаситель 

(4% раствор Biospumex)

865,0 [31]

CS 68

L-глутаминовая кислота – 1,5 г/л, сульфат 
аммония – 1,25 г/л, натрий фосфат двузаме-

щенный двуводный (Na2HPО4×2H2О) – 11,0 г/л, 
натрий фосфат однозамещенный двуводный 

(NaH2PО4×2H2О) – 3,3 г/л, дрожжевой экстракт 
– 5 г/л, калий хлорид (KCl) – 100,0 мг/л, на-

трий хлорид (NaCl) – 6 г/л, экстракт раститель-
ного пептона – 10 г/л, НАД – 3,0 мг/л, гемин 
синтетический – 5,0 мг/л, глюкоза – 5,0 г/л, 

L-цистеин – 100 мг/л

При температуре 37°C, рН 
поддерживали на уровне 7,0

100,0–
115,0 [28]

Eagan

Дрожжевой экстракт – 5 г/л, казаминовые кис-
лоты – 22,5 г/л, двухосновный фосфат натрия 

– 14,4 г/л, декстроза – 5,59 г/л, гемин – 
20 г, аммония гидроксид (30%) – 0,1534 мл, 

1 % НАД  – 0,6 мл

В ферментере 40 л, 
16–18 ч

Данные 
не приве-
дены

[50]

В 423

Бульон казаминовых кислот – 10,0 г/л, глюкоза 
– 5,0 г/л, диализат дрожжевого экстракта – 
2,0 г/л, гемин – 0,001 г/л, НАД – 0,008 г/л, 

витамин В12 – 0,0005 г/л, рН 7,2–7,4

В атмосфере, насыщенной 
СО2, в течение 8–10 ч

Данные 
не приве-
дены

[43]

326
Среда Klein с факторами роста (гемин, НАД) Ферментер марки «Анкум» 

в условиях принудительной 
аэрации при 37°С при по-
стоянном перемешивании

90,0–
150,0 [44]Среда Klein с факторами роста (гемин, НАД), 

казеиновый пептон – 20 г/л, глюкоза – 2 г/л
80,0–
130,0

267 
(Mech 
№1)

Полусинтетическая (на основе аминопептида) 
и синтетическая питательная среда

При 37°С на шуттеле при 
200 об/мин. После достиже-
ния культурой стационар-
ной фазы роста инкубацию 
продолжали в течение 6 

часов

50,0–
100,0 [45]
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Introduction. One of the main causes of morbidi-
ty and mortality of young children from pneumonia and 
meningitis is bacteria Haemophilus infl uenzae type b 
(Hib) [1–5]. It is believed that the only one effective way 
to prevent the infections caused by Hib is vaccination 
[6–11].

The composition of the vaccine against the infection 
caused by H. infl uenzae type b includes capsular polysac-
charide polyribosylribitol phosphate (PRP), synthesized 
by H. infl uenzae type b in signifi cant quantities during 
the growth on liquid growth mediums [12]. It is known 
that one of the most important steps in the production 
of vaccines is cultivation of the producer under optimal 
conditions, which allows obtaining the maximum yield 
of the target product with minimal costs.

Previously the employees of the FSUE “Saint-Pe-
tersburg scientifi c research institute of vaccines and se-
rums and the enterprise for the production of bacterial 
preparations” of FMBA, Russia had isolated a strain 
identifi ed as H. infl uenzae type b. This strain had been 
deposited under the registration number B-7884 in the 
National collection of pathogenic microorganisms and 
cell cultures «GKMP-Obolensk» for the purposes of the 
national patent proceeding [13] as a result of which a pat-
ent for the invention was obtained [14]. The conditions 
for obtaining of Master and Working cell bank had been 
selected as well as the methods for controlling had been 
worked out. At the next step, it is planned to select the 
optimal component composition of the liquid growth me-
dium, as well as the conditions for cultivation of B-7884 
strain to obtain the maximum amount of the capsular 
polysaccharide polyribosylribitol phosphate (PRP).

The aim of the investigation is to analyze and sum-
marize the literature data on the cultivation peculiarities 
of haemophilus infl uenzae of b-type strains.

Materials and methods. In the process of selecting 
the material for writing a review article, we used the da-
tabases Google Patents, Science Research Portal, Goo-
gle Scholar, ScienceDirect, CiteSeer, Publications, Re-
searchIndex, Ingenta, PubMed, KEGG, etc. The search 
of articles was conducted by the following keywords: 
«Haemophilus infl uenzae type b», «PRP», «cultivation», 
«culture medium», «fermenter».

Results and discussion. The selection of optimal 
conditions for cultivation is primarily associated with 
the physiological characteristics of the producer and the 
ways of synthesis of the target product.

Considering the fact that polyribosylribitol phos-
phate is a capsular polysaccharide of H. infl uenzae type 
b, the issues associated with its biosynthesis depending 
on the growth phase of the producer, release into the 
growth medium, the infl uence of biosynthetic precursors, 
the dependence of the formation of the polysaccharide 
on the rate of biomass accumulation are especially inter-
esting [15]. 

Thus, back in the 70s of the previous century it was 
found out that the synthesis of PRP in six of the investi-
gated H. infl uenzae type b strains occurred simultaneous-
ly with the growth of culture and the maximum level of 

accumulation of the target product was observed in the 
early stationary growth phase [16].

Capsular polysaccharide is synthesized exogenous-
ly, its release into the fermentation broth occurs a few 
hours after the end of biosynthesis. The rate of release 
of the polysaccharide in the exponential growth phase is 
individual for each strain. The release of PRP into the 
fermentation broth occurred spontaneously, but the au-
thors of the work [16] emphasize that it is advisable to 
heat or treat the biomass by ultrasound for speeding up 
the release of the polysaccharide and increase the amount 
of synthesized PRP.

Another interesting approach to increasing the amount 
of a detachable polysaccharide is described in the patent 
[17]. The authors proposed to lower the temperature to 
room temperature after the fermentation and hold the fer-
mentation broth in such conditions. It was shown that the 
amount of synthesized PRP was 330 μg/ml after 12 h of 
cultivation, and keeping at room temperature for several 
hours after 16 h of cultivation allowed to increase the an-
tigen level to 480 μg/ml. The researchers focus their at-
tention on the necessity to start cooling at a certain time: 
earlier – losses on polysaccharide are possible, and later 
on cell lysis and additional contamination may occur [17].

The researchers also note that the intensifi cation of 
the target product biosynthesis is possible either directly 
by increasing the level of biomass (for example, by in-
troducing sources of carbohydrates or increasing the aer-
ation) or by increasing the biosynthetic capacity of the 
strain. For example, buffering of the growth medium led 
to increasing elongation of the producer stationary phase 
with a subsequent increase in the amount of synthesized 
PRP [16].

The scientists also studied the effect of precursors 
of biosynthesis on capsular polysaccharide formation 
during H. infl uenzae type b growth on the medium con-
taining casein digest and yeast extract. It was shown that 
the maximum level of PRP (63–65 μg pentose PRP/ml) 
was observed with the addition of 0.1% ribose or 0.5% 
glucose, whereas without precursors it was 6.3–6.5 times 
lower. It is interesting, but adding ribitol did not infl u-
ence the target product biosynthesis. The authors explain 
this phenomenon by the problems of transport and acti-
vation of this C5-alcohol in the cell [16]. 

In the 60–70s of the 20th century, the scientists began 
to actively propose synthetic medium for the cultivation 
of H. infl uenzae strains. The fi rst synthetic and semi-syn-
thetic growth mediums, used for isolation and keeping 
the growth of H. infl uenzae, had a very complex, mul-
ticomponent composition, including many amino acids, 
vitamins, growth factors, inorganic salts. For example, 
the Herriott medium [18] contained 30 components. In 
another work [19], a synthetic growth medium consisting 
of 29 components was proposed.

At the same time, experiments were carried out to 
simplify its composition. Thus, R.D. Klein with co-au-
thors proposed two modifi cations of the Herriott medium 
and the number of the components was reduced up to 
13–14 positions [20].
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In the 80s of the previous century, taking into ac-
count the metabolic characteristics of H. infl uenzae type 
b, the researchers began to pay considerable attention to 
the infl uence of hemin (factor X) and nicotinamide ade-
nine dinucleotide (NAD, factor V) on the growth of cul-
ture, and further on the biosynthesis of PRP [21].

Concerning the studies conducted today, several ar-
eas can be identifi ed among them: searching for the most 
productive strains, selecting optimal conditions for culti-
vation, and studying the PRP biosynthesis in alternative 
medium without components of animal origin.

In one of the articles [22] the study of PRP biosyn-
thesis by fi ve strains of H. infl uenzae type b, isolated 
from diseased children and conditionally named H. inf. 
1, H. inf. 2, H. inf. 3, ATF1 (ATCC 35540) and ATF2 
(ATCC 10210) is described. It was shown that the maxi-
mum PRP synthesis (192 μg/ml) and the cell concentra-
tion (3.3 × 1011 CFU/ml) among the studied strains were 
characteristic for ATF2 strain during the growth on GC 
broth with the growth factors.

Similar studies were conducted for the other seven 
strains [23]. The strains isolated from sick children (Hib 
(1), Hib (2), Hib (3), Hib (4b), Hib (7b)) and the strains 
from the American collection ATCC 35540 (Hib (5s)) 
and ATCC 10210 (Hib (6s)) were studied. 

It is interesting that in this case the maximum cell 
concentration (1013 CFU/ml) was observed for four 
strains on brain-heart infusion medium (BHI) supple-
mented with growth factors. The highest concentration 
of the synthesized polysaccharide (321 μg/ml) was char-
acteristic for the strain ATCC 35540 (Hib (5s)) [23].

Different cultivation ways can also infl uence the 
yield of the capsular polysaccharide. Thus, Brazilian sci-
entists [24] studied the features of growth and synthesis 
of PRP by strain GB 3291 during periodic fermentation 
for 24 h (option 1), during fermentation with feed of glu-
cose (5 g/l) for 9 h (option 2) and during fermentation 
with replacing the growth medium after 12 hours of cul-
tivation (option 3). It was shown that while using option 
1, the concentration of PRP was 140 μg/ml and the ac-
cumulation of the target product was associated with the 
growth of the culture. Cultivation with the feed did not 
allow increasing the concentration of the target product 
due to the fact that additionally introduced glucose was 
practically not consumed by the culture. Using the third 
cultivation option allowed increasing the productivity 
to 87 mg of PRP/g of biomass in the second fermenta-
tion after replacement of the growth medium, whereas 
in the fi rst option of cultivation it was 67 mg of PRP/g 
of biomass. It should be noted that the concentration of 
the polysaccharide itself did not differ substantially de-
pending on the chosen fermentation way (at the relative 
variation of 0-17%) and was at the level of 132–155 μg/ml. 
Using the approaches to the mathematical description of 
the fermentation process proposed by Kono-Asai and Lu-
edeken-Piret, the authors confi rmed their assumption that 
the accumulation of the target product is directly related 
to the concentration of biomass [24].

The further studies by these scientists who estab-

lished the following patterns of PPP synthesis by the 
strain H. infl uenzae type b GB 3291 and were able to 
substantially increase its productivity are also interesting 
[25]. The biosynthesis of the polysaccharide is signifi -
cantly infl uenced by pH regulation: maintaining the pH 
at a neutral level (7.2 ± 0.2) allows increasing the yield 
of PRP. Thus, the synthesis of the antigen continued and 
increased with pH regulation and attainment to the sta-
tionary growth phase, in contrast to the variant without 
pH regulation, where the increase of antigen amount 
was observed only in the exponential growth phase. 
The cells rapidly catabolized feed in the form of glucose 
(with pH adjustment) with the simultaneous synthesis 
of biomass and antigen. When the culture reached the 
stationary growth phase, glucose consumption slowed 
down, but the synthesis of the polysaccharide was ac-
tively continued. At the same time, after reaching the 
stationary growth phase (10 h), the feed was directly 
converted into a polysaccharide (under the condition of 
pH regulation). In addition, it was shown that the amount 
of synthesized polysaccharide was 943.3 μg/ml when 
the oxygen saturation was 30% with pH control. The 
amount of synthesized polysaccharide was 124% high-
er than the traditional synthesis with unchanged aeration 
(420.8 μg/ml). Maintaining the partial pressure and pH 
at a certain level led to an elongation of the exponential 
and stationary growth phases and, correspondingly, to an 
increase of PRP formation. The authors suggest that pH 
regulation and the maintenance of aeration at a certain 
level also positively infl uence the expression of genes 
which are responsible for the synthesis of the capsular 
polysaccharide [25].

Modern world trends require that biotechnologists 
should develop new approaches to the selection of a 
growth medium for the cultivation of producers, espe-
cially those that require components of animal origin for 
their activity. H. infl uenzae type b also relates to such 
microorganisms, for the cultivation of which media with 
animal components are often used (e.g. brain-heart in-
fusion medium, chocolate agar with blood, peptones of 
the animal origin). In addition, gem is the growth factor 
of H. infl uenzae type b [26, 27], which is necessarily in-
troduced into the growth medium in the form of a solu-
tion of hemin chloride. Therefore, increasingly frequent-
ly scientists pay attention to the selection of alternative 
growth medium based on plant components, for example, 
peptones. Thus, most of the modern patents relating to 
the biosynthesis of PRP of H. infl uenzae type b are de-
voted to the selection of the optimal composition of such 
growth medium.

The information about the component composition 
of the growth medium containing inorganic salts, glu-
cose, yeast extract, some amino acids, hemin and NAD, 
as well as peptone of plant origin is provided in patent 
[28]. It was found out that the amount of polysaccharide 
collected from 700 liters of culture liquid was 70–80 g 
when a strain H. infl uenzae type b CS 68 was grown on 
this growth medium.

A modifi ed soybean-peptone medium with a yeast 
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extract and an optimized concentration of hemin (30 mg/l) 
and NAD (15 mg/l) was described in one of the works 
[29]. The synthesis of PRP increased up to 980 μg/ml un-
der conditions of forced aeration and pH control.

In addition to screening the optimal composition of 
the growth medium, scientists pay special attention to the 
selection and receiving of highly active PRP producers. 
Thus, in the patent [30] the authors described a hetero-
geneous population of H. infl uenzae serotype b, which 
contains encapsulated and noncapsulated bacteria. It was 
shown that white and gray colonies, signifi cantly differ-
ent in productivity, were distinguished after 18–24 h of 
cultivation on selective solid nutrient media. Thus, white 
colonies synthesized 3–5 times more PRP compared to 
gray colonies and their productivity persisted for 4 gen-
erations. A synthetic solid nutrient medium containing 
plant peptone, yeast extract, inorganic salts, carbohy-
drates, growth factors, was proposed for the selective 
isolation of highly productive white colonies. S The sci-
entists suggested that the cells forming white colonies 
contained at least two locuses, which were responsible 
for the synthesis of the target antigen [30].

The authors of another patent [31] used a strain with 
similar genetic characteristics. They examined the encap-
sulated strain H. infl uenzae type b, containing at least two 
copies of the locus (the size between 17 and 18 kDa) in 
the genetic code that group together the genes responsi-
ble for the synthesis and expression of the polysaccha-
ride capsule. Using the chemical medium proposed in 
the patent made it possible to obtain a stable strain in 
20 generations. The scientists conducted signifi cant work 
studying the infl uence of the constituent composition of 
the growth medium on the PRP biosynthesis, as well as 
on the selection of components of non-animal origin for 
its composition [31]. During the selection of a growth 
medium, the researchers excluded proteins from its com-
position, which, in their opinion, greatly facilitates the 
purifi cation of the target product and eliminates using of 
an antifoam agent. It has been established that a range of 
amino acids must be present in the growth medium for 
the cultivation of the studding strain, while the possibili-
ty of regulation of the polysaccharide biosynthesis by the 
concentration of aspartic acid, asparagine and glutamine 
was shown [31]. The concentration of these amino acids 
was chosen in such a way as to direct the metabolism of 
the cell to the production of the capsular polysaccharide. 
In addition, the positive effect of a range of vitamins in 
the growth medium on the production of the target prod-
uct is described in patent [31].

During the replacement of animal components in the 
growth medium for an alternative, the question arises 
of the source of the hemin for H. infl uenzae type b, for 
which this porphyrin is an indispensable growth factor. 
The replacement of animal-based hemin on disodium 
salt of protoporphyrin or synthetic protoporphyrin IX at 
concentrations of 0.25 and 2.0 mg/l is proposed in the 
patent [31].

Using mixtures of substrates for cultivation is an in-
teresting approach to increasing the synthesis of biomass 

or the target product [32, 33]. It has been shown that the 
strain described in the patent [31] is capable to catabolize 
glucose, fructose, galactose, glycerol, xylose, ribose, fu-
cose, sialic acid and lactate, and two or more carbon sourc-
es, such as glucose (12–16 g/l) and lactate (0.5–10 g/l), can 
be used for its cultivation. In our opinion, the study of this 
issue and work in this direction can be promising.

In addition, an important factor infl uencing the bio-
synthesis of the target product is the carbon/nitrogen ra-
tio in the growth medium [34, 35]. Thus, it is emphasized 
in the patent [31] that the ratio of peptone and yeast ex-
tract should be more or equal to 1, and the content of total 
nitrogen – more than 0.8 g/l.

The authors of the work [36] studied the effect of 
dextrose and yeast extract concentration on the PRP 
synthesis of H. infl uenzae type b ATCC No. 10211. Two 
growth mediums were modifi ed: the medium containing 
soy peptone and yeast extract (MP) as the main compo-
nents, as well as the medium containing the casitone and 
yeast extract (CY) [37]. The modifi cation consisted of a 
variation in the concentration of dextrose and yeast ex-
tract in the range 0–10 and 0–7.5 g/l, respectively. Ex-
periments on the selection of the optimal concentration 
of the carbon and nitrogen source were carried out in Er-
lenmeyer fl asks containing 1.0 L of the growth medium 
of the corresponding variant on a shaker incubator at 200 
rpm at 37°C for 15 h. It was found out that the maximum 
PRP synthesis (453–511 mg/l) was observed at the con-
centration of dextrose and yeast extract 2.5 and 6 g/l, re-
spectively, during the cultivation on MP medium. When 
the strain was cultured on a modifi ed MP medium with a 
selected optimal concentration of yeast extract and glu-
cose in a 50 l fermenter, the yield of the polysaccharide 
was 524 mg/l. Thus, it is necessary to take into account 
the C/N ratio when choosing the optimal composition of 
the growth medium for the cultivation of the producer.

The optimization of conditions for cultivation of H. 
infl uenzae type b using mathematical methods of plan-
ning was published in several articles [38]. Thus, Indian 
scientists selected the optimal composition of the growth 
medium for obtaining PRP using Pluckett-Burman’s plan 
[39]. It was found out that the maximum synthesis of the 
capsular polysaccharide (183 μg/ml) by the test strain 
was observed on a selected medium of the following 
composition (g/l): glutamate acid – 2, yeast extract – 15, 
cysteine – 0.008, dextrose – 7.5, NAD – 0,008, hemin 
– 0.02, NaCl – 4, NH4Cl – 0.85, Na2HPO4 – 4.5, KCl – 
0.11, MgSO4 7H2O – 0.6. Some other authors used the 
central compositional plan and the methodology of the 
response surface to select the optimal values of external 
factors (temperature, pH, stirring speed) affecting the 
amount of generated biomass H. infl uenzae type b ATCC 
10211 [40]. It was found out that at the temperature 35°C, 
a stirring 250 rpm and pH 8.5, the level of dry biomass 
was 5471 mg/l.

The results of improving the technology of obtain-
ing PRP, as well as its scaling are presented in works 
[41, 42]. On a pilot scale (2 l of growth medium) the 
authors modifi ed the medium based on casamino acids 
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and yeast extract, changing the concentration of glu-
cose, yeast extract, hemin and NAD in its composition. 
Cultivation on a medium with an optimally selected 
composition of components allowed increasing the 
yield of PRP up to 1050 μg/ml, whereas when scaling 
to 50 l, maintaining the pH at 7.5 and partial pressure 
of oxygen 30%, the resulting polysaccharide concentra-
tion was 1160 μg/ml.

Russian scientists have proposed several variants 
of nutrient media for the cultivation of H. influenzae 
type b. Thus, in the patent belonging to Rostov Sci-
entific Research Institute of Microbiology and Para-
sitology [43], a fairly simple growth medium based 
on casamino acids is described. Other authors took 
Klein’s medium with the addition of NAD and he-
min (synthetic medium) and insertion of casein pep-
tone and glucose (semisynthetic medium) as a basis 
[44]. It was found out that the productivity of strain 
326 on a synthetic and semisynthetic medium was 
90–150 μg/ml and 80–130 μg/ml, respectively. Syn-
thetic and semisynthetic growth medium (based on 
aminopeptide) for the cultivation of strain 267 (Mech 
No. 1) was also used by the authors of the patent [45] 
belonging to Mechnikov Research Institute for Vac-
cines and Sera. Another patent [46] describes the 
composition of a growth medium for cultivating H. 
infl uenzae type b which advantage is its low cost. The 
composition of the growth medium includes 11 com-
ponents (in g/l: NaCl – 5.8; MgCl2 – 0.2; CaCl2–0.022; 
КН2PO4 – 2.720; К2HPO4 – 3.480; glucose – 5.000; 
hemin – 0.01; NAD – 0.004; calcium pantothenate – 
0.004; thiamine – 0.004 ml; aminopeptide – 300 ml), 
and its preparation includes 8 stages. The details of the 
cultivation of H. infl uenzae type b on semisynthetic 
and synthetic medium are described in the articles of 
this author’s collective [47, 48], and the regularities in 

the synthesis of polysaccharide and biomass in these 
media, depending on the concentration of growth fac-
tors, are given in the work [49]. It was found out that 
increasing the concentration of hemin and NAD led to 
increasing the amount of biomass, but the amount of 
synthesized PRP was reduced.

The data on the conditions of cultivation of various 
strains of H. infl uenzae type b and quantifi es the PRP 
biosynthesis are summarized in the table.

As it is seen from the data given in the table, var-
ious mostly semisynthetic growth media, different in 
composition, are used for the PRP biosynthesis by H. 
infl uenzae type b strains. As a result of optimization of 
their composition and scaling the technological step of 
cultivation for fermentation equipment, the synthesis of 
PRP for some strains was increased to 1000 μg/ml. It 
should be noted that in the domestic literature sources 
available to us, the maximum rate of the PRP synthesis 
is 130–150 μg/ml.

Conclusion. Analysis of the literature data has 
shown that the selection of the optimum growth me-
dium composition (concentration of carbon, nitrogen 
(their ratio), growth factors) and the cultivation con-
ditions themselves (necessity of feed addition, pH) al-
lows achieving the maximum biosynthesis of capsular 
polysaccharide polyribosylribitol phosphate of H. in-
fl uenzae type b and reducing the time of cultivation as 
a technological step of PRP production. In addition, it 
is necessary to take into account the economic compo-
nent of the technological process. The results of this 
work will be taken into account in carrying out exper-
imental work on the selection of the growth medium 
and conditions for cultivation of H. infl uenzae type b 
B-7884 strain both in the development of technology 
under laboratory conditions and in its scaling in pilot 
production.

Table 1 – PRP synthesis, depending on conditions of cultivation of H. infl uenzae type b strains

Strain Growth medium Cultivation method
Produc-
tivity, 
μg/ml

Refer-
ence

Mad Brain heart infusion and trypticase-soybean 
basic medium

Not indicated 72.6 [16]

GB 3291 Soy peptone – 10.0 g, yeast extract dialysate – 
5.0 g, K2HPO4 – 2.5 g, Na2HPO4 – 13.1 g, 

NaH2PO4 – 3.3 g, glucose – 5.0 g, hemin chlo-
ride – 10.0 mg, NAD – 10.0 mg, distilled water 
– up to 1 l. Maintain the pH at 7.5 with 5.0 N 

NaOH

In a 13 l fermenter, the working 
volume of the growth medium 

is 7.4 l, the stirring speed is 
100–600 rpm, 37°C, and the air 

supply rate is 2 l/min. Regulation 
of pH was not carried out

155.0 [24]

GB 3291 Soy peptone – 10.0 g, yeast extract dialysate – 
5.0 g, K2HPO4 – 2.5 g, Na2HPO4 – 13.1 g, 

NaH2PO4 –13.1 g, NaH2PO4 – 3.3 g, glucose – 
5.0 g, hemin chloride – 30.0 mg, NAD – 

15.0 mg, distilled water – up to 1 l. Maintain the 
pH at 7.2 with 5.0 M NaOH

In a 13 l fermenter, the working 
volume of the growth medium is 
7.4 l, the stirring speed is 100–
600 rpm, 37°C, the air supply 

rate is 0.25 air volume/volume of 
the growth medium per minute, 
the air saturation at the level 

30%, maintaining the pH at 7.2

943.3 [25]
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Strain Growth medium Cultivation method
Produc-
tivity, 
μg/ml

Refer-
ence

ATCC 
35540 

(Hib(5s))

Brain heart infusion with additives of 1% solu-
tion of hemoglobin and 1% solution of Isovita-
lex (contains NAD, vitamins and microelements)

In the fl asks on shaker for 
24 hours at 37°C in the presence 

of 5–10% CO2

321.0 [23]

ATF2 
(ATCC 
10210)

Pancreatic digest of casein – 7.5 g, peptic digest 
of animal tissue – 7.5 g, corn starch – 1.0 g, 

К2НРО4 – 4.0 g, КН2РО4 – 1.0 g, NaCl – 5.0 g, 
glucose – 5.0 g, water – up to 1 l, further added 
hemin – 10 mg/ml and IsovitaleX, containing 

0.01/ml of NAD

In the fl asks on shaker for 
24 hours at 37 °C in the presence 

of 5–10% CO2, рН 7.5

192.0 [22]

Mad Casamino acids – 1%, yeast extract dialysate 
– 0.5%, NaCl and sodium phosphate buffer 

according to the formulation. Additions in the 
form of prepared horse blood in the amount of 
1/1000 and III NAD in the amount of 1 μg/ml

Not indicated 133.0
(on pen-
tose of 
PRP)

[16]

Not indi-
cated

Glutamic acid – 2.0 g, yeast extract – 15.0 g, 
cysteine – 0.008 g, dextrose – 7.5 g, NAD – 

0.008 g, hemin – 0.02 g, NaCl – 4.0 g, NH4Cl – 
0.85 g, Na2HPO4 – 4.5 g, KCl – 0.11 g, MgSO4 

7H2O – 0.6 g, water – up to 1 l

6 l fermenter 180.0–
183.0

[39]

A760705 L-glutamic acid – 1.3 g, Na2HPO4·2H2О – 
2.5 g, KCl – 0.09 g, NaCl – 6.0 g, NH4Cl – 

1.25 g, yeast extract – 10 g, cysteine – 0.015 g, 
MgSO4·7H2О – 0.6 g, dextrose – 5.0 g, hemin – 

0.005 g, NAD – 0.002 g, water – up to 1 l

Fermenter with a working 
volume of 40 l, aeration rate of 

5 l per min, air saturation 
of 30%, stirring speed 

of 300–700 rpm, pH 7.0

480.0 [17]

Heteroge-
neous popu-

lation
(the produc-
tive white 
colonies 

were select-
ed)

3-NAD – 5.0 mg, protoporphyrin IX – 1.0 
mg, glucose – 20.0 g, yeast extract – 5.0 g, 

pea peptone – 7.42 g, sodium lactate in 60% 
aqueous solution – 1.49 ml, cystine – 0.07 g, 

tryptophan – 0.02 g, Na2HPO4·12H2O – 31.14 g, 
NaH2PO4·2H2O – 2.03 g, MgSO4·7H2O – 0.4 g, 

CaCl2·2H2O – 0.02 g, (NH4)2SO4 – 1 g, 
water – up to 1 l

1 l fermenter, at (37 ± 1)°C, 
stirring, pressure 0.1 bar, pO2 – 
30%, speed of air supply – 0.25 
volume of air/volume of growth 

medium per min

719.0–
904.0

[30]

ATCC10211 Casamino acids – 10.0 g/l, yeast extract dialy-
sate – 2.5 g/l, glucose – 6.0 g/l, 0.1 M sodium 
phosphate buffer, рН 7.6. In addition on 1 l of 

growth medium was added NAD (0.015 g) 
and hemin (0.03 g)

In fl asks (volume of fermenta-
tion broth – 2 l), at 36.5°C, 250 
rpm, with a feeding solution of 

glucose and yeast extract

1050.0 [42]

In 50 l fermenter, at the tempera-
ture of 36.5°C; the air supply 

rate is 0.6-0.8 air volume/volume 
of the nutrient medium per min-
ute, stirring is 400–900 rpm, pH 
is 7.3, the air saturation is 30%, 
with a feeding solution of glu-

cose and yeast extract

1160.0

The medium containing Na2HPO4, NaH2PO4, 
K2HPO4, NAD, hemin, soy peptone, yeast ex-

tract – 2.5 g/l, dextrose – 6 g/l

In fl asks (volume of fermenta-
tion broth – 1 l), at 37°C, 

200 rpm

453.0–
511.0

[36]

In a 50 l fermenter 524.0

Table 1 continued
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Strain Growth medium Cultivation method
Produc-
tivity, 
μg/ml

Refer-
ence

A capsu-
lar strain 

containing 
at least 2 
copies of 

the locus in 
the genetic 

code

60% sodium lactate – 1.5 ml/l, K2HPO4 – 
300 mg/l, KH2PO4 – 300 mg/l, MgSO4·7H2O 
– 368 mg/l, Na2HPO4·12H2O – 28620 mg/l, 
NaH2PO4·2H2O – 1870 mg/l, L-arginine – 

87 mg/l, L-alanine – 134 mg/l, L-asparagine 
– 198 mg/l, L-lysine – 140 mg/l, L-glutamine – 
220 mg/l, L-histidine – 78 mg/l, L-tryptophan 
– 200 mg/l, L-valine – 115 mg/l, L-isoleucine 
– 130 mg/l, L-leucine – 130 mg/l, L-tyrosine 

– 180 mg/l, L-phenylalanine – 165 mg/l, L-cys-
tine – 61 mg/l, L-aspartic acid – 1065 mg/l, 

L-glutamic acid – 1471 mg/l, pyridoxine HCl 
– 4 mg/l, ribofl avin – 0.2 mg/l, thiamine HCl 

– 4 mg/l, biotin – 4 mg/l, calcium pantothenate 
– 4.5 mg/l, uracil – 70 mg/l, hypoxanthine – 

20 mg/l, FeSO4×7H2O – 2.5 mg/l, ZnSO4×7H2O 
– 20 mg/l, CoCl2×6H2O – 1 mg/l, MnSO4×H2O 
– 5 mg/l, CaCl2×2H2O – 13 mg/l, the fi nal pH is 

7.2±0.1 (adjusting with 10 N KOH solution)
Additionally added: glucose – 512.8 g/l, solu-

tion of NAD, protoporphyrin – 0.25 g/l, ammo-
nium hydroxide – 5 ml/l

In a 1000 l fermenter, at the 
temperature (32±1)°C, pH 

(6.7±0.2) (adjusting 2.5 N sodi-
um hydroxide solution), pO2 was 
maintained at 70% by cascading 
the stirring speed (from 100 up 
to 230 rpm), aeration increase 

(from 70 to 150 l/min), fl ow rate 
O2 from 0 to 500 l/min. As nec-
essary, antifoaming agent (4% 

Biospumex solution) was added

865.0 [31]

CS 68 L-glutamic acid – 1.5 g/l, ammonium sulfate – 
1.25 g/l, Sodium phosphate dibasic dihydrate 

(Na2HPО4×2H2О) – 11.0 g/l, Sodium phosphate 
monobasic dihydrate (NaH2PО4×2H2О) – 

3.3 g/l, yeast extract – 5 g/l, potassium chloride 
(KCl) – 100,0 mg/l, sodium chloride (NaCl) – 
6 g/l, vegetable peptone extract – 10 g/l, NAD 
– 3,0 mg/l, hemin synthetic – 5,0 mg/l, glucose 

– 5,0 g/l, L-cysteine – 100 mg/l

At 37°C, the pH was maintained 
at 7.0

100.0–
115.0

[28]

Eagan Yeast extract – 5 g/l, casamino acids – 22,5 g/l, 
dibasic sodium phosphate – 14.4 g/l, dextrose 

– 5.59 g/l, hemin – 20 g, ammonium hydroxide 
(30%) – 0.1534 ml, 1% NAD  – 0.6 ml

In a 40 l fermenter, 16–18 h Data 
is not 
shown

[50]

В 423 Casamino acids broth – 10.0 g/l, glucose – 
5.0 g/l, yeast extract dialysate – 2.0 g/l, hemin 

– 0.001 g/l, NAD – 0.008 g/l, vitamin B12 – 
0.0005 g/l, рН 7.2–7.4.

In an atmosphere saturated with 
CO2, for 8–10 h

Data 
is not 
shown

[43]

326 The Klein medium with growth factors (hemin, 
NAD)

Fermenter of brand “Ankum” 
under conditions of forced 

aeration at 37°C, with constant 
stirring

90.0–
150.0

[44]

The Klein medium with growth factors (hemin, 
NAD), casein peptone – 20 g/l, glucose – 2 g/l

80.0–
130.0

267 (Mech 
№1)

Semisynthetic (based on aminopeptide) and 
synthetic growth medium

At 37°C on a juggler at 200 rpm. 
The incubation was continued 

for 6 hours after the culture 
reached a stationary growth 

phase

50.0–
100.0

[45]

Table 1 continued
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