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Relatorio Descritivo da Patente de invengéo para "APARELHO
E PROCESSO PARA A PRODUCAO DE UM PRODUTO CELULAR
ENCAPSULADO".

CAMPO

O presente documento de patente se refere a um aparelho e
processo para o0 encapsulamento de células em um meio de
encapsulamento tal como uma matriz de polimero.

ANTECEDENTES

Embora seja conhecido que celulas podem ser encapsuladas em
uma matriz de polimero, muito pouco é conhecido sobre a tentativa de
produzir células encapsuladas em um nivel industrial. O escalamento de
qualquer processo geralmente apresenta numerosos obstaculos e o
escalamento da producdo de células encapsuladas ndo ¢é diferente.
Enquanto provetas e centrifugas podem ser suficientes para criar uma
pequena quantidade de células capturadas em um laboratorio, técnicas e
equipamentos de laboratério ndo podem ser escalados para produzir
efetivamente grandes quantidades de células encapsuladas para uso em
biorreatores industriais de larga escala.

Apesar das vantagens alcangadas pelo uso de células
encapsuladas, ndo existem aparelhos e processos projetados para produzir
um produto celular encapsulado em larga escala. Por exemplo, seria
benéfico ser capaz de produzir produtos celulares encapsulados para
abastecer reatores na escala de 20.000 L (ou 75.000 gal.) ou uma série de
tais reatores.

Nagashima ef al. em Continuous Ethanol Fermentation Using

Immobilized Yeast Cells publicado em 1984 em Biotecnology and

Bioengineering, Volume 26, paginas 992-997 descreve a producao de
leveduras encapsuladas em alginato de calcio, mas somente para abastecer
um reator de pesquisa relativamente pequeno (1000 L). Em sua descrigéo, a
preparacédo de levedura encapsulada em contas de alginato de calcio "foi
realizada umidecendo com gotas de solugéo de alginato de calcio contendo

células de levedura vivas a partir do bocal superior em solucao de cloreto de
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calcio nos reatores. A prepara¢ao de contas celulares foi completada dentro
de varias horas." O aparelho e métodos descritos por Nagashima ef al. ndo
seria adeguada para produzir grandes quantidades de contas.

Similarmente, sistemas comercialmente disponiveis para a
produgdo de contas de qualquer tamanho sao limitados. LentiKat's
Biotechnologies publicou um sistema comercial para a produgdo de confas,
entretanto, o sistema da LentiKat's somente fornece uma produgao em
pequena escala adequada para experimentos pequenos e nao para
producao industrial.

Além disso, muitos dos processos uUsados para encapsular
células em uma matriz de polimero em escala laboratorial ndo seriam
praticaveis em larga escala, dado o seu consumo de produtos usados para
encapsular as células. O uso ineficiente do meio de encapsulamento e
outros suprimentos n3o & uma grande preocupacido quando feito em
pequena escala. Eniretanto, tal uso ineficiente de recursos pode ser
extremamente custoso quando a escala aumenta. Para este proposito, séo
necessarios processos e aparelhos que podem produzir eficientemente
produtos celulares encapsulados. Em adigdo, sd@o necessarios processos e
apareihos que podem ser aumentados de escala e efetivamente produzir
produtos celulares encapsulados.

SUMARIO DA INVENGAO

Em vista do precedente, um objeto de acordo com um aspecto
do presente documento de patente é fornecer aparelhos e processos
aperfeicoados para produzir um produto celular encapsulado. Os aparelhos
e processos podem ser usados para produzir produtos celulares
encapsulados em uma escala larga ou pequena. Preferivelmente, os
aparelhos e processos direcionam, ou pelo menos melhoram um ou mais
dos problemas descritos acima. Para esta finalidade, € fornecido um
processo para a producdo de um produto celular encapsulado. O processo
compreende as etapas de: concentrar células a partir de um meio de
propagagdo usando um sistema de filtra¢do de fluxo tangencial; misturar as

células concentradas com um meio de encapsulamento para formar uma
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mistura de encapsulamento celular; e polimerizar a mistura de encapsula-
mento celular para formar um produto celular encapsulado.

Em uma modalidade dos processos descritos aqui, as células
s&o concentradas no retentado do sistema de filtragdo de fluxo tangencial.
Em modalidades que concentram as células no retentado do sistema de
filtracdo de fluxo tangencial, uma porgéo do retentado pode ser usada como
um indéculo para uma produgdo subsequente de um produto celular
encapsulado. Em modalidades que incluem o uso de retentado, o retentado
pode ser ciclico entre um recipiente de contencéo de retentado e o sistema
de filtragdo de fluxo tangencial. Em certas modalidades, o retentado pode
ser continuamente ciclico até que o retentado alcance uma concentracéo
celular de mais que 180 gramas de massa umida de células por litro.

Em outras modalidades, a etapa de mistura é realizada com um
dispositivo que ajuda a preservar a viabilidade das células. Em uma
modalidade um agitador alternativo € usado. Em outra modalidade, um disco
alternativo & usado.

Em outro aspecto, & fornecido um sistema para a produgao de
um produto celular encapsulado. O sistema compreende: um biorreator; um
sistema de filtragdo de fluxo tangencial em comunicagdo com ¢ biorreator; e
um recipiente de contencao de retentado em comunicagéo com o sistema de
filtrac&o de fluxo tangencial.

Em outra modalidade do sistema, o sistema ainda inclui um
agitador alternativo operativamente arranjado para misturar uma suspenséo
celular a partir do recipiente de contencéo de retentado com um meio de
encapsulamento. |

Em ainda outra modalidade do sistema, o biorreator ¢ um
biorreator quimiostatico. Um biorreator quimiostatico é um tipo de biorreafor
gue permite modalidades do sistema de serem operadas continuamente.

Em outra modalidade, & fornecido um processo para a produgéo
de um produto celular encapsulado. O processo compreende as etapas de:
concentrar células a partir de um meio de propagacédo; misturar as celuias

concentradas com um meio de encapsulamento usando um agitador
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alternativo para formar uma mistura de encapsulamento celular; e
polimerizar a mistura de encapsulamento celular para formar um produto
celular encapsulado.

Em uma modalidade do processo, as células sdo conceniradas
para mais do que 180 gramas de massa Umida de células por litro. Em outra
modalidade, o0 meio de encapsulamento tem uma viscosidade de cerca de
1000 a 3500 centistokes (cSt.), ou mais preferivelmente 2000 a 3000
centistokes (cSt.). Em ainda outra modalidade, a mistura de encapsulamento
celular tem uma viscosidade de cerca de 1000 a 3500 cSt ou mais
preferivelmente 1500 a 2500 cSt.

Em outro aspecto, é fornecido um processo em batelada para a
producdo de um produto celular encapsulado. O processo compreende as
etapas de: propagar as celulas em um biorreator para formar uma primeira
batelada de células; concentrar as celulas a partir da primeira batelada de
células; misturar as células concentradas com um meio de encapsulamento
para formar uma mistura de encapsulamento celular; peolimerizar a mistura
de encapsulamento celular para formar um produto celular encapsulado; e
propagar as células em um biorreator para formar uma segunda batelada de
células usando as células da primeira batelada de células como inéculo.

Em ainda outra modalidade, o biorreator ndo & esterilizado entre
propagar a primeira batelada de células e propagar a segunda batelada de
células.

Em outras modalidades, a etapa de concentracéo é realizada
por um sistema de filtracdo de fluxo tangencial e as células sao
concentradas em um retentado. Em outras modalidades, o retentado pode
ser ciclico entre um recipiente de contencfo de retentado e o sistema de
filtracao de fluxo tangencial. Em certas modalidades, a etapa de ciclizag&o é
realizada até que o retentado alcance uma concentragéo celular de mais que
180 gramas de massa Umida de céluias por fitro.

Em ainda outra modalidade, o indculo compreende cerca de 5%
a 10% do volume da primeira batelada de células.

Em outro aspecto, € fornecido um processo para a producéo de
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um produto celular encapsulado. O processo compreende as etapas de:
misturar uma solugdo aguosa com um meio de encapsulamento concentrado
para formar um meio de encapsulamento, em que a mistura € realizada sem
a adicdo de calor suficiente para esterilizar o meic de encapsulamento;
misturar as celulas com o meic de encapsulamento sem aquecimento para
formar uma mistura de encapsulamento celular; e polimerizar a mistura de
encapsulamento celular para produzir um produto celular encapsulado.

Em uma modalidade, um agente de esterilizagdo & adicionado a
solugdo aquosa. O meio de encapsulamento concentrado e entdo
esterilizado através da solugcdo aquosa quandc os dois sdo misturados
juntos. Em certas de tais modalidades, o agente de esterilizagao e cloreto de
sodio.

Em outras moedalidades, o processo pode ser variado pela
inclusdo de varios aditivos adicionais. Por exemplo, algumas modalidades
incluem a etapa adicional de adicionar antibidticos ao meio de
encapsulamento. Em outras modalidades, os nutrientes s@o adicionados ao
meio de encapsulamento. Em ainda outras modalidades, as vitaminas s&o
adicionadas ao meio de encapsulamento.

Em ainda outra modalidade, € realizada uma etapa adicional de
irradiar o meio de encapsulamento concentrado. Ao invés de ou em adicdo &
irradiar 0 meio de encapsulamento concentrado, o meio de encapsulamento
pode ser irradiado.

Em outra modalidade, o meio de encapsulamento concentrado
compreende alginato de soédio. Em uma modalidade, quando o meio de
encapsulamento concentrado compreende alginato de sédio, o alginato de
sodio € misturado com a solugdo aguosa para produzir um meio de
encapsulamento com uma viscosidade de cerca de 1000 a 3500 centistokes
ou mais preferivelmente 2000-3000 centistokes. Em ainda outra modalidade,
o meio de encapsulamento tem uma concentragdo de alginato de sddio de
3,0% ou menos de peso por volume, preferivelmente 2,5% ou menos, e
ainda mais preferiveimente cerca de 2,0% de peso por volume.

Em outra modalidade, a mistura de encapsulamento celular tem
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uma viscosidade de cerca de 1000 a 3500 cenfistokes ou mais
preferivelmente 1500 a 2500 cenftistokes.

Em ainda outro aspecto, & fornecida uma conta de alginato para
encapsulamento de uma célula. A conta compreende: alginato polimerizado
em uma concentragdo de 3% ou menos de peso por volume; e uma célula
encapsulada. Em outras modalidades, a concentragéo de alginato &
preferiveimente 2,5% ou menos de peso por volume, e mais preferiveimente
cerca de 2,0% de peso por volume.

Os aparelhos e métodos para produzir células capturadas
descritos aqui fornecem solucdes escaldveis que podem ser usadas para
producdoc em massa. Aspectos, objetos, caracteristicas desejaveis, e
vantagens adicionais dos dispositivos e metodos divulgados aqui serdo mais
bem compreendidos a partir da descricdo detalhada e desenhos que
seguem, nos quais varias modalidades sao ilustradas a titulo de exemplo.
Isto € para ser expressamente compreendido, entretanto, que os desenhos
sdo somente para o propésito de ilustracdo e ndo tém a intencdo de uma
definicdo dos limites das modalidades reivindicadas.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A figura 1 ilustra um processo geral para a produgdo de um
produto celular encapsulado.

A figura 2 ilustra um processo para a produc@o de um meio de
encapsulamento a partir de um polimero de encapsulamento seco.

A figura 3A ilustra uma modalidade de um processo para
produzir uma suspenséo celular concentrada.

A figura 3B ilustra uma modalidade de um sistema para a
produgc&o de uma suspensédo celular concentrada como mostrado na figura
3A.

A figura 4 & uma vista do corte parcial de um biorreator exemplar
para propagar células.

DESCRICAQ DETALHADA DAS MODALIDADES PREFERIDAS

Consistente com seu significado bioldgico ordinario, o termo

"célula" & usado aqui para se referir & menor unidade de vida que é uma
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coisa viva. "Ceélula” inclui ambas as células Procaridticas e Eucaridticas. A
titulo de exemplo, "célula" inclui, mas ndo estd limitada a células de
bactérias, leveduras, fungos, algas, insetos, ou mamiferos para nomear
algumas.

Células que podem ser encapsuladas incluem células Unicas,
incluindo todas as células derivadas de qualquer membro dos reinos de vida
de planta, animal, fungo, protista, eubacteria ou archaebacteria. Células
unicas podem ser células derivadas ou removidas a partir de uma planta
viva, animal, ou fungo, de outra forma conhecidas como células primarias.
Células primarias podem ser derivadas, por exemplo, a partir de tecidos de
mamiferos, tecidos de insetos, tecidos de nematddeos, tecidos de
Arabidopsis, tecidos da planta de tomate, ou tecidos de planta de tabaco.
Células primarias também podem ser isoladas a partir de fungos ou
protistas.

Células Uunicas para encapsulamento também podem ser
derivadas a partir de linhagens de cultura celular estabilizadas. Por exemplo,
células podem ser derivadas a partir de linhagens celulares cultivadas tais
como a linhagem de célula mamifera Hela, linhagens celulares de plantas,
linhagens celulares de algas, linhagens celulares de insetos tal como as
células Sf9, e linhagens celulares a partir de nematddeos, insetos, anfibios,
réepteis, e outros animais e plantas.

As células tambem podem ser fabricadas. Por exemplo, as
células podem ser derivadas a partir de fusdes de duas células diferentes, tal
como células hibridoma.

Em adicdo as células Unicas, agrupamentos funcionais de
células ou tecidos celulares podem ser imobilizados por encapsulamento.
Tecidos celulares poderiam incluir quaisquer tecidos derivados a partir de
plantas, protistas, fungos ou animais. Por exemplo, agrupamentos de células
tal como um acino (um tecido) a partir de um pancreas humano ou espago
juncionalmente conectado ou grupos funcionalmente conectados de outra
forma de células neurais e gliais podem ser encapsulados.

r

O termo "micrébio” & usado aqui para se referir ao seu
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significado ordinaric de um organismo que € unicelular. Como exemplos néo
limitativos, "microbio" inclui leveduras, bactérias, fungos, archaea, protistas,
plancton e planaria para nomear alguns. O fermo "micrébio" esta
completamente abrangido pelo termo "célula”.

O termo "encapsular” ou "encapsulamento” ¢ usado aqui para se
referir a envolver células em um meio de encapsulamento. O
"encapsulamento” de células é realizado em um meio de encapsulamento
que é poroso o suficiente péra permitir que nutrientes e outros produtos
necessarios pela céluia fluam para dentro, e subprodutos produzidos pela
célula fluam para fora, enquanto previnem a célula de escapar.
"Encapsulamento” como usado aqui inclui processos geralmente conhecidos
como imobilizagdo de células, embora uma pessoa possa imobilizar células
em outras vias gue n&o sejam o encapsulamento, por exemplo, pela
adsorcdo a um substrato. Mais geralmente, "encapsulamento” inclui
qualquer tipe de processc que forma um invdlucro ou capsula em torno das
células, incluindo as técnicas de imobilizacao celular.

Os meios de encapsulamento para o encapsulamento de células
podem incluir ambos os materiais naturais e sintéticos. A titulo de exemplo
ndo limitativo, © meio de encapsulamento inclui numerosos polimeros
naturais e sintéticos. Materiais naturais incluem alginato, um produto natural
da alga marrom (seaweed), carragenina, gomas de xantano, quitosana,
agarose, agar, colageno, celulose e seus derivados, hialuronato, pectina,
fibrina, proteina, acidos nucleicos e gelatina. Materiais sintéticos usados
para encapsulamento inciluem resina epoxi, resinas de ligacio fotocruzaveis,
alcool polivinilico, poliacrilamida, poliéster, poliestireno, acido poliacrilico,
oxido polietileno, polifosfazeno e poliuretano.

Em algumas aplica¢des, dois ou mais materiais podem ser
usados como 0 meio de encapsulamento, por exemplo, alginato e alcool
polivinilico ou copolimeros de 6xido polietileno e oxido polipropileno ou de
oxido polietileno e acido polilatico poderiam ser usados como uma matriz de

encapsulamento.

As celulas encapsuladas em uma matriz polimérica podem ser
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usadas para muitos processos industriais diferentes, incluindo, por exemplo,
fermentacao, e tratamento de licor residual. A matriz de encapsulamento de
células inclui numerosos beneficios sobre o uso de células ‘livres’. Células
‘livies’ séo células que nao estio encapsuladas ou imobilizadas de qualquer
forma. Uma das maiores vantagens dos sistemas de células encapsuladas
sobre sistemas de células ‘livres’ sdo as altas densidades celulares que um
sistema de células encapsuladas pode alcancar. Altas densidades celulares
sdo desejaveis em numerosos processos fermentativos diferentes como a
producdo de produtos quimicos bio-baseados, tal como acido 3-
hidroxipropidnico, acide glucarico, acido levulinico, xilitol, acido acetico,
acido citrico, acido latico, etanol, e semelhantes. A alta densidade celular
alcancada pelos sistemas de células encapsuladas por matriz € benéfica por
alcancar altas produtividades volumétricas, enquanto sistemas de céiulas
livres nao séo capazes de alcancar tais altas densidades celulares.

Outra vantagem do encapsulamento com matriz de células é que
o encapsulamento facilita a operagéo continua, de preferéncia do que uma
batelada, de processos bioguimicos, tais como processos de fermentagao,
sem retirar por lavagem os biocatalisadores celulares. Processos de
fermentacdo continuos experimentam menos tempo de parada comparado a
processos em batelada. Menos tempo de parada fornece uma vantagem
econdmica a sistemas continuos. Em adigéc ao menos tempo de parada, a
prevengao da lavagem das células em um sistema continuo representa uma
grande economia de custos, uma vez que a propagacao de células para um
processo industrial & caro.

Fm certas aplicagbes, o uso de sistemas de células
encapsuladas fornece vantagens em adicdo a alta densidade celular e
prevencédo da lavagem. Em aplicagbes em que o meio em contato com as
células contém compostos que sé@o deletérios as células, o encapsulamento
de celulas em uma matriz confere resisténcia aumentada aos compostos
deletérios. Por exemplo, a fermentacdo do hidrolisado de biomassa de
planta para produzir biocombustiveis & geralmente complicade pela

presencga de diversos compostos diferentes que s@o provenientes do
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processo de fermentagdo. O encapsulamento de ceélulas microbianas em
uma matriz polimérica, alginato de calcio, por exemplo, confere resisténcia
aumentada aos compostos € assim melhora o processo fermentativo.

O presente documento de patente ensina processos novos e
melhorados e aparelhos para produzir um produfo de célula encapsulada.
Previamente, processos para produzir produtos de célula encapsulada foram
feitos sob medida para uma finalidade de uso especifica, ou quando
realizados em uma escala relativamente pequena, ou ambos. O presente
documento de patente ensina processos novos que aumentam a capacidade
de producéao de produtos de célula encapsulada.

A figura 1 ilustra um processo geral para a producdo de um
produto de ceélula encapsulada 106. Na modalidade do processo 100
mostrado na figura 1, as celulas 101 s&o combinadas com um meio de
encapsulamento 102 na etapa de mistura 103, para produzir ima mistura de
encapsulamento celular 104. As celulas 101 sado preferencialmente
fornecidas em uma suspensdo gue foi preparada para o encapsulamento.
Uma solugdo do meio de encapsulamento 102 é misturada junto com as
celulas suspensas 101 para produzir a mistura de encapsulamento celular
104. Uma vez que a mistura de encapsulamento celular € produzida, ela é
polimerizada, gelificada ou feita ligagéo cruzada na etapa 105 para produzir
um produto celular encapsulado 1086.

As células 101 podem ser celulas bacterianas, de levedura,
fangicas, de algas, de insetos, ou de mamiferos, ou qualquer outro tipo de
célula como explicado acima. As células 101 podem também compreender
uma combinagdo de tais células. As células 101 podem também ser parte de
um grupo funcional de células ou tecido, ou ser um produto de fusio celular
tal como uma celula hibridoma. As células 101 podem também ser uma
mistura de celulas crescendo simbioticamente, por exemplo, uma mistura de
células de algas ou uma mistura de células de levedura ou fungicas. O tipo,
combinacéo, e densidade das células 101 sdo dependentes do uso desejado
do produto de célula encapsulada final 1086.

As células 101 podem ser fornecidas ao processo 100 em um
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numero de formas diferentes dependendo do produto de célula encapsulada
106 desejado a ser criado. Se um produto de célula encapsulada 106 com
uma alta densidade celular é desejado, preferivelmente as celulas 101 s&o
fornecidas em uma suspenséo celular concentrada. Quando as células 101
estdo em uma suspensé&o celular concentrada, a etapa de mistura 103 pode
ser realizada de forma a manter a alta densidade celular no produto de
célula encapsulada 106 resultante. Uma alla concentracéo de células no
produto de célula encapsulada 106 é vantajosa para muitos processos
bioguimicos, incluindo, por exemplo, aplicacdes de fermentag@o. Por
exempio, uma alta concentragdo de células de leveduras ou de bactérias
pode ser exigida para produzir uma aita taxa de fermentac&o em um reator.

Em outras modalidades, as células 101 podem estar em uma
suspensao relativamente diluida. As células 101 podérn ser fornecidas em
uma suspenséo diluida de forma que a etapa de mistura 103 e a etapa de
polimerizacédo 105 sejam capazes de encapsular uma tUnica célula em um
produto de célula encapsulada 106. Qutras combinagdes de suspensodes
celulares 101 e etapa de mistura 103 podem ser combinadas para fornecer
variagdes diferentes de produto de célula encapsulada 106.

Em outras modalidades, as celulas 101 podem ser um grupo
funcional de células ou um tecido, tal como um Unico acino humano a partir
de um péancreas humano. As células 101 também poderiam incluir espagos
juncionalmente conectados ou grupos funcionalmente conectados de outra
forma de celulas neurais e gliais. O tecido pode ser fornecido em uma
suspenséo diluida de forma que a etapa de mistura 103 e etapa de
polimerizacdo 105 sdo capazes de encapsular uma unica secdo de um
tecido, tal como um dnico acino em um produto de célula encapsulada 108.

O meio de encapsulamenio 102 pode ser de um ndmero de
diferentes materiais. Por exemplo, as células podem ser encapsuladas
usando alginato de calcio, um produto natural de alga marrom (seaweed).
Outros materiais ambos naturais e sintéticos podem ser usados incluindo
compostos poliméricos tal como alginato de sddio, carragenina, gomas de

xantano, agarose, agar, celulose e seus derivados, colageno, hialuronato,
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pectina, gelatina, resina epodxi, resinas de ligacdo fotocruzaveis, élcoo!
polivinilico, poliacrilamida, poliéster, poliestireno, acetato polivinilico e
poliuretano para nomear alguns. Em algumas modalidades, mais do que um
meio de encapsulamento 102 pode ser combinado. Por exemplo, alginato e
alcool polivinilico podem ser combinados como o meio de encapsulamento
102.

Uma vez que ambas, uma solugdo aquosa do meio de
encapsulamento 102 e uma suspensdc celular concentrada 101, séo
preparadas, elas s@o misturadas 103 juntas em um recipiente. A etapa de
mistura 103 pode ser realizada usando qualquer método que produza a
mistura de encapsulamento de célula 104 desejada. E importante realizar a
etapa de mistura 103 com o minimo de dano as células 101 e ac meio de
encapsulamento 102. Para esta finalidade, a etapa de mistura 103 deveria
minimizar as forcas de cisalhamento nas células 101 e meio de
encapsulamento 102. Em adigéo, o meio de encapsulamento 102 pode ser
altamente viscoso, complicando adicionalmente a mistura. Em modalidades
exemplares, a etapa de mistura 103 é realizada usando um agitador
alternativo, ou um disco alternativo para misturar as células 101 com o meio
de encapsulamento 102. Misturadores rotantes padrao irdo fornecer tensdes
de cisalhamento nas células 101 e n&o s&o apropriados para a mistura em
solucbes altamente viscosas.

A etapa de mistura 103 preferencialmente tambeém mistura as
celulas 101 e meio de encapsulamento 102 para dispensar as celulas 101
através do meio de encapsulamento e conseguir uma viscosidade preferida.
Em algumas modalidades, pode ser desejavel misturar até que uma
dispersao substancialmente uniforme seja conseguida. Entretanto, em outras
modalidades, as células 101 e meio de encapsulamento 102 podem nao ser
misturados até a homogeneidade.

Uma vez que as células 101 e o meio de encapsulamento
tenham sido misturados em uma quantidade desejada, preferivelmente até a
homogeneidade, a mistura de encapsulamento celular 104 pode ser

polimerizada, gelificada, ou feita ligacéo cruzada na etapa 105 para gerar um
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produto de célula encapsulada 106. Antes da etapa de polimerizacéo 105, a
mistura de encapsulamenio celular 104 pode ser formada em qualquer
nimero de produtos estruturaimente diferentes. Por exemplo, a mistura de
encapsulamento celufar 104 pode ser moldada em contas esféricas ou
encadeadas, aplicada a uma estrutura de suporte tal como uma malha
aberta, colmeia, ou luffa, aplicado as paredes do reator, ou moldada em
outras formas tridimensionais antes de gelificar, fazer ligagdo cruzada ou
polimerizar 105 para produzir o preduto final 106.

A natureza do agente de polimerizagéo, gelificacao ou de ligacdo
cruzada € especifica aos polimeros usados como © agente de
encapsulamento. No caso de alginato de sodio, a ligacdo cruzada dos
polimeros de alginato & realizada pelo contato com diferentes cations
divalentes ou trivalentes.

Existem muitas técnicas para melhorar a eficiéncia de um
produto de célula encapsulada 106. Uma maneira de melhorar a eficiéncia é
fornecendo uma alta area de supetficie para razéo de volume. Polimerizando
a mistura de encapsulamento celular 104, aumenta sua area de superficie
exposta e pode, portante, aumentar a eficiéncia do um produto de célula
encapsulada 106. Por exemplo, para auxiliar em um processo bioguimico, tal
como um processo de fermentacao, células de levedura em uma solucio de
alginato de sodio podem ser polimerizadas na forma de pequenas conias
esféricas, as quais fornecem uma alta area de superficie para razdo de
volume. Alternativamente, células de levedura em uma solugdo de alginato
de sodio podem ser polimerizadas na forma de filamentos ocu encadeadas.

A mistura de encapsulamento celular 104 pode ser formada em
contas usando um procedimento de formagao de gota. As contas resultantes
podem ser de diferentes tamanhos e possuem diferentes tamanhos de
poros. Existem muitos dispositivos para produzir contas. Uma pessoa pode
produzir contas a partir de um fluxo continuo usando atracdo eletrostatica
para produzir goticulas, usando vibragdo para produzir goticulas, usando ar
para produzir goticulas, e usando um atomizador de disco rotatério, para

nomear alguns. Por exemplo, s& a matriz € alginato de sédio, as contas séo
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facilmente polimerizadas colocando em contato as contas com uma solugéo
de cloreto de célcio.

Em outras modalidades, a mistura de encapsulamento celular
104 pode ser formada em filamentos finos ou encadeados. Neste caso, os
filamentos e encadeados podem ser ligeiramente mais largos do que o
didmetro das células capturadas. Os filamentos ou encadeamentos podem
ser depositados aleatoriamente para formar uma estrutura porosa que pode
ser usada em um biorreator. Existem muitos meios pelos quais produzem
filamentos finos ou encadeados, tal como pela extrusao através de agulha
de calibre estreito seguido pelo contato com um agente polimerizante ou por
electro-spinning. No caso de extrus@o, uma suspenséo de células em uma
matriz de alginato pode ser extrusada sob presséo afravées de um, ou,
preferencialmente, um conjunto de pinos ocos de calibre em uma solugéo de
cloreto de calcio para produzir uma grande massa de filamentos ou
encadeados.

Em outra modalidade, a mistura de encapsulamento celular 104
pode ser aplicada como um revestimento a uma estrutura de suporte natural
ou sintetica, com alta area de superficie. Em uma implementacdo desta
modalidade, a estrutura de suporte somente necessita ser capaz de suportar
a mistura de encapsulamento celular 104 e ela mesma. Por exemplo, a
estrutura de suporte pode compreender uma esponja de cerdmica, colmeia,
material de embalagem de reator ou outra estrutura de suporte que aumente
a area de superficie por massa da mistura de encapsulamento celular 104
quando ela é& aplicada. Em ainda outra modalidade, a mistura de
encapsulamento celular 104 pode também, ou na alternativa, ser aplicada a
partes de superficies do reator, tal como, as paredes ou a superficie dos
dispositivos de mistura.

Um aspecto importante do produto de célula encapsulada 106 &
que a matnz polimerizada resultante é insclivel em meio aguoso ou no meio
em que o produto &€ para ser usado. Em alguns casos, agentes quimicos
contidos no meio podem enfraquecer ou romper os polimeros ou os agentes

de ligacao cruzada no um produto de célula encapsulada 106. Por exemplo,
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diversos anions, tal como citrato, fosfato, e sulfato podem quelar ions de
calcio do alginato de calcio, eliminando assim a ligagao cruzada e tornando o
alginato solavel. Por causa disso, anions de citrato, fosfato, e sulfato devem
estar em baixa concentragcdo ou eliminados do meio que esta em contato
com um produto de célula encapsulada com alginato de célcio.

Outro aspecto importante do produto de célula encapsuiada 106
€ gue a matriz polimerizada resultante contém poros que retém as células
encapsuladas, mas sao permeaveis a moléculas diferentes que s&o exigidas
pela célula para manutencido ou fermentagdo. Por exemplo, no caso do
encapsulamento de levedura em contas de alginato de soédio para a
fermentacdo de acucares para etanol, o tamanho do poro do produto de
célula encapsulada 106 deve ser pequeno o suficiente para reter as células
de levedura enquanto permite o movimento irrestritc de acgucares para
dentro da conta e etanol para fora.

As células 101 podem ser encapsuladas em um meio de
encapsulamento 102 usando um nudmero de metodos. Todos 0os métodos de
encapsulamento de célula envolvem a etapa de mistura 103, enquanto as
celulas 101 sdo misturadas com o meio de encapsulamento 102 em uma
forma liguida, seguida pela etapa de gelificagdo, ligagdo cruzada ou
polimerizagéo 105, a qual completa o encapsulamento das células na matriz
de encapsulamento.

Alginato é ideal para uso como um meio de encapsulamento
102. Sais de alginato sdo solUveis em meio aquoso acima de pH 4, mas sao
convertidos para acido alginico quando o pH € abaixado para baixo de cerca
de 4. Um gel de alginato insolavel em licor € formado na presenca de ions
formadores de gel, por exemplo, calcio, bario, estréncio, zinco, cobre (ll),
aluminio, e misturas dos mesmos, em concentragbes apropriadas. Géis de
alginato s&o hidrogéis, isto &, polimeros de alginato de ligacdo cruzada que
contém grandes quantidades de licor sem dissolugédo. Essas propriedades
tornam os géis de alginato ideais como um meio de encapsulamento 102.

Muitas matrizes poliméricas se originam como sodlidos secos e

sao geralmente suspensos em uma solugdo aquosa antes do uso. Alguns
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polimeros podem requerer suspensdc em um solvente orgdnico antes do
uso. Porque o grau de polimerizacdo, gelificagdo, ou ligacdo cruzada € uma
funcdo do comprimento do polimero e concentragdo em solugdo, alguns
polimeros sao usados mais rotineiramente como uma matriz de
encapsulamento do que outros. Qutras consideragdes para uma escolha de
polimero incluem: a facilidade relativa da matriz de gelificar, de polimerizar,
ou de formar ligacdo cruzada para produzir um produto final; e a toxicidade
celular relativa dos polimeros por si s e dos agentes de formagdo de
ligagdo cruzada e de polimerizacdo. Mais consideragdes incluem a
estabilidade térmica da matriz na aplicacdo especifica. Ainda mais
consideragées incluem a facilidade de uso e o custo e a disponibilidade
comercial.

Para muitas das razdes declaradas acima, alginatos sao
comumente usados para encapsulamento celular. Alginatos s&o
biopolimeros marinhos hidrofilicos com a habilidade de formar géis estaveis
ao calor que podem se desenvolver e preparar em temperaturas baixas e
moderadas. Alginatos sZo uma familia de polimeros nao ramificados de
residuos de acido B-D-manurdnico e acido a-L-gulurénico ligados por
ligacdes 1-4 glicosidicas. Acido alginico € substancialmente insollvel em
licor, mas forma sais sollveis em licor com metais alcalinos, tais como sédio,
potassio e litio. Preparactes de alginato de sddio estdo comercialmente
disponiveis.

Ao preparar alginato de sodio para uso como um meio de
encapsulamento, um nimero de fatores deve ser considerado. Por exemplo,
comprimento da cadeia, viscosidade e concentracio devem todos afetar a
efetividade do produto final encapsulade. Em adigéo, diferentes produtos de
alginato de sddio tém diferentes taxas de acido manurbnico e acido
gulurdnico o que ocorre naturalmente em aiginatos diferentes. Alginatos com
taxas de acido manurbnico e acido gulurénico especificas devem ser
desejaveis para aplicacSes especificas.

Como um exemplo ndo limitativo do processo 100 no uso para

fermentar aglcares em etanol, uma pasta densa de células de levedura de
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Saccharomyces cerevisiae deve ser usada como as celulas 101 e uma
solugdo de alginato de sodio, um polimero natural a partir da alga marrom,
pode ser usada para o meio de encapsulamento 102. Em outras
modalidades, outras células de levedura podem ser usadas tal como
leveduras dos géneros Candida, Kluyveromyces, Pachysolen, Pichia,
Saccharomyces, ou outros. Quando as leveduras sdo misturadas com o
meio de encapsulamento 102, a concentracdo das células de levedura &
preferivelmente de cerca de 10 a 200 gramas de massa umida de células
por litro ou cerca de 25% de massa Umida de células por litro apés a
concentragao.

Preferivelmente, alginato de sédio €& misturado para uma
concentracdo de 1 a 6 gramas por litro no meio de encapsulamento 102. Em
uma modalidade, a concentragdo de alginato de sédio pode ser menos do
que 3% p/v em licor. A pasta de levedura e a solugcdo de alginato s&o
preferivelmente misturadas juntas a homogeneidade na etapa 103 do
processo para formar uma mistura de encapsulamento celular 104,
Preferivelmente, quando o meio de encapsulamento 102 € alginato de sédio,
a viscosidade do meio de encapsulamento 102 e de cerca de 1500 a 3500
cSt e mais preferiveimente de 2000 a 3000 cSt. A viscosidade da mistura de
encapsulamento celular 104 & preferivelmente de 1000 a 3500 ¢St e mais
preferiveimente de 1500-2500 ¢St. Uma vez que o meio de encapsulamento
celular 104 é criado, ele pode ser polimerizado 105. Em uma modalidade, a
polimerizagéo é realizada passandoc o meio de encapsulamento celular 104
através de um dispositivo de 96-pinos ocos para produzir goticulas que sao
gotejadas dentro de uma solucdo de cloretc de calcio.

Em outra modalidade, as células misturadas com o meio de
encapsulamento séo células bacterianas, incluinde a bacteria Escherichia
coli, Zymomonas mobilis, ou outras. Quando as bactérias sdo misturadas
com a solugdo da matriz, a concentracdoc de células bacterianas €
preferencialmente de cerca de 80 a 625 gramas de massa umida de células
por litro.

A figura 2 ilustra um processo para a produc¢do do meio de
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encapsulamento 102 a partir de um produte de encapsulamento concentrado
201. O produto de encapsulamento concentrado 201 pode comecgar no
estado sdlido ou liguido e pode ter a faixa completa de viscosidades entre
eles. Em uma modalidade, o produto de encapsulamento concentrado 201 é
um pdé seco. Outras modalidades do processo podem comecar com um
polimero ou outro meio que estd na forma liquida. Estocando o produto de
encapsulamento concentrado 201 em uma forma de pd seco, ou o mais
concentrado e desidratado quanto possivel, € vantajoso porque as
substancias tipicamente tém uma vida de prateleira aumentada na forma
seca. Além disso, a forma seca concentrada reduz o volume de estocagem e
permite transporte mais facil ¢ barato. Entretanto, em outras modalidades, o
processo mostrado na figura 2 pode comecar com um produfo de
encapsulamento concentrado 201 em qualquer estado viscoso do sélido ao
liquido.

Na modalidade mostrada na figura 2, um produto de
encapsulamento concentrado 201 é fornecido e solubilizado com uma
solucédo aquosa 208 na etapa de mistura 202. A etapa de mistura cria um
meio de encapsulamento solubilizado o qual pode funcionar como um meio
de encapsulamento 102. Entretanto, em outras modalidades, a solug&o
solubilizada pode ser ainda processada por outras etapas adicionais como
explicado abaixo. Uma vez que o meio de encapsulamento 102 & criado, ele
pode ser misturado com as células 101 como mostrado na figura 1.

Em uma modalidade preferida, o produto de encapsulamento
concentrado 201 & um polimerc. Mais preferivelmente, ¢ produto de
encapsulamento concentrado 201 pode ser alginato de sédio. O alginato de
sodio esta disponivel em varias formas a pariir de um ndmero de fontes
incluindo: WEGO Chemical and Mineral Co., 239 Great Neck Road Great
Neck, NY 11021 (www.wegochem.com); Sigma-Aldrich, 3050 Spruce St. St
Louis, MO 63103 (www.sigmaaldrich.com); € MP Biomedicals, 29525 Fountain
Pkwy. Solon, OH 44139 (www.mpbijo.com).

A modalidade mostrada na figura 2 ilustra a adicdo de uma

solugdo aquosa 208 para solubilizar o produto de encapsulamento
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concentrado 201 na etapa de mistura 202. Em uma modalidade do processo
200, o produto de encapsulamento concentrado 201 é introduzido em um
estado seco dentro de um recipiente de mistura contendo um liquido pelo
uso de um eductor de mistura. Na modalidade preferida, a solugdo aquosa é
licor. Entretanto, em outras modalidades a solucdo aquosa pode ser uma
combinacgéo de licor e outros aditivos que podem aumentar o desempenho
do meio de encapsulamento final 102.

A etapa de mistura 202 é realizada para produzir um meio de
encapsulamento 102 com a concentragdo desejada. Em uma modalidade
exempiar do processo 200, po de alginato de sédio € usado como o meio de
encapsulamento concentrado 201. O pd de alginato de sddio pode ser
adicionado a solucéo aquosa 208 para uma concentracao de cerca de 1%
p/v a 6% p/v. Preferivelmente, o alginato de sédio usado € um produto
granuiado de cerca de 320 mPa a 1400 mPa, em que a viscosidade da
solucdo de alginato de sddio aquosa usada para o encapsulamento é de
1500 a 3500 centistokes (cSt). Um alginato de soédio granulado é preferido
porque um produto granulado é solubilizado mais facilmente em licor entre
cerca de 15 a 30 °C.

O produtc de encapsulamento concentrado 201 pode conter
contaminantes microbianos tal como bactérias. Para reduzir o nivel de
contaminagéo do produto de encapsulamento concentrado 201, um ndmero
de diferentes procedimentos de esterilizagdo 205, 210 e 213 s&ao
opcionalmente possiveis por diferentes modalidades do processo 200. Em
adicdo, outras modalidades podem ter antibiéticos adicionados 207 e 211
antes ou apds a mistura 202.

Em uma modalidade do processo 200, irradiag&o gama opcional
210 pode ser usada para esterilizar 0 meio de encapsulamento concentrado
201. A irradiagdo gama pode ser usada em 8 a 20 kilogray (kGy) para
irradiar o meio de encapsulamento concentrado.

Em outras modalidades, a solugao aquosa 208, que é estéril,
pode ser usada como o veiculo para esterilizar o meio de encapsulamento

concentrado 201 durante a etapa de mistura 202. A solugdo aquosa 208
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pode ter um agente de esterilizagdo quimica 203 ou antibidtico 212
adicionado antes da mistura 202 com o produto de encapsulamento
concentrado 201 para reduzir o nivel de contaminagao microbiana na
mistura resultante. Em tal modalidade, um agente esterilizante 203 &
misturado 205 com a solugcdo aquosa 208 antes da etapa de mistura 202.
Em certas modalidades, antibiéticos 212 podem também ser adicionados a
solugdo aquosa 208 antes da etapa de mistura 202. A solugdo aquosa 208
distribui 0 agente de esterilizacao 203 e/ou antibidtico 212 dentro do meio de
encapsulamento concentrado 201 durante a etapa de mistura 202. Ao
misturar primeiro o agente de esterilizacio 203 e/ou antibidticos 212 pode
ser mais efetivamente uniformemente distribuidos ao meio de
encapsulamento concentrado 201.

Em outras modalidades do processo 200, o meio de
encapsulamento pode ser esterilizado apds a mistura 202 pelo uso de
irradiacdo ultravioleta 213 para reduzir a contaminacdo microbiana da
mistura final 102.

Embora o usc imediato do meio de encapsulamento seja sempre
preferivel, etapas de esterilizagdo opcionais 205, 210 e 213 podem ser
desejaveis para aumentar a vida de prateleira do meio de encapsulamento
solubilizado para estocagem. Em adicdo, certas modalidades podem
adicionar antibiéticos ou antes ou apds a etapa de mistura 202. Devido os
produtos de encapsulamento concentrados geralmente ndo serem estéreis e
sua vida de prateleira apés a solubilizacdo ser encurtada pelo crescimento
de micro-organismos indesejados, pode ser desejavel tratar o meio de
encapsulamento concentrado com algumas das etapas opcionais descritas.
Aléem disso, porque o crescimento de organismos indesejados na solugéo
pode diminuir a viscosidade do meio de encapsulamento 102, varias etapas
de esterilizacao podem ajudar a prevenir mudan¢as indesejadas na
viscosidade.

Embora as etapas de esterilizacado opcionais 205, 210 e 213
tenham sido descritas separadamente acima, em varias modalidades as

etapas de esterilizacdo podem ser usadas em quaiquer combinacao. Em
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adicdo, a etapa de esterilizaggo 205, 210 e 213 pode ser usada em qualquer
combinacdo com a adigéo opcional de antibidticos.

O presente documento de patente ensina a nova ideia de usar
métodos de esterilizacao ndo térmicos 205 e métodos de mistura 202. A fim
de obter alguns produtos de encapsulamento concentrados 201 em solugao,
a mistura pode ser aquecida e agitada em uma placa de agitagdo ou, mais
comumente, aquecida em uma autoclave de laboratério a 121°C por 15 a 45
minutos. Entretanto, aquecendo polimeros de alginato pode causar alguma
quantidade de hidrolise do alginato e, dessa forma, muda as propriedades
da solugéo de alginato, incluindo sua viscosidade.

Métodos termicos sao também geralmente usados para
esterilizar a solugdo. Se a etapa de mistura 202 e etapas de esterilizacao
205, 210 e 213 sao realizadas usando um método ndo térmico, uma
concentracdo substancialmente mais baixa do produto de encapsulamento
concentrado 201 é necessaria no meio de encapsulamento final. Por
exemplo, se a etapa de esterilizagdo 205 € realizada usando um metodo
térmico tal como autoclave, uma concentracao de alginato de sddio de cerca
de 3,5% (p/v) de alginato de sddio para licor & requerida para maximizar o
rendimento de etanol do produto celular encapsulado resultante. Entretanto,
se a etapa de mistura 202 e as etapas de esterilizagéo 205, 210 e 213
usarem um método ndo termico tal como esteriliza¢do quimica, menos do
que 3% de alginato de sodio e preferivelmente menos do que 2,5% e mais
preferivelmente cerca de 2% de alginato de sddio (p/v) de alginato de sddio
para licor € necessario para maximizar o rendimento de etanol do produto
encapsulado resultante. Apesar da baixa concentragdo do alginato de sddio
no produto celular encapsulado final, o desempenho do produto celular
encapsulado nao € diminuido.

Ao reduzir a concentragdo do produto de encapsulamento 201
que € requerido para produzir © meic encapsulado 102, sem afetar o
rendimento do produto celular encapsulado 106, realizando as etapas de
esterilizacao 205, 210 e 213 usando um método ndo térmico fornece uma

economia de custo substancial em relagdo aos métodos térmicos. Em
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particular, quando o processo da figura 2 € aumentado de escala para uma
escala industrial, a reducéo na concentracdo do produto de encapsulamento
201 necessaria para criar o meio de encapsulamento 102 pode fornecer
reducdes de custos significativas.

Varios produtos de esterilizag@o quimica podem ser usados
como agente de esterilizagdo 203. Por exemplo, em certas modalidades o
agente de esterilizagdo 203 pode ser selecionado do grupo consistindo em
Lactrol (de PhibroChem), Lactosideo (de Lallemand Ethanol Technologies);
FermaSure (de DuPont); FermGuard (de Ferm Solutions); FermGuard
Xtreme (de Ferm Solutions); cloreto de sédio; e Cloranfenicol. Em adigao,
mais do que um agente de esterilizacdo 203 pode ser combinado junio.

Em uma modalidade que usa cloreto de sédio como um agente
de esterilizacdo 203, a concentracédo do cloreto de sédio pode ser de cerca
de 1 a 2000 partes por milhdo (ppm). A solugéo de cloreto de sddio pode ser
o produto comercial FermaSure.

Em outra modalidade projetada para reter a esterilidade do meio
de encapsulamento 102, os antibidticos penicilina e virginiamicina podem ser
adicionados apds a esterilizacdo. Preferivelmente, o produto comercial
Lactosideo pode ser adicionado em uma concentfragédo de cerca de 1 a 5
ppm. Em outras modalidades, oufros antibidticos podem ser usados
incluindo antibidticos industrialmente produzidos tal como FermGuard
Xtreme em concentragdes de 1 a 5 ppm.

Como explicado acima, de preferéncia do que adicionar um
agente de esterilizagdo 203 ou em adigdo a adicionar um agente de
esterilizagdo 203, certas modalidades do processo 200 podem esterilizar o
meio de encapsulamento concentrado 201 usando irradia¢do ultravioleta
213. Preferivelmente, a mistura do meio encapsulada 102 & irradiada com
luz ultravioleta de 10 a 50 mWs/cm? ou de 10 a 50 mJ por ¢cm? para alcancar
esterilizago.

Em adicéo a esterilizagdo opcional 205 e opcionalmente misturar
em antibiéticos, o meio de encapsulamento 102 pode ainda ser processado

em uma etapa de mistura de nutriente/vitamina 207. As vitaminas e os
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nutrientes 204 podem ser adicionados dentro do meio de encapsulamento
102 na preparacdo para a mistura com as células 101 como mostrado na
figura 1. Criando um meio de encapsulamentio 102 que ja contenha as
vitaminas e os nutrientes essenciais para o crescimento da célula, as células
101 podem fornar-se encapsuladas em um ambiente que realce o
crescimento, a produgéo e a eficiéncia das células 101.

Em uma modalidade, as vitaminas e os nutrientes 204 podem
ser pd de maceragdo de milho ou licor de maceracdo de milho. O po de
maceragdo de milho pode ser usado em uma concentragao de 1 a 5 por
cento de peso/volume. A licor de maceragio de milho pode ser usada em
uma concentragdo de 1 a 5 por cento de volume/volume.

Em outras modalidades, as vitaminas individuais ou uma mistura
de vitaminas também podem ser adicionadas. Em uma modalidade, a
vitamina biotina pode ser adicionada na etapa de mistura em uma
concentracdo de 2 ng/L a 2 microgramas/L. Em outra modalidade, as
vitaminas biotina e tiamina podem ser adicionadas na etapa de mistura em
uma concentracido de 4 ng por litro a 400 microgramas por litro.

A figura 2 mostra a esterilizagéo 205, a mistura de antibidtico
211, e a mistura de nutriente/vitamina 207 como etapas adicionais opcionais.
Entretanto, em outras modalidades, a esterilizagao 205, a mistura de
antibidtico 207 e a mistura de nutriente/vitamina 207 podem ser realizadas
em uma Unica etapa de mistura 202 e/ou no mesmo recipiente de mistura.
Por exemplo, ¢ produto de encapsulamento concentrado pode ser dissolvido
dentro do meio de crescimento, em uma mistura de vitaminas que incluem
bictina e ou tiamina, ou dentro do meio de crescimento suplementado com
vitaminas, ou dentro de uma solug&o natural contendo biotina e ou tiamina. A
etapa de mistura 202 pode ser realizada no mesmo recipiente ou em
recipientes separados.

O processo 200 para fazer um meio de encapsulamento 102 e ¢
processo 100 para misturar o meio de encapsulamento 102 com as células
101 para fazer um produto celular encapsulade 104 ambos exigem

respectivamente a etapa de mistura 202 e 103. Em uma modalidade
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preferida, a etapa de mistura 202 e 103 pode acontecer no mesmo
recipiente. Preferivelmente, a mistura 103 do meio de encapsulamento 102 e
das células 101 ocorre no mesmo recipiente descartavel em que o polimero
de encapsulamento é solubilizado e esterilizado.

O seguinte exemplo sera referido como o Exemplo 1 e
demonstra a aplicacdo de uma modalidade do processo da figura 2 para
produzir um meio de encapsulamento 102 a partir de alginato de soédio. No
Exemplo 1, o processo mostrado na figura 2 foi usado para produzir cinco (5)
bateladas diferentes de um meio de encapsulamento. Cada uma das cinco
(5) bateladas diferentes comegou com um produto de alginato de sddio
diferente como o meio de encapsulamento concentrado 201. Cada um dos
cinco (5) produtos de alginato de soédio teve um comprimento de polimero
diferente. A viscosidade de alginato de sodio € proporcional ac comprimento
do polimero e, conseguentemente, o0 Exemplo 1 & fornecido para ilustrar o
efeito de variar a viscosidade do produto de encapsulamento concentrado
201 (tal como o alginato de sédio) no etanol, produzindo a eficiéncia do
produto celular encapsulado polimerizado 106. Como mostrado pelo
Exemplo 1, variando a viscosidade do produto de encapsulamento
concentrado pode afetar a eficiéncia da produg¢ao de etanol de um micrébio
encapsulado em um biorreator produzindo o etanol.

No Exemplo 1, todas as bateladas variantes foram misturadas
com Zymomonas mobilis 8b como mostrado na figura 1, polimerizadas em
contas, e usadas para fermentar o hidrolisado do bagago de cana-de-agucar.
Cada uma das cinco (5) bateladas usou um produto de alginato de sddio
diferente com uma viscosidade diferente como o produto de encapsulamento
concentrado 201. Os produtos de alginato de sédio com viscosidades
variantes foram entdo solubilizados misturandc-os com licor na etapa de
mistura 202 adicionando 3,5% (peso (p)/volume (v)) de alginato de s&dio
para licor. Em todos os casos, o carregamento da biomassa de Zymomonas
foi de 3% e a inoculagéo era de 0,2 g de contas por ml de solugédo do
hidrolisado. A solugcdo do hidrolisado foi suplementada com 1,2 g/L do

fosfato de diaménio e 0,5 p/v de extrato de levedura. As incubacgdes foram a
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30°C por 71 horas a 50 rpm em um agitador rotatério.

A Tabela 1 mostra as concentragbes de etanol depois da
incubacéo de Zymomonas mobilis 8b encapsulada em 5 produtos diferentes
de alginato no hidrolisado do bagaco de cana-de-aglUcar. Os dados s&o
mostrados como a média das deferminac¢tes triplicadas. As viscosidades
para os diferentes produtos de alginato de sdédioc (1% em 1% de acido
acético a 20°C) na faixa de 100 ou 200 mPa, para ainda tanto quanto
possivel de 1236 mPa. Os dados mostram que os dois alginatos que
resultaram nas concentragdes de etanoi mais elevadas foram os produtos de
alginato de sédio de 324 mPa e 620 mPa produzidos por Wego Chemical e
Mineral Co. Consequentemente, uma modalidade preferida para usar o
hidrolisado do bagaco de cana-de-agucar de fermentagdo, inclui o alginato
com um meio para baixar a viscosidade de aproximadamente 324 mPa para
620 mPa.

Tabela 1. Concentracio final de etanol como uma fungao dal
viscosidade do alginato.

Alginato Etanol {g/L)
Sigma chemical 13,6
MP BIO 14,5
Wego (324 mPa) 15,6
Wego (620 mPa) 16,9
Wego (1236 mPa) 14,2

Variar a viscosidade do produto de encapsulamento concentrado
pode ser vantajosa por um numero de razées. Por exemplo, se as contas
devem ser usadas em um reator de estado sélido, um conta mais durc pode
ser desejavel para manter melhor sua forma sob o peso da biomassa e de
outros contas. Consequentemente, viscosidades diferentes podem ser
desejadas dependendo da finalidade para a qual 0 meio de encapsulamento
estad sendo produzido. Fatores que afetardo a viscosidade desejada do meio
de encapsulamento incluem mas nac estao limitados ao tipo do hidrolisado
que esta sendo fermentado, a célula que esta sendo encapsulada e o tipo de

reator que o meio de encapsulamento eventualmente terminara acima de.
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Um segundo exemplo, Exemplo 2, de uma modalidade do
processo da figura 2 para produzir um meio de encapsulamento 102 a partir
de alginato de soédio sera discutido agora. O Exemplo 2 é fornecido para
ilustrar o efeito de variar a concentragéo do alginato de sédio (ou outro meio
de encapsulamento) na eficiéncia do etanol do produto celular encapsulado
polimerizado. Como mostrado pelo Exemplo 2, variar a concentragdo do
alginato de sédio no meio de encapsulamento afeta a eficiéncia de producao
do etanol de um microbio encapsuladec em um biorreator produzindo o etano.

No Exemplo 2, o processo mostrado na figura 2 foi usado para
produzir cinco (5) bateladas diferentes de um meio de encapsulamento que
comegam com o mesmo produto de alginato de sodio, mas que variam a
concentracdo de alginato de sédio no meio de encapsulamento final. As
bateladas variantes foram ent&o cada uma misturada com Zymomonas
mobilis 8b como mostrado na figura 1, polimerizada em contas, e usada para
fermentar o hidrolisado do bagago de cana-de-agucar.,

A concentracao final de alginato de saédio, ou outro produto de
encapsulamento, depende do volume de agente de solubilizag@o adicionado
e também do volume de pasta celular concentrada e outros aditivos tais
como os produtos quimicos de esterilizagdo e vitaminas e nutrientes que
estéo presentes no produto celuiar encapsulado final 106.

No Exemplo 2, cada uma das cinco bateladas usou o mesmo
alginato de sédio que o produto de encapsulamento concentrado 201. O
alginato de sddio foi entdo solubilizado misturando-o com quantidades
variantes de licor de 0,05% a 10% (peso (p)/volume (v)) de alginato de soédio
para licor. Em todos os casos, o carregamento da biomassa de Zymomonas
foi de 3% e a inoculagao foi de 0,2 gramas de contas por mililitro da solugéo
do hidrolisado. As incubagdes foram a 30 °C por 48 horas a 80 rpm em um
agitador rotatério. Os dados s8o mostrados como a média das
determinacdes em triplicata.

A Tabela 2 mostra as concentragdes de etanol depois da
incubacéo de Zymomonas mobilis 8b, encapsulada em 5 concentragfes

diferentes de alginato de sédio de Wego 324 mPa, no hidrolisado do
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bagasso de cana-de-aglcar. Os dados s&o mostrados como a media das
determinagdes em triplicata. Os dados mostram que o percentual de alginato
que resultou na concentragdo final de etanol mais elevada depois da
fermentacao foi de cerca de 2% (p/v) de alginato de sédio para licor ou cerca
de 2 gramas de alginato de soédio por 100 ml de solugdo aquosa.
Consequentemente, uma modalidade preferida para o uso do hidrolisado do
bagago de cana-de-agucar fermentado, inclui a mistura de alginato de sodio
para uma conceniragédo de cerca de 1% - 2% (p/v) de alginato de sédio para
licor @ mais preferivelmente cerca de 1,75% - 2% (p/v) de alginato de sédio
para licor e ainda mais preferivelmente 2% (p/v) de alginato de sodio para

licor.

Tabela 2. Concentragdo final de etanol como uma funcdo d
concentragao de alginato.

a

Concentragao de Alginato (% p/v) Etanol (g/l.) |
1 4.5
1,5 4.4
1,75 4,5
2 4,7
3,5 ' 4,3

Em adic@o a realizacio do processo mostrado na figura 2 para
criar um meio de encapsulamenio 102 que tenha a viscosidade inicial
desejada, ¢ tambem importante manter a viscosidade do meio de
encapsulamento 102 se ele nao for usado imediatamente. Como
mencionado acima, a viscosidade do meio de encapsulamento 102 pode ser
reduzida pelo crescimento de organismos indesejados. Consequentemente,
pode ser vantajoso executar individualmente algumas das etapas de
esterilizag&o opcionais ou individualmente ou em combinacéo se 0 meio de
encapsulamento for armazenado por qualquer comprimento de tempo antes
do uso.

Um terceiro exemplo, Exemplo 3, de uma modalidade do
processo da figura 2 sera discutido agora. O Exemplo 3 mostra os efeitos

beneficos de incluir a etapa de esterilizagdo opcional 205 no processo da
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figura 2 se o meio de encapsulamento 102 tiver que ser armazenado antes
do uso.

No Exemplo 3, seis (6) bateladas separadas de solugdes de 2%
p/v de alginato de sédio (Wego 324 mPa) foram preparadas como meios de
encapsulamento 102. Uma das bateladas nao foi esterilizada por completo e
cada uma das outras cinco (5) bateladas foi esterilizada 205 com um agente
de esterilizag&o diferente 203. Os agentes de esterilizacdo 203 foram

selecionados a partir incluindo:

do grupo Lactosideo; FermaSure;
FermGuard; FermGuard Xtreme; e cloranfenicol. Cada uma das 6 bateladas
foi entdo permitida incubar por 120 horas em temperatura ambiente. As
viscosidades subsequentes apos a incubagdo foram determinadas usando
um viscosimetro do tipo Copo de Zahn. Os dados mostram que o uso de um
antibidtico comercial que seja geralmente reconhecido como seguro (GRAS)

ajuda em manter a viscosidade da solugéo do alginato elevada.

Tabela 3. Viscosidades de Alginato apds tratamento antimicrobiano.
Tratamento Concentragao (ppmy} Viscosidade (cSt)
Nenhum - 37
L.actosideo 2 463
FermaSure 15 482
FermGuard 2 449
FermGuard Xtreme 2 36
Cloranfenicol 50 605

As céluias sdo geralmente preparadas em algum método antes
do encapsulamento em uma matriz de encapsulamento. Uma preparagaoc &
preparar uma certa densidade de células para o0 encapsulamento.
Dependendo do uso final do produto celular encapsulado da matriz 106, as
células encapsuladas em uma matriz podem estar ou em uma alfa
densidade ou em uma baixa densidade. Por exemplo, nos processos de
fermentacdo para produzir acidos orgénicos, antibidticos, ou etanol, €
desejavel para as células estarem em uma alta densidade no estado ‘livre’
no reator da fermentagéo, consequentemente também seria vantajoso para
as celulas estarem em alta densidade na matriz de encapsulamento.

A fim de conseguir uma alta densidade celular em um reator de
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fermentacdo, por exemplo, as celulas devem primeiramente ser
concentradas a uma alta densidade antes de misturar com uma matriz de
encapsulamento. Um meétodo comum de laboratdrio para conseguir a alta
densidade celular como um meio de preparar um concentrado celular para o
encapsulamentoc em uma matriz de encapsulamentoc & centrifugar uma
cultura celular para aumentar a concentragdo celular. A suspensé&o celular
concentrada & entao misturada com o meio de encapsulamento. Embora as
centrifugas continuas e as grandes centrifugas de batelada estejam
disponiveis na industria, ambos os sistemas de centrifugagdo sao
inadequados para a produgdo de quantidades muito grandes de céluias
concentradas em periodos curtos de tempo.

A figura 3A ilustra uma modalidade de um processo 300 para
produzir uma suspensdo celular concentrada 305. Em uma modalidade, o
processo 300 pode ser usado para criar uma suspensao celular concentrada
305 para uso como as celulas 101 no processo 100 da figura 1. Conforme
mostrado na figura 3, uma célula de semente ou células 302 s&o
combinadas com um caldo de nutrientes 301 e as células 302 sao permitidas
propagar por todo o caldo de nutriente 301. As celulas sao entéo
concentradas 304 em uma suspenséo celular concentrada 305.

A figura 3B ilustra uma modalidade de um sistema para a
producdo de uma suspenséo celular concentrada conforme mostrado na
figura 3A. A propagacao celular é realizada preferivelmente em um biorreator
311. O processo 300 pode ser um processo em batelada ou um processo
continuo e o tipo do biorreator 311 pode ser selecionado conformente. Em
um processo em batelada, o biorreator 311 é preferivelmente um tipo de
biorreator projetado para o processamente da batelada tal como um reator
de cama embalada ou um reator de tanque agitado. Em uma modalidade
preferida do processo 300 usando uma modalidade de operagao de
batelada, a propagagéo 303 de uma batelada subsequente de células iniciais
enquanto a batelada precedente estiver sendo concentrada 304.

QOutras modalidades do processo 300 podem usar um processo

continuo em vez de um processo em batelada. Em uma modalidade
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preferida de um processo continuo 300, o biorreator 311 € um biorreator
guimiostatico, entretanto, outros tipos de reatores continuos podem ser
usados. Nas modalidades do processo 300 que s@o continuos, meio de
crescimento fresco & continuamente adicionado, enguanto o meio que
contém as células é removido continuamente. Assim, sob condicées de
processamento continuo, uma fonte continua de suspensdo celular é
produzida para o encapsulamento final.

Os numerosos tipos de biorreatores sdo introduzidos no
mercado por varias companhias incluindo: Xcellerex, Inc., 170 Locke Drive
Marlborough, MA 01752-7217; Sartoius AG, Weender Landstrasse 94-108,
D-37075 Goettingen, Alemanha; Thermo-Scientific (HyClone) 925 West 1800
South Logan, UT 84321; e Millipore, 290 Concord Road, Billerica, MA 01821.

A fim criar uma grande suspensao celular para uso em
aplicages industriais ou em outras de larga escala, o biorreator 311 usado
para propagar as células pode também ser grande em tamanho. Por
exemplo, células podem ser propagadas em um biorreator 311de pelo
menos 10 litros (L), ou mais preferivelmente pelo menos 200 litros, ou ainda
mais preferivelmente pelo menos 2000 litros.

A concentragdo das células no biorreator 311 depois da
propagacao celular 303 variara dependendo de muitos fatores tais como o
tipo da célula, o caldo de nutriente, e o tipo de biorreator. Tipicamente as
concentragdes celulares apds a propagacédo celular 303 variam entre cerca
de 1 e cerca de 25 gramas de massa Umida por lifro de meio de
crescimento. Existem numerosas aplicagdes, tais como a fermentacéo da
biomassa, que sdo mais eficazes se a densidade das células pode ainda ser
aumentada.

Nas modalidades mostradas nas figuras 3A e 3B, as células sao
ainda concentradas na etapa de concentracdo celular 304 em um dispositivo
de concentragdo celular 312. E importante que etapa de concentragéo
celular 304 nao afete significativamente a viabilidade das células 302.

Em uma modalidade preferida, etapa de concentrag&o celular

304 é realizada concentrando as células em uma membrana e colhendo-as.
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Em tal modalidade preferida, o dispositivo de concentra¢do celular 312 é
preferivelmente um sistema de filtragao de fluxo tangencial.

Em um sistema de filtracdo de fluxo tangencial, também
conhecido como um sistema de filtragdo de fluxo transversal, a alimentacéo
& passada através de um filtro de membrana (tangencial) em presséao
positiva em relacéo ao lado permeavel. Uma propor¢céo do material que é
menor do que ¢ tamanho do poro da membrana passa através da membrana
como permeato ou filtrado; todo o restante é retido no lado da alimentacao
da membrana como o retentato.

Um sistema de filtracdo de fluxo tangencial separa células do
meio de crescimento e coleta as células na membrana ou no filtro. As células
podem entdo ser colhidas a partir da membrana e serem coletadas. O
sistema das filtragGes do fluxo tangencial pode produzir uma pasta de célula,
enguanto mantem viabilidades elevadas da célula.

Em ainda outra modalidade do processo 300, uma suspensdo
celular concentrada 305 & conseguida operacionalmente integrando a
propagacéao da célula processa 303 com o processo 304 de concentrag&o
celular 304. Em um processo integrado 300, a colheita das células
concentradas no retentado de filiragdo do fluxo tangencial & usada para
produzir o produto celular encapsulado e pode ser usada como o indculo
para propagac¢ao de bateladas em série.

Em um sistema preferido 310 projetado para funcionar como um
sistema integrado 300, o dispositivo de concentracdo celular 312 pode ser
operacionalmente e funcionalmente conectado ac biorreator 311 de modo
que as células possam ser facilmente transferidas entre o biorreator 311 e o
dispositivo da concentragdo 312. Embora, a propagacao integrada 303 e a
concentracao 304 possam ser usados para batelada ou o processamento
continuo, conectar o biorreator 311 com o dispositivo de concentracio
celular 312 é especiaimente desejavel quando o processo 300 € projetado
como um processo continuo. Em outras modalidades n&o integradas, o
biorreator 311 e o dispositivo de concentracdo 312 podem nao ser

conectados e as células 302 sdo transferidas externamente entre os dois
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dispositivos.

Em outra modalidade, o dispositivo de concentragéo celular 312
ainda inclui um recipiente de armazenagem da concentracéo celular. O
recipiente de armazenagem da concentracdo celular permite que o
dispositivo de concentragéo celular 312 faga repetidamente um ciclo com as
celulas concentradas para trds através do processo de concentracéo e
dessa forma ainda aumentando a concentracéo das células. Como uma
modalidade exemplar, um sistema de filtragdo de fluxo tangencial &
conectado a um recipiente de armazenagem do retentado. As células fazem
repetidamente um ciclo para tras atraves do sistema de filtragéo de fluxo
tangencial do recipiente de armazenagem do retentado para aumentar
repetidamente a concentracéo celular. Em tal modalidade, as células podem
ter a concentragéo de cerca de 80 a 625 gramas de massa Umida de células
massa Umida por litro.

Em outras modalidades, outros dispositivos de concentragao
celular 312 podem ser usados tal como uma centrifuga. Outros meios pelos
quais produzir suspensdes celulares concentradas € recorrem ao
comportamento de floculagdo natural de algumas células. No caso de
flocular a levedura, por exemplo, floculagdes sedimentada que estabelecem
na parte inferior de um biorreator contém uma alta concentrag&o celular.
Estas floculagbes podem ser colhidas e misturadas com um meio de
encapsulamento ou ter a matriz de encapsulamento adicionada a elas. Um
inconveniente a este método de concentragéo celular é que somente um
baixo numero de espécies celulares floculam ou floculam sob condi¢bes em
que produtos valiosos séo produzidos.

Em outras modalidades, células livres sao permitidas sedimentar
em um recipiente de reator para aumentar a densidade celular. As células
sedimentadas podem entdo ser colhidas em alta densidade para a mistura
subsequente com um meio de encapsulamento. Um inconveniente deste
metodo é uma perda de viabilidade celular depois da sedimentagao. Um
outro inconveniente é que determinadas células s&o mbéveis e néo

sedimentam facilmente.
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Em determinadas modalidades do processo 300, as células
podem ser propagadas crescendo as células em bateladas em um biorreator
sob condigbes especificas para a geracdo de biomassa celular. A
propagacao repetida das células em uma Unico recipienie do biorreator pode
ser realizada sem o beneficio da esterilizacdo do recipiente do biorreator
entre as bateladas de propagac¢éo neste processo.

Nas modalidades do processo 300 que sio projetadas para
serem um processo em batelada, uma porgdo das células da etapa de
concentragao celular 304 pode ser reutilizada na etapa opcional 306 como
um indculo para a proxima batelada de propagacao celular. Em uma
modalidade preferida em que um inéculo e usado, de 2% a 20% e mais
preferivelmente de 5% a 10% das células da concentragéo celular sao
recicladas do dispositivo de concentragdo celular 312 para o biorreator 311
para atuar como um indculo para a proxima batelada de propagagao celuiar
303. Usando uma porcéo da batelada de células anterior como um indculo
para uma batelada de células subsequente, o biorreator pode processar
numerosas bateladas de células sem nenhuma esterilizagéo adicional. Nas
modalidades em que um indculo é usado, meio de crescimento fresco pode
ser adicionado ao indculo da célula pela introdugédo através de um filtro
estéril no biorreator de propagacao.

Nas modalidades do processo 300 que s&o projetadas para
serem funcionadas como um processo continuo, uma porgdo de celulas a
partir de um processo anterior pode também ser usada como um inéculo
para ter o processo continuo comecgado.

Um dispositivo de filiragao do fluxo tangencial é a modalidade
preferida do dispositivo de concentragdo celular 312. Concentrar as células
usando um dispositivo de filtrag@o do fluxo tangencial é particularmente bem
adequada para a producdo de grandes volumes de contas de alginato de
calcio tendo uma ou mais células fermentativas encapsuladas aqui. A Tabela
4 mostra exemplos de filtracdo do fluxo tangencial para concentrar células
fermentativas propagadas, tais como Pachysolen e Zymomonas maobilis 8b
de NREL.



Tabela 4. Concentracdo de células microbianas por filtragdo de fluxo tangencial.

bilis 8bm (NREL)

Exemplos Concentragao TFF Rendimentos de Massa Celular
Célula Propagada | Volume do Volume do Fator de com- | Propagagdo Estimada Retentado Atual % de células
Filtrado (L} Retentado centracdo de Massa Umida (g/l.) Massa Umida (g/L)} viaveis (g/L)
Pachysolen sp. 9,30 0,63 15 24,8 396,2 96,0%
Zymomonas : o
mobilis 8b (NREL) 11,40 0,77 15 10,4 182,3 94 5%
Zymomonas o
mobilis 8b (NREL) 10,75 0,52 21 10,4 230,8 >99%
Zymomonas 0
mobilis 8b (NREL) 179,00 18,00 10 18,5 206,1 >99%
£ymomonas _mo- | g5 5, 11,80 17 11,7 218,8 >99%

BE/vE
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Como mostrado na Tabela 4, as células podem ser concentra-
das entre 10 e 21 vezes de sua concentracdo hormal de propagacéo usando
um dispositi\jo de filtracao do fluxo tangencial. Em outras modalidades, as
células podem ser concentradas ainda mais do que 21 vezes de suas
concentragdes de propagacéo normais. Além disso, usando um sistema de
filtracao de fluxo tangencial tem muito pouco efeito na viabilidade total das
células. Uma alta concentragio de células na suspenséo celular é desejavel
para criar um produto encapsulado celular com uma alta concentracéo
celular. Produtos celulares encapsulados com altas concentragdes celulares
superam baixas concentragées celulares em muitas situagdes incluindo um
reator de fermentagao.

Depois da concentracéo celular 304, as células concentradas
305 séo recuperadas e talvez usadas em um processo 100 como mostrado
na figura 1 para produzir um produto celular encapsulado 1086. Como
mostrado na figura 1, as células concentradas s&c completamente
misturadas 103 com um meio de encapsulamento 102 tal como alginato de
sodio. A concentragdo celular desejada dentro do meio de encapsulamento &
ou dependente do organismo ou do substrato. Por exemplo, um
carregamento apropriado do alvo para Pachysolen tannophilus em alginato
de sodio para o hidrolisado da fermentacdo € pelo menos & g de
célutas/100mL do meio de alginato de sdédio.

Misturando 103 o© meio de encapsulamento 102 com a
suspenséao celular concentrada 305 pode ocorrer no mesmo dispositivo ou
recipiente que € usado para a suspens&o do alginato ou a mistura pode
ocorrer em um dispositivo separado. Por exemplo, o alginato de sddio pode
ser preparado em um saco de mistura e entdo as células 101 podem ser
assepticamente adicionadas ao mesmo saco para formar a mistura celular
encapsulada 104.

Referindo de volta a figura 1, a etapa de mistura 103 pode
misturar mais de um tipo de célula no mesmo meio de encapsulamento 102
de forma que o produto celular encapsulado contenha uma pluralidade de

tipos de células com propriedades complementares. Por exemplo, as células
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que sao particularmente boas em fermentar cinco agUcares de carbono
podem ser combinadas no mesmo produto celular encapsulado com células
que sao particularmente boas em fermentar seis aclcares de carbono.

Ao combinar células com as propriedades complementares, as
células podem ser combinadas denfro do mesmo veiculo de
encapsulamento, ou as células podem ser encapsuladas separadamente e
as células encapsuladas separadamente combinadas no mesmo reator de
fermentacao. Por exemplo, se os contas de alginato do calcio s&o usados
como veiculo de encapsulamento, as células compiementares diferentes
podem ser combinadas dentro do mesmo conta. Como um exemplo, para
fermentar eficazmente 0 hidrolisado de madeira leve, que contém os
acucares manose, galactose, glicose e xilose, ao etanol, um pode combinar
Zymomonas maobilis, cepa 8b de NREL, que fermenta glicose e xilose ao
etanol, com Saccharomyces cerevisiae, que fermenta manose e galaclose,
em um unico conta do produto. Dessa forma, propriedades fermentativas
vantajosas de espécies microbianas diferentes sfo combinadas em um
unico conta do produto.

Na modalidade preferida do processo 300, um recipiente
descartavel é reutilizado para bateladas de propagacéo celular individuais.
Uma modalidade de um recipiente descartavel é um saco do biorreator
descartavel de polimero plastico em uma estrutura de plastico ou de metal.
O recipiente descartavel pode preferivelmente ser usado para entre 1 e 10
bateladas individuais de propagacao celular e mais preferivelmente ser
usada para 3 a 4 bateladas de propagacdo celular. Em determinadas
modalidades quando um recipiente descartavel é reutilizado para bateladas
de propagacac celular multiplas, o recipiente ndo é esterilizado entre as
bateladas. Em outra modalidade, 5% a 10% da biomassa celular a partir da
batelada de propagacdo anterior pode ser usada como um inéculo para as
bateladas subsequentes. Se um sistema de filtragdo de fluxo tangencial é
usado como dispositivo de filtragdo, uma por¢ao do retentado concentrado
pode ser usada como inbdculo e ser transferida para o biorreator de

propagacao a partir do recipiente de armazenagermn do retentado.
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A figura 4 ilustra um exemplo de um biorreator que usa um saco
reutilizavel e descartével. A figura 4 € uma modalidade de um biorreator 400
gue inclui uma estrutura 401 e um saco descartavel e/ou reutilizavel 402, O
biorreator 400 é uma modalidade de um biorreator 311 que pode ser usado
no sistema 300 da figura 3.

Usando um biorreator 400 gque inclui um saco descartavel 402
fornece diversas vantagens sobre outros projetos de biorreator. Os sacos
descartaveis 402 previnem procedimentos caros de Clean In Place (CIP) e
procedimentos de validacdo de desinfecgédo que devem ser usados ao usar
os tanques de fermentagdo de acgo inoxidavel. Além disso, um saco
descartavel pode ajudar a controlar problemas de contaminagéo porque
pode ser descartado e substituido por um novo saco estéril a qualquer
momento. Enquanto o saco descartavel 402 puder ser substituido em cada
batelada, como explicado acima do saco descartavel pode também ser
usado para um ndmero de bateladas antes de ser descartado. Em uma
modalidade preferida de um processo 300 incluindo um biorreator 311
incluindo um saco descartavel 402, o saco descartavel 402 é usado para 3 a
4 bateladas antes de ser descartado. Reutilizado o saco descartavel reduz o
custo de retorno de substituir o saco descartavel 402.

O biorreator 400 incluindo o saco reutilizavel 402 do pode ser -
usado para ambos os processamentos de batelada e continuo
(quimiostatico).

Os processos e os instrumentos descritos aqui s&o projetados
para serem de particula mesmo quando aumentados de escala para criar um
produto celular encapsulado em uma escala industrial. Por exemplo, os
processos e os instrumentos descritos aqui podem ser umentados de escala
até reatores industriais de servico ou uma série de reatores industriais. Os
reatores industriais podem ser na escala de 20.000 L (v5.000 gal.) ou ainda
maiores.

Embora as modalidades tenham sido descritas em referéncia
aos desenhos e aos exemplos especificos, sera prontamente apreciado por

aqueles habilitados na técnica que muitas modificagées e adaptagbes dos
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processos e dos instrumentos descritos aqui sdo possiveis sem sair do
esplirito e do escopo das modalidades como reivindicado em seguida. Assim,
deve ser compreendido claramente que esta descricao é feita somente a

titulo de exemplo e ndo como uma limitagdo do escopo das modalidades

como reivindicado abaixo.
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REIVINDICAGCOES

1. Processo para a produgcdo de um produto celular
encapsulado caracterizado pelo fato de que o processo compreende as
etapas de:

a. misturar uma solugdo aquosa com um meio de
encapsulamento concentrado para formar um meio de encapsulamento, em
que a mistura é realizada sem a adig@o de calor suficiente para esterilizar o
meio de encapsulamento;

b. misturar as células com o meio de encapsulamento sem
aquecimento para formar uma mistura de encapsulamento celular;

c. polimerizar a mistura de encapsulamento celular para formar
um produto celular encapsulado; e

em que 0 meio de encapsulamento celular é esterilizado por pelo
menos uma das seguintes técnicas: adicionar um agente de esterilizacdo a
solucao aquosa antes da etapa de misturar uma solug@o aquosa; adicionar
um agente de esterilizacdo ao meio de encapsulamento durante a etapa de
misturar uma solugdo aquosa; esterilizar a solugdo aquosa e o produto de
encapsulamento concentrado antes da etapa de misturar uma solugéo
aquosa; e irradiar o meio de encapsutamento.

2. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que o agente de esterilizacao é adicionado a solucdo aquosa.

3. Processo, de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado
pelo fato de que o cloreto de sédio é o agente de esterilizagéo. |

4. Processo, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de ainda compreender a etapa de adicionar antibidticos ao meio de
encapsulamento.

5. Processo, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de ainda compreender a etapa de adicionar nutrientes ao meio de
encapsulamento.

6. Processo, de acordo com a reivindicacio 5, caracterizado
pelo fato de que os nutrientes séo adicionados através de um filtro estéril.

7. Processo, de acordo com a reivindicacéo 1, caracterizado
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pelo fato de ainda compreender a etapa de adicionar vitaminas ao meio de
encapsulamento.

8. Processo, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de ainda compreender a etapa de irradiar o meio de
encapsulamento concentrado.

9. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de ainda compreender a etapa de irradiar o meio de
encapsulamento.

10. Processo, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado
pelo fato de que a etapa de mistura das celulas é realizada com um agitador
alternativo.

11. Processo, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que a etapa de mistura das células € realizada com um disco
alternativo.

12. Processo, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que o meio de encapsulamento concentrado compreende
alginato de sédio.

13. Processo, de acordo com a reivindicagao 12, caracterizado
pelo fato de que o alginato de sédio € misturado com a solugdo aquosa para
produzir um meio de encapsulamento com uma viscosidade de cerca de
1000 a 3500 centistokes.

14. Processo, de acordo com a reivindicagdo 12, caracterizado
pelo fato de que a mistura de encapsulamento celular tem uma viscosidade
de cerca de 1000 a 3500 centistokes.

15. Processo, de acordo com a reivindicagao 12, caracterizado
pelo fato de que o meio de encapsulamento tem uma conceniracéo de
alginato de sédio de 3,0% ou menos de peso por volume.

16. Processo, de acordo com a reivindicacdo 12, caracterizado
pelo fato de que o meio de encapsulamento tem uma concentragéo de
alginato de sédio de 2,5% ou menos de peso por volume.

17. Processo, de acordo com a reivindicagao 12, caracterizado

pelo fato de que o meio de encapsulamento tem uma concentragéo de
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alginato de sédio de 2,0% ou menos de peso por volume.

18. Processo para a produgdo de um produto celular
encapsulado caracterizado pelo fato de que o processoc compreende as
etapas de:

a. misturar uma solugdo aquosa com um meio de
encapsulamento concentrado para formar um meio de encapsulamento, em
que a mistura é realizada sem a adic@o de calor suficiente para esterilizar o
meio de encapsulamento;

b. misturar as células com o meio de encapsulamento sem
aquecimento para formar uma mistura de encapsulamento celular,;

¢. polimerizar a mistura de encapsulamento celular para formar
um produto celular encapsulado; e

em que o meio de encapsulamento celular é esterilizado por pelo
menos uma das seguintes técnicas: adicionar um agente de esterilizacado a
solucéo aquosa antes da etapa de misturar uma soluc@o aquosa; adicionar
um agente de esterilizacdo ao meio de encapsulamento durante a etapa de
misturar uma solu¢éo aquosa; esterilizar a solugdo aquosa e o produto de
encapsulamento concentrado antes da etapa de misturar uma solucao
aquosa; e irradiar o meio de encapsulamento.

19. Processo, de acordo com a reivindicac&o 18, caracterizado
pelo fato de que o agente de esterilizacao & adicionado a soluc&o aquosa.

20. Processo, de acordo com a reivindicagao 18, caracterizado
pelo fato de ainda compreender a etapa de adicionar antibidticos ac meijo de
encapsulamento.

21. Processo, de acordo com a reivindicagdo 18, caracterizado
pelo fato de ainda compreender a etapa de adicionar nutrientes ao meio de
encapsulamento.

22. Processo, de acordo com a reivindicacdo 18, caracterizado
pelo fato de que a etapa de mistura de células é realizada com um agitador

alternativo.
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RESUMO
Patente de Invencao: "APARELHO E PROCESSO PARA A PRODUGAO
DE UM PRODUTO CELULAR ENCAPSULADO".

A presente invengao refere-se a um processo para a produgdo
de um produto celular encapsulado, o processo compreende as etapas de
concentrar células a pariir de um meio de propagagédo usando um sistema
de filtrag@o de fluxo tangencial. Misturando as células concentradas com um
meio de encapsulamento para formar uma mistura de encapsulamento
celular. Polimerizando, gelificando, ou cruzando transversalmente a mistura

de encapsulamento celular para formar um produto celular encapsulado
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