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Relatorio Descritivo da Patente de Invencdo para: "SEPARADOR DE
SOLIDOS DE CANAIS INCLINADOS PARA RETER E RECIRCULAR
SOLIDOS DE UMA MISTURA DE UM REATOR E UNIDADE
BIORREATORA”
[001] A invencao diz respeito a utilizacdo de placas reticulares de plastico
de uma s6 camada ou de véarias camadas em um separador de sélidos de
canais inclinados, contendo uma pilha de placas para reter os solidos
provenientes de uma mistura de um reator.
[002] A criacdo em cultura de células de animais e de plantas tem uma
grande importancia na producdo de substancias biologicamente ativas e
produtos farmaceuticamente ativos. Em especial, a cultura de células,
frequentemente efetuada em uma suspenséao livre em um meio de cultura, é
exigente, uma vez que as ceélulas, contrariamente ao que sucede com 0S
microrganismos, sao muitissimo sensiveis no que concerne aos esforcos
cortantes e ao insuficiente fornecimento de nutrientes.
[003] As linhas de células de animais e de plantas sdo criadas em cultura,
normalmente em lotes. O inconveniente disto é o facto de a alimentacao optima
das células apenas se conseguir com dificuldade, devido a constante alteracéo
das concentracdes do substrato, do produto e da biomassa. Além disso, no
final da fermentacdo, ha uma acumulacdo de subprodutos, por exemplo,
constituintes de células mortas, que é necessario remover, normalmente, com
grande esforco no processamento final. Pelas razbes enumeradas, mas
especialmente quando estdo a ser produzidos produtos instaveis que podem
ser, por exemplo, danificados por ataques proteoliticos, recorre-se entdo a
utilizacao de biorreatores a trabalhar continuamente.
[004] Os biorreatores continuos fazem com que seja possivel obter
elevadas densidades celulares e também uma elevada produtividade quando
sao satisfeitos 0s seguintes requisitos:

» fornecimento suficiente, e em regime lento de agitacao, de células

com substratos, especialmente com oxigénio dissolvido,
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» remocao suficiente do didxido de carbono que se forma durante a
respiracao,

* um sistema eficaz em regime lento e a prova de entupimento para
a obtencao de elevadas concentracdes de células,

+ estabilidade de longa duracao (esterilidade hidrodinamica) do
biorreator e do sistema de retengao.
[005] Para além do modo de funcionamento continuo, é possivel utilizar um
biorreator que tenha um sistema eficiente de retencdo de células, por exemplo,
mesmo para a criagdo em cultura de preculturas que tenham, especialmente,
elevadas densidades celulares. Neste caso, o0 sistema de retengéo das células é
utilizado de forma descontinua, em um modo de lotes repetidos, com a finalidade
de se remover o sobrenadante da cultura celular, virtualmente isento de
biomassa. Depois disso, o0 reator da precultura pode ser recarregado com meio
de crescimento renovado para se conseguir, assim, que a cultura produza
densidades celulares mais elevadas do que no caso de uma Unica operacao por
lotes.
[006] E necessaria uma eficiente retencéo de células, de modo a obter-se
uma elevada densidade celular (> 20 milhdes de células viaveis por mililitro) em
um biorreator explorado de forma continua. Neste caso, o grau de retencao
necessario depende do ritmo de crescimento das células e do coeficiente de
perfusdo g/V (quantidade média produzida g por volume V do biorreator).
[007] No passado, foram propostos diferentes sistemas de retencdo de
células para biorreatores explorados de forma continua, tendo tais sistemas
sido montados, na maior parte dos casos, fora do biorreator. A razdo para isto
€ a facilidade de acesso ao sistema de retencdo de células, para efeitos de
manutencgao e limpeza.
[008] Para se minimizar a danificagdo de células, especialmente devido ao
insuficiente fornecimento de oxigénio e a remocao do didéxido de carbono para
fora do biorreator, é desejavel dispor de sistemas de retencdo de células que

tenham pequenos volumes de trabalho e também tempos curtos de residéncia

Petica0 870190075306, de 05/08/2019, pag. 9/42



3/31

das células.

[009] Na técnica anterior, para além dos filtros membranares, nos
aparelnos que funcionam de acordo com o principio da filtracdo
transmembranar, com membranas fixas e moveis, recorre-se a separadoras
especificas centrifugas e por gravidade.

[010] No caso da retencdo de células com utilizacdo de filtros
membranares, observa-se a formacdo de depdsitos ou contaminacfes que
podem impedir o funcionamento fiavel e duradouro sem manutencdo. Os
depodsitos podem ser reduzidos quando had um fluxo suficientemente rapido
através das superficies membranares. Isto pode ser conseguido se a
exploracdo for estacionaria ou oscilatéria. Como exemplo de um sistema
membranar em que ha um fluxo oscilatério através dele refere-se o caso
concreto 'Alternating Tangential Flow (ATF) System' da Refine Technologies
Inc. No entanto, o fluxo répido através das superficies membranares é contrario
ao pré-requisito basico de uma cultura de células em regime lento de agitacéo.
[011] No ambito do funcionamento centrifugo, os separadores centrifugos
de células em regime lento funcionam sem manutencdo apenas ao longo de
algumas semanas, sendo necessario substituir os elementos centrifugos. Isto
aumenta o risco de contaminacao.

[012] Os separadores por gravidade, utilizados essencialmente nas
culturas de células, sdo separadores de canais inclinados e reservatorios de
sedimentacdo. Comparativamente com o0s reservatorios de sedimentacao
simples, os separadores de canais inclinados, nas producbes em grande
escala, tém a vantagem de permitirem um volume consideravelmente inferior
em relacdo a area da superficie de separacdo. Ha uma publicacdo (Henzler,
H.-J., Chemie-Technik, 1, 1992, 3) que descreve a retencédo de células em
separadores de canais inclinados que podem ser explorados em fluxo de
contracorrente, fluxo transversal e fluxo co-corrente. A secgéo transversal do
canal através da qual passa o fluxo pode estar equipada com placas ou tubos.
O documento W01994026384 Al reivindica a utilizacdo de separadores de

Petica0 870190075306, de 05/08/2019, pag. 10/42



4/31

canais inclinados para reter células em separadores de fluxo em
contracorrente. O documento W02003020919 A2 descreve, inter alia,
separadores de fluxo em contracorrente e de fluxo transversal e descreve
também combinacdes de diversos pré-separadores (v.g., hidrociclones), para a
retencdo de células. Estes separadores conhecidos, de canais inclinados, sdo
feitos de aco inoxidavel e os seus elementos sao cortados e afagados com
esforco, recebem um polimento de grau elevado e sédo soldados entre si.

[013] Os separadores de canais inclinados sao ligados ao biorreator por
meio de um circuito externo. Para tal, sdo necessarios tubos flexiveis e
bombas.

[014] Para se reduzir a atividade metabdlica e a aderéncia das células em
um separador gravitico, sugere-se o arrefecimento do caldo de cultura das
células no seu trajeto para o separador gravitico. Uma atividade metabdlica
reduzida a uma baixa temperatura € certamente vantajosa no caso de um
periodo de residéncia extenso das células fora do biorreator.

[015] O documento WO02009152990 (A2) descreve um sistema de
retencdo de células para reter e recircular células em um reservatorio através
do qual passa o fluxo, constituido por um conjunto de canais dispostos uns ao
lado dos outros, formando esses canais um cilindro oco vertical e estando
dispostos com uma inclinagdo que define um angulo B entre 10° e 60° em
relagdo ao eixo longitudinal do cilindro oco. O reservatério por onde passa o
fluxo pode ser um biorreator ou um reservatoério ligado ao biorreator para
retencdo e recirculagdo das células. Os canais sdo abertos na extremidade
inferior. Na extremidade superior terminam em um espago anelar comum que
possui pelo menos um tubo por onde é possivel fazer passar uma corrente de
fluido de colheita proveniente do reservatorio. A separacdo entre ceélulas e
solugdo da cultura de células tem lugar nos canais. Como resultado da
remocgdo continua da corrente de fluido de colheita para fora do biorreator, a
solucéo da cultura de células e as proprias células sao aspiradas para dentro

dos canais. As células vao sedimentar dentro dos canais inclinados e deslizar,
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tal como sucede nos separadores de canais inclinados, segundo um fluxo em
contracorrente relativamente a corrente afluente de fluido de colheita que volta
a sair dos canais novamente e assim permanece no reservatorio. A solucéao da
cultura de células separada das células € transportada pelos canais para
dentro do espago anelar por cima dos canais e finalmente sai para fora do
reservatorio.

[016] Na producdo farmacéutica, fortemente regulamentada, a
necessidade de se dispor de biorreatores e de elementos de biorreatores
limpos e esterilizados, tais como, por exemplo, os sistemas de retencdo de
células, implica procedimentos morosos e tecnicamente complicados e o
recurso a uma grande quantidade de mao-de-obra. Para se evitar, com
seguranca, a contaminacao de um produto para o outro durante a mudanca de
produtos em uma unidade para varios fins, ou entre dois lotes de produtos,
para além da limpeza € necessario executar um procedimento bastante
complexo de validacao da limpeza, sendo necessario, possivelmente, repetir tal
procedimento de validacdo no caso de um processo de adaptacdo. Para a
limpeza e esterilizacdo de um lote convencional, de um lote de enriquecimento
progressivo ou de um fermentador de perfuséo feito de aco inoxidavel recorre-
se, de um modo geral, a tecnologia de limpeza no local (CIP) em combinacéo
com a tecnologia de vapor no local (SIP), nas chamadas unidades de
acessoOrios permanentes. Para se garantir uma esterilidade duradoura
suficiente, no caso do controlo de processos continuos, também se recorre a
utilizacdo da tecnologia das autoclaves, sendo no entanto necessario, neste
caso, o transporte inconveniente dos reatores ou de elementos dos reatores
para a autoclave e sendo isso apenas aplicavel para reatores a trabalharem em
escalas comparativamente pequenas. O risco de contaminacdo €
especialmente critico no caso de se utilizar componentes dispendiosos
estabilizados, por exemplo, veios estanques de agitacdo, inadequada
esterilizacdo do equipamento de transporte, montagem ou ligacao de tubos de

unido apds o tratamento em autoclave e a colheita regular de amostras.
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[017] No caso de se utlizar as tecnologias CIP/SIP no modo de
funcionamento por lotes ou de enriquecimento progressivo, 0 tempo né&o
produtivo do reator, originado pelos procedimentos de preparacédo, pode afetar,
de forma significativa, a disponibilidade do reator, especialmente no caso de
mudancas frequentes de produto, devido aos periodos curtos de utilizacao.
[018] Os modelos de concepc¢do de reatores descartaveis tém vindo a ter
um interesse cada vez maior no mercado, para satisfazer a reposicdo de
unidades de producédo rapidas e flexiveis e que garantam, simultaneamente,
uma limpeza e uma esterilidade maximas.
[019] Prosseguindo a partir da técnica anterior, constitui um objeto da
presente invencdo proporcionar um meétodo eficiente para reter e recircular
células de plantas e de animais, em especial de seres humanos, em um
processo explorado continuamente ou de forma descontinua por lotes, levando
esse método em consideracdo a sensibilidade das células no que diz respeito
aos esforcos cortantes e ao suficiente fornecimento de nutrientes as células,
sendo tal método susceptivel de ser ampliado a escala para se trabalhar em
escalas grandes, satisfazendo tal método os requisitos de manutencéo,
limpeza e esterilizagdo préprios da industria farmacéutica, reduzindo tal método
a complexidade e o risco de erro e permitindo tal método, com uma utilizacao
minima de recursos, uma utilizacdo 6ptima, sob os pontos de vista econémico
e ambiental (producéo e eliminagao), de sistemas descartaveis.
[020] O objetivo mencionado supra é conseguido mediante a utilizacéo de
placas reticulares de plastico de uma s6 camada ou de varias camadas em um
separador de sélidos de canais inclinados, o qual contém uma pilha de placas
para reter os solidos de uma mistura do reator.
[021] Para a retencdo de células, em particular provenientes de uma
mistura de um biorreator, o separador de soélidos de canais inclinados de
acordo com a invengao possui 0s elementos seguintes:

- uma regido superior do separador de solidos que possui um ou

varios alimentadores de passagem/acessorios (80) para remover uma corrente
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de colheita (70) separada das células (=colheita) provenientes de uma regido
de recolha (56) da corrente de colheita, ligada a

- uma regido de separacao formada por uma pilha (1) de placas
constituida por placas reticulares de plastico de uma s6 amada ou de varias
camadas, em que a referida pilha é inclinada quando estd a funcionar,
definindo um angulo (10) desde 30° até 80° em relacdo a horizontal, ligada a

- um segmento inferior do separador de soélidos que possui um ou
varios alimentadores de passagem ou acessorios (84) para distribuicdo do fluxo
da mistura (74) do reator, sobre

- uma regido (57) de recolha de sdlidos que é afilada para baixo,
assumindo especialmente uma forma coénica ou piramidal, para recolha de
células por meio de gravidade.
[022] De preferéncia, a regido (57) de recolha de solidos, que é afilada
para baixo, assumindo especialmente uma forma conica ou piramidal, define
um angulo (58, 59) desde 10° até 60° em relacdo a vertical. Os angulos 58 e 59
podem ser escolhidos separadamente.
[023] Para permitir a recirculacdo, a regido (57) de recolha de sélidos
possui um ou varios alimentadores de passagem (89) ou, eventualmente,
acessorios (88) para remover as células. Como exemplo de um acessorio
refere-se uma peca com orificio de admissao central.
[024] As placas reticulares de plastico de uma sé camada ou de varias
camadas formam canais e a pilha 1 de placas é constituida, preferencialmente,
por diversos canais dispostos uns a seguir aos outros.
[025] Cada canal é aberto na extremidade inferior e na extremidade
superior. Na extremidade inferior, os canais conduzem a uma regido comum 57
de recolha de sdlidos, a qual é afilada para baixo, assumindo uma forma
conica. Na extremidade superior, 0s canais conduzem a uma regidao comum 56
de recolha da corrente de colheita, a qual possui pelo menos um alimentador
de passagem 80 através do qual a corrente de colheita pode ser transferida

para fora do reservatorio.
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[026] Nos canais do separador de soélidos de canais inclinados, de acordo
com a invencdo, tem lugar a separacdo entre células e solucdo da cultura de
células. Como resultado da remocé&o continua da corrente de colheita para fora
do biorreator, as células e a solugcédo da cultura de células sdo aspiradas para
dentro dos canais. Os sedimentos de células dentro dos canais inclinados
deslizam, tal como sucede nos separadores classicos de canais inclinados,
segundo um fluxo em contracorrente em relacdo a corrente de colheita
afluente, saem dos canais outra vez e sdo colhidos na regido 57 de recolha de
sélidos, conicamente afilada. Normalmente, a regido 57 de recolha de sélidos
possui um ou varios alimentadores de passagem / acessorios 88/89 ligados ao
biorreator para aspirar para o exterior as células colhidas e para fazerem a
recirculacéo dentro do biorreator.

[027] Os canais da pilha 1 de placas podem ter uma seccédo transversal
poligonal, eliptica, circular ou semicircular (figura 4).

[028] O dimensionamento dos canais (numero, diametro, comprimento)
depende, em todos 0s casos, da natureza e da quantidade das células que se
pretende reter e do tamanho do biorreator.

[029] De preferéncia, os canais tém uma largura d = 3 mm para se evitar o
entupimento dos canais. De acordo com uma forma de realizacédo preferencial,
sdo utilizados canais que possuam uma largura compreendida entre 3 mm e
100 mm, de preferéncia entre 4 mm e 20 mm, sendo particularmente preferivel
uma largura entre 3-7 mm, para se conseguir, em primeiro lugar, evitar, com
seguranca, situacdes de entupimento e, em segundo lugar, minimizar a razao
volumétrica entre espaco no separador e espaco no biorreator, redutora da
producdo no espaco e no tempo.

[030] A area necessaria da superficie de separacdo Aer resulta da
velocidade de sedimentacdo ws, do coeficiente de perfusdo g/V (quantidade
média q produzida por volume V de biorreator) e do volume do biorreator, em
conformidade com a equacédo 1. Utiliza-se um coeficiente n que toma em

consideracao a reducao de eficiéncia dos separadores de anais inclinados por
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comparacao com os separadores verticais (equacao 2).

[031] A éarea da superficie de separacédo tedrica Awn, No caso das seccdes
transversais retangulares e cilindricas, pode ser determinada com aproximacao
a partir das equacbes 3 e 4, de acordo com metodologias publicadas na
literatura (H.-J. Binder, Sedimentation aus Ein- und Mehrkornsuspensionen in
schrag stehenden, laminar durchstromten Kreis- und Rechteckrohren
[sedimentacdo a partir de suspensfes de um so tipo de granulo e de varios
tipos de granulos em tubos inclinados circulares e retangulares, com
escoamento laminar], Dissertacao Berlin, 1980):

_ coeficiente de perfuséo .V
rf T

ws (Eq. 1)
A
Ap=—" (Eq. 2)
n
Retangulo: Am=2Z -sin(f) -d -L (Eq. 3)

Cilindro: Alhzg’l'—G” Z-sin(A)-d-L (Eq. 4)

[032] Nestas equagbes, Z indica o0 numero de canais, § indica o angulo de
inclinacdo dos canais em relacao a direcdo de atuacéo da gravidade, d indica o
didmetro interno e L o comprimento dos canais; = € 0 numero pi (r =
3,14159...).

[033] O dimensionamento do comprimento dos canais implica que sejam
satisfeitas as condi¢bes de escoamento laminar (nUmero de Reynolds Re <
2300).

[034] A proposito disto, a pressao dinamica no local de remocdo da
corrente de colheita (=alimentadores de passagem/acessorios 80) deve ser
pelo menos 5 a 10 vezes inferior a queda de pressao nos canais, para assim se
eliminar o fendomeno de distribuicdo imperfeita que reduz a eficiéncia.
Considera-se que é tecnicamente possivel obter quedas de presséao suficientes
com canais de comprimentos de 0,1 m, sendo preferivel utilizar canais com

comprimentos entre 0,2 m e 5 m, e sendo particularmente preferiveis canais
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com comprimentos entre 0,4 me 2 m.

[035] Devido as reduzidas quedas de pressdo, 0s canais curtos de
comprimentos L podem dar origem a problemas de distribuicdo e isso,
especialmente ao ser feita a remoc¢ao da corrente de colheita da parte superior
da regido 56 de recolha da corrente de colheita, pode exigir um dispositivo de
distribuicdo para reduzir os ritmos de remocgéo. Por isso, facultativamente, os
alimentadores de passagem/acessorios 80 possuem inversores de fluxo 81
para se fazer uma remocdo homogeneizada da corrente de colheita 70
separada das células (=colheita), proveniente de uma regido de recolha 56 da
corrente de colheita.

[036] Normalmente, o separador de sdlidos de canais inclinados, de
acordo com a invencdo, pode ter entre 1 e 108 canais, de preferéncia entre 10
e 100 000, sendo particularmente preferivel um nimero entre 10 e 10 000. Os
canais sao distribuidos, quando necessario, através de uma ou varias placas
reticulares em uma pilha 1 de placas, para efeitos de optimizacéo de requisitos
de espaco. De preferéncia, a pilha 1 de placas tem entre 1 e 400 placas
reticulares, sendo particularmente preferivel um nimero entre 1 e 50 placas
reticulares, consoante a escala.

[037] E possivel ajustar a raz&o entre largura e altura da pilha 1 de placas,
constituida por placas reticulares de uma s6 camada ou de varias camadas,
incluindo a placa de suporte. De preferéncia, sao utilizadas pilhas de placas
com secc¢dao transversal quadrada, cilindrica, retangular ou eliptica, com uma
razdo entre altura e largura H/D tal que 0,005 < H/D < 1,5, de preferéncia 0,02
< H/D = 1,2, sendo particularmente preferivel 0,1 < H/D <1,0.

[038] De preferéncia, a regido de separacdo possui varias placas
reticulares de plastico que sdo empilhadas umas sobre as outras e que formam
um corpo de base.

[039] Em alternativa, a pilha 1 de placas pode ser feita a partir de uma
placa perfilada 340 ou 320 (ver a figura 4). Uma placa perfilada possui, de

preferéncia, uma face lisa e uma face que tem uma sucessao de contrafortes e

Petica0 870190075306, de 05/08/2019, pag. 17/42



11/31

sulcos a intervalos constantes. Os canais sdo formados ao fazer o
empilhamento das placas em uma ou varias camadas, por exemplo, sobre uma
placa de suporte 30. Neste caso, os sulcos na face aberta sdo fechados pela
face lisa de uma camada adjacente ou pela parede da placa fixa. Também é
possivel extrusar uma pilha ou subpilha de placas, sob a forma de uma so6
camada ou varias camadas, e uni-las para formarem uma pilha 1 de placas.
[040] As placas reticulares sdo unidas, de preferéncia, por meio de cola ou
por soldadura. Em primeiro lugar, a pilha de placas deve ser espacialmente
fixada em consequéncia da juncdo. Um outro objetivo consiste em minimizar as
chamadas zonas mortas (espac¢os nao utilizados para a separagao, em torno
das superficies exteriores das placas reticulares). No entanto, neste caso, nao
é absolutamente necessario evitar a totalidade das referidas zonas mortas. As
colas adequadas sao colas conhecidas por um especialista na matéria, sendo
especialmente produzidas para as propriedades dos materiais e superficies dos
canais. Mais particularmente, considera-se que é preferivel utilizar uma cola
existente no mercado, nas classes de qualidade exigida pela instituicdo FDA.
Para a soldadura € possivel praticar técnicas de juncdo térmica, tais como
calor, laser e ultrassons. Uma técnica de juncao particularmente preferivel é a
soldadura por laser que também pode ser utilizada, especialmente, em
combina¢do com o corte da placa de pilhas para montagem em um dispositivo
adequado para este efeito. A tecnologia de soldadura tem a vantagem de né&o
fazer aumentar o nimero de pecas de plastico introduzidas no processo
farmacéutico, quando se utiliza esta tecnologia de jungéo.

[041] A geometria dos canais é definida pela razdo entre a altura dos
contrafortes hs e a largura do canal d. Os cocientes hs/d tecnicamente
realizaveis estdo no intervalo 0,01 < hs/d < 5, consoante as caracteristicas
(maleabilidade, elasticidade, capacidade para extracdo profunda). Faz-se
observar aqui que as duas dimensdes hs e d devem ser ambas superiores ou
iguais a 3 mm ou, de preferéncia, superiores ou iguais a 5 mm. Os cocientes

hs/d preferiveis estdo compreendidos entre 0,5 e 5. As larguras bs dos
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contrafortes sao determinadas pela estabilidade mecéanica do material pelicular.
As larguras bs dos contrafortes devem ser minimizadas para permitirem areas
elevadas das superficies de separacdo por volume de separador. AO mesmo
tempo, ndo devem ser escolhidas demasiadamente baixas, de modo a permitir
uma unido por encaixe forcado com a camada inferior, sem que haja uma
alteracao de forma. No caso das pilhas 1 de placas extrusadas, ou no caso das
pilhas de placas construidas a partir de subpilhas de placas extrusadas ou
placas reticulares, é possivel obter uma rigidez bastante elevada com
contrafortes de larguras pequenas, sem grandes perdas de &rea das
superficies de separacao, pelo que esta forma de producéo é preferivel.

[042] A placa perfilada pode ser feita por moldagem, diretamente durante a
producdo das placas, ou unindo (v.g., por meio de cola) uma placa gofrada,
feita a quente ou a frio, a uma placa lisa. As propriedades do material da placa
gofrada e da placa lisa podem ser ajustadas, de forma éptima, em funcdo das
suas diferentes funcionalidades (boas propriedades de deslizamento e boa
estabilidade de forma para a placa gofrada e boas propriedades vedantes para
a placa lisa), ou seja, é possivel selecionar um material adequado, conhecido
pelos especialistas na matéria, que tenha uma qualidade superficial
conveniente.

[043] As placas reticulares de plastico, existentes nos circuitos comerciais,
baratas e adequadas para os processos farmacéuticos, por exemplo, feitas de
policarbonato, sob a forma de subpilhas de placas, sdo normalmente cortadas
ou produzidas com um comprimento conveniente e unidas umas as outras para
se produzir a pilha 1 de placas.

[044] Estas placas reticulares sdo extrusadas sob a forma de um produto
continuo que ira ser cortado, possuindo uma geometria de canais acabados
(uma area superficial de sedimentacdo) e uma qualidade superficial facil de
obter. O corte com as dimensdes convenientes, mais particularmente o corte
com o comprimento pretendido, faz-se normalmente por meio de uma serra,

por exemplo, uma serra circular. Normalmente, os contrafortes longitudinais
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servem, em primeiro lugar, como encaixe do separador e, em segundo lugar,
para estabilizar os canais de escoamento, servindo os contrafortes
transversais, em primeiro lugar, como encaixe do separador e, em segundo
lugar, para formar a area da superficie de separacao.

[045] A pilha de placas, construida a partir de placas reticulares de
plastico, assume quer a forma de um cuboide reto (figura 3), em que o plano
das aberturas dos canais define um angulo reto com a superficie de suporte da
pilha 1 de placas, quer a forma de um cuboide inclinado (figura 2), em que as
aberturas dos canais, com todas as pecas montadas, ficam em um plano
horizontal. A Ultima solucdo € preferivel para evitar que haja um gradiente de
concentracdo, induzido pela sedimentacdo, orientado para as aberturas
inferiores dos canais, Os canais recebem um fluxo homogeneizado da mistura
do reator, facultativamente com o auxilio de distribuidores horizontais 85.

[046] De acordo com uma primeira forma de realizagéo (figuras 1 a 13), os
elementos do separador de solidos de canais inclinados, de tipo descartavel,
de acordo com a invencdo, sao instalados em um saco de plastico esterilizavel
por meio de radiacdo vy, através do qual pode passar o fluxo de fluido. A pilha 1
de placas, constituida por placas reticulares de plastico de uma s6 camada ou
de véarias camadas, é introduzida no segmento superior da regido central do
saco de plastico. O saco de plastico também delimita a regido 56 de recolha da
corrente de colheita e a regidao de recolha de sélidos conicamente afilada,
definindo a regido 57 de recolha de sélidos, preferencialmente, um angulo 58,
59 de 10° a 60° em relacéo a vertical. No segmento inferior da regido central do
saco de plastico, os alimentadores de passagem ou acessorios 84 dispdem de
um distribuidor horizontal 85 para que haja uma distribuicdo uniforme de fluxo
horizontal da solucdo de cultura de células (=alimentacdo) 74 através de uma
area da superficie de admissao 510.

[047] Nesta forma de realizagdo, 0 objetivo mencionado supra é
conseguido por meio de um separador de sélidos de canais inclinados, de tipo

descartavel, para reter e recircular células de uma mistura de um biorreator, o
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qual compreende um saco de plastico, esterilizavel por meio de radiacao y, por
onde pode passar um fluxo de fluido e o qual possui 0s seguintes acessorios:

- na regido superior do saco de plastico hd um ou vérios
alimentadores de passagem/acessoérios 80 para remover uma corrente de
colheita 70 separada das células (= colheita), proveniente de uma regido 56 de
recolha da corrente de colheita,

- no segmento superior de uma regiéo central do saco de pléstico ha
uma regido de separacdo formada por uma pilha 1 de placas, constituida por
placas reticulares de plastico de uma s6 camada ou de varias camadas,
ficando a pilha inclinada, quando esta a funcionar, segundo um angulo (10 = )
entre 30° e 80° relativamente a horizontal,

- no segmento inferior da regido central do saco de plastico h4 um
ou varios alimentadores de passagem ou acessorios 84 para a distribuicao de
fluxo da mistura 74 do reator, possuindo facultativamente distribuidores
horizontais 85 que determinam uma distribuicdo de fluxo horizontal uniforme da
solucdo 74 de cultura de células (= alimentacdo) através de uma area 510 da
superficie de admissao,

- na regido inferior do saco de plastico ha uma regido 57 de recolha
de sdlidos que é afilada para baixo, especialmente de uma maneira conica ou
piramidal, para recolha das células por meio de gravidade. Normalmente, a
regido 57 de recolha de solidos possui um ou varios alimentadores de

passagem 89 ou acessorios 88 para remocao das células.

[048] A regido superior do saco de plastico também pode ser afilada para
cima.
[049] O saco de plastico é feito, normalmente, de um material polimérico

transparente de uma s6é camada ou de varias camadas, permitindo que o
interior do dispositivo seja visto quando esta a funcionar. No caso da pelicula
habitual de pequena espessura s << 1 mm, o material polimérico permite que
os aparelhos tenham uma fraccdo de massa comparativamente pequena. A

sua aquisicao e transformacdo é econdmica e € muitissimo conveniente para a
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construcéo de sistemas descartaveis. Deitar fora os separadores utilizados e
utilizar novos separadores descartaveis é pois mais econémico do que limpar
os dispositivos de separacdo utilizados, especialmente porque ndo sao
necessarios 0s procedimentos dispendiosos de limpeza com agua para
injecoes (WFI) nem os de validagdo da limpeza que sdao morosos, quando se
utiliza os separadores descartaveis. De preferéncia, o separador de acordo
com a invencéo é acondicionado em ambiente estéril.

[050] Os materiais particularmente convenientes para fazer o saco de
plastico sdo os materiais e as combinacbes de materiais que constam da
memoéria descritiva da patente de invencdo US 6 186 932 B1, colunas 2 e 3,
para 0s sacos de transporte (sacolas) ali mencionados. As resisténcias das
paredes ali citadas também podem ser transpostas para o dispositivo de
separacao de acordo com a invencéao.

[051] De acordo com uma forma de realizacdo preferencial, as paredes do
saco de plastico sdo constituidas por um pelicula de material misto, conhecido
pelos especialistas na matéria, o qual possui duas ou mais camadas
(laminadas ou coextrusadas), com a finalidade de melhorar as propriedades do
saco de plastico em termos de comportamento ao desdobramento,
comportamento a tracdo, difusdo de gases, estabilidade, compatibilidade de
processos (adsor¢cao minima de produtos e células) e aptidao para soldadura.
[052] O dimensionamento do comprimento dos canais implica que sejam
tomadas em consideragcao e observadas as condicfes de escoamento laminar
(nimero de Reynolds Re < 2300). O comprimento L dos canais esta
condicionado pelo comprimento do interior do saco disponivel (= comprimento
do saco LK). O comprimento do saco LK que se pretende obter é condicionado
pelos niveis de enchimento que se pretende conseguir no saco de plastico e
pelas pressdes hidrostaticas que irdo ser observadas no saco de plastico. Se
necessario, € possivel transmitir pressfes hidrostaticas excessivamente
elevadas a invoOlucros convenientemente dimensionados e que nao

estabelecam contato com o produto, podendo por isso ser reutilizados.
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[053] Os comprimentos L dos canais correspondem, normalmente, a um
valor entre 30% e 95%, sendo particularmente preferivel um valor entre 60% e
90%, do comprimento LK do saco de plastico.

[054] O separador de sélidos de acordo com a invengao, que contém um
saco de plastico feito de peliculas poliméricas, pode ser produzido, por
exemplo, de acordo com o método descrito no documento US 6 186 932 B1,
sendo necessario ajustar as costuras de soldadura. Adiante descreve-se
melhor formas de realizacdo exemplificativas para a producdo de casos
preferenciais do dispositivo de separacéo de acordo com a invencéao.

[055] Os alimentadores de passagem séo produzidos, normalmente, com o
mesmo material com que € feita a pelicula que entra em contato com o
produto, de modo a permitir, com a referida pelicula, uma soldadura sem
defeitos em termos de esterilidade e resisténcia. O material preferivel para a
pelicula que entra em contato com o produto € um polietileno de diversos graus
de reticulacdo, conhecido pelos especialistas na matéria. Consoante 0s
requisitos de aplicacdo e de processo, assim sera possivel utilizar peliculas
para os revestimentos exteriores feitas de diversos materiais conhecidos pelos
especialistas na matéria, as quais possuem um ponto de fusdao maior,
comparativamente com o da pelicula interior, para a pratica de métodos de
soldadura térmica e/ou para conferir melhor resisténcia e/ou propriedades de
difuséo.

[056] As placas reticulares sdo unidas, normalmente, a uma placa de
suporte 30 que proporciona uma base de apoio e que pode ser ligada ao saco
de plastico por meio de cola ou soldadura, para um posicionamento exato.
[057] Em sacos 3D (sacos soldados entre si a partir de 4 reticulos
peliculares ao mesmo tempo) é possivel, favoravelmente, utilizar pilhas 1 de
placas que tenham uma secc¢édo transversal quadrada, cilindrica, retangular ou
eliptica, com uma razao entre altura e largura H/D tal que 0,3 < H/D < 1,5, de
preferéncia 0,6 < H/D < 1,2, sendo particularmente preferivel 0,9 <H/D < 1,0.

[058] No caso dos sacos 2D, mais simples e menos dispendiosos (sacos
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soldados entre si a partir de 2 reticulos peliculares ao mesmo tempo), sao
convenientes as pilhas de placas planas que tém uma seccao transversal
retangular, com quocientes H/D tais que 0,005 < H/D < 1, de preferéncia 0,02 <
H/D < 0,6, sendo particularmente preferivel 0,1 < H/D < 0,4. Consoante a altura
da pilha de placas, assim podera existir uma determinada distancia entre a
pilha de placas e o inicio dos afunilamentos para o fabrico de um saco 2D.
[059] Para a producdo do separador sao preparados também
alimentadores de passagem e outros acessoérios e, se adequado, sédo
montados em uma pelicula de plastico em locais apropriados.

[060] A seguir, solda-se um saco de plastico 50, a partir da pelicula de
plastico que encerra a pilha 1 de placas, para se obter um saco de plastico 50
com uma costura de soldadura 55 (figura 5).

[061] A pilha 1 de placas que contém a placa de suporte € entdo apertada,
normalmente, contra a superficie interior do saco de plastico 50, para se evitar
a penetracdo de células entre o saco de plastico 50 e a pilha 1 de placas,
assim se evitando a formacéao de incrustacdes obstrutivas.

[062] De acordo com uma primeira forma de realizacdo do método de
producédo, o saco de plastico 50 é apertado sobre a pilha 1 de placas (figura 5)
e a prega 52 formada é comprimida até ficar plana e € imobilizada utilizando
uma ou varias cintas de fixacdo 60 (figura 6). Uma pelicula de plastico enrolada
firmemente em torno do saco e da pilha de placas também é adequada como
cinta de fixacdo. As propriedades de aperto favoraveis sdo as que se
encontram, por exemplo, nas peliculas de uso doméstico ou nas peliculas de
silicone finas e flexiveis. A soldadura da pilha 1 de placas a parede do saco
também pode ser apropriada para se conseguir uma unido perfeita entre o saco
e a pilha de placas.

[063] Ao ser utilizado, o dispositivo de acordo com a invencdo fica
orientado segundo um angulo 10 = B relativamente a horizontal. O angulo 3 é
condicionado pelo comportamento de sedimentagdo e deslizamento das

células/solidos e esta compreendido entre 30° < B < 80°, relativamente a
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horizontal, durante os procedimentos de utilizagdo. De acordo com uma forma
de realizacdo preferencial, o angulo B estd compreendido entre 35° e 75°,
sendo particularmente preferivel um valor entre 45° e 60°, relativamente a
horizontal.

[064] Para garantir o angulo B durante os procedimentos de utilizacdo, o
separador de sélidos de acordo com a invencéo é fixado em uma armacao 140
para execucao de tais procedimentos (figuras 11 a 13).

[065] A armacdo 140 é constituida por uma base 145 da armacédo e um
suporte 148 que faz um angulo predefinido 10 (= B) relativamente a base de
suporte. Sobre o suporte 148, a pilha 1 de placas, que compreende a placa de
suporte 30, € mantida a uma altura predefinida por meio de uma saliéncia 142
e/ou tampa 110 e também pelos elementos de fixacdo 115, pelo que tanto a
regido 56 de recolha da corrente de colheita (supra) como a regido 57 de
recolha de sélidos podem assentar sobre 0 suporte com um minimo de dobras
e enrugamentos durante os procedimentos de trabalho. Isto reduz os espacos
mortos e as correspondentes incrustacdes obstrutivas.

[066] De acordo com uma forma de realizagcéo preferencial, a armacgao 140
possui uma blindagem 100 e uma tampa 110 para acomodar a pilha 1 de
placas.

[067] Neste caso, 0 processo de aperto também pode ter lugar durante a
montagem do separador de soélidos, de acordo com a invenc¢do, na armacao
140 e, mais particularmente, na blindagem 100 e tampa 110 (figuras 6 e 7),
possivelmente também sem se enrolar a cinta de aperto 60. Nesta situagéo, o
saco de plastico 50 é mantido na sua posi¢ao correta na placa de suporte 30 e
na pilha 1 de placas por meio da blindagem 100 e a prega 52 é apertada sobre
a pilha 1 de placas por meio da tampa 110. De preferéncia, a tampa 110 é
apertada sobre a blindagem 130, em um dos lados, por exemplo, por meio de
dobradicas, e no outro lado por meio de um ou varios elementos de fixacdo
imobilizaveis 115. Isto faz com que seja mais simples manipular a armagéo 140

para iniciar os procedimentos de trabalho com o separador de sélidos de
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acordo com a invengao.

[068] De acordo com uma forma de realizacao preferencial, a tampa 110
possui uma extensdo 112 e/ou uma armadura 130 que mantém a forma da
regido 57 de recolha de solidos conicamente afilada, e mais particularmente
mantém o angulo 59 constante, evitando a sua expansao quando se encontra
cheio, durante os procedimentos de trabalho. Um recipiente deste tipo, que se
adapta a forma, é vantajoso, inter alia, para a exploracdo do sistema quando
sujeito a forcas hidrostéaticas relativamente grandes, conforme é previsivel ao
fazer a ligacao a biorreatores de grandes dimensdes.

[069] O separador de solidos de canais inclinados, de acordo com a
invencdo, é concebido, preferencialmente, como artigo descartavel para se
evitar problemas de limpeza.

[070] A armazenagem dos separadores de sélidos de canais inclinados de
acordo com a invencao, permite poupar espaco, uma vez que sao empilhados
uns sobre o0s outros, sem quaisquer problemas, e apenas sdo colocados no
angulo apropriado durante o arranque de procedimentos. Deste modo, podem
ser facilmente ligados e explorados fora de um biorreator.

[071] De acordo com outra forma de realizacao (figuras 14 e 15), a regido
superior do separador de soélidos de canais inclinados, de acordo com a
invencdo, € um coletor que € feito, por exemplo, a partir de um objeto que
possua uma ligacao por tubo flexivel, cortando uma vareta sélida de plastico
constituido especialmente, por policarbonato, tal como Makrolon®, em uma
maquina de tor¢cdo. Um outro método, que é essencialmente adequado no caso
de quantidades elevadas de objetos, € um processo de moldagem por injecao.
O coletor dispbe de alimentadores de passagem, (80), pelo menos um
alimentador de passagem para a remocdo da corrente de colheita (70)
separada das células (= colheita), ligado a regido 56 de recolha da corrente de
colheita. A regido 56 de recolha da corrente de colheita € formada por uma
reentrancia no coletor, abrindo essa reentrancia no interior do alimentador de

passagem 80 para fazer a remocao de uma corrente de colheita (70) separada
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das células. A seccdo transversal da referida reentrancia é, normalmente,
redonda ou quadrada. De preferéncia a seccao transversal esta adaptada as
dimensdes da abertura da placa de obturacdo superior e, consequentemente,
as dimensdes das arestas do corpo de base das placas reticulares. A altura da
reentrancia é ajustada com a finalidade de se minimizar o volume morto e de
se otimizar o controlo do caudal de escoamento. Essa altura tem, normalmente,
entre 1 e 5 mm. A referida reentrancia também pode ter uma forma afunilada.
[072] Nesta forma de realizacdo, as extremidades superior e inferior do
corpo de base das placas reticulares séo introduzidas nas chamadas placas de
obturacéo, onde séo fixadas por meio de cola. As placas de obturacdo também
sao feitas, normalmente, por meio de corte em uma fresadora de tor¢cdo, ou por
meio de um processo de moldagem por injecdo. Tais placas séo feitas,
preferencialmente, com o mesmo material do coletor. Dispdem de uma
abertura quadrada, de preferéncia segundo um angulo predefinido, para
obturar as extremidades inferior e superior do corpo de base de placas
reticulares. Normalmente séo redondas.

[073] De preferéncia, um funil forma o segmento inferior e a regiao (57) de
recolha de sélidos, a qual possui um ou varios alimentadores de passagem 89
para remocéao dos sélidos. O funil é feito, normalmente, com uma unido inferior
para tubos flexiveis, por meio de corte em uma maquina de tor¢do ou por meio
de um processo de moldagem por injecdo. De preferéncia, € feito com o
mesmo material das placas de obturacdo. A regido superior do funil possui um
ou varios alimentadores de passagem ou acessoérios 84, para que haja uma
distribuicdo uniforme do fluxo da solugdo 74 de cultura de células (=
alimentacao) através de uma area 510 da superficie de admissdo do material
afluente. O distribuidor horizontal 6ptimo pode ser formado por dois ou mais
furos distribuidos geometricamente, normalmente dois furos opostos, em que
as ligagOes laterais sédo coladas localmente. O funil é fixado por meio de cola a
placa obturadora inferior.

[074] De preferéncia, a regiao (57) de recolha de solidos, que é afilada
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para baixo, assumindo especialmente uma forma conica ou piramidal, define
um angulo (58, 59) de 10° a 60° em relacdo a vertical. Os angulos 58 e 59 sdo
escolhidos separadamente.
[075] O coletor, as placas obturadoras e o funil sdo normalmente
resistentes a dobragem, para que haja estabilidade mecéanica do separador de
solidos de canais inclinados.
[076] De preferéncia, o corpo de base de placas reticulares € estabilizado
por meio de um suporte de refor¢co. O suporte de reforco é aplicado e fixado por
meio de cola ao corpo de base de placas reticulares e as placas obturadoras
superior e inferir e garante uma suficiente estabilidade mecéanica do separador
de sdlidos de canais inclinados.
[077] Comparativamente com os separadores de canais inclinados feitos
de aco inoxidavel da técnica anterior, o fabrico complicado do corpo de base
(corte, inUmeros passos de soldadura e polimento eléctrico até se obter um
acabamento bastante liso) ndo é aplicavel no caso dos separadores de solidos
de canais inclinados de acordo com a invencédo (= separadores de placas de
plastico). A soldadura complicada € substituida por uma simples fixacdo por
meio de cola. A producado de separadores de canais inclinados, de acordo com
a invencdo, ndo necessita de parafusos nem de vedantes. Na globalidade,
consegue-se obter vantagens consideraveis em termos de custos de tempo e
materiais na producdo dos separadores de placas de plastico,
comparativamente com o0s separadores de canais inclinados feitos de acgo
inoxidavel.
[078] Os referidos separadores de solidos de canais inclinados, de acordo
com a invencao, sédo produzidos, normalmente, do modo seguinte:

a. cortar a medida, mais particularmente com uma serra, 0 Corpo
de base de placas reticulares,

b. remocao de rebarbas e limpeza do corpo de base de placas
reticulares,

c. producdo dos componentes seguintes:
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1) funil

2) duas placas de obturacéo

3) coletor

4) preferencialmente, um suporte de reforco,

d. insercao bilateral do corpo de base de placas reticulares dentro
das placas de obturacao e fixagdo por meio de cola, de preferéncia com uma
cola que endureca por acdo de UV, tal como, por exemplo, Loctite 3211,

e. fixar, por meio de cola, a placa de obturacdo superior ao

coletor,

f. fixar, por meio de cola, a placa de obturacéo inferior ao funil,

g. aplicacao e fixacdo, por meio de cola, do suporte de reforco.
[079] Durante os procedimentos de trabalho, o separador de sélidos de

canais inclinados é imobilizado, normalmente, em uma consola.

[080] Devido a construcao em plastico e ao peso reduzido resultante, para
a instalacdo € suficiente uma consola reutilizavel, feita de aco inoxidavel,
dependendo isso do tamanho. Para um separador de canais inclinados de
dimensdes vulgares (area da superficie do separador igual a 0,15 m?), chega-
se a um peso total, incluindo a consola, de cerca de 4 kg (comparativamente
com os de aco inoxidavel de dimensdes idénticas, com cerca de 40 kq). Isto faz
com gque o separador de canais inclinados descartavel, de acordo com a
invencao, seja facilmente transportavel, sem qualquer necessidade de uma
estrutura de transporte movel.

[081] Normalmente, os separadores de solidos de canais inclinados, de
acordo com a invencao, sado acoplados externamente, por meio de tubos
flexiveis, a um biorreator, por exemplo, a um biorreator descartavel, conforme
descrito no documento US 2009-0180933. O separador de acordo com a
invencdo deve ser fornecido pelo menos com duas bombas, de preferéncia
bombas peristalticas de baixo regime (figura 18). As bombas permitem a
remocao da solucdo de cultura de células para fora do espaco do biorreator, o

seu encaminhamento, apds o arrefecimento através de um permutador de

Petica0 870190075306, de 05/08/2019, pag. 29/42



23/31

calor, para o dispositivo separador, a remoc¢ao da corrente de colheita para fora
do dispositivo separador e o transporte de retorno da corrente de solidos (=
retorno 70) para o biorreator. As areas necessarias da superficie de separacao
sdo determinadas pelas propriedades de sedimentacdo das células, pelos
caudais de perfusdo e pelas concentragdes celulares pretendidas. Os caudais
de perfusédo preferiveis estdo compreendidos no intervalo entre 0,1 e 40 L/dia,
sendo particularmente preferiveis valores entre 0,5 e 20 L/dia. As areas
preferiveis das superficies de separacdo, por volume de biorreator, estédo
compreendidas no intervalo entre 0,1 e 100 m?/m3, sendo particularmente
preferiveis valores entre 2 e 20 m?/m?3, dependendo isso das propriedades de
sedimentacao das células (dependem da concentracdo, das dimensdes e da
tendéncia das células para se aglomerarem).

[082] Os métodos descritos permitem uma producéo simples e econdmica
do separador de sdlidos de canais inclinados, de acordo com a invengdo, para
reter e recircular células. Devido a configuracdo da pilha de placas, variavel
dentro de limites amplos, a geometria do dispositivo subsequente pode ser
definida facil e exatamente e, em contraste com os sistemas de aco inoxidavel,
também pode ser prevista para biorreatores muito grandes. Os métodos
descritos permitem uma producdo econdémica particular de elementos
descartaveis cuja utilizacdo faz com que seja possivel reduzir ao minimo o
esforco necessario para se conseguir um sistema de retencdo limpo, em
conformidade com os requisitos gerais farmacéuticos.

[083] A ligacdo aos fermentadores é feita por meio de acopladores
esterilizados, fixados na extremidade dos tubos flexiveis, produzidos por
diversos fabricantes (Pall, Sartorius, Coulder), dentro ou fora de caixas de
escoamento laminar, mas preferencialmente por soldadura de tubos flexiveis.
Deste modo, os tubos flexiveis ligados aos separadores de solidos, de acordo
com a invengéao, séo preferencialmente - pelo menos em parte - dotados de um
elemento tubular adequado para soldadura de tubos flexiveis. Aléem disso, para

transportarem a suspensdo, os tubos flexiveis possuem, normalmente, pelo
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menos dois elementos tubulares especificos muito resistentes aos esfor¢os
mecanicos (v.g., feitos de elastbmero Verderprene para tubos flexiveis, da
Verder) que podem ser inseridos, de forma ndo invasiva, nas bombas
peristalticas, sem comprometerem a esterilidade dos separadores. Ndo ha
quaisquer problemas com a ligagdo, o funcionamento e a manutengédo. O
fabrico do dispositivo de acordo com a invencéo, ou de partes do dispositivo de
acordo com a invenc¢do, enquanto elemento descartavel, elimina os problemas
de limpeza.

[084] Para melhorar o comportamento deslizante das células nos canais
da pilha de placas e nas paredes interiores da regido de recolha de sélidos
afilada conicamente, é possivel fazer vibrar o dispositivo, utilizando meios
convenientes, por exemplo, vibradores pneuméaticos ou elétricos.

[085] Em principio, é concebivel a utilizacédo direta da pilha 1 de placas em
biorreatores aerébios, se as bolhas de gas necessarias para a aplicacao de gas
puderem ser mantidas longe das aberturas de entrada.

[086] De preferéncia, o separador de acordo com a invencao destina-se,
no entanto, a utilizagéo fora de um biorreator.

[087] A presente invencdo proporciona também uma unidade biorreatora
constituida por um biorreator e por um dos dispositivos descritos para
separacao de células, de acordo com a invencdo. De preferéncia, o biorreator é
de tipo descartavel, mais particularmente um reator descrito no documento US
2009-0180933.

[088] A unidade biorreatora €, por exemplo, um reator de perfusdo que
pode trabalhar de uma maneira conhecida. O meio de crescimento € injetado
continuamente no biorreator e o sobrenadante da cultura celular, pobre em
células, é purgado continuamente. O reator de perfusdo pode trabalhar com
elevados coeficientes de perfusdo g/V (quantidade meédia produzida q por
volume V do biorreator), quando isso for util do ponto de vista biologico e
houver uma éarea suficiente de superficie de separacédo. Neste caso, o caudal

de fluido passa continuamente através do separador.
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[089] O reator de perfusdo também pode trabalhar de tal modo que uma
cultura possa atingir inicialmente um crescimento elevado, de uma forma
descontinua por lotes. Quando o meio tiver sido ja fortemente consumido, até
ao ponto de ja ndo ser possivel uma acumulacdo apreciavel de biomassa,
remove-se por meio do separador externo de células o sobrenadante da
cultura, virtualmente isento de biomassa. O espa¢o ganho no biorreator pode
ser entdo utilizado para a introducdo de meio de crescimento renovado,
permitindo isso mais crescimento e consequentemente uma maior quantidade
total de biomassa produzida (modo de lotes repetidos). Neste caso, o caudal de
fluido passa pelo separador de células de uma forma descontinua por lotes.
Este método é adequado, por exemplo, para preculturas destinadas a inocular
biorreatores muito grandes, uma vez que permite aumentar a quantidade
produzida nos reatores de preculturas existentes.

[090] Para trabalhar em biorreatores é preferivel um caudal continuo no
separador de solidos de canais inclinados, de acordo com a invencao.

[091] O biorreator, ou o reator de perfuséo, pode ser utilizado para criar em
cultura células que se desenvolvam in vitro e em suspensao livre ou sobre
microportadores. As células preferiveis sdo as de protozoarios e também as
células eucaribticas aderentes e ndo aderentes de seres humanos (células de
nervos, sangue ou tecidos, e também as células estaminais de origem
embrionéria ou de adultos), de origem animal ou vegetal que sejam capazes,
por exemplo, em consequéncia de uma modificacdo genética, de produz
ingredientes farmaceuticamente ativos especificos, tais como células de virus,
proteinas, enzimas, anticorpos, neurdnios, tecidos ou estruturas de diagndstico.
Em particular e preferencialmente sdo utilizadas células adequadas para uma
producdo farmacéutica de elevado rendimento, por exemplo, células de
ciliados, insetos, células do rim do criceto bebé (BHK), células do ovario do
criceto chinés (CHO), células HKB (resultantes da fusédo da linhagem de células
HEK293 humanas com a linhagem de células 2B8 humanas do linfoma de

Burkitt), células de hibridomas e também células estaminais.
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[092] De acordo com uma forma de realizacdo alternativa da unidade, um
dos separadores de células descritos, de acordo com a invencao, ao trabalhar
em um modo descontinuo por lotes, é ligado, depois de completada a
fermentacdo e antes da remocao das células, a um outro biorreator ou a um
depdsito de colheita, com a finalidade de se reduzir a massa de células que ira
ser aplicada aos filtros e consequentemente as necessarias areas da superficie
de filtracéo.
[093] Um método para reter e recircular solidos, mais particularmente
células, é efetuado no separador de sélidos de canais inclinados por onde
passa o fluxo, sendo o meio que contém os sélidos introduzido no separador de
sélidos de canais inclinados, de uma forma continua ou descontinua por lotes e
sendo purgado o meio isento de solidos, com uma velocidade de escoamento
que permite manter o estado de escoamento laminar, mantendo um numero Re
< 2300, evitando que as células separadas sejam recolocadas em suspensao e
gue seja reduzida a eficiéncia, em presenca do campo de gravidade.
[094] O numero de Reynolds Re pode ser calculado de acordo com a
equacado 7, a partir da velocidade média de escoamento através da seccdo
transversal, tendo em conta a viscosidade cinematica v do meio fluido em
escoamento e o diametro interno d de um canal:

Re=(w-d/v)(Eq.7)
[095] Em canais inclinados, a velocidade de escoamento nas paredes
interiores do canal € menor do que na zona central do canal. As células
sedimentam nos canais e deslizam em contracorrente sobre o lado inferior dos
canais em oposicao ao sentido de escoamento para as extremidades inferiores
dos canais. A solucédo de cultura de células, ja sem as células, é libertada pelos
canais dentro da regidao 56 de recolha da corrente de colheita, regido esta que
estd por cima dos canais, sendo eventualmente transportada para fora do
reservatorio.
[096] O método de acordo com a invencdo pode ser realizado,

preferencialmente, fora de um biorreator. Para tal, a solucdo de cultura das
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células, contendo as células, é transportada do reator para o separador de
células de acordo com a invencdo. De preferéncia, as células sdo arrefecidas
em um reservatorio externo antes de entrarem no separador, para abrandar o
metabolismo, contrariando assim a subnutricdo das células, redutora da
produtividade. Na suspensao arrefecida ndo € necessario fornecer oxigénio as
células em sedimentacdo. Na maior parte dos casos, o arrefecimento da
solucéo de cultura de células, até a temperatura ambiente dos separadores, é
perfeitamente suficiente e por isso, para além do efeito metabdlico desejado, as
correntes de conveccao sdo cuidadosamente evitadas. Para monitorizar uma
suficiente alimentacdo das células, o separador pode estar equipado pelo
menos com um detector descartavel, por exemplo, para medir a concentracao
de oxigénio e/ou o valor de pH. A instalacdo dos detectores pode ser feita tanto
nas paredes como nos tubos de ligacdo ao biorreator ou nos recipientes de
colheita.

[097] O método permite uma retencao eficaz e a recirculacdo das células
em um saco de plastico esterilizado por onde passa continuamente o caudal de
solucdo. Durante a retencao e a recirculacdo as células ficam sujeitas apenas a
moderadas forcas de agitacdo, normalmente bem toleradas pelas células. As
células sdo mantidas no dispositivo de separacdo a temperatura de
fermentacdo ou a um nivel de temperatura reduzida e recebem o fornecimento
de nutrientes.

[098] As formas de realizacdo exemplificativas da invencao irdo ser agora
mais particularmente esclarecidas, tomando como referéncia os desenhos, sem
gue isso constitua qualquer limitag&o.

[099] Figura 1. Esquema que ilustra os separadores de solidos
descartaveis de acordo com a invengéo, contendo a pilha de placas.

[100] Figura 2. Esqguema que mostra uma pilha 1 de placas (corte
longitudinal).
[101] Figura 3. Esquema que ilustra uma pilha 1 de placas (corte
longitudinal).
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[102] Figura 4. Esquema da construcao de diversas pilhas de placas (corte
transversal feito pelo plano AA' da figura 3).

[103] Figura 5. Esquema da aplicacdo do saco de plastico 50 a uma pilha
1 de placas (corte transversal feito pelo plano AA' da figura 3).

[104] Figura 6 e Figura 7. Aperto e fixagdo do saco de plastico 50 em uma
pilha 1 de placas (corte transversal).

[105] Figura 8 e Figura 9. Aperto e fixacdo alternativos do saco de plastico
50 em uma pilha 1 de placas, utilizando a armadura 130 e a tampa 110 (corte
transversal).

[106] Figura 10. Vistas laterais dos separadores de soélidos de acordo com
a invencao, contendo a pilha 1 de placas na armacao 140.

[107] Figura 11. Vistas anteriores dos separadores de sélidos de acordo
com a invencgéo, contendo a pilha 1 de placas na armacao 140.

[108] Figura 12. Cortes longitudinais dos separadores de sélidos de acordo
com a invencéo, contendo a pilha 1 de placas na armacao 140 com a armadura
130 e atampa 110.

[109] Figura 13. Vistas anteriores dos separadores de solidos de acordo
com a invencéo, contendo a pilha 1 de placas na sua armacao 140 com a
armadura 130 e a tampa 110.

[110] Figura 14. Corte longitudinal do separador de sélidos de acordo com
a invengcdo na sua consola, visto por cima, cortes transversais (A-A, C-C) e
ampliacdes (D).

[111] Figura 15. Esquema tridimensional que mostra os separadores de
sélidos de acordo com a invencdo na sua consola.

[112] Figura 18. Diagrama do processo de um reator de perfuséo. Para
reduzir a atividade respiratoria das células na saida do biorreator, reduz-se a
sua temperatura para um nivel inferior em um dispositivo de arrefecimento, tdo
rapidamente quanto possivel apdés a remocdo. Isto evita que as ceélulas
permanecam no separador de células um tempo excessivo em uma situacao

com oxigénio limitado, o que poderia danificar as células fisiologicamente. No
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exemplo ilustrado, o separador 640 € constituido por um saco de separagao
620 e por um dispositivo de arrefecimento solidario 600. Os caudais de liquido
entre o biorreator 610 e o separador 640 sdo ajustados por bombas 630 e 631
que trabalham em regime lento. Também s&o concebiveis outras interligacdes,
por exemplo, o posicionamento de uma das duas bombas 630 e 631 na saida
do biorreator.

Legenda:

1 Pilha de placas / area da superficie separadora

5 Largura do contraforte

8 Intervalo entre placas

10 Angulo

13 Comprimento

15 Largura

18 Altura

30 Placa de suporte

50 Saco de pléastico

52 Excesso / prega

55 Costura de soldadura

56 Regido de recolha da corrente de colheita

57 Regido de recolha de sélidos

58 Angulo

59 Angulo

60 Cinta de aperto

70 Corrente de colheita (colheita)

74 Mistura / alimentac&o do biorreator

79 Recirculacao

80 Alimentadores de passagem

81 Inversor de fluxo

84 Alimentadores de passagem

85 Distribuidor horizontal
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86 Fluxo de admissao

88 Abertura central de aspiracao
89 Alimentadores de passagem
90 Placa de uniao

100 Blindagem

110 Tampa

112 Extenséao

115 Elemento de aperto

130 Armadura

140 Armacgéo

142 Saliéncia

145 Suporte de armacéao

148 Suporte

200 Vibrador

210 Placa de montagem
Perfis de uma pilha de placas
311 Pilha de placas

320 Perfis retangulares

321 Pilha de placas

330 Perfil redondo

331 Pilha de placas

340 Perfil redondo

341 Pilha de placas

350 Perfil hexagonal

351 Pilha de placas

500 Coletor

510 Placas de obturagéo

520 Funil

530 Suporte de reforco

540 Corpo de base de placas reticulares
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550 Consola

600 Dispositivo de arrefecimento

610 Biorreator

620 Dispositivo de separacao

630, 631 Bombas

640 Separador = saco de separacao + dispositivo de arrefecimento
possivelmente integrado na armacéo ou reservatorio

650 Meio de cultura
[113] Os estudos que conduziram a esta invencao tiveram por base o
acordo de concessao “Bio.NRW: MoBiDik — Modulare Bioproduktion —
Disposable und Kontinuierlich” (Bio.NRW: MoBiDik — Bioprodu¢do modular -
Descartavel e Continua) (NUmero w1004ht022a de concessdo), enquanto parte

do Fundo Europeu para o Desenvolvimento Regional (FEDER).
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REIVINDICACOES

1. Separador de solidos de canais inclinados para reter e recircular
sélidos de uma mistura de um reator, caracterizado por compreender 0s
seguintes elementos:

- uma regido superior do separador de solidos que possui um ou
varios alimentadores de passagem/acessorios (80) para remover uma corrente
de colheita (70) separada das células provenientes de uma regido de recolha
da corrente de colheita (56), ligada a

- uma regido de separacéo, incluindo canais, formada por uma pilha
de placas (1) constituida por uma ou mais placas reticulares de plastico de uma
s6 camada ou de varias camadas, em que a referida pilha € inclinada quando
esta a funcionar em um angulo (10) desde 30° até 80° em relac&o a horizontal,
ligada a

- um segmento inferior do separador de soélidos que possui um ou
varios alimentadores de passagem ou acessorios (84) para distribuicdo do fluxo
da mistura do reator (74), sobre

- uma regido de recolha de sélidos (57) que ¢é afilada para baixo para
a recolha de células por meio de gravidade,

em que as placas reticulares sdo unidas por meio de cola e/ou por
soldadura,

em que a pilha de placas (1) é formada a partir de uma placa
perfilada que possui uma face lisa e uma face que tem uma sucessao de
contrafortes e sulcos a intervalos constantes, e

em gue a razao entre a altura do contraforte e a largura do canal hs/d
€ 0,01 < hs/d < 5, com uma restricdo de que as duas dimensdes hs e d séo
ambas superiores ou iguais a 3 mm.

2. Separador de solidos de canais inclinados, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado por a regido de recolha de solidos (57) ser
afilada para baixo de uma maneira conica ou em forma de piramide.

3. Separador de solidos de canais inclinados, de acordo com a
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reivindicacdo 2, caracterizado por compreender um saco de plastico (50)
esterilizavel por meio de radiacdo gama, através do qual passa o fluxo de fluido,
em gue o saco de plastico (50) compreende:

- em uma regiao superior, compreendendo os alimentadores de
passagem/acessorios (80) para remover a corrente de colheita (70) separada
dos sélidos, proveniente de uma regiao de recolha da corrente de colheita (56),

- um segmento superior de uma regido central compreendendo em
uma regido de separacdo com a pilha de placas (1), constituida por em uma ou
mais placas reticulares de plastico de uma s6 camada ou de vérias camadas,

- um segmento inferior da regido central do saco de plastico (50)
compreendendo em um segmento inferior do separador de sélidos, em que os
alimentadores de passagem ou acessorios (84) possuem distribuidores
horizontais (85) para distribuicdo de fluxo horizontal uniforme de uma solugéo de
cultura de células (74) através de uma area da superficie de alimentacéo (510), e

- uma regiao inferior do saco de plastico (50) compreendendo em
uma regido de recolha de sélidos (57) que ¢é afilada para baixo, de uma maneira
cOnica, para recolha dos sélidos por meio de gravidade.

4. Separador de sdlidos de canais inclinados, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado por a regidao de recolha de sélidos (57) possuir
um ou varios alimentadores de passagem (89) ou acessorios (88) para a
remocao de sélidos.

5. Separador de sdlidos de canais inclinados, de acordo com a
reivindicagdo 4, caracterizado por compreender em um saco de plastico (50)
esterilizavel por meio de radiacdo gama, através do qual passa o fluxo de fluido,
em gue o saco de plastico (50) compreende:

- a regiao superior compreendendo nos alimentadores de passagem
(89)/acessodrios (88) para remover a corrente de colheita (70) separada dos
solidos, proveniente da regido de recolha da corrente de colheita (56),

- um segmento superior de uma regido central compreendendo na

regido de separacdo com a pilha de placas (1), compreendendo em uma ou
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mais placas reticulares de plastico de uma s6 camada ou de véarias camadas,

- um segmento inferior da regido central do saco plastico (50)
compreendendo o segmento inferior do separador de solidos, em que os
alimentadores de passagem ou acessorios (84) possuem distribuidores
horizontais (85) para distribuicdo de fluxo horizontal uniforme de uma solucéo de
cultura de células (74) através de uma area da superficie de alimentacéo (510), e

- uma regido inferior compreendendo a regido de recolha de sélidos
(57), que é afilada para baixo de uma maneira conica para a recolha de sélidos
por meio de gravidade.

6. Separador de sélidos de canais inclinados, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado por compreender em pelo menos um sensor
descartavel em seu interior.

7. Separador de solidos de canais inclinados, de acordo com a
reivindicacdo 6, caracterizado por compreender em um saco de plastico (50)
esterilizavel por meio de radiacdo gama, através do qual passa o fluxo de fluido,
em que o saco de plastico (50) compreende:

- a regido superior compreendendo os alimentadores de
passagem/acessorios (80) para remover a corrente de colheita (70) separada
dos sélidos, proveniente da regido de recolha da corrente de colheita (56),

- um segmento superior de uma regido central do saco de plastico
(50) compreendendo uma regido de separacdo com a pilha de placas (1)
compreendendo uma ou mais placas reticulares de plastico de uma sé camada
ou de varias camadas,

- um segmento inferior da regido central compreendendo o segmento
inferior do separador de solidos, em que os alimentadores de passagem ou
acessorios (84) possuem distribuidores horizontais (85) para distribuicdo de fluxo
horizontal uniforme de uma solucéo de cultura de células (74) através de uma
area da superficie de alimentacéo (510), e

- uma regido inferior compreendendo a regido de recolha de solidos,

que é afilada para baixo de uma maneira conica para a recolha de soélidos por
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meio de gravidade.

8. Separador de sdlidos de canais inclinados, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado por a regido de separacao ser constituida por um
conjunto de canais dispostos uns proximos aos outros na pilha de placas (1).

9. Separador de so¢lidos de canais inclinados, de acordo com a
reivindicacdo 8, caracterizado por compreender um saco de plastico (50)
esterilizavel por meio de radiacdo gama, através do qual passa o fluxo, em que o
saco de plastico (50) compreende:

- a regiao superior compreendendo o0s alimentadores de
passagem/acessorios (80) para remover a corrente de colheita (70) separada
dos sélidos, proveniente de uma regiao de recolha da corrente de colheita (56),

- um segmento superior de uma regido central do saco de plastico
compreendendo uma regido de separagdo com a pilha de placas (1)
compreendendo uma ou mais placas reticulares de plastico de uma sé camada
ou de varias camadas,

- um segmento inferior da regido central compreendendondo o
segmento inferior do separador de sélidos, em que os alimentadores de
passagem ou acessorios (84) possuem distribuidores horizontais (85) para
distribuicdo de fluxo horizontal uniforme da solucédo de cultura de células (74)
através de uma area da superficie de alimentacédo (510), e

- uma regido inferior compreendendo a regido de recolha de solidos
(57), que é afilada para baixo de uma maneira conica para a recolha de solidos
por meio de gravidade.

10. Separador de solidos de canais inclinados, de acordo com a
reivindicagdo 1, caracterizado por:

- a regido de separacdo formada pela pilha (1) de placas constituida
por placas reticulares de plastico de uma sé camada ou de varias camadas que
formam um corpo de base das placas reticulares, que € conectada em placas de
conexao na parte superior e inferior,

- 0 segmento inferior e a regido de recolha de sdlidos (57), que €&
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afilada para baixo de uma maneira conica, € um funil, e

todos os elementos do separador de sélidos compreendem plastico.

11. Separador de solidos de canais inclinados, de acordo com a
reivindicagdo 1, caracterizado por compreender um saco de plastico (50)
esterilizavel por meio de radiagdo gama, através do qual passa o fluxo de fluido,
e 0 saco de plastico (50) compreende:

- a regido superior compreendendo nos alimentadores de
passagem/acessorios (80) para remover uma corrente de colheita (70) separada
dos solidos, proveniente de uma regido de recolha da corrente de colheita (56),

- um segmento superior de uma regido central compreendendo uma
regido de separacdo com a pilha de placas (1), constituida por uma ou mais
placas reticulares de plastico de uma s6 camada ou de véarias camadas,

- um segmento inferior da regido central do saco de plastico (50)
compreendendo um segmento inferior do separador de soélidos, em que o0s
alimentadores de passagem ou acessoérios (84) possuem distribuidores
horizontais (85) para distribuicdo de fluxo horizontal uniforme de uma solugéo de
cultura de células (74) através de uma area da superficie de alimentacéo (510), e

- uma regiao inferior compreendendo a regido de recolha de sélidos
(57), que é afilada para baixo de maneira cénica para a recolha de sélidos por
meio de gravidade.

12. Unidade biorreatora caracterizada por ser constituida por um
biorreator ligado ao separador de sélidos de canais inclinados, como definido na
reivindicacdo 1.

13. Separador de solidos de canais inclinados para reter e recircular
solidos de uma mistura de um reator caracterizado por o0s seguintes elementos:

- uma regido superior do separador de solidos que possui um ou
varios alimentadores de passagem/acessorios (80) para remover uma corrente
de colheita (70) separada das células provenientes de uma regido de recolha
da corrente de colheita (56), ligada a

- uma regido de separacao incluindo canais formada por uma pilha
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de placas (1) placas reticulares de plastico de uma sé camada ou de varias
camadas, em que a referida pilha é inclinada quando esta a funcionar em um
definindo um angulo (10) desde 30° até 80° em relacéo a horizontal, ligada a

- um segmento inferior do separador de solidos que possui um ou
véarios alimentadores de passagem ou acessorios (84) para distribuigdo do fluxo
da mistura do reator (74), sobre

- uma regido de recolha de solidos (57) que € afilada para baixo para
a recolha de sélidos por meio de gravidade,

em que as placas reticulares sédo unidas por meio de cola e/ou por
acopladores,

em que o separador de sdlidos de canal inclinado € compreendido em
um saco de plastico (50) esterilizavel por meio de radiacdo gama, através do
qual passa o fluxo, em que o saco de plastico (50) compreende:

- a regido superior compreendendo o0s alimentadores de
passagem/acessorios (80) para remover a corrente de colheita (70) separada
dos solidos, proveniente de uma regido de recolha da corrente de colheita (56),

- um segmento superior de uma regido central compreendendo na
regido central com uma pilha de placas compreendendo em uma ou mais placas
de

- um segmento inferior da regido central do saco de plastico (50)
compreendendo um segmento inferior do separador de sélidos, em que o0s
alimentadores de passagem ou acessoérios (84) possuem distribuidores
horizontais (85) para distribuicao de fluxo horizontal uniforme de uma solucdo de
cultura de células (74) através de uma area da superficie de alimentacéo (510), e

- uma regiao inferior compreendendo uma regido de recolha de
sélidos (57), que é afilada para baixo de uma maneira cdnica para a recolha de
sélidos por meio de gravidade.

14. Separador de solidos de canais inclinados, de acordo com a
reivindicacdo 13, caracterizado por 0s canais possuirem um canal de

comprimento L que corresponde a um valor entre 30% e 95% de um comprimento
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LK do saco de plastico.

15. Separador de solidos de canais inclinados, de acordo com a
reivindicacdo 13, caracterizado por compreender ainda em um recipiente para
acomodar o separador de sélidos,

em que O recipiente possui um ou mais interiores para acomodar o
separador de solidos,

em que o referido interior compreende nas paredes produzidas para
um formato do separador de sélidos por meio do formato do separador de sélidos,
as paredes circundam o interior e demarcam o referido interior do mundo externo,

uma abertura para introducdo do separador de solidos dentro do recipiente.
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