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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para
"DISPOSITIVO E PROCESSO PARA PRODUCAO FERMENTATIVA
DE COMPOSTOS BIOLOGICAMENTE ATIVOS".

[001] A presente invencdo refere-se a um processo e a um
dispositivo para a producgéo fermentativa de materiais biologicamente
ativos, sendo que o fermentador se encontra em um isolador, que se
encontra nhovamente em uma camara de trabalho ou é adjacente ao
mesmo e em que tanto no isolador quanto também na camara de
trabalho predomina uma diferenca de pressdo comparada com a
pressao ambiental.

[002] O trabalho com compostos biologicamente ativos exige
medidas de seguranca elevadas na producédo, para resguardar
funcionarios de possiveis perigos ou envenenamentos. Compostos
biologicamente ativos s&o produzidos ou utilizados freqientemente
para fins farmacéuticos, razdo pela qual eles precisam corresponder
as altas exigéncias quanto a pureza, especialmente na producdo. A
construcdo usual de instalacbes para a producdo de compostos
altamente puros consiste em uma primeira camara interna, que €
fechada para fora e é envolvida por uma segunda camara. Na
segunda camara encontram-se as pessoas que trabalham com o
material biolégico, enquanto a elaboracdo do material biolégico se
realiza principalmente na primeira camara. As duas camaras estao
ligadas uma com a outra por comportas fechaveis. A primeira camara
€ usualmente uma caixa de luva, de maneira que os estagios do
processo podem ser efetuados com auxilio de luvas a partir da
segunda camara. A segunda camara é usualmente isolada do mundo
exterior, mas esta ligada com ele através de comportas fechaveis. Nas
duas camaras predominam, de maneira ideal, condicbes estéreis ou
condicbes ambientais puras. Para impedir uma contaminagcao do

material biologicamente ativo com particulas ambientais, germes
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microbiolégicos e similar, predomina um excesso de pressdo ha
primeira camara, tipicamente um excesso de pressao de 15 Pa. Na
segunda camara, ao contrario, predomina uma subpressdo comparada
com a primeira camara, no entanto, um excesso de pressao
comparado com o0 meio ambiente. Com isso, impede-se, que
particulas ou germes da segunda camara penetrem na primeira
camara. Dessa maneira, 0 material biologicamente ativo € protegido
contra contaminacfes do meio ambiente.

[003] No caso da producédo de compostos biologicamente ativos
através de um processo de fermentacédo, ha estagios de processo, que
sao efetuados em um aparelho, pelo menos, aberto por um breve
periodo. Um tal estagio de processo, por exemplo, € a inoculacao.
Este estagio precisa ser efetuado, na maioria das vezes,
manualmente. Neste procedimento, no qual o dispositivo (recipiente,
frasco) com o material aberto (banco de células) é aberto — mesmo
gue também por um breve periodo -, pode ocorrer a formacdo de
aerossol. Isso também é valido para os passos intermediarios dos
estagios da pré-cultura até o inicio da fermentagcdo. Aqui € aberta uma
conexdo do fermentador — mesmo também por um breve periodo -,
com o que pode ocorrer a formacéo de aerossol. Do mesmo modo, é
possivel, que na elaboracdo do produto de fermentacédo, da substancia
biologicamente ativa, ocorra a formacdo de aerossol. Neste caso, h4 o
perigo ambiental da exposi¢cdo com germes, bactérias ou substancias
toxicas. Devido a subpresséo relativa na segunda camara em relacéo
a primeira camara, 0s aerossois podem penetrar da primeira para a
segunda camara, o que pode por em risco as pessoas que trabalham
na segunda camara. Apesar disso, para garantir a seguranca de
trabalho, é preciso tomar outras medidas de seguranca, tais como, por
exemplo, vacinacdo do pessoal de trabalho, uso de uniformes de

seguranca e outras.
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[004] Por isso, ha a necessidade de um processo e um
dispositivo, com 0s quais os materiais biologicamente ativos podem
ser preparados atraves de fermentacdo, em que 0s materiais s&o
protegidos contra contaminagdo do meio ambiente e simultaneamente
a exposicdo do pessoal com aerossoOis € reduzida ou inteiramente
impedida.

[005] Este objetivo é resolvido de acordo com a invencgao, pelo
dispositivo e processo de acordo com as reivindicacdes anexas.

[006] Consequentemente, a presente invencao refere-se a um
dispositvo e a um processo para a producdo de agente
biologicamente ativo por meio de fermentagéo, preferentemente em
forma altamente pura, sendo impedida uma contaminagao do material
biolégico com particulas e germes do meio ambiente e a0 mesmo
tempo, reduzida a possibilidade de um risco do pessoal que trabalha
com o material biolégico. Preferentemente, o processo de fermentacao
contém pelo menos um estagio de inoculacdo. O processo de
fermentacdo contém especialmente pelo menos um estagio efetuado
manualmente e de modo particularmente preferido, este estagio é o
estagio de inoculagéo.

[007] O processo de acordo com a invencédo e o dispositivo de
acordo com a invencao, utilizado para esse fim, permitem a aplicacéo
de técnicas de producdo e purificagdo comprovadas, que estdo ou
podem estar ligadas com a formacdo de aerossol, sem que, neste
caso, um risco fundamental das pessoas encarregadas com o
processo de producdo e/ou de elaboragcao esteja ligado com o meio
ambiente através da formacdo de aerossol. Em outras palavras, o
dispositivo de acordo com a invengao e o processo de acordo com a
invencdo diminuem a exposicdo das pessoas envolvidas com a
producédo e meio ambiente do material biologicamente ativo, bactérias

e/ou germes, e a0 mesmo tempo, permite a aplicacdo de técnicas

Peticdo 870170103288, de 29/12/2017, pag. 11/49



4/19

estabelecidas, que permitem uma producéao e purificacao eficientes do
material biologicamente ativo, embora estas estejam
fundamentalmente ligadas com uma formacao de aerossol.

[008] O dispositivo de acordo com a invencdo, contém, pelo
menos, uma camara de isolamento (isolador), que é envolvida por uma
camara de trabalho ou é adjacente a mesma. A camara de trabalho
esta ligada com o meio ambiente através de uma comporta de
pressdo. Tanto no isolador, quanto também na camara de trabalho
predomina uma subpressdao em comparacdo com a pressao do meio
ambiente, sendo que a pressao no isolador é menor do que a pressao
na camara de trabalho. Na comporta de pressdo predomina um
excesso de pressdo em relacdo a pressao do meio ambiente. Nesse
caso, o0 isolador contém pelo menos um fermentador, no qual o
material biologicamente ativo € preparado por fermentacao.

[009] No dispositivo de acordo com a invencdo, o material
biologicamente ativo é preparado e/ou elaborado no isolador. Neste
caso, um isolador, tal como utilizado aqui, € um sistema delimitado
hermeticamente frente ao meio ambiente, que se encontra
fundamentalmente em permuta energética com seu meio, no entanto,
ndo permite nenhum transporte de material descontrolado com seu
meio. Transporte de material controlado com seu meio, por exemplo, a
carga com ou a remocao de equipamentos, reagentes, materiais de
partida, produtos intermediarios e produtos finais, pode ser efetuado
através de uma ou mais comportas, reservatérios basculantes duplos,
através dos chamados B-ports em conexdao com a-containers ou a-
bags. O transporte de material controlado é possivel antes, durante ou
apos a fermentacado e/ou a purificacdo do produto de fermentacdo ou
do material biologicamente ativo.

[0010] O isolador, regulado através de instalacdes apropriadas,

pode ser acionado com excesso de pressdao ou subpressédo. Do
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mesmo modo, € possivel, que seja produzida uma atmosfera de gas
inerte no isolador. O isolador dispde tipicamente de um ou mais
tubo(s) de alimentacao e remocao de ar, sendo que estes sédo providos
tipicamente de filtros. Com isso, obtém-se no isolador preferentemente
um numero de germes menor do que 100, preferentemente menos do
que 10 e de modo mais preferido, menos do que 1 germe/m°. Tais
filtros sdo conhecidos pelo técnico. Um exemplo de tais filtros sdo os
filtros HEPA (high efficiency particulate air).

[0011] Os equipamentos, aparelhos ou objetos que podem ser
encontrados no isolador podem ser movimentados ou servidos através
de um comando externo ou através de entradas de luva isoladas
encontradas no isolador, que sao acionadas, movimentadas ou
servidas a partir da camara de trabalho.

[0012] O isolador €& fabricado preferentemente inteira ou
parcialmente de um material, que é biologicamente inerte ou de facil
limpeza ou permite uma descontaminagdo ou esterilizagcdo in situ.
Nesse caso, prefere-se um material, que permite especialmente a
esterilizacdo com formalina, 6xido de etileno ou perdxido de hidrogénio
em forma de vapor (VHP). Tais materiais sao, por exemplo, vidro, aco
inoxidavel ou materiais plasticos, tal como, por exemplo, PVC.
Preferencialmente, o isolador é fabricado de maneira tal, que seu lado
interno consiste inteira ou parcialmente em vidro e/ou de ago
inoxidavel ou de outros materiais adequados, por exemplo, materiais
plasticos. Nesse caso, utilizam-se tanto materiais plasticos duros,
guanto também macios (isoladores hard- e soft-wall). Luvas sé&o
fabricadas tipicamente de neoprene, hypalon, vinila ou outros materiais
apropriados.

[0013] Tipicamente, o isolador dispbe de uma instalagdo para o
controle e regulacao de temperatura.

[0014] O isolador encontra-se tipicamente em uma camara de
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trabalho ou é adjacente a esta. Entre o isolador e a camara de trabalho
existe uma diferenca de pressao. No isolador predomina, nesse caso,
uma pressdao mais baixa do que na camara de trabalho, que
novamente apresenta uma pressao mais baixa do que a pressao
ambiental. A pressdo ambiental perfaz 101325 Pa, mas pode variar
conforme a situacao geografica ou condicdo das intempéries.

[0015] Tipicamente, a pressao de funcionamento no isolador é
uma subpressédo de 20 até 200 Pa, preferentemente de 40 até 100 Pa
e do modo mais preferido, de 55 até 75 Pa, sendo que a subpressao
refere-se a pressdo do meio ambiente (101325 Pa).

[0016] Usualmente, a pressao de funcionamento no isolador € em
torno de 10 até 100, preferentemente 20 até 80, de modo
particularmente preferido, em torno de 40 até 60 Pa mais baixa do que
na camara de trabalho.

[0017] Em uma forma de concretizagdo da invencdo, um valor
tipico da diferenca de presséo entre o isolador e a cAmara de trabalho,
dentro de oscilacdes da técnica de medi¢do e as condicionadas pelo
equipamento, é de 35 até 57 Pa e preferentemente de cerca de 45 Pa,
isto €, a pressdo no isolador é em torno de cerca de 35 até 57 ou em
torno de cerca de 45 Pa mais baixa do que na camara de trabalho.
[0018] A alimentacdo de ar para e do isolador ocorre
preferentemente através de filtros, de modo que no isolador predomina
um indice de germes de no maximo 100, preferentemente no maximo
de 10 germes/m® e do modo mais preferido, preferentemente no
maximo, de 1 germe/m®.

[0019] A camara de trabalho de acordo com a invencédo, é um
sistema hermético, que por um lado, esté ligado hermeticamente com
o isolador através de uma ou mais aberturas fechaveis com a
finalidade de trocar substancias e trocar equipamentos e, por outro

lado, esté ligado hermeticamente com 0 meio ambiente para a troca de
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substancias e equipamentos e/ou acesso através de, pelo menos uma
comporta de pressdo fechavel. A camara de trabalho envolve ou
aproxima-se ao isolador. A alimentacdo de ar para e da camara de
trabalho ocorre preferentemente através de filtros, de maneira que na
camara de trabalho predomina um indice de germes de no maximo
200, preferentemente no maximo 100 e do modo mais preferido, de no
méaximo 10 germes/m®. Tais filtros estdo a venda no comércio, por
exemplo, pelo nome filtros HEPA.

[0020] A camara de trabalho apresenta preferentemente uma
temperatura de cerca de 19 até 26°C e uma umidade relativa do ar de
40 até 60 %. O primeiro e o0 segundo isolador apresentam
independentes um do outro, uma temperatura e uma umidade relativa
do ar, tal como € usual e apropriada para a execucdo da producéo e
purificacdo do material biologicamente ativo.

[0021] Na camara de trabalho predomina uma presséo de
funcionamento que € maior do que a do isolador, no entanto, ha uma
diferenca de pressdo em relacdo a pressdo ambiente e para a
comporta de pressao.

[0022] Tipicamente a pressdo na camara de trabalho é de 5 até
50, preferentemente 10 até 30, de modo particularmente preferido, de
12 até 18 Pa mais baixa do que a pressao ambiente.

[0023] Em uma forma de concretizagdo da invencdo, um valor
tipico da diferenca de pressdo em relacdo a pressao ambiente dentro
de oscilacbes da técnica de medicdo e as condicionadas pelo
equipamento, é de 15 Pa, isto é, a pressao na camara de trabalho é de
cerca de 15 Pa mais baixa do que a pressao ambiente.

[0024] A camara de trabalho esta ligada com o meio ambiente
através de, pelo menos, uma comporta de pressdao fechavel. Na
comporta predomina um excesso de pressdo em relacdo a pressao

ambiente de 10 até 100 Pa, preferentemente de 20 até 80 e do modo
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mais preferido, de 25 até 35 Pa.

[0025] Usualmente, ha uma diferenca de pressdo da comporta de
pressdo para a camara de trabalho de 10 até 200, preferentemente de
20 até 100, de modo particularmente preferido, de 40 até 60 Pa.

[0026] Em uma forma de concretizacdo, um valor tipico da
diferenca de pressao entre a comporta de pressdo e a camara de
trabalho dentro de oscilacbes da técnica de medicdo e as
condicionadas pelo equipamento, € de 45 Pa, isto é, a pressdo de
trabalho na camara de trabalho é cerca de 45 Pa mais baixa do que na
comporta de pressao.

[0027] Usualmente, ha uma diferenca de pressdo da comporta de
pressao para o isolador de 10 até 300, preferentemente de 50 até 200,
de modo particularmente preferido, de 80 até 100 Pa. Um valor tipico
da diferenca de pressao entre a comporta de pressao e o isolador
dentro das oscilacfes da técnica de medicdo e as condicionadas pelo
equipamento, é de 90 Pa, isto é, a pressao de trabalho no isolador é
em torno de cerca de 90 Pa mais baixa do que na comporta de
pressao.

[0028] Em uma forma de concretizacdo particularmente preferida,
o dispositivo de acordo com a invencgao, abrange pelo menos um outro
isolador. Esse ao menos outro isolador pode encontrar-se na mesma
camara de trabalho como o primeiro isolador ou ser adjacente a
mesma camara de trabalho e ele também pode estar hermeticamente
ligado com o primeiro isolador, por exemplo, através de uma ou mais
comportas fechadas, reservatérios basculantes duplos ou ports. No
entanto, os isoladores também podem nao estar ligados uns com 0s
outros. O, pelo menos um outro isolador tem preferentemente as
mesmas propriedades tais como as mencionadas para 0 primeiro
isolador.

[0029] No isolador de acordo com a invencédo, efetua-se
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tipicamente um estagio de fermentacdo, preferentemente um estagio
de fermentacédo, no qual é produzido o material biologicamente ativo.
Preferentemente, esse estagio de fermentacdo contém uma ou mais
inoculacdes. Por isso, o isolador de acordo com a invencdo, contém
pelo menos um fermentador.

[0030] No isolador sdo efetuados tipicamente também um ou mais
estagios das medidas necessarias para a purificacdo do material
biol6gico. Nesse caso, a fermentacdo e purificacdo podem ser
efetuadas em um e no mesmo isolador ou também em diferentes
isoladores, por exemplo, a fermentacdo no primeiro isolador e a
purificagcdo no segundo.

[0031] O estagio de fermentacdo, que tem por objeto a sintese do
material biologicamente ativo, & efetuado em um fermentador. Nesse
caso, pode tratar-se eventualmente de um fermentador de
funcionamento anaerdbio ou aerdbio. Conforme a técnica do aparelho,
o fermentador € equipado de maneira correspondente as respectivas
condicbes de fermentacdo, como € do conhecimento dos técnicos
nesse campo. No caso do fermentador pode tratar-se de um
fermentador para a fermentacdo em batelada, para a fermentacdo em
semibatelada, fermentacdo em batelada repetida ou fermentacao
continua. Preferentemente, trata-se de um fermentador para a
fermentacdo em batelada.

[0032] O estagio de fermentacdo também pode abranger o pré-
cultivo ou cultivo inicial para a inoculagao do fermentador principal. As
diferentes medidas e equipamento tecnoldgico de processo
correspondente, que € necessario para esse fim, € do conhecimento
dos técnicos na area e abrangem, entre outras, um ou mais
fermentadores, que permitem uma primeira e/ou segunda expansao do
material de vacina da cepa do produtor que produz o material

biologicamente ativo. As medidas relacionadas com 0 mesmo,
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abrangem, por exemplo, também o estabelecimento de um banco de
células de trabalho, a primeira expansdao do material celular, a
segunda expansdo do material celular e o préprio estagio de
fermentacdo, sendo que pelo proprio estagio de fermentacdo é
entendido especialmente o crescimento das células para a sintese do
composto biologicamente ativo. Esses estagios sdo preferentemente
efetuados na temperatura ou gradiente de temperatura definida pelo
respectivo organismo produtor. Nesse caso, a temperatura é adaptada
eventualmente continuamente ou descontinuamente as condi¢cfes de
producao.

[0033] No isolador também podem ser efetuados um ou mais
estdgios ou medidas necesséarias para a purificacdo do material
biologicamente ativo. De maneira correspondente, o isolador contém
as instalacdes necessarias para este fim.

[0034] A purificacdo do material biologicamente ativo também
pode ser efetuada em um segundo isolador do dispositivo de acordo
com a invencao. Caso seja efetuada apenas uma parte das medidas
para a purificacdo no segundo isolador, a outra parte das medidas
necessarias é efetuada no primeiro ou em um ou Varios outros
isoladores.

[0035] Determinadas medidas necessarias ou que estdo em
relacdo com a producdo do material biologicamente ativo, também
podem ser efetuadas do lado de fora de um isolador, especialmente
guando essas nao estao ligadas com a formacgao de um aerossol ou 0
material biologicamente ativo esta presente em uma forma ou um
recipiente, dos quais/do qual ndo parte nenhum risco das pessoas
envolvidas com a produgado ou manuseio ou do meio.

[0036] No caso da fermentacdo, na qual € produzido o material
biologicamente ativo, trata-se preferentemente da fermentacdo de

bactérias, de modo particularmente preferidos sao bactérias da familia
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Clostridium botulinum. Isso é igualmente valido para cepas de
Clostridium botulinum recombinantes ou geneticamente modificadas,
bem como para outros sistemas de expressdo heterélogos
recombinantes ou geneticamente modificados (por exemplo, E. coli).
[0037] Com o] equipamento instalado, podem ser
fundamentalmente produzidos todos 0s compostos biologicamente
ativos, especialmente proteinas, que s&o sintetizadas através do
cultivo fermentativo de microorganismos.

[0038] O composto biologicamente ativo, que é produzida pelo
processo de fermentacdo, ¢é preferentemente uma toxina,
especialmente uma toxina botulinica e a mais preferida, uma
neurotoxina botulinica.

[0039] Toxina botulinica é produzida pelas bactérias Clostridium
botulinum e ocorre em diferentes tipos de soro: toxina botulinica do
tipo A, B, C, D, E, F, G. A toxina botulinica produzida pelo Clostridium
botulinum é um complexo da neurotoxina botulinica, isto €, da proteina
responsavel pelo efeito tdéxico e de proteinas complexantes, que como
tais, ndo sao toxicas. Essas proteinas sdo hemaglutininas com
diferentes massas molares, bem como pelo menos uma proteina nao
hemaglutinante. Os complexos da neurotoxina botulinica e da proteina
de complexo (bacteriana) sdo geralmente designados como toxina
botulinica. A do tipo A, B e C estdo comercialmente a venda, o tipo A,
por exemplo, como BOTOX®. Esses complexos podem ser
ulteriormente elaborados para complexos com diferentes composi¢cdes
da proteina e pureza até formar a prépria neurotoxina botulinica. Por
isso, 0 termo neurotoxina botulinica no ambito desta invencdo é
utilizado para descrever a proteina, que € responsavel pelo efeito
toxico, isto é, pela toxina botulinica de alta pureza, que € livre de
proteinas bacterianas do complexo. A neurotoxina botulinica do tipo A

apresenta uma massa molecular de cerca de 150 kDa e é vendida
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comercialmente pela requerente sob a marca registrada Xeomin®.
[0040] No ambito desta invengcao sao apropriadas todas as formas
da "toxina botulinica", especialmente os diversos tipos sorolégicos, 0s
diferentes complexos de neurotoxina botulinica e proteinas do
complexo, a propria neurotoxina botulinica, bem como toxinas
botulinicas ou neurotoxinas botulinicas correspondente modificadas ou
produzidas de forma recombinante, inclusive as correspondentes
mutacdes, delecbes e outras. Para mutantes apropriados, fazemos
referéncia aos mutantes, que sédo descritos na WO 2006/027207 Al.
Além disso, no ambito da presente invencdo, podem ser produzidas
misturas de diferentes tipos soroldgicos (em forma complexante ou de
alta pureza e/ou recombinante), por exemplo, misturas de toxinas
botulinicas dos tipos A e B ou misturas de neurotoxinas botulinicas dos
tipos A e B.

[0041] A producdo de neurotoxina botulinica do tipo A e B é
descrita, por exemplo, no pedido de patente internacional WO
00/74703. Em conseqUéncia da propriedade vantajosa de uma
imunogeneidade praticamente inexistente de neurotoxina botulinica
(isolada) frente aos complexos de neurotoxina botulinica e proteinas
do complexo, h4 assim, especialmente uma importante necessidade,
de disponibilizar dispositivos e processos para a producao industrial
segura e confidvel de neurotoxina botulinica, tal como o faz a presente
invencao.

[0042] A escolha e/ou numero de isoladores concretamente
utiizados é selecionada livremente pelo técnico em funcdo do
composto biolégico a ser produzido. No ambito da purificacdo concreta
da neurotoxina botulinica detalhadamente descrita aqui, resulta
vantajosamente a utilizacdo de, pelo menos, dois isoladores. Nesse
caso, os isoladores diferenciam-se especialmente com respeito a

temperatura predominante neles ou em uma parte deles. Desse modo,
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no ambito da presente invencado, € preferivel que o primeiro isolador
funcione a uma temperatura mais elevada, por exemplo, de cerca de
20 até cerca de 50°C e o segundo isolador funcione a temperaturas
mais baixas na faixa de, por exemplo, cerca de -5 até +25°C. No
primeiro isolador decorrem aqueles estagios da producdo, bem como
da purificacdo, na medida em que tornem necessaria uma temperatura
correspondentemente mais elevada ou que podem ser efetuados
nessa temperatura. Nesses incluem-se especialmente a inoculagao, a
fermentacdo e/ou a precipitacdo da cepa produtiva. Ao contrario, no
segundo isolador sédo efetuados aqueles estagios do processo de
producao e especialmente da purificacdo da neurotoxina, que exigem
uma temperatura correspondentemente mais baixa ou que de maneira
particularmente vantajosa, podem ser efetuados nessa faixa de
temperatura.

[0043] Além disso, serd reconhecido, que aqueles estagios na
producao geral e da fermentacado e da purificacdo em especial, que
podem ser efetuados nas duas faixas de temperatura e, com isso, em
cada um dos dois isoladores, séo efetuados, por fim, naquele isolador,
gue é vantajoso sob o ponto de vista de seu dimensionamento e do
consumo de energia resultante em consequéncia do dimensionamento
para a manutencao das condicOes de reacdo correspondentes para a
execucao dos estagios de reacdo, especialmente da temperatura ou
sob o ponto de vista da capacidade de manuseio ou possibilidade de
execucao de cada uma das medidas.

[0044] O segundo isolador é construido fundamentalmente de
maneira semelhante ao do primeiro isolador, no entanto, é provido de
instalacbes e objetos de equipamento ou caracteristicas de
equipamentos técnicos de aparelhos, tais como sdo necessarios para
a execucado dos estagios de purificacdo ou das medidas para esse fim

planejados no segundo isolador. Os objetos de equipamentos
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correspondentes sdo conhecidos pelos técnicos nesse campo.
Estagios de purificacdo preferidos, que sdo efetuados no segundo
isolador sdo, nesse caso, medidas, que sao selecionadas do grupo
abrangendo precipitacdo, extracdo, centrifugacdo, dialise e
cromatografia. De maneira correspondente, o segundo isolador
contém uma ou varias instalaces de precipitacdo, instalacdes de
extracdo, instalacbes de centrifugacdo, instalacdes de didlise e/ou
instalacdes de cromatografia. Preferentemente, uma instalacdo de
precipitacdo abrange um reservatorio de reacdo, no qual esta contida
a solucdo a ser submetida a precipitacdo, provida de um tubo de
alimentacao, para acrescentar o(s) composto(s) necessario(s)l para a
precipitacdo. Além disso, o dispositivo de precipitacdo abrange
fundamentalmente agentes de remocdo, para remover ou O
sobrenadante ou o precipitado. Nesse caso, as instalacdes
apropriadas sdo conhecidas pelo técnico. Uma instalacao de extracao
abrange tipicamente um reservatorio de reacdo, no qual esta contido o
liquido a ser extraido, um tubo de alimentacdo para acrescentar o
meio de extracdo, bem como um dispositivo, para separar o liquido
contendo o extrato do liquido extraido. Uma instalagcdo de
centrifugacdo abrange tipicamente uma centrifuga para separar
misturas liquido-liquidas ou misturas liquidas-soélidas. A instalacdo de
cromatografia abrange tipicamente uma coluna de cromatografia, que
€ enchida com material de cromatografia, bem como uma admissao e
uma saida, bem como reservatérios com meios apropriados, para
alimentar a coluna de cromatografia ou para eluir a mesma. No caso
da cromatografia pode tratar-se, por exemplo, da cromatografia Size-
Exclusion, HPLC ou cromatografia de afinidade.

[0045] Desse modo esta no contexto da invencao, que no caso, de
serem utilizados dois ou mais isoladores, estes estéo ligados uns com

0os outros, de modo que meramente todo o dispositivo que
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compreende os dois isoladores abrange um tubo de admissao e
entrada de ar e saida de ar e os dois isoladores estéo ligados com um
ou mais tubos intermediérios. No entanto, também esta no contexto da
presente invencdo, que tanto o primeiro isolador, quanto também o
segundo isolador e/ou cada outro isolador apresentam em cada caso e
independentes uns dos outros, um tubo de entrada de ar e um de
saida de ar.

[0046] O primeiro e segundo isolador apresentam preferentemente
uma pressao interna reduzida comparada com a pressao externa.
Desse modo estd no contexto da presente invencdo, que ambos 0s
isoladores apresentam uma presséao interna idéntica. No entanto, esta
também no contexto da presente invencdo, que ambos os isoladores
apresentam pressfes internas diferentes. Nesse caso, ¢é
especialmente preferivel, que a pressao interna daquele isolador seja
mais baixa comparada com a do outro isolador, no qual a
probabilidade da formacdo de aerossol condicionada pelos estagios de
processo efetuados no respectivo isolador seja maior.

[0047] Na utilizacdo dos dois isoladores, a presenca de um
composto entre os isoladores na forma de uma passagem, por
exemplo, na forma de uma comporta entre os dois isoladores é
vantajosa, pois desse modo, assegura-se que a transferéncia do
material produzido ou purificado para os diferentes estagios da
producdo ou da elaboracdo possa ser realizada, sem que a barreira
formada pelo isolador seja rompida. Em principio, para o0 mesmo
objeto serve também a concretizacdo do dispositivo ou de cada
isolador individual ou pelo menos de um isolador do dispositivo de
acordo com a invengcdo, com o dispositivo de esterilizacao.
Dispositivos de esterilizacdo correspondentes sdo conhecidos pelos
técnicos na area e compreendem, por exemplo, um gerador para a

producéo de peréxido de hidrogénio em forma de vapor. Nesse caso, a
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utiizacdo de peroxido de hidrogénio em forma de vapor €
particularmente vantajosa, tendo em vista as condi¢gbes de subpressao
no/nos isolador(es).

[0048] Em um outro aspecto, a presente invencao refere-se a um
processo para a producdo fermentativa de um composto
biologicamente ativo, sendo que o processo abrange um estagio de
fermentacao para a producao do composto biologicamente ativo e uma
purificacdo do composto biologicamente ativo, sendo que a producéo
fermentativa e/ou a purificacdo € inteira ou parcialmente efetuada em
um ou mais isoladores. Preferencialmente, o estagio de fermentacéo e
uma ou varias partes da purificacdo em um primeiro isolador e uma ou
vérias partes da purificacdo em um segundo isolador. Em uma forma
de concretizacdo preferida, o estagio de fermentacdo contém pelo
menos um estagio de inoculacdo. Preferencialmente, esse estagio é
efetuado manualmente. Também estd no contexto da presente
invencéo, que sao utilizados outros isoladores. No caso do material
biologicamente ativo, trata-se preferentemente de uma toxina
botulinica, especialmente de uma neurotoxina botulinica, tal como
descrito aqui. As caracteristicas publicadas em relacdo com o
dispositivo de acordo com a invencdo, representam também
caracteristicas, tanto individuais, quanto também em combinacao
desejada do processo de acordo com a invencao.

[0049] Medidas em relacdo com a elaboracdo séo centrifugacao,
didlise, extracdo, precipitacdo, precipitacdo de sulfato de protamina,
precipitacdo de sulfato de amonio, solubilizacdo de precipitados
presentes tipicamente como pélletes, didlise, estagios de
cromatografia ou processos de cromatografia e filtracdo. No caso dos
processos de cromatografia, trata-se preferentemente uma sequéncia
de varios processos de cromatografia individuais. Nesse caso, pode

tratar-se em cada caso do mesmo processo de cromatografia ou de
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um processo de cromatografia diferente. Preferencialmente, no caso
de o composto farmaceuticamente ativo ser neurotoxina botulinica do
tipo A, trata-se de uma sequéncia de trés estagios de cromatografia
com a utilizacdo de materiais de coluna apropriados. Nesse caso, €
possivel e preferivel, que o respectivo eluato seja submetido a uma
didlise antes de ser aplicado na proxima coluna.

[0050] ApOs a propria fermentacdo e separacdo do meio de
fermentacdo das células, o meio de fermentacdo é submetido a uma
primeira precipitacdo com o objetivo, de remover proteinas grandes.
Essa precipitacéo € efetuada preferencialmente no primeiro isolador. A
centrifugacdo do precipitado obtido dessa maneira € efetuada
preferencialmente ja no segundo isolador. A precipitacdo é
preferencialmente uma precipitacdo acida. Condices de reacdo para
uma tal precipitacdo acida sdo conhecidas pelo técnico na area.
Tipicamente utiliza-se 3N H,SO,, para acidificar o sobrenadante para
um pH de 3,5. A centrifugacéo é efetuada tipicamente a 2400 x g por
20 minutos a 4°C. O pélete obtido através da centrifugacdo é lavado,
preferentemente repetidas vezes, com agua.

[0051] No caso da cepa de Clostridium utilizada, trata-se
preferentemente de C. botulinum tipo A, que foi armazenado como
cultura made em um meio apropriado a temperaturas que asseguram a
estabilidade. Para a fermentacdo utiliza-se preferentemente o
processo descrito por DasGupta B. R. e outros em Toxicon, volume
22, n° 3, paginas 414 até 424, 1984. Nesse caso, 2 % do meio N-Z-
amina tipo A sao adicionados com 0,5 % de extrato de levedura e 0,6
% de pasta de levedura autoclavada e com 4N NaOH é ajustado um
pH de 7,2 e em seguida, 0 meio preparado dessa maneira é
autoclavado. Nesse meio é acrescentada glicose (20 % em peso, por
volume) de glicose autoclavada separadamente, o que resulta em uma

concentragcao de glicose de 0,5 % no meio. A incubacgao foi efetuada
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sem agitacdo a 37°C, sendo que a fermentacdo foi interrompida apos
96 horas. Esta no contexto da presente invencdo, que além da
fermentacdo as bateladas descrita acima, também podem ser
efetuadas a fermentacdo em semibateladas fermentacbes as
bateladas repetidas ou fermentacbes continuas. As medidas
necessarias para esse fim e as necessidades técnicas de
aparelhagem séo conhecidas pelos técnicos na area.

[0052] Em um outro estagio, partindo do pélete, o precipitado é
novamente dissolvido com o objetivo, de liberar a toxina do pélete.
Medidas para esse fim sdo conhecidas pelos técnicos e entre outras,
descritas por DasGupta B. R. e outros (vide acima). Por exemplo, a
extracao pode ser efetuada por meio de tampéao de &cido citrico-citrato
trissédico a 0,1 M, pH 5,5 por uma hora. A essa extracdo segue-se,
imediatamente um outro estagio de centrifugacéo, tipicamente com
9800 x g por 20 minutos a 4°C. O pélete obtido dessa maneira pode
ser eventualmente extraido outra vez tal como descrito acima. O
sobrenadante da extrac&do e no caso da repeticdo da extracéo, os dois
sobrenadantes, foi imediatamente submetido a uma precipitacdo com
sulfato de protamina. Foi permitido continuar a precipitacdo a 8°C
durante a noite. Em seguida, o precipitado foi novamente centrifugado
por 20 minutos a 4°C e 12000 x g. No estagio da precipitacdo de
sulfato de protamina remove-se especialmente DNA.

[0053] O sobrenadante obtido apds a centrifugacdo é submetido a
uma precipitacdo de sulfato de amonio ou no primeiro isolador ou no
segundo isolador, sendo que aqui sdo removidas outras proteinas
maiores. ApoOs a precipitacdo com sulfato de amoénio, € novamente
introduzido um estagio de centrifugacdo e em seguida, o pélete obtido
dessa maneira é dissolvido outra vez e opcionalmente submetido a
uma dialise. Em seguida, o extrato obtido do pélete preferentemente

dializado é novamente centrifugado e submetido a uma sequéncia de
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estagios de cromatografia com o objetivo, de purificar a neurotoxina
botulinica, purificar especialmente até a homogeneidade. Os estagios
de cromatografia individuais servem, nesse caso, especialmente para
remover o sulfato de protamina, DNA residual, partes de pequenas
proteinas e proteinas de tamanho médio, bem como as hemaglutininas
do complexo de neurotoxina botulinica-proteina. Para esse fim, efetua-
se uma sequéncia de varios estagios de cromatografia em uma forma
de concretizacao preferida. Depois, o eluato é filtrado. Nesse caso, a
filtracdo serve para reduzir os germes do eluato, que depois contém
preferentemente a neurotoxina botulinica pura e nenhuma proteina do
complexo. Opcionalmente antes da filtracdo o eluato pode ser diluido
ou acrescentados coadjuvantes apropriados.

[0054] Em outros estagios, é efetuada uma nova filtracdo estéril
apoOs a adicdo dos coadjuvantes. Nesse caso, a filtracdo é efetuada
em reservatérios de reacdo, que em seguida, preferentemente em um
estagio separado do processo, sdo submetidos a uma liofilizacdo. O
produto liofilizado obtido dessa maneira é fechado.

[0055] Os técnicos na é&rea reconhecerdo, que antes da
inoculacdo, bem como apés diversos estagios do processo,
preferentemente da precipitagdo do sulfato de amoénio e da filtracdo no
primeiro isolador, este é submetido a uma descontaminagdo ou a uma
esterilizacdo. No caso da esterilizacao trata-se preferentemente de um
tal, que é efetuada por meio de peroxido de hidrogénio em forma de
vapor (VHP).

[0056] As caracteristicas da invencdo publicadas no relatério
descritivo acima e nas reivindicagcdes podem ser essenciais tanto
individualmente, quanto também em combinacdo desejada para a

realizacdo da invencao em diversas formas de concretizacao.
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REIVINDICACOES

1. Dispositivo para a produgdo fermentativa de um
composto biologicamente ativo, caracterizado pelo fato de que o
dispositivo compreende, pelo menos, um primeiro isolador, que
contém um fermentador e que € envolvido por uma camara de
trabalho, sendo que a camara de trabalho estd ligada com o meio
ambiente através de uma comporta de pressédo, sendo que no isolador
e na camara de trabalho predomina em cada caso uma subpressao,
em que a pressao (em relacdo a pressdo ambiente) no isolador é mais
baixa do que a pressdo (em relacdo a pressdo ambiente) na camara
de trabalho e sendo que na comporta de pressdo predomina um
excesso de pressdo em relacdo a pressdao ambiente.

2. Dispositivo de acordo com a reivindicagdao 1,
caracterizado pelo fato de que a pressao no isolador é de 20 até 200
Pa mais baixa do que a pressédo ambiente.

3. Dispositivo de acordo com a reivindicagcdo 1 ou 2,
caracterizado pelo fato de que a pressao na camara de trabalho é de 5
até 50 Pa mais baixa do que a pressdo ambiente.

4. Dispositivo de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 3, caracterizado pelo fato de que a pressao na
comporta de pressdo é de 10 até 100 Pa mais elevada do que a
pressao ambiente.

5. Dispositivo de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 4, caracterizado pelo fato de que o dispositivo
compreende, pelo menos, um segundo isolador, sendo que o segundo
isolador preferentemente ndo contém um fermentador.

6. Dispositivo de acordo com qualquer uma das
reivindicacOes 1 a 5, caracterizado pelo fato de que o dispositivo e/ou
0 primeiro e/ou o segundo isolador compreende pelo menos um tubo

de entrada de ar e um de saida de ar, sendo que o tubo de entrada de
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ar e de saida de ar esta provido de um filtro, sendo que o filtro é
preferentemente um filtro HEPA.

7. Dispositivo de acordo com a reivindicacdo 5 ou 6,
caracterizado pelo fato de que a pressao interna do primeiro isolador e
do segundo isolador é igual.

8. Dispositivo de acordo com a reivindicagcdo 5 ou 6,
caracterizado pelo fato de que a presséo interna do primeiro isolador é
diferente da presséo interna do segundo isolador.

9. Dispositivo de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 5 a 8, caracterizado pelo fato de que o primeiro e 0
segundo isolador estdo ligados uns com 0s outros por uma passagem,
sendo que a passagem permite um transporte de material do primeiro
para o segundo isolador e preferentemente também um transporte de
material do segundo isolador para o primeiro isolador.

10. Dispositivo de acordo com a reivindicacdo 9,
caracterizado pelo fato de que a passagem € uma comporta.

11. Dispositivo de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 10, caracterizado pelo fato de que o dispositivo
compreende uma instalacdo de esterilizacdo e/ou uma instalacdo de
desinfeccéo.

12. Dispositivo de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 11, caracterizado pelo fato de que o primeiro
isolador compreende um fermentador que trabalha anaerobicamente.

13. Dispositivo de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 12, caracterizado pelo fato de que o primeiro
isolador compreende uma instalacéo de precipitacao.

14. Dispositivo de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 13, caracterizado pelo fato de que o primeiro
isolador compreende uma instalagéo de filtragéo.

15. Dispositivo de acordo com qualquer uma das
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reivindicacbes 5 a 14, caracterizado pelo fato de que o segundo
isolador compreende uma instalacéo de extracgao.

16. Dispositivo de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 5 a 15, caracterizado pelo fato de que o segundo
isolador compreende uma instalacéo de precipitacao.

17. Dispositivo de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 5 a 16, caracterizado pelo fato de que o segundo
isolador compreende pelo menos uma instalacao de cromatografia.

18. Processo para a producdo fermentativa de um
composto biologicamente ativo, caracterizado pelo fato de que
compreende
- um estagio de fermentacdo para a producdo do composto
biologicamente ativo,

- um estagio de purificacdo do composto biologicamente ativo,
sendo que o processo é efetuado em um dispositivo como definido em
gualquer uma das reivindicacdes 1 a 17.

19. Processo de acordo com a reivindicagdo 18,
caracterizado pelo fato de que o composto biologicamente ativo é uma
toxina ou uma outra proteina obtida por fermentacéo, preferentemente
uma toxina botulinica, especialmente uma neurotoxina botulinica.

20. Processo de acordo com a reivindicacdo 19,
caracterizado pelo fato de que a toxina botulinica € uma toxina
botulinica de Clostridium botulinum dos tipos A, B, C, D, E, F ou G ou
€ uma mistura de dois ou mais destes tipos, preferentemente € uma
toxina botulinica do tipo A.

21. Processo de acordo com a reivindicacdo 20,
caracterizado pelo fato de que a toxina botulinica ou a mistura das
toxinas botulinicas é uma neurotoxina botulinica ou uma composicéo
de neurotoxinas botulinicas.

22. Processo de acordo com qualquer uma das
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reivindicacbes 18 a 21, caracterizado pelo fato de que o estagio de
fermentacao é efetuado no primeiro isolador e a purificacdo (estagio) é
efetuada inteira ou parcialmente em um segundo isolador.

23. Processo de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 18 a 22, caracterizado pelo fato de que o estagio de
fermentacdo e uma parte da purificacdo sao efetuados no primeiro
isolador e uma outra parte da purificacdo (estdgio) é efetuada no
segundo isolador.

24. Processo de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 18 a 23, caracterizado pelo fato de que o estagio de
fermentacdo e a precipitacdo e filtracdo do produto do estagio de
fermentacdo s&do efetuados no primeiro isolador como parte da
purificacdo (estagio).

25. Processo de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 18 a 24, caracterizado pelo fato de que o primeiro
isolador e o segundo isolador s&o operados com temperaturas iguais
ou diferentes.

26. Processo de acordo com qualquer uma das
reivindicacOes 18 a 25, caracterizado pelo fato de que a temperatura
no primeiro/ou segundo isolador é alterada em funcdo do respectivo
estagio do processo.

27. Processo de acordo com a reivindicacdo 26,
caracterizado pelo fato de que a temperatura no primeiro isolador
perfaz de cerca de 20 até cerca de 50°C e a temperatura no segundo
isolador perfaz cerca de -5 até cerca de +25°C.

28. Processo de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 18 a 27, caracterizado pelo fato de que o processo
compreende 0s seguintes estagios, preferentemente nesta ordem:

a) no primeiro isolador

- inoculacédo do meio de fermentacdo com a cepa produtora
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para o composto biologicamente ativo, de preferéncia, manualmente;
- fermentacéo da cepa produtora;
- separacdo do sobrenadante das células da cepa
produtora; e
- precipitacdo do sobrenadante;
b) no segundo isolador:
- centrifugacdo do sobrenadante precipitado com formacgao
de um pélete;
- extracdo do pélete, centrifugacdo e obtencdo de um
sobrenadante;
- precipitagdo do sobrenadante com subsequente
centrifugacao com formagao de um sobrenadante;
C) no primeiro ou segundo isolador:
- precipitacdo do sobrenadante;
- centrifugacéo do precipitado;
- solubilizacdo do pélete obtido através da centrifugacdo do
precipitado;
- didlise do pélete solubilizado e centrifugacédo do dialisado;
- submisséo do dialisado a cromatografia

- filtrac&o do eluato obtido.
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