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Relatério Descritivo da Patente de Invencao para "COMPO-
SICAO SECA ESTABILIZANTE PARA MATERIAL BIOLOGICO, S EU
METODO DE PREPARACAO, E FORMULACOES DE CARREA-
MENTO ORAL".
REFERENCIA CRUZADA AOS PEDIDOS DE PATENTE RELACIO-
NADOS

[001] O presente pedido de patente reivindica prioridade ao Pedi-

do de Patente Provisério U.S. No. : 61/373.711 depositado no escrit6-
rio de Patentes e Marcas dos Estados Unidos, em 13 de Agosto de
2010, cujo conteudo € incorporado na presente invencao por referén-
cia para todos os fins

ANTECEDENTES DA PRESENTE INVENCAO

Campo da presente invencao

[002] A presente invencao refere-se a estabilizacdo de materiais
biol6gicos em uma estrutura vitrea a seco.

Técnica Relacionada

[003] A preservacao da estrutura e a funcdo dos materiais biol6-
gicos durante o armazenamento de longo prazo a alta temperatura e a
umidade é de importancia fundamental para as industrias de alimentos
nutracéuticos e farmacéuticos. Os materiais biolégicos sensiveis, tais
como proteinas, enzimas, células, bactérias e virus tem frequentemen-
te de ser preservado para armazenamento a longo prazo para uso
posterior. A congelacdo simples € muitas vezes feita quando a seca-
gem é prejudicial ou inadequada ou no produto final. Para a preserva-
¢cao no estado seco — secagem por congelacao tem sido tradicional-
mente o método mais comum. Outros métodos, tais como o ambiente
de secagem ao ar, secagem sob vacuo a temperaturas ambientes (se-
cagem por vacuo) ou secagem por meio do contato de uma névoa fina
de goticulas com ar quente (secagem por atomizac&do) e secagem por

meio da dessecacao nao sao geralmente adequados para os bioativos
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sensiveis, tais como bactérias e virus vivas ou atenuadas. As elevadas
temperaturas de secagem usadas nestes métodos resultam em danos
significativos para o bioativo propriamente dito.

[004] Muitas vezes, o0 processo de secagem por congelacéo pode
resultar em perda significativa de atividade e de danos para o agente
bioativo devido a formacédo de cristais de gelo durante o processo de
secagem lenta.

[005] A secagem por congelacdo combina a tensdes devidas tan-
to ao congelamento e secagem. A etapa de congelacao deste proces-
so pode ter efeitos indesejaveis, tais como a desnaturacdo de protei-
nas e enzimas e a ruptura de células. Os danos causados por meio do
congelamento podem ser contornados, até um certo grau, através da
adicao de compostos ou agentes crioprotetores na solucao. Tais agen-
tes protetores sdo, em geral, produtos quimicos altamente sollveis
gue sao adicionados a uma formulacéo para proteger as membranas
celulares e proteinas durante o congelamento e para aumentar a esta-
bilidade durante o armazenamento. Os estabilizadores mais comuns
incluem acUcares tais como sacarose, trealose, glicerol, sorbitol ou,
em concentracdes elevadas (Morgan et al, 2006, Capela et al, 2006).
Os dissacarideos, tais como sacarose e trealose, sdo crioprotetores
naturais com boas propriedades de protecado. A trealose é um criopro-
tetor particularmente atrativo porque foi realmente isolado a partir de
plantas e organismos vivos que permanecem em um estado de ani-
macao suspenso durante os periodos de seca. A trealose tem mostra-
do ser um protetor eficaz para uma variedade de materiais bioldgicos,
(vide Crowe, JH, 1983). Vérias patentes descrevem a utilizacao de tre-
alose, ou de trealose em combinagdo com outros agentes crioproteto-
res para proteger as proteinas e outras macromoléculas biologicas,
tais como enzimas, o0 soro de complemento, soro, anticorpos, antigé-

nios, proteinas fluorescentes e componentes de vacina durante o con-
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gelamento, secagem e re-hidratacao (Patente U.S. No. 5.556.771).
[006] No entanto, existem algumas desvantagens associadas
com a utilizacdo de trealose ou outros dissacarideos ou monossacari-
deos como o Unico crioprotetor. A trealose ndo pode penetrar de forma
adequada na célula para proteger os componentes ativos dentro do
volume intracelular, o que pode conduzir a instabilidade durante a ar-
mazenagem das substancias criodessecadas. Além disso, as concen-
tracdes de trealose maior do que 60% em peso de um dado meio de
preservacao sdo por vezes necessarias. Um problema ainda mais seé-
rio associado com a utilizacdo de trealose é que os materiais biolgi-
cos preservados utilizando trealose por si s6 ndo sdo estaveis em ar-
mazenagem durante periodos de tempo prolongados, especialmente
0s armazenados a temperaturas elevadas e / ou em ambientes Umi-
dos. Por conseguinte, continua a ser um desafio importante para o de-
senvolvimento de uma formulacédo optimizada e processo de secagem,
gue minimiza as perdas de secagem ao conseguir a estabilidade de
armazenamento adequada do material seco.

[007] Alguns dos problemas associados com a trealose e o pro-
cesso de secagem por meio da congelacédo foram resolvidos por meio
de uma combinacdo de certas formulacfes e secagem sob vacuo em
um estado vitreo, particularmente vidros de agucar (Patente U.S. No.
6.190.701). Naquelas formulacfes, 0 agente bioativo é protegido no
interior de uma matriz vitrea contra ambientes hostis tais como tempe-
raturas elevadas e umidade. No entanto, nessas formulacdes, na pre-
senca de agua, como a umidade no ambiente atua como um agente
plastificante e tem o efeito de baixar a temperatura de transicéo vitrea
(Tg) da matriz vitrea. No maior teor de agua, a Tg é significativamente
reduzida a medida que a formulacdo seca esta no estado indesejavel
de borracha ou de plastico a temperatura ambiente.

[008] As vantagens de retencdo sob a forma de vidro de formula-
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cao incluem o aumento da estabilidade fisica do solido e a reducédo de
reacOes intermoleculares deletérias. Uma discussdo detalhada da
guimica fisica das interacBes agua-polimero como alimentos relacio-
nados com o estado vitreo e as temperaturas de transicdo podem ser
os encontrados em M. Le meste, et al. 2002. No entanto, as limitacdes
dos sistemas amorfos, tais como a instabilidade fisica e reatividade
guimica maior, atua como um obstaculo na sua comercializacdo ex-
tensiva.

[009] Dessa maneira, existe uma necessidade para uma compo-
sicdo de estabilizacdo que € util para a ampla gama de materiais bio-
l6gicos. A necessidade adicional existe para uma composicdo de esta-
bilizac&o, que pode ser eficazmente utilizada em ambos os processos
de secagem por meio congelacao e os processos de secagem gue en-
volvam o ambiente de temperatura de secagem. Ha também uma ne-
cessidade de uma mistura de composicdo que € menos dispendiosa
do que as presentemente a ser utilizadas. Finalmente, e mais impor-
tante, existe uma necessidade de uma mistura de composicao que
fornece meios estaveis para preservacdo de materiais biolégicos du-
rante periodos de tempo prolongados a temperaturas elevadas e dife-
rentes graus de umidade, que podem ser encontradas durante o
transporte e armazenagem dos materiais, enquanto ainda mantém um
guantidade significativa de atividade ap0s re-hidratacao.

[0010] Todas estas necessidades sao satisfeitas por meio da mis-
tura da composi¢do, métodos de secagem, resultando nas composi-
cOes de material biolégico preservado da presente invencéo.
SUMARIO DA PRESENTE INVENCAO

[0011] A presente invencédo refere-se as composi¢cdes e métodos

de secagem para preservar 0s materiais bioativos sensiveis, tais como
peptideos, proteinas, hormonas, acidos nucleicos, anticorpos, vacinas,

farmacos, leveduras, bactérias probiéticas (ou de outra forma), virus e
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/ ou suspensdes de células, em armazenamento.

[0012] A composicao da presente invencgao refere-se a uma mistu-
ra de carboidratos de di-, oligo- e polissacarideos e ions de acido or-
ganico, de preferéncia acido citrico e / ou acido ascoérbico. A formula-
cao é preparada por meio da dispersao de todos os componentes soli-
dos em solucdo. A solucéo é congelada por meios conhecidos na téc-
nica tal como nitrogénio liquido ou gelo seco, com a finalidade de for-
mar granulos pequenos, cordas ou goticulas. As contas congeladas
podem ser armazenadas em um congelador de profundidade (entre -
30C e -807C) para utilizagado posterior em estado ¢ ongelado ou colo-
cadas em tabuleiros em um estado congelado para secagem em um
secador por congelacdo convencional. O método de secagem preferi-
do é opcionalmente iniciado por uma etapa de purga curta e estabili-
zar a estrutura das particulas congeladas sob uma pressao de vacuo
de menos do que < 0,26 KPa (2000 mTorr) seguido por meio d euma
etapa de secagem primaria, sob pressdo de vacuo de mais do que >
0,26 (2000mTorr) e a uma temperatura desejada. Durante a etapa fi-
nal e secundaria de secagem do material, uma pressao de vacuo total
e temperatura elevada séo aplicados, para conseguir uma atividade de
agua final desejavel do material seco.

[0013] Em uma modalidade particular, o material biolégico com-
preende as bactérias vivas (por exemplo, bactérias probidticas).
Exemplos de microorganismos adequados incluem, mas nédo estéao
limitados a, leveduras tais como Saccharomyces, Debaromyces, Can-
dida, Pichia e Torulopsis, fungos tais como Aspergillus, Rhizopus, Mu-
cor, Penicillium e Torulopsis e bactérias tais como o género Bifidobac-
terium, Clostridium, Fusobacteriunz, Melissococcus , Propionibacte-
rium, Streptococcus, Enterococcus, Latococcus, Kocuriaw, Staphylo-
coccus, Peptostrepococcus, Bacillus, Pediococcus, Micrococcus, Leu-

conostoc, Weissella, Aerococcus, Oenococcus e Latobacillus. Exem-
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plos especificos de microorganismos probidticos adequados seriam
representados por meio das seguintes espécies e incluem todos 0s
biotipos de cultura dentro destas espécies : Aspergillus niger, A. ory-
zae, Bacillus coagulans, B. lentus, B. licheniformis, B. mesentericus, B.
punzilus, B. subtilis, B. natto, Bateroides amylophilus, Bac. capillosus,
Bac. ruminocola, Bac. suis, Bifidobacterium adolescentis, B. animalis,
B. breve, B. bifidum, B. infantis, B. lactis, B. longum, B. pseudolongum,
B. thermophilum, Candida pintolepesii, Clostridium butyricunz, Entero-
coccus cremoris, E. diacetylactis, E faecium, E. intermedius, E. lactis,
E. muntdi, E. thermophilus, Escherichia coli, Kluyveromyces fragilis,
Latobacillus acidophilus, L. alimentarius, L. amylovorus, L. crispatus, L.
brevis, L. L. caso 4 curvatus, L. cellobiosus, L. delbrueckii ss. bulgari-
cus, L farciminis, L. fermentum, L. gasseri, L. helveticus, L. lactis, L.
plantarum, L. johnsonii, L. reuteri, L. rhamnosus, L. sakei, L. salivarius,
Leuconostoc mesenteroides, P. cereviseae (damnosus), Pediococcus
acidilatici, P. pentosaceus, Propionibacterium freudenreichii, Prop
shermanii, Saccharomyces cereviseae, Staphylococcus carnosus,
Staph. xylosus, Streptococcus infantarius, Strep. ss salivarius. ther-
mophilus, Strep. Thermophilus e Strep. lactis.

[0014] Em uma modalidade, a formulagdo compreende uma mistu-
ra de carboidratos di-, oligo- e poli-sacarideos, nas quais o material
bioativo esta incorporado. Os exemplos de um polissacarideo adequa-
do,incluem, mas ndo se limitam a, ftalato de acetato de celulose
(CAP), carboxi-metil-celulose, pectina, alginato de sodio, sais de &acido
alginico, hidroxil propil metil celulose (HPMC), metil celulose, carrege-
nina, goma de gelano, goma de guar, goma de acdacia, goma de xan-
tana, goma de alfarroba, quitosano e derivados de quitosano, de cola-
génio, acido poliglicélico, amidos e amidos modificados. Exemplos de
um oligossacarideo adequados,incluem, mas nao se limitam as ciclo-

dextrinas, inulina, FOS, maltodextrinas, dextranos, etc, e as combina-
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¢cBes dos mesmos. Exemplos de um dissacarideo apropriado,incluem,
mas nao estédo limitados a, lactose, trealose, sacarose, etc. Em uma
modalidade particular, o polissacarideo preferido € o alginato de sodio
ou goma de gelano. De preferéncia, a mistura de carboidratos com-
preende, em porcentagem em peso, de matéria seca total, os 0,1 a 10
% de polissacarideos, 1 a 10 % de oligossacarideos, 10 a 90 % de
dissacarideos. Em uma modalidade adicional, a mistura de carboidra-
tos compreende di-, oligo- e poli-sacarideos em uma propor¢céo em peso
de 10:0.1a4:0.1 a2 e, mais preferivelmente, em que a propor¢cao em
peso de dissacarideos / oligossacarideos / polissacarideos € de cerca
10:0.2:0.1 acercade 10:02: 01.

[0015] Em ainda outra modalidade da presente invencéo, os polis-
sacarideos na mistura de carboidratos séo reticulados com ions biva-
lentes de metais com a finalidade de formar um hidrogel firme.

[0016] Em outra modalidade, a composi¢cdo compreende as quan-
tidades significativas de compostos de itensificadores de vidro, incluin-
do os sais de acidos organicos tais como acido lactico, acido ascorbi-
co, acido maleico, acido oxalico, acido maldnico, acido malico, &cido
succinico, acido citrico, acido glucénico, acido glutdmico, e similares.
Os sais podem incluir cations tais como sodio, potassio, calcio, mag-
nésio, e similares. Os exemplos incluem o citrato de sodio, lactato de
sédio, maleato de sédio, gluconato de magnésio, ascorbato de sodio, e
similares. Os sais com elevada temperatura de transicéo vitrea (Tg) e
alta solubilidade séo preferidos. O acido organico mais preferido € 4ci-
do citrico e os sais dos mesmos (por exemplo, sédio ou citrato de po-
tassio, citrato trissddico desidratado) e acido ascérbico e sais dos
mesmos (por exemplo, ascorbato de sédio, ascorbato de potassio, as-
corbato de magnésio). A guantidade total preferida de citrato ou ascor-
bato de ions na composicdo seca € tal que a propor¢cdo molar de ions

para mols de compostos de carboidratos é de cerca de 0,01 a cerca de

Peticao 870180039659, de 14/05/2018, pag. 10/55



8/43

0,3 e ainda mais preferivelmente de cerca de 0,1 a cerca de 0,2.

[0017] Outros intensificadores de vidro Uteis incluem proteinas,
hidrolisados de proteinas, polipeptidos e aminoacidos. Estes incluem
gelatina, albumina, proteina de soro de proteina de soja, caseina, ca-
seinato, imunoglobulinas, proteinas de soja, proteina de ervilha, prote-
ina de semente de algoddo ou de outros produtos alimentares e as
proteinas do leite ou vegetais e / ou hidrolisados dos mesmos. Exem-
plos de &cidos poliamino incluem polialanina, poliarginina, poliglicina,
acido poliglutamico e similares. Os aminoacidos Uteis incluem lisina,
glicina, alanina, arginina ou histidina, bem como aminoacidos hidrofé-
bicos (triptofano, tirosina, leucina, fenilalanina, etc) e uma metilamina
tal como a betaina. A quantidade total preferida de proteinas, hidroli-
sados de proteinas e aminoacidos na composi¢cao seca é de cerca de
1 % a cerca de 30 % da massa total dos carboidratos e mistura o mais
preferivel de cerca de 5 % a cerca de 20 % da massa de carboidratos.
Idealmente, os compostos que sao geralmente reconhecido como
compostos seguros (GRAS) tém preferéncia sobre aqueles que nao
sédo GRAS.

[0018] Deve notar-se que a quantidade apropriada dos intensifica-
dores de vidro na composicdo pode depender das carateristicas dese-
jadas da composicéo seca. A determinacdo da quantidade apropriada
de intensificadores de vidro deve ser feita de acordo com as condi¢cdes
de armazenamento desejadas. Por exemplo, uma composi¢ao conten-
do mistura de carboidratos e proteinas ou hidrolisados de proteinas
pode ser usada com a finalidade de melhorar a estabilidade quimica
de um material biolégico, enquanto esta a ser armazenado sob condi-
¢cOes de temperatura e umidade relativa suave, tal como 25T e 25 %
de HR. Os ions de citrato podem ser preferidos incluir o intensificador
de vidro para obter beneficio adicional de estabilizar a temperatura

mais elevada e da exposi¢cdo a umidade. Alternativamente, pode ser o
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caso de uma combinacdo de citrato e / ou ascorbato de ions com um
outro potenciador de vidro, tais como proteinas ou hidrolisados de pro-
teinas, € o mais preferido para compor a composicao.

[0019] O processo preferido de mistura do material biolégico e da
composicao é através da adicdo da mistura de composicao seca total
de uma cultura ou de concentrado de solucdo de meio contendo mate-
rial biologico. A massa do peso do material biolégico no meio de cultu-
ra €, tipicamente, entre cerca de 5 % e 30 % p / v, e mais preferivel-
mente entre cerca de 10 % e 20 % p / v da a massa em peso adicional
de composicdo da mistura no meio de cultura é, tipicamente, entre
cerca de 10 % e cerca de 60 %, e mais preferivelmente entre cerca de
20 % e 40 %. O teor final de sdélidos na pasta fluida mista é de cerca
de 20 % a cerca de 60 % e, mais especificamente desde cerca de 30
% a cerca de 50 %. De preferéncia, a solucdo é misturada a tempera-
tura ambiente ou ligeiramente aquecida com a finalidade de ajudar na
solublizacdo dos materiais na solucdo viscosa (por exemplo, a partir
de 20T a 407C). Em uma variacao da presente invenc ao, a quantida-
de total da mistura de carboidratos da formulacdo é ajustada para
atingir uma formulacdo de viscosidade desejada e densidade que
permitiu uma secagem eficiente, evitando a formacao de borracha ou
excessiva formacao de espuma que pode ocorrer durante a etapa de
secagem. A viscosidade da pasta fluida preferida € de cerca de 1000
cP a cerca de 500.000 cP, e mais preferido é o intervalo desde cerca
de 10.000 até cerca de 300.000 cP cP. A viscosidade desejada e da
densidade da pasta fluida final pode ser conseguida pormeio de quais-
guer meios conhecidos na técnica, por exemplo, ajustando levemente
a quantidade de polissacarideos na mistura de carboidratos ou por
meio da desgasificacdo ou injecdo de gas, tal como ar, nitrogénio, dio-
xido de carbono, argbnio etc

[0020] A pasta fluida de material biol6gico do presente invento é
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tipicamente snap-congelado a entre -30C a -180C, mais preferivel-
mente, a formulacdo é snap-congelado em nitrogénio liquido por pul-
verizacdo, gotas ou injetaveis em banho de nitrogénio liquido . Reco-
Iha das particulas, granulos, cordas ou goticulas a partir do banho de
nitrogénio liquido e secagem em um secador por congelacdo ou seca-
dor de vacuo, ou, alternativamente, armazenando-a em um congelador
(entre -30C e -80C) para posterior utilizacdo em um congelada forma
ou até a secagem.

[0021] Em geral, as técnicas do processo de secagem que Sao
Uteis incluem a secagem por atomizacao; secagem por congelagéo
seguida de moagem a micronizar o po; congelacdo em uma superficie
fria, seguida por sublimacdo e recolha do pé micronizado ; secagem
evaporativa de uma solu¢do ndo congelada em uma estufa de vacuo
ou evaporador centrifugo a temperaturas acima da temperatura de
congelacao da pasta fluida (-20 a 50C), seguida por moagem de ta-
manho de particula desejavel. As particulas em po resultantes sao vi-
trea ou cristalina internamente com a maior parte do revestimento de
material vitreo sobre a superficie. A vantagem do revestimento do ma-
terial biologico com materiais vitreos é aumentar a estabilidade fisica
do produto e a reducao de reacdes deletérias intermoleculares dentro
da particula. Em uma modalidade preferida, as particulas congeladas
sao carregadas em bandejas e imediatamente transferidas para uma
camara de secagem sob vacuo em que os rendimentos do processo
de secagem em trés fases principais que incluem : (1) Uma etapa da
estrutura de estabilizacdo de purga opcional, curta das particulas con-
geladas sob um vacuo pressdo de menos do que < 0,26 KPa
(2000mTorr), (2) uma etapa de secagem primaria, sob presséo de va-
cuo de mais do que > 0,26 KPa (2000 mTorr) e a uma temperatura
acima do ponto de congelacdo da mistura, e (3) etapa secundaria e

secagem final do material vitreo amorfo sob presséo de vacuo total e a
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temperatura elevada durante um tempo suficiente para reduzir a ativi-
dade da 4gua da formulacdo em pé para 0,3 ou menos Aw.

[0022] A composicao seca e estavel bioldgica pode ser utilizada de
uma maneira direta, como um floco, ou moido em pé e peneirado até
um tamanho de particula médio de cerca de 10 gm a cerca de 1000
um. A formulagc&o pode ser administrada de uma maneira direta a um
animal, incluindo o homem, como um po6 concentrado, tal como um
liquido reconstituido, (por exemplo, de bebidas), ou pode ser incorpo-
rado quer na forma de pd ou de flocos para um alimento ou produto
alimentar.

[0023] Estas e outras vantagens e carateristicas da presente in-
vencao serdo descritas mais completamente em uma descricdo deta-
Ihada das modalidades preferidas que se segue.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[0024] A Figura 1 mostra a estabilidade de aceleracéo de bactérias

probidticas e bactérias probidticas disponiveis comercialmente na
composicao seca da presente invencao.

[0025] A figura 2 mostra o efeito de véarias propor¢cées molares en-
tre os intensificadores de vidro e a mistura de carboidratos na compo-
sicdo na estabilidade probidtica (L. paracasei) sob condicfes de arma-
zenagem aceleradas (37C e 33 % de RH).

[0026] A Figura 3 mostra o efeito da composi¢cdo da presente in-
vencdo sobre a estabilidade de armazenamento do que as bactérias
probidticas L. acidophilus. A estabilidade das bactérias probidticas se-
ca foi testada em condicOes de armazenagem aceleradas de 24T e
33 % de RH durante 537 dias.

[0027] A Figura 4 mostra o efeito de varios compostos intensifica-
dores de vidro sobre a estabilidade de armazenamento do que as bac-
térias probioticas L. acidophilus. A estabilidade das bactérias probioti-

cas seca foi testada em condicdes de armazenagem aceleradas de
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24T e 43 % de RH durante 180 dias.

[0028] A Figura 5 mostra o efeito de varias proteinas de propor-
cbes de hidrolisado / aclUcar sobre a estabilidade de armazenamento
(35C e 43 % de RH) das bactérias probidticas Bifidobacterium lactis.
[0029] A Figura 6 mostra a optimizacao de pH para a estabilidade
maxima do probiético L. Rhainnosus (Condi¢Bes de aceleracao de ar-
mazenamento a 40C e 33 % HR durante 8 semanas).

DESCRICAO DETALHADA DA PRESENTE INVENCAO

DEFINICOES

[0030] E para ser compreendido que a terminologia utilizada na

presente invencao é para o proposito de descrever apenas as modali-
dades particulares, e ndo se destina a ser limitativa. Tal como utilizado
no presente relatorio descritivo e nas reivindicacdes em anexo, as for-
mas singulares "a", "um" e "0" incluem os referentes plurais a menos
gue o conteudo dite claramente de outra forma. Dessa maneira, por
exemplo, a referéncia a "uma proteina" inclui proteinas singulares ou
uma combinacdo de duas ou mais proteinas, referéncia a "enzima",
"bactéria”, etc, inclui singular ou misturas de varios tipos, e similares.
[0031] Na descricao e reivindicacdes da presente invencao, a se-
guinte terminologia sera utilizada de acordo com as definicbes estabe-
lecidas abaixo.

[0032] Os termos "material bioldgico", "composicao bioldgica”, ou
"formulacao bioativa" refere-se a preparacdes que estdo em uma for-
ma tal como para permitir que a atividade biolégica dos ingredientes
bioativos ou agentes para ser inequivocamente eficaz.

[0033] O termo "intensificador de vidro" € um composto quimico
com a capacidade de formar a estrutura amorfa ou vitrea abaixo de
uma temperatura critica, a temperatura de transicao vitrea (Tg). Se um
potenciador de vidro é seco abaixo da sua Tg, o vidro ira ser formardo.

No entanto, se o intensificador de vidro € seco acima da sua Tg, em
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seguida, o vidro ndo se forma. Durante a formacédo da estrutura vitrea,
a substancia bioldgica pode tornar-se incorporada dentro da estrutura
do vidro. Os intensificadores de vidro adequados para utilizacdo com a
presente invenc¢do incluem, mas nao estéo limitados a, os sais de aci-
dos organicos tais como acido lactico, acido ascorbico, acido maleico,
acido oxalico, 4cido malbdnico, acido malico, acido succinico, acido ci-
trico, acido glucénico, acido glutamico, e similares. Os sais podem in-
cluir cations tais como soédio, potassio, magnésio, calcio, fosfato e si-
milares. Outros intensificadores de vidro Uteis incluem proteinas, hidro-
lisados de proteinas, polipeptideos e aminoacidos. A combinacdo de
agentes formadores de vidro também é contemplada dentro de uma
Unica composicdo. O processo usado para obter uma estrutura vitrea
para os efeitos da presente invencéo € geralmente uma sublimacédo do
solvente e / ou a técnica de evaporacdo. Idealmente, os compostos
gue sao compostos GRAS sao preferidos em relagdo aqgueles que nao
séo GRAS.

[0034] O termo "carboidratos" ou "composto poli-hidroxi" refere-se
a sacarideos principalmente constituidos por carbono, oxigénio e hi-
drogénio. Um sacarideo é tipicamente composto por uma cadeia prin-
cipal de unidades de repeticdo de acgUcar estruturais ligadas em forma
linear ou néao linear, algumas das quais contém positivamente ou ne-
gativamente os grupos quimicos carregados. As unidades de repeticdo
podem variar de dois a varios milhées. Os sacarideos Uteis incluem a
reducdo e a nao reducdo de acgUcares e alcoois de acucar, dissacari-
deos, oligossacarideos, polissacarideos solUveis em agua e os deriva-
dos dos mesmos. Dois monossacarideos ligados em conjunto, formam
um dissacarideo. Os dois monossacarideos utilizados com a finalidade
de formar um dissacarideo pode ser o mesmo ou diferente. Exemplos
de dissacarideos que podem ser utilizados na mistura de carboidratos

da presente invencao incluem, sacarose, trealose, lactose, maltose,
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isomaltose. Os dissacarideos sulfatados podem também ser usados.
O pegueno numero de monossacarideos ligados em conjunto (tipica-
mente 3 a 10) formam um oligossacarideo. Os monossacarideos utili-
zados com a finalidade de formar um oligossacarideo podem ser 0s
mesmos ou diferentes componentes de acgUcares. Exemplos de oligos-
sacarideos adequados para utilizacao incluem, inulina, maltodextrinas,
dextranos, fruto-oligossacarideos (FOS), galacto-oligossacarideos
(GOS), manana-oligossacarideos (MOS) e as combinacfes dos mes-
mos. Grande numero de monossacarideos ligados em conjunto (tipi-
camente mais do que 10), formam um polissacarideo. Os monossaca-
rideos utilizados com a finalidade de formar um polissacarideo podem
ser os mesmos ou diferentes componentes de acglcares. Os exemplos
de polissacarideos adequados para utilizacdo incluem, mas néo estao
limitados a, hidroxipropilcelulose, metilcelulose, hidroxietilcelulose, e
hipromelose, amidos solUveis ou fragcbes de amido, goma xantana,
goma de guar, pectinas, carragenina, galactomanano, goma de gela-
no, incluindo quaisquer derivados destes, acetato ftalato de celulose
(CAP), carboxi-metil-celulose, alginato de sédio, sais de acido alginico,
hidroxipropil propil metil celulose (HPMC), goma de acéacia, goma de
alfarroba, quitosano e derivados de quitosano, de colagénio, acido po-
liglicdlico, amidos e amidos modificados e ciclodextrinas.

[0035] Uma formulacao "estavel" ou a composi¢do € uma em que
o material biologicamente ativo a partir dos mesmos essencialmente
retém a sua estabilidade fisica, a estabilidade quimica e / ou atividade
biologica apds armazenamento. A estabilidade pode ser medida a uma
condicdo de temperatura e umidade, selecionada por um periodo de
tempo selecionado. A analise de tendéncia pode ser utilizada para es-
timar uma vida Util esperada antes de um material ter sido realmente
em armazenamento para esse periodo de tempo. Para bactérias vivas,

por exemplo, a estabilidade é definida como o tempo que demora a
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perder um log de CFU / g de formulacdo seca, em condicdes pré-
definidas de periodo de temperatura, umidade e tempo.

[0036] O termo "viabilidade" no que diz respeito a bactérias, refe-
re-se a capacidade de formar uma colénia (CFU ou unidade formado-
ras de colonias) em um meio nutriente apropriado para o crescimento
das bactérias. A viabilidade, em relacéo aos virus, refere-se a capaci-
dade de infectar e se reproduzir em uma célula hospedeira adequada,
resultando na formacédo de uma placa sobre uma camada de células
hospedeiras.

[0037] O termo "ambiente" ou condicbes a temperatura ambiente
sao aquelas em qualquer dado momento em um dado ambiente. Tipi-
camente, a temperatura ambiente do ambiente € 22 a 25C, a presséo
atmosférica ambiente, e a umidade ambiente é facilmente mensuravel
e variardo de acordo com a época do ano, o tempo e as condicbes
climaticas, altitude, etc

[0038] O termo "atividade de 4gua" ou "Aw", no contexto das com-
posicées de formulacdo em pé, refere-se a disponibilidade de agua, e
representa o estado de energia da agua de um sistema. E definida
como a pressédo de vapor de agua acima de uma amostra dividida pelo
gue a da 4gua pura a mesma temperatura. A agua destilada pura tem
uma atividade de agua de exatamente um ou Aw = 1,0.

[0039] O termo "umidade relativa" ou "HR" no contexto da estabili-
dade durante o armazenamento refere-se a quantidade de vapor de
agua no ar, a uma dada temperatura. A umidade relativa é geralmente
menor do que a necessaria para saturar 0 ar e expressa em porcenta-
gem de umidade de saturagéo.

[0040] O termo "a seco" e as variacbes dos mesmos referem-se a
um estado fisico que esta desidratado ou anidro, liquido, ou seja subs-
tancialmente inexistente. Inclui, por exemplo, secagem, secagem por

atomizacao, secagem em leito fluidizado, secagem por congelacao e
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secagem a vacuo.

[0041] O termo "liofilizagdo" ou secagem por congelacao refere-se
a preparacdo de uma composicao seca em forma de uma congelacao
rapida e desidratacdo no estado congelado (por vezes referido como
sublimacéo). A secagem por congelacao é realizada a uma temperatu-
ra que resulta na cristalizacdo dos polimeros. Este processo pode rea-
lizar-se sob vacuo, a uma pressdo suficiente para manter o produto
congelado, de preferéncia inferior a cerca de < 0,26 KPa (2000mTorr).
[0042] O termo "secagem primaria" ou " secagem liquida", no que
diz respeito aos processos descritos no presente documento, refere-se
a secagem de desidratacdo que ocorre a partir do momento da des-
congelacdo das particulas congeladas para o ponto onde comeca as
secagens secundarias. Tipicamente, a maior parte da secagem prima-
ria é realizada por meio da evaporacdo extensiva, enquanto que a
temperatura do produto manteve-se significativamente mais baixas do
gue as temperaturas da fonte de calor. Este processo pode realizar-se
sob vacuo, a uma pressao suficiente para manter o produto desconge-
lado, de preferéncia superior a cerca de > 0,26 KPa (2000 mTorr).
[0043] O termo "secagem secundaria”, no que diz respeito aos pro-
cessos descritos na presente invencao, refere-se a um etapa de seca-
gem que tem lugar a temperaturas superiores a temperaturas de conge-
lacdo da formulacdo e perto da temperatura da fonte de calor. Este
processo pode realizar-se sob vacuo, a uma pressao suficiente para
reduzir a atividade da agua de uma formulacéo, de preferéncia menos
de cerca de < 0,13 KPa (1000mTorr). Em um processo de formulagao
tipica de secagem, uma etapa de secagem secundaria reduz a ativi-
dade da 4gua da formulacdo a um nivel de Aw de 0,3 ou menos.

[0044] As composicfes e os métodos de secagem da presente
invencao resolvem o problema de proporcionar um custo eficaz e in-

dustrialmente escalavel das formulacGes congeladas ou secas conten-
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do materiais bioativos sensiveis, tais como peptideos, proteinas, hor-
monas, acidos nucleicos, anticorpos, farmacos, vacinas, levedura, bac-
térias, virus e / ou suspensdes de células, com um tempo de vida sig-
nificativamente prolongada, no estado seco. A presente invencao pro-
porciona uma composicdo e um método de preservacdo de secagem
gue compreende um material biolégico rodeado por uma estrutura vi-
trea amorfa de compostos altamente sollveis. O processo de conge-
lamento e secagem compreende: a mistura do material biolégico e a
composicdo de uma pasta liquida, congelacdo snap da referida com-
posicdo da pasta em nitrogénio liquido com a finalidade de formar go-
ticulas, cordas ou contas, de purgar as particulas congeladas sob alto
vacuo, seguido por meio da secagem do material bioativo, em uma
formacao de vidro de acuUcar por meio da evaporacdo da umidade sob
um regime de presséo reduzida enquanto o fornecimento de calor a
COMpOSIgao.

[0045] A presente invencdo é baseada na descoberta notavel de
gue os materiais bioldgicos podem ser protegidos na estrutura vitrea,
enquanto retendo a atividade substancial. Quando o material bioldgico
€ combinado com a mistura de composicdo e seco sob vacuo, de
acordo com a presente invencao uma estabilidade superior foi realiza-
da durante tempo prolongado de exposicao a temperatura e as condi-
¢cOes de umidade dura. A presente invencao inclui as composicées que
contém um material biolégico, uma mistura de carboidratos sollveis e
de vidro aumentando os sais de &cidos carboxilicos. As composicdes
da presente invencédo séo inerentemente diferentes na sua estrutura
fisica e a funcdo das composi¢cdes ndo-viscosas ou concentradas acu-
caradas que foram simplesmente secos sob um processo de secagem
tipico. Por exemplo, a Patente U.S. No. 6.919.172 descreve uma com-
posicdo em pd na forma de aerossol para administracdo pulmonar, a

gual contém uma mistura de carboidratos diferentes e citrato de sédio.
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No entanto, a composi¢cao descrita na patente de invencdo nédo tem o
composto adicional protéico que é essencial para a estabilidade e para
a formacéo de uma estrutura desejavel fisica durante a secagem de
solu¢cBes com alta concentracdo de acucares. A composicdo descrita
nesta patente também carece de viscosidade ou estrutura de hidrogel,
0 que permite uma secagem eficiente de solucdo descongelada ou
descongelada para a formacéo de vidro reforcada. Em contraste, o
processo de composicdo e de secagem da presente invencao ultra-
passa todos estes problemas simultaneamente, atingindo uma estabi-
lidade superior do material biolégico.

[0046] A estrutura vitrea reforcada foi geralmente conseguida na
técnica anterior por meio da formacao de espuma ou por meio da ebu-
licAo da soluc&o sob vacuo, a fim de facilitar a secagem eficaz. A eta-
pa de formacéo de espuma, geralmente resultou em uma extensa ebu-
licAo e erupcdo da solugcdo que € uma consequéncia inevitavel da se-
cagem de uma solucdo nao congelada, e, como resultado, apenas
uma capacidade de carga muito baixa de solucdo em um frasco ou um
recipiente pode ser conseguida (vide, por exemplo, Patente U.S. No.
6.534.087, em que a espessura da espuma final, o produto € inferior a
2 mm). As composicdes e os métodos de secagem da presente inven-
cao evitam a formacao de espuma e de ebulicdo da formulagao permi-
tindo a carga muito mais elevada de material de secagem por zona e,
como resultado, pode ser facilmente dimensionado para a producdo de
grandes quantidades de material, sem a utilizagdo de vasos e bande-
jas ou equipamentos especificamente projetados.

[0047] Uma ampla variedade de materiais biol6gicos pode ser utili-
zada com a composicdo da presente invengcdo com a finalidade de
formar o meio de preservacdo aquoso da presente invencado. Este
meio de preservacado pode entdo ser submetido aos processos de se-

cagem da presente invencao para fazer um po6 seco estavel de materi-
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al biologico. Estes materiais bioldgicos, incluem, sem limitacdo: enzi-
mas, tais como enzimas pancreaticas, lipases, amilases, proteases,
fitase, lactato desidrogenase ; proteinas, tais como insulina ; vacinas ;
virus, tais como adenovirus, células, incluindo células procarioticas
(incluindo bactérias) e células eucarioticas, outros materiais biologicos,
incluindo farmacos, acidos nucleicos e vesiculas de lipideos.

[0048] As bactérias probidticas tém sido mostrados para beneficiar
particularmente a partir das composicdes e os métodos de secagem
da presente invencdo. O p6 seco estavel probidtico € preparado de
acordo com as composicoes e métodos da presente invencéo, incluin-
do as misturas frescas, congeladas ou secas culturas de bactérias
probidticas com uma mistura de carboidratos e de vidro, melhorando
0S compostos congelacao de encaixe a formulagdo viscosa em nitro-
génio liquido, com a finalidade de formar gotas soélidas congeladas,
cordas ou granulos, e secagem a vacuo inicialmente por meio da apli-
cacado de pressao de vacuo suficiente para purgar e estabilizar a estru-
tura das particulas congeladas, aumentando a temperatura de formu-
lacdo acima da temperatura de congelacdo e fornecimento de uma
fonte de calor de 20C e mais elevada a fim de faci litar a remoc¢ao da
agua primaria . Mantendo a temperatura da formulacédo acima do pon-
to de congelacéo, pode ser realizado ajustando a pressao de vacuo e
por meio da conducdo de calor para a formulagdo. Para completar o
processo de secagem e reduzir ainda mais a atividade da agua da
formulacdo abaixo de Aw de 0,3 ou inferior, uma etapa de secagem
secundaria € aplicada a pressdo de vacuo maximo e a temperatura
elevada de até 70C. Tal composi¢cao pode manter-se estavel em con-
dicbes de armazenamento adversas, tais como 40C e 33 % HR du-
rante 60 dias ou mais.

Preparacdo das composicoes

[0049] A composicao para a preparacao de po congelado ou seco
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estavel de materiais biolégicos, de acordo com a presente invencao,
incluem uma mistura de carboidratos e reforcador de vidro. Esses ma-
teriais, quando misturado com os granulos de materiais bioativos pre-
feridos formam cadeias ou goticulas em nitrogénio liquido e podem ser
eficientemente secos em uma estrutura amorfa vitreo de acordo com
0s métodos da presente invengao e para proporcionar grandes quanti-
dades de composicdes estaveis secas de armazenagem e administra-
cao do referido material bioativo (vide Figura 1 - para observacoes fisi-
cas e atividade da agua (Aw) de formulacdo diferente apds a seca-
gem). A mistura de carboidratos proporciona uma estabilidade estrutu-
ral para a formulacdo e / ou fisico-quimicas dos beneficios protetores
nos materiais bioativos e evita ou reduz os efeitos adversos apos a
reconstituicdo ou a re-hidratacéao.

[0050] A fracdo de polissacarideo da mistura de carboidratos pode
proporcionar a viscosidade da formulacdo para o espessamento e um
melhor controle sobre as propriedades de formulacdo de densidade
sob a presséo de vacuo e um aumento da resisténcia estrutural para a
formulacdo das composicdes secas da presente invencédo. Os polissa-
carideos preferidos, em particular para 0s organismos Vvivos, S0 go-
mas sollveis em agua, devido a sua carateristica distintiva com a fina-
lidade de formar gel viscoso a temperaturas moderadas. As gomas de
determinada concentracdo também foram encontradas para estabilizar
eficazmente a estrutura de formulacdo sob vacuo, proporcionando a
viscosidade e a densidade adequada para a formulacdo e permitindo
uma secagem eficaz da formulacdo durante a etapa de secagem pri-
maria de liquido a uma viscosidade especifica. Determinadas gomas
podem também formar hidrogel por meio da ligacao cruzada com cati-
ons bivalentes ou multivalentes (por exemplo, alginatos, pectinas, qui-
tosano) ou por meio da temperatura ou por meio das alteracGes de pH

(por exemplo, gelatinas, CMC, PAC, goma de gelano). As solucdes
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hidrogelificadas iriam evitar problemas associados com a secagem em
vacuo de solucBes congeladas.

[0051] A fracdo de dissacarideo em uma mistura de carboidratos
inclui varios acgucares e alcoois de acgucar. O dissacarideo preferido é
um que nao cristalize e / ou danifique ou desestabilize o material bio-
logicamente ativo na formulagcdo, a temperaturas de congelacao (por
exemplo, menor do que -209C) e durante a rem o¢do de agua. Por
exemplo, o material bioativo pode ser fisicamente incorporado no vidro
formando acucares, tais como sacarose, lactose ou trealose com a fi-
nalidade de promover a retencdo da estrutura molecular durante o
processo de secagem e conferir rigidez estrutural a matriz amorfa, no
estado seco. Um dissacarideo apropriado seria eficazmente para
substituir a 4gua de hidratacdo perdida durante a secagem, para evitar
danos as membranas celulares e desnaturacdo de enzimas (vide revi-
sdo por Crowe et al., 1998). Outras funcdes do dissacarideo na com-
posicdo podem incluir proteger o bioativo material de exposicao a luz
nociva, o oxigénio, os agentes oxidantes e umidade. Um dissacarideo
apropriado deve dissolver prontamente em uma solugéo. A trealose é
um protetor particularmente atraente porque € um dissacarideo nao
redutor encontrado em plantas e organismos vivos (por exemplo, bac-
térias, fungos e invertebrados, tais como insetos e nematodes) que
permanecem em um estado de dorméncia, durante os periodos de se-
ca. A trealose tem mostrado ser um protetor eficaz para uma varieda-
de de materiais biolégicos, incluindo as proteinas e outras macromolé-
culas biologicas, tais como enzimas, soro, anticorpos, antigénios e
componentes de vacina (Sanchez et al., 1999, Intl. J. Pharm. 185, 255
a 266 ; Esquisabel et al, 1997, J. Microencapsulation, 14, 627 a 638).
Em alguns casos, pode ser benéfico incluir dois ou mais diferentes
dissacarideos, tais como uma mistura de sacarose e trealose a inibir a

formacao de cristais, com a finalidade de melhorar a estabilidade da
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formulagdo em p6 de material bioativo, em condi¢cdes de armazena-
gem durante periodos de tempo prolongados e para reduzir custos.
[0052] A fracdo de oligossacarideo na mistura de carboidratos in-
clui inulina, maltodextrinas, dextranos, fruto-oligossacarideos (FOS),
galacto-oligossacarideos (GOS), manana-oligossacarideos (MOS) e
suas combinacdes. Os oligossacarideos mitigam varios problemas as-
sociados com a utilizacdo de trealose sozinha como um protetor para
uma variedade de materiais bioldgicos preservados. Embora muito efi-
caz para proteger o material biolégico durante a desidratacdo e re-
hidratac&o, trealose sozinha como um estabilizador ndo proporciona a
estabilidade de armazenamento desejavel, por meio de periodos de
tempo prolongados, especialmente a temperaturas elevadas e / ou em
ambientes Umidos. Este problema foi resolvido na presente invencao
com a adicao de oligossacarideos, de preferéncia, a inulina, a mistura
de carboidratos.

[0053] A razdo de massa preferida dos sacarideos na mistura de
carboidratos € 10 : 0.1 a4 : 0.1 a 2 dissacarideos / oligossacarideos /
polissacarideos e, mais preferencialmente, em que a propor¢cdo em
peso de dissacarideos / oligossacarideos / polissacarideos € de cerca
de 10:0.2: 0,1 acercade 10 : 02 : 01. De preferéncia, a mistura de
carboidratos compreende, em porcentagem em peso, de matéria seca
total, 10 a 90 % fr dissacarideos, 1 a 10 % de oligossacarideos e 0,1 a
10 % de polissacarideos.

[0054] Os intensificadores de vidro da estrutura da presente inven-
céo incluem os sais de &cidos organicos tais como acido lactico, acido
ascorbico, acido maleico, &cido oxalico, acido maldnico, &cido malico,
acido succinico, acido citrico, acido glucénico, acido glutamico, e simi-
lares. Os sais podem incluir cations tais como sédio, potassio, célcio,
magneésio, sais de tampao, tampédo de fosfato e similares. Os exem-

plos incluem o citrato de sédio, lactato de sodio, maleato de sddio, glu-
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conato de magnésio, ascorbato de sddio, ascorbato de potassio, sais
de fosfato tamponado e similares. Geralmente, os anions multivalentes
formam vidros mais facilmente com uma Tg mais elevada do que os
anions monovalentes. O anion preferido tera uma Tg elevada solubili-
dade e suficiente para inibir a cristalizagéo e, dessa maneira, formar
uma estrutura robusta vitreo. Em alguns casos, as misturas de sais
organicos podem ser Uteis (por exemplo, citrato de sddio e ascorbato
de sodio). O citrato de sddio foi encontrado para interagir com 0s gru-
pos hidroxila da molécula de acucar e colagem forma, através dos
seus grupos carboxila, que resulta em um aumento dramatico da tem-
peratura de transicdo vitrea de sacarose vitrificada (Kets et al., 2004.
Citrate increases glass transition temperature of vitrified sucrose prep-
arations Cryobiology, 48 : 46 a 54). O citrato de s6dio € um aditivo ali-
mentar comum afirmado como GRAS (21 CFR 184,1751 - citrato de
sédio). As funcdes adicionais do citrato de sddio, nas composicdes es-
tdo associadas com as suas mudancas de capacidade de tampona-
mento e impedindo mudancas drasticas no pH do meio liquido durante
a congelacao, o que pode conduzir a desnaturacédo da proteina de ser
liofilizada.

[0055] Outros intensificadores de vidro adequados que séo inclui-
dos na composicao, para aumentar ainda mais a estabilidade incluem
proteinas, hidrolisados de proteinas, polipeptidos e aminoacidos. De
preferéncia, a caseina ou ervilha e, mais preferivelmente, caseina hi-
drolisada ou hidrolisados de proteinas de ervilha, sao utilizados. O
termo "proteina hidrolisada" refere-se a proteina que tenha sido sub-
metido a acido ou hidrolise enzimatica parcial ou completo, para se
obter um hidrolisado de proteinas com um peso molecular de cerca de
1 kDa e cerca de 50 kDa. De preferéncia, pelo menos 20 % do subs-
trato proteina é convertido em peptideos com massas moleculares de

200 a 2000 daltons. A proteina hidrolisada tem aproximadamente a
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mesma composicdo de aminoacido como a proteina total e pode ser
obtida a partir de qualguer nimero de fontes comerciais. Sendo hipoa-
lergénico, a proteina hidrolisada pode vantajosamente ser usada em
determinado alimento para os consumidores Hiper sensiveis, tais co-
mo criangas e idosos.

[0056] A gquantidade de intensificadores de vidro utilizada na com-
posicdo variara dependendo da composicao global e as suas condi-
¢cOes de armazenagem de secagem pretendidas. Geralmente, a razéao
molar dos intensificadores de vidro para os carboidratos totais seréao
de cerca de 0,01 a cerca de 0,3. Uma composicao preferida compre-
ende uma razdo molar de cerca de 0,1 a 0,2.

[0057] Uma composicao preferida compreende de cerca de 0,5 %
a cerca de 90 % de um componente de carboidrato incluindo pelo me-
nos um di-, oligo- e poli-sacarideos e um componente de proteina que
compreende cerca de 0,5 % a cerca de 40 % de uma proteina hidroli-
sada. Mais preferivelmente, a composi¢cdo compreende cerca de 30 %
a cerca de 70 % do componente de carboidrato e cerca de 10 % a cer-
ca de 40 % de um componente melhorador de vidro tal como uma pro-
teina de proteina hidrolisada e acido carboxilico, em que o componen-
te carboidrato compreende cerca de 10 % a 90 % e mais preferivel-
mente de cerca de 40 % a 80 % de um dissacarideo ; cerca de 1 % a
cerca de 10 % e mais preferivelmente de cerca de 5 % a 10 % de um
oligosacarideo, e cerca de 0,1 a cerca de 10 % e mais preferivelmente
de cerca de 5 % a cerca de 10 % de um polissacarideo. A composi¢cao
compreende ainda um sal de um acido orgéanico, que € considerado
como um outro componente intensificador de vidro e compreende en-
tre cerca de 0,5 % e 20 % de acido carboxilico, com base no peso total
da composicao.

[0058] A solucao contendo o material biolégico e a composi¢éo de

estabilizac&o da presente invencéo pode incluir uma quantidade subs-
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tancial de sélidos totais (constituintes menos o solvente, tal como
agua), a partir de cerca de 20 % a cerca de 60 %, de preferéncia cerca
de 30 a 50 % por cento em peso. A maior parte dos sélidos totais pode
consistir no material bioativo, a mistura de carboidratos e os intensifi-
cadores de vidro. Por exemplo, o material bioativo pode estar presente
na formulacdo em uma concentracdo que varia entre cerca de 5 % e
30 % p / v, preferivelmente cerca de 10 a 20 % p / v. A massa em peso
da mistura de composicdo no meio de cultura é, tipicamente, entre
cerca de 10 % e cerca de 60 %, de preferéncia cerca de 20 a 40 %. A
viscosidade das formulacdes da presente invencao € tipicamente mai-
or do que 1000 centipoise (cP), mais preferivelmente, superior a 5000
cP, e mais preferivelmente superior a 10000 cP.

METODOS DE PREPARACAO DE FORMULACOES ESTAVEIS A
SECO

[0059] Diversas técnicas de secagem podem ser eficazmente usa-

das para secar a composicdo. Estes métodos, ao passo que menos
complicado e menos dispendioso do que a secagem ou secagem por
congelacdo a vacuo,sdao geralmente mais destrutivos para materiais
biolégicos. Muitos materiais biologicos tém maior tendéncia a mudan-
cas conformacionais grosseiras e reacdes indesejadas, quando pre-
servados utilizando métodos que tém lugar a temperatura ambiente ou
mais elevada do que quando o processo de secagem por congelacao
ou secagem por atomizacdoé utilizado. Como resultado, mesmo quan-
do os agentes protetores conhecidos presentemente sao utilizados, a
atividade de muitos materiais bioldgicos re-hidratados é insatisfatorio
no seu préprio direito, e significativamente menor do que se preserva-
do por secagem a baixas temperaturas.

[0060] Os métodos preferidos para a preparacao de formulacdes
estaveis secas contendo materiais bioativos incluem: (1) preparacéo

de uma formulacdo de pasta fluida viscosa, misturando o material bi-
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oativo com a composicao da presente invencdo em uma solucao
aquosa, (2) congelamento snap da formulacéo da pasta fluida de mo-
do a formar as particulas sélidas congeladas, (3) opcionalmente, sub-
metendo a particula congelada a pressédo de vacuo elevada para um
curto periodo de tempo para eliminar as particulas e estabilizar a sua
estrutura, (4) a remocdo da agua por evaporacdo da umidade a uma
temperatura acima da temperatura de congelacdo de formulacao, (5)
continuar a reduzir a atividade da agua a formulagdo Aw inferior a 0.3
sob vacuo total e uma temperatura elevada.

[0061] Por exemplo, uma forma seca do material bioativo pode ser
formulada em uma solucéo ou pasta fluida contendo a mistura de pé
da composicéo. A mistura da composicao pode ser dissolvida em uma
solucdo aquosa quente com agitacao pura baixa, antes de resfriar e a
mistura com o material bioativo. O material bioativo, tal como virus ou
bactéria cultivada, pode ser concentrado e separado do meio de cultu-
ra por meio de centrifugacao ou filtracdo antes de re-pasta fluida na
formulacdo. Alternativamente, a totalidade da agua da formulacdo é
fornecida no liquido do material concentrado biolégico. A pasta fluida é
mantida a uma temperatura ligeiramente acima da temperatura ambi-
ente e a mistura de composicao de p6 seco € adicionada lentamente a
pasta fluida (25C a 40C) quente contendo o materi al biolégico. A
pasta fluida € agitada suavemente em um misturador planetario até
gue todos os componentes estdo completamente dispersos ou dissol-
vidos e a pasta fluida uniforme é obtido.

[0062] A solucao viscosa pode ser seguida de ligacao cruzada de
modo a formar um hidrogel (dependendo das propriedades de polissa-
carideos) pela adicdo de ions de metal ou de alterar a temperatura ou
pH da pasta fluida e, em seguida, seca de acordo com os métodos de
secagem da presente invencdo. De uma maneira alternativa, a pasta

fluida pode ser snap-congelada por meio da congelacao através de um
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bico, gotas ou injetaveis em gelo seco ou banho de nitrogénio liquido,
com a finalidade de formar particulas soélidas ou cordas pequenas de
goticulas ou granulos. As particulas soélidas congeladas podem ser
armazenadas em um congelador entre -30C e -80C pa ra posterior
utilizacdo como um produto estavel congelada ou até a secagem. O
método de secagem preferido é a secagem de vacuo, onde a tempera-
tura do produto seja mantida ligeiramente acima da sua temperatura
de congelacdo. As goticulas ou granulos congelados sdo colocados
em tabuleiros com uma capacidade de carga de cerca de 0,1 kg / pé
guadrado a cerca de 1,5 kg / sq pés e seco de acordo com o método
da presente invencédo. De preferéncia, o processo de secagem € inici-
ado por uma curta etapa de purga, a qual permite o produto de aclima-
tacdo a temperatura inicial e da estrutura das particulas congeladas
para relaxar e estabilizar o excesso de ar e desgaseificada. Tipicamen-
te, a etapa de purga leva entre 1 e 60 minutos, dependendo da visco-
sidade do produto e carregamento na bandeja. As contas ou particulas
devem permanecer sob uma forma soélida congelada durante a etapa
de toda a purga. A temperatura do produto é, entdo, trazida para aci-
ma da sua temperatura de congelacao e a etapa de secagem primaria,
seguida até toda a agua livre ser evaporada a partir do produto. Uma
vez que a temperatura da formulacao atingiu a temperatura desejada,
o calor é ajustado para manter a temperatura e a etapa de secagem
primaria liquida por evaporacdo é progredia. Neste etapa, a formula-
cado é ja descongelada e a evaporacdo de agua acelerou ocorrendo
sem fervura ou a formacdo de espuma. O processo de secagem €
completado com uma fase de secagem adicional secundaria em vacuo
méaximo e temperatura elevada.

[0063] Os métodos tipicos do estado da técnica envolvem a for-
macao de espuma extensa e / ou salpicos de ebulicao violenta e que

podem ser prejudiciais para os agentes bioldgicos sensiveis e causam
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dificuldades para a escala industrial até a capacidade de carregamento
elevada (vide, por exemplo, Patente U.S. No. 6.534.087, em que a
presséo aplicada em vacuo resulta na ebuli¢do violenta e na formacéao
de espuma). No entanto, as composicées e os métodos atuais evitam
a ebulicdo ou a formacao de espuma da formulacdo ao conseguir uma
taxa significativamente mais rapida de secagem e permitindo uma ele-
vada capacidade de carregamento da formulacdo. Além disso, uma
desgaseificacdo completa e eficiente de pasta fluidas viscosas liquidas
é dificil e pode exigir um longo periodo de tempo. Estes obstaculos
foram todos resolvidos na presente invencéao, utilizando uma composi-
cdo adequada que permita um eficaz secagem liquido primaria que
forma uma estrutura vitrea, sem qualquer ponto de ebulicdo e forma-
cao excessiva de espuma. O carregamento de particulas sélidas con-
geladas em um tabuleiro como se opde a pasta fluida ou xarope visco-
SO permite que a capacidade de carga muito mais elevada por seca-
gem em tabuleiros de area foi produzido de acordo com a técnica an-
terior.

[0064] Em um exemplo preferido da presente invencao, o material
biolégico sdo os meios de cultura concentrados probioticas vivos. A
mistura da composicdo em po6 contém, de preferéncia 1 a 4 % do algi-
nato de sddio de ou goma de gelano, 50 a 75 % da trealose, 1 a 10 %
de inulina ou FOS, 10 a 20 % de hidrolisados de proteina de, tal como
caseina, soro do leite, hidrolisado de soja, ervilha ou de semente de
algodado e 1 a 10 % de citrato de sédio ou ascorbato de sodio. A cultu-
ra de probidtico pode ser fresca, congelada ou seca ja sob a forma de
pd seco. A mistura é adicionada a composicdo dos meios de cultura
concentrados probidticas para trazer o teor de solidos da mistura de
solucdo a 40 a 60 % (p / p) e o pH ajustado para 6,5 a 7,5 com fosfato
ou ions de citrato. A solucdo é misturada a uma temperatura ligeira-

mente acima da temperatura ambiente (tipicamente entre 25T -37C)
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até que todos os componentes estejam completamente dissolvidos. A
pasta viscosa é gotejada em nitrogénio liquido, com a finalidade de
formar pequenas goticulas ou granulos que séo entdo removidos do
nitrogénio liquido, embalados em sacos e armazenadas em um conge-
lador a -80C até a secagem.

[0065] Um método tipico de secagem de bactérias probidticas vi-
vas incluem; espalhar as contas sélidas congeladas em tabuleiros com
uma camada uniforme de uma capacidade de carga entre 100 a 1500
g / m?2 e os tabuleiros sao colocados imediatamente em um liofilizador.
A pressdo de vacuo €, entdo, aplicada a cerca de *0,13 KPa (1000
mTorr) ou inferior e, dependendo do tamanho do secador por congela-
cao e do tipo de fonte de calor, a temperatura da prateleira ajustada
para manter as particulas de cerca de -20 a cerca de-30C. As contas
sélidas congeladas sédo permitidas para purgar durante cerca de 1 a
cerca de 60 minutos e de vacuo ajustado para entre 0,26 e 1,33 KPa
(2000 e 10000 mTorr) e transferéncia de calor aumentada para elevar
a temperatura da formulacéo a entre -10C e 0C. Es tas condi¢cbes de
temperatura e de pressdo de vacuo sdo mantidas durante a etapa pri-
maria de secagem de liquido, que pode durar entre algumas horas e
até 24 horas, dependendo do carregamento de bandeja. Em algum
momento durante o processo de secagem primaria, a taxa de evapo-
racdo de solvente e retarda a temperatura formulacdo comeca a au-
mentar devido ao excesso de fornecimento de calor na camara de se-
cagem. Este ponto indica o final da etapa de secagem principal na
presente invencdo. Como o solvente € conduzido para fora da formu-
lacdo, o vidro formando os compostos na solucao tornam-se mais es-
pesso e concentrado até se para de fluir como um liquido e formam
uma estrutura amorfa e / ou estavel vitrea.

[0066] Uma etapa de secagem secundaria é entdo seguida de va-

cuo e da temperatura maxima de formulacdo entre 30°C e 50<C. A fi-
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nalidade da etapa de secagem secundaria é remover a umidade re-
manescente aprisionada ou ligada e fornecer uma composicdo que é
estavel no armazenamento durante um periodo de tempo prolongado
a temperatura ambiente. A etapa de secagem secundaria pode durar
varias horas e o seu ponto final é quando a formulacdo é completa-
mente seca e a sua atividade de agua inferior a 0,3 Aw.

[0067] Os métodos de secagem da presente invencao resultam
em um material biologicamente ativo que € encerrado dentro de uma
estrutura amorfa vitreo, impedindo dessa maneira o desdobramento ou
a desnaturacdo de proteinas e retardando as interac6es moleculares
ou a reatividade cruzada, devido a mobilidade muito reduzida do com-
posto e outras moléculas na composicdo vitrea amorfa. Enquanto a
estrutura amorfa sdélida € mantida a uma temperatura abaixo, a sua
temperatura de transicdo do vidro e da umidade residual permanece
relativamente baixa (isto é, abaixo do nivel de Aw de 0,5), as bactérias
probidticas podem permanecer relativamente estaveis. Deve notar-se
gue a obtencdo de uma estrutura vitrea ndo é um pré-requisito para a
estabilidade a longo prazo, como alguns materiais biolégicos podem ir
melhor em um estado mais cristalino.

[0068] A estrutura seca vitrea pode ser usada em bloco, cortada
nas formas desejadas e tamanhos, ou esmagado e moido em um poé
de escoamento livre que proporciona um processamento a jusante fa-
cil como aglomeracdo Umida ou seca, granulacdo, formacédo de com-
primidos, a compactacéo, a peletizacdo ou por meio de qualquer outro
tipo de processo de entrega. Os processos para a trituragdo, moagem,
trituracdo ou pulverizacdo sdo bem conhecidos na técnica. Por exem-
plo, um moinho de martelo, um moinho de ar, um moinho de impacto,
em um moinho de jato, um moinho de pinos, um moinho de Wiley, ou o
dispositivo de fresagem podem ser semelhante utilizados. O tamanho

de particula preferido € inferior a cerca de 1000). Tm e de preferéncia
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inferior a 500

[0069] As composicdes e os métodos descritos na presente inven-
cao estabilizam o material biolégico e preservam a sua atividade du-
rante um periodo de armazenamento prolongado a temperatura ambi-
ente e umidade relativa acima. Por exemplo, as composi¢des sao tes-
tadas quanto a estabilidade, submetendo-as a uma temperatura ele-
vada (por exemplo, 40C) e alta umidade (por exempl 0, 33 % de HR) e
a medicdo da atividade bioldgica das formulacfes. Como exemplo pa-
ra as bactérias probidticas vivas, os resultados destes estudos de-
monstram que as bactérias formuladas nestas composicdes sdo esta-
veisdurante pelo menos 60 dias. A estabilidade é definida como o
tempo para uma perda de poténcia de log UFC / g. Tais formulactes
sdo estaveis mesmo quando as concentracfes elevadas do material
biologicamente ativo séo utilizados. Dessa maneira, estas formulacoes
sao vantajosas na medida em que podem ser transportadas e arma-
zenadas a temperaturas iguais ou superiores a temperatura ambiente
por longos periodos de tempo.

EXEMPLOS

[0070] Os exemplos seguintes sédo apresentados para ilustrar, mas
nao limitar a invencéo reivindicada.

Exemplo 1
Preparacdo da composicdo seca e estavel

Mistura de Carboidratos Basicos

[0071] Cerca de 70 g de trealose (Cargill Minneapolis, MN), a cer-
ca de 5 g de inulina instantanea (Cargill Minneapolis, MN) e cerca de 3
g de alginato de sddio (ISP Corporation, Wayne, NJ) foram uniforme-
mente misturados na forma seca.

Mistura basica de intensificadores vitreos

[0072] Cerca de 17 g de hidrolisado de caseina ou de hidrolisado

de ervilha (ultra-hidrolisados filtrados, Marcor, Carlstadt, NJ) e 5 g de

Peticao 870180039659, de 14/05/2018, pag. 34/55



32/43

citrato de sddio ou ascorbato de sddio (Sigma, St. Louis, MO) foram
uniformemente misturados na forma seca.

Estabilizacdo de bactérias probioticas

[0073] Concentrado fresco de Latobacillus rhamnosus. (100 ml a
10 % de sélidos, de uma maneira direta a partir da colheita de fermen-
tacao) foi adicionada em um misturador e mantida a 35C. Cerca de 78
g de mistura de carboidratos de base e cerca de 22 g da mistura de
base de intensificador de vidro foram lentamente adicionados a cultura
de probidtico e mistura foi realizada a 35C durante 10 minutos. A pas-
ta fluida viscosa foi em seguida transferida para um recipiente que tem
uma parte inferior perfurada e deixada gotejar para um banho conten-
do nitrogénio liquido. As contas foram entdo removidas do nitrogénio
liquido e imediatamente transferidas para a secagem.

Secagem dos granulos congelados contendo as bactérias probioticas

[0074] Os granulos congelados foram espalhados em uma bande-
ja com uma capacidade de carga de 200 pés g / sg e imediatamente
colocados em uma prateleira em um liofilizador (SRC Model 25, Virtis,
Gardiner, NY). O vacuo foi entdo ajustado para entre 0,26 a 0,35 KPa
(2000 a 2700 mTorr) e temperatura da prateleira elevada a 30C. Es-
tes ajustes de pressdo e temperatura foram mantidos sob vacuo du-
rante 5 horas. Opcionalmente, a temperatura dos granulos congelados
foi aclimatada a cerca de -20C antes de se iniciar a secagem primaria
liquidos por meio da aplicacdo de uma pressdo de vacuo a cerca de
0,13 KPa (1000 mTorr) e permitindo que os granulos solidos congela-
dos viessem a purgar durante cerca de 10 minutos. A etapa de seca-
gem primaria foi seguida por meio do ajustamento da pressao de va-
cuo a entre 0,26 a 0,35 KPa (2000 a 2700 mTorr) e temperatura da
prateleira elevada a 30<C. Estes ajustes de pressao e temperatura fo-
ram mantidas sob vacuo durante 5 horas. A etapa de secagem secun-

daria foi seguida em vacuo completo 0,02 a 0,026 KPa (150-200
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mTorr) e a temperatura da prateleira mantida entre 30C e 50C, duran-
te 3 horas adicionais. A formulacao foi completamente seca e a sua ativi-
dade de agua medida por um instrumento Awl Hygropalm (Rotonic Ins-
trument Corp, Huntington, NY.) A Aw = 0,23.

EXEMPLO 2

[0075] A estabilidade de armazenamento das bactérias probioticas

secas
[0076] A Figura 1 mostra a estabilidade ao armazenamento sob
duas diferentes condi¢cdes de armazenagem aceleradas de 40C e 33
% RH e 30T e 43 % HR de secas estaveis bactérias p robioticas a
partir do Exemplo 1 e bactérias probidticas secas comercialmente dis-
poniveis (Culturelle, Amerifit, Inc., Cromwell, T). As bactérias probioti-
cas comerciais perderam completamente a sua viabilidade dentro das
primeiras semanas sob as condicbes de armazenagem aceleradas,
enguanto que a composicao seca das bactérias probidticas da presen-
te invencado perdeu apenas 1,18 logs apos 60 dias a 30C e 43 % RH
e apenas 1,09 toras a 40C e 33 % RH.

EXEMPLO 3

[0077] Producdo em escala de crescimento da composicao a seco

e estavel contendo bactérias probiodticas Latobacillus rhamnosus.

[0078] Latobacillus rhamnosus (400 g de concentrado congelado a
partir de uma fonte comercial) foi descongelado a 37C em um mistu-
rador planetario duplo encamisado (DPM, 1 gt, Ross Engineering, Inc.
Savannah, GA) e o teor de sélidos ajustado para 10 % de sélidos em
peso de agua destilada). Cerca de 212 g de trealose (Cargill Minnea-
polis, MN), a cerca de 20 g de inulina instantanea (Cargill Minneapolis,
MN), a cerca de 12 g de alginato de sédio (ISP Corporation, Wayne,
NJ), a cerca de 136 g de hidrolisado de caseina (hidrolisados ultra fil-
trados, Marcor, Carlstadt, NJ) e cerca de 20 g de ascorbato de sédio

(Sigma, St. Louis, MO) foram uniformemente misturados na forma se-
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ca. A mistura de pos foi lentamente adicionada a cultura de probidtico
e mistura foi realizada a 40 RPM e 37T durante 10 minutos. A pasta
fluida foi entdo transferida para um recipiente que tem uma parte infe-
rior perfurada e deixada escorrer para um banho contendo nitrogénio
liquido. As contas foram entdo removidas do nitrogénio liquido, colo-
cadas na bolsa de aluminio seladas frustradas e armazenadas em um
congelador a -80C durante varias semanas.

[0079] Para a secagem, os granulos foram congelados uniforme-
mente distribuidos em tabuleiros com uma capacidade de carga vari-
ando de 500 até 1500 g / m2 e os tabuleiros colocados em prateleiras
de um liofilizador (Modelo 25 SRC, Virtis, Gardiner, NY). A etapa de
secagem principal de liquido foi iniciada com a finalidade de ajustar a
pressdo de vacuo a entre 0,26 a 0,35 KPa (2000-2700 mTorr) e tem-
peratura do produto elevada e estabilizada entre -10 e -5T. Ao longo
do tempo (cerca de 10-16 h) a temperatura do produto aumentou para
cerca de 20 a 25C de altura em que uma etapa de se cagem secunda-
ria iniciou no vacuo maximo 0,02 a 0,026 KPa (150 a 200 mTorr) e a
temperatura do produto manteve-se entre 30 a 40C d urante adicional
de 14 horas. A formulacao foi completamente seco e a sua atividade
de agua medida a 0,23 Aw.

EXEMPLO 4

[0080] Producdo em escala de crescimento da composi¢ao seca

estavel, contendo bactérias probiéticas Bifidobacterium lactis.

[0081] Bifidobacterium lactis (400 g de concentrado congelado a
partir de uma fonte comercial) foi descongelado a 37C em um mistu-
rador planetario duplo encamisado (DPM, 1 gt, Ross Engineering, Inc.
Savannah, GA.). Cerca de 212 g de trealose (Cargill Minneapolis, MN),
a cerca de 20 g de inulina instantanea (Cargill Minneapolis, MN), a
cerca de 12 g de alginato de sédio (ISP Corporation, Wayne, NJ) e

cerca de 20 g de ascorbato de sodio (Sigma, St. Louis, MO) foram uni-
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formemente misturados na forma seca. A mistura de pos foi lentamen-
te adicionada a cultura de probidtico. Cerca de 136 g de hidrolisado de
ervilha (ultra-hidrolisados filtradas, Marcor, Carlstadt, NJ) foi dissolvido
em 80 g de agua destilada e a mistura foi aquecida brevemente em
microondas ou em banho-maria a 60C até a dissolucd o completa e
depois resfriada até cerca de 35C. A mistura seca em po e a solucao
qgue contém hidrolisado de proteina de ervilha foram adicionados ao
concentrado e a mistura probidtica foi realizada a 40 RPM e 37<C du-
rante 20 minutos. A pasta fluida foi entdo transferida para um recipien-
te que tem uma parte inferior perfurada e deixada escorrer para um
banho contendo nitrogénio liquido. As contas foram entdo removidas
do nitrogénio liquido, colocado na bolsa de aluminio selada frustrado e
armazenada em um congelador a -80C durante varias semanas.
[0082] Para a secagem, as contas congeladas foram uniforme-
mente distribuidas em tabuleiros com uma capacidade de carga de
800 g / m2 e os tabuleiros colocados em prateleiras de um liofilizador
(SRC Model 25, Virtis, Gardiner, NY). A etapa de secagem principal de
liquido foi iniciada ajustando a pressao a vacuo entre *0,26 a 0,35 KPa
(2000 a 2700 mTorr) e temperatura do produto elevada e estabilizada
entre -10 e -5C. Ao longo do tempo (cerca de 10 a 16 h) a temperatu-
ra do produto aumentou para cerca de 20 a 25€C altura em que uma
etapa de secagem secundaria iniciou no vacuo maximo 0,02 a 0,026
KPa (150 a 200 mTorr) e a temperatura do produto manteve-se entre
30 a 40T durante adicional 14 horas. A formulacdo foi completamente
seca e a sua atividade de agua medida a 0,23 Aw.

EXEMPLO 5

[0083] A preparacédo de uma formulacéo de hidrogel contendo as

bactérias probidticas Bifidobacterium lactis :
[0084] A pasta fluida concentrada de probiético Bifidobacterium

lactis é preparada de acordo com o Exemplo 1. Para a formulacdo ba-
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sica, 0,5 g de fosfato dibasico de célcio é adicionado, seguido por 0,5
g de gluconolatona. A pasta fluida é deixada endurecer a temperatura
ambiente durante as 2 horas seguintes, com a finalidade de formar um
hidrogel sdlido. O gel firme é cortado para fios finos e longos, usando
um cortador disponivel comercialmente / triturador. As linhas finas sédo
de uma maneira direta carregadas sobre tabuleiros em forma amida ou
snap-congelados em nitrogénio liquido e carregadas sobre uma ban-
deja com uma capacidade de carga de 500 pé g/sq e colocados em
um secador por congelacdo para a secagem, tal como descrito no
Exemplo 3. A atividade de 4gua (Aw) da formulacao é de 0,05 (medida
por HygroPalm Awl, Rotonic Huntington, NY). A formulagdo é ainda
seca a po fino usando um equipamento de moagem padrdo martelo e
peneirado através de telas de 50 a 250 micra.

EXEMPLO 6

[0085] A otimizacdo da relagcdo molar entre os intensificadores de

vidro e mistura de carboidratos

[0086] Véarias composic¢des contendo diferentes propor¢des mola-
res de intensificadores de vidro e a mistura de carboidratos foram pre-
parados de acordo com o Exemplo 1. Um concentrado da cultura da
bactéria probidtica L. paracasei foi obtido a partir de uma fonte comer-
cial e preparado de uma composicao seca, como descrito no Exemplo
1, exceto que a mistura foi imediatamente carregada em tabuleiros em
forma Umida, sem pressdo de congelacdo e as etapas de purga. A
pasta fluida foi seca em fases primaria e secundaria, tal como descrito
nos Exemplos 1 e 3, excepto que a temperatura da prateleira foi au-
mentada para 40C durante as fases primarias e secu ndarias de seca-
gem. O po6 estavel foi submetido a condicbes de armazenagem de
aceleracao a 37C e 33 % HR durante 84 dias. A Figura 2 mostra o
efeito de varias razbes molares na estabilidade das bactérias secas.

Os resultados sugerem que a propor¢ado molar éptima entre os intensi-
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ficadores de vidro e a mistura carboidratos é de cerca de 0,12 a 0,15.
EXEMPLO 7
[0087] Efeito da composicdo da presente invencao sobre a estabi-

lidade de armazenamento das bactérias probidticas Latobacillus aci-
dophilus

[0088] Uma composicao que contenha a mistura de carboidratos e
a mistura de intensificadores de vidro tal como descrito no Exemplo 1
foi preparado. A cultura concentrada de bactérias probidticas de L.
acidophilus foi obtida a partir de uma fonte comercial e preparada de
uma composicao seca, tal como descrito nos Exemplos 1 e 3, e 0 po
estavel foi submetido a condicbes de armazenagem de aceleracdo a
24C e 33 % RH durante 537 dias. A Figura 3 demonstra a estabilida-
de superior do probiético formulada com a composicdo da presente
invencédo. Os resultados mostram que a viabilidade da reducéo probio-
tica de apenas 0,18 log mais de 537 dias de armazenamento de prate-
leira sob as condi¢cbes especificadas.

EXEMPLO 8

[0089] Efeito de compostos intensificadores de vidro diferentes so-

bre a estabilidade de armazenamento das bactérias probidticas L. aci-
dophilus.

[0090] Véarias composi¢des contendo a mistura de carboidratos, tal
como descrito no Exemplo 1 e mistura de vidro contendo intensificado-
res de hidrolisado de caseina e de citrato de sédio ou ascorbato de
sédio ou uma combinacdo de ambos foram preparados. A cultura con-
centrada de bactérias probidticas de L. acidophilus foi obtida a partir
de uma fonte comercial e preparada de uma composi¢cdo seca, como
descrito no Exemplo 1, exceto que a mistura foi imediatamente carre-
gada em tabuleiros em forma Umida, sem pressdo de congelacéo e as
etapas de purga. A pasta fluida foi seca em fases primaria e secunda-

ria, tal como descrito nos Exemplos 1 e 3, e 0 p6 estavel foi submetido
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a condicbes de armazenagem de aceleracdo a 24C e 43 % de RH
durante 180 dias. A Figura 4 mostra o efeito de varios compostos de
vidro que aumentam a estabilidade das bactérias secas. Os resultados
sugerem que uma melhor estabilidade significativa foi obtida através
da inclusdo de intensificador de vidro adicional na parte superior do
hidrolisado de proteina. Em particular, a inclusdo de quantidades
iguais de acetato de sédio e ascorbato de sodio forneceu uma compo-
sicdo mais estavel. Os resultados de ambos os Exemplos 5 e 6 tam-
bém sugeriram que varios intensificadores de vidro podem ser mais
eficazes, ou mesmo pode atuar como um desestabilizador dependen-
do da cepa bacteriana.

EXEMPLO 9

[0091] Efeito de varias propor¢cdes de proteinas de hidrolisado /

acucar na estabilidade de armazenamento das bactérias probioticas
Bifidobacterium lactis.

[0092] Véarias composi¢cfes contendo mistura de carboidratos e
intensificadores de vidro, tal como descrito no Exemplo 1 e as compo-
sicdes que contém gquantidades iguais, mas em proporcgdoes diferentes
do hidrolisado de ervilha / trealose, com ou sem ascorbato de sodio
foram preparados. A cultura concentrada de bactérias probioticas Bifi-
dobacterium lactis foi obtida a partir de uma fonte comercial e prepara-
da de uma composicao seca, tal como descrito nos Exemplos 1 e 3, e
0 po6 estavel foi submetido a condi¢cdes de armazenagem de acelera-
¢ao, a 35T e 43 % HR durante 7 semanas. A Figura 5 mostra o efeito
de proporcbes de 1:4,1:25e1:1,5de hidrolisado de ervilha / trea-
lose, com ou sem ascorbato de soédio na estabilidade das bactérias
secas. Os resultados sugerem que uma melhor estabilidade significati-
va foi obtida a aumentar a proporcao do hidrolisado de ervilha / trealo-
se. Em particular, uma raz&o de 1 : 1,5 hidrolisado de ervilha / trealose

forneceu uma composicdo mais estavel. A inclusdo de ascorbato de
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sédio de ervilha mais elevada da proporcéo hidrolisado / trealose re-
sultou em uma estabilidade superior em comparacao com formulacdes
de ascorbato de sédio excluidos.

EXEMPLO 10

[0093] Otimizacao de pH para a estabilidade maxima do probidtico

L. rhamnosus.

[0094] Vérias composi¢cdes contendo mistura de carboidratos e
intensificadores de vidro, tal como descrito no Exemplo 1 a diferentes
valores de pH foram preparados. A cultura concentrada de bactérias
probidticas L. rhamnosus foi obtido a partir de uma fonte comercial e
preparados de uma composic¢ao seca, tal como descrito nos Exemplos
1 e 3. O po estavel foi submetido a condicdes de armazenagem de
aceleracao a 40T e 33 % de HR durante 8 semanas. A Figura 6 mos-
tra o efeito do pH da pasta fluida sobre a estabilidade das bactérias
secas. Os resultados sugerem que a estabilidade 6tima foi alcancada
a um pH neutro (~7).

EXEMPLO 11

[0095] P06 seco estavel contendo uma enzima:

[0096] A férmula de hidrogel contendo 40 por cento em peso de
fitase (BASF, GmBH) é preparada por meio da mistura de 400 g da
mistura de carboidratos e 200 g da mistura de intensificadores de vi-
dro, tal como descrito nos Exemplos 1 e 4, e 400 g de fitase em 1000
ml de agua. A formulacdo de hidrogel é desfiada snap-congelado em
nitrogénio liquido e foi seco em um forno de vacuo a uma temperatura
de secagem primaria e secundéaria de 50C. Para a de terminacdo da
carga e estabilidade em armazenagem da féormula seca : a amostra
seca é pesada com precisao (<100 mg) em um tubo de microcentrifu-
ga. 200 uA de sulfoxido de dimetila (DMSO) é adicionado. A formula-
cao é dissolvida no tampao de DMSO em vértice. Para esta amostra,
0,8 ml de uma solucao contendo NaOH a 0,05 N, 0,5 % SDS e &cido
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citrico a 0,075 M (sal trissddico) é adicionado. Os tubos séo sonifica-
dos durante 10 min a 45C, seguidos por uma breve c entrifugacao a
5000 rpm durante 10 min. Aliquotas da solucao de citrato clara deD-
MSO / NaOH / SDS / sdo tomados em cavidades de uma microplaca e
analisadas para teor de proteina utilizando o método de ensaio de
Bradford. A estabilidade da composi¢cdo de enzima a seco estavel
apos exposicdo a 95T durante 20 minutos € signific ativamente mais
elevada do que uma enzima a seco, sem a composi¢cdo da presente
invencao.

EXEMPLO 12

[0097] PO seco estavel contendo um virus da vacina de anemia

infeciosa do salméo (ISAV)

[0098] A pasta fluida concentrada da vacina ISAV (Novozyme, Di-
namarca) € preparada de acordo com o Exemplo 4, exceto que 20 ml
de solucédo de quitosano a 4 % em 0,5 % de acido acético foi adiciona-
da a pasta fluida que contém o concentrado de vacina ISAV, a mistura
de carboidratos e os intensificadores de vidro. 0,5 g de fosfato dibasico
de caélcio é adicionado, seguido por 0,5 g de gluconolatona. A pasta
fluida € deixada endurecer a temperatura ambiente durante as 2 horas
seguintes, com a finalidade de formar um hidrogel sélido. O gel firme é
cortado para os fios finos e longos, usando um cortador / triturador
disponivel comercialmente. As linhas finas sdo de uma maneira direta
carregadas sobre tabuleiros em forma Umida ou snap-congelados em
nitrogénio liquido e carregadas sobre uma bandeja com uma capaci-
dade de carga de 1500 g/sq pé e colocados em um secador por con-
gelacao para a secagem, tal como descrito no Exemplo 3. A atividade
de agua (Aw) da formulacédo € de 0,25. A formulac&o é ainda seco a
pd fino usando um equipamento de moagem padrdo martelo e penei-
rado através de telas de 50 a 150 micra. A composicdo ISAV estavel

seca € usada para a vacinacao oral de revestimento superior de uma
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racdo comercial com a composicado seca e alimentagdo para peixes
salméo Atlantico.
EXEMPLO 13

[0099] Preparacdo de Espécies de iscas Invasoras

[00100] A isca peletizada para as espécies invasoras especifica-
mente orientadas de acordo com a presente invencdo é preparada
contendo um pesticida. 200 g de uma formulacdo como descrito no
Exemplo 9 é preparada e adicionada a 200 g de 4gua. A esta solucéo
adiciona-se 90 gm de rotenona e 0,5 g de fosfato de célcio dibasico,
seguido de 0,5 g de gliconolatona. A pasta fluida é seca por pulveriza-
cao imediatamente em um secador industrial padréo, e a formulagao
seca é utilizada para direcionar as espécies invasivas especificas sem
efeito deletério da toxina no ambiente ou proOximo por ecossistemas.
EXEMPLO 14

[00101] Preparacdo de uma formulacdo de plantas probidticas pro-

tegidas:

[00102] Um agente de controle biolégico, tais como Rhizobacterias
€ preparado em uma composicao a seco de acordo com o Exemplo 4.
A eficacia da composicdo de Rhizobacterias a seco € avaliada em
crescimento sob condi¢des de alface gnotobiodticos. Doses de 100 mg
de composicao de Rhizobacterias a seco por planta séo inoculados em
frascos com areia e plantadas com mudas de alface pré-germinadas
(24 h). Uma dose de nutrientes de 5 ml da solucdo Hoagland esterili-
zado é aplicada as plantas no frasco. Os vasos sao dispostos aleatori-
amente em uma camara de crescimento mantida a 28<C, com fotope-
riodo de 12 horas. Durante cada intervalo de 7 dias apds a inoculacéo,
as plantas e a areia aderentes foram cuidadosamente removidas dos
frascos. As raizes sao lavadas em tampao fosfato estéril (pH 7,0), e

medicdo do comprimento da raiz é gravado.
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REIVINDICACOES

1. Composicdo seca estabilizante para material bioldgico,
caracterizada pelo fato de que compreende um componente de car-
boidratos compreendendo entre 0,5 % e 90 %, um componente de pro-
teina que compreende entre 0,5 % e 40 % de proteinas hidrolisadas
de origem animal ou vegetal; e um sal de um acido carboxilico, com
base no peso total da composicao.

2. Composicao seca estabilizante, de acordo com a reivin-
dicacéo 1, caracterizada pelo fato de que o componente de carboidrato
€ de pelo menos um sacarideo selecionado dentre o grupo consistindo
em um oligossacarideo, polissacarideo e dissacarideo, em que o oli-
gossacarideo esta entre 5 % e 10 %, dissacarideo esta entre 40 % e
80 %, e o polissacarideo esta entre 5 % e 10 %, com base no peso
total do componente de carboidrato.

3. Composicao seca estabilizante, de acordo com a reivin-
dicacao 1, caracterizada pelo fato de que o material biol6égico compre-
ende uma célula viva, atenuada ou morta, micrébio, virus, bactérias,
bactérias probidticas, uma bactéria ou uma levedura do solo e de plan-
ta, uma cultura de células, uma proteina, uma proteina recombinante,
uma enzima, um peptideo, um horménio, uma vacina, um antibiético,
um medicamento, e uma mistura dos mesmos.

4. Composicao seca estabilizante, de acordo com a reivin-
dicacdo 1, caracterizada pelo fato de que o componente de proteina
compreende caseina hidrolisada, proteina de soro de leite hidrolisado,
proteina de ervilha hidrolisada, proteina de soja hidrolisada e uma mis-
tura das mesmas.

5. Composicao seca estabilizante, de acordo com a reivin-
dicacéo 1, caracterizada pelo fato de que o componente de carboidrato
compreende polissacarideos, oligossacarideos, dissacarideos, e uma

mistura dos mesmos.
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6. Composicao seca estabilizante, de acordo com a reivin-
dicacdo 2, caracterizada pelo fato de que o componente polissacari-
deo compreende ftalato acetato de celulose (CAP), carbdxi-metil-
celulose, pectina, alginato de sddio, sais de acido alginico, hidroxipro-
pil propil metil celulose (HPMC), metil-celulose, carragenina, goma de
gelano, goma de guar, goma de acacia, goma de xantana, goma de
alfarroba, quitosano e derivados de quitosano, colageno, acido poligli-
célico, amidos e amidos modificados, e uma mistura dos mesmos.

7. Composicao seca estabilizante, de acordo com a reivin-
dicacdo 2, caracterizada pelo fato de que o componente oligossacari-
deo é ciclodextrinas, inulina, maltodextrinas, dextranos, fruto-
oligossacarideos (FOS), galacto-oligossacarideos (GOS), manana-
oligossacarideos (MOS) e uma mistura dos mesmos.

8. Composicao seca estabilizante, de acordo com a reivin-
dicacao 5, caracterizada pelo fato de que o componente de dissacari-
deo é trealose, sacarose, lactose, e uma mistura das mesmas.

9. Composicao seca estabilizante, de acordo com a reivin-
dicacao 1, caracterizada pelo fato de que compreende o acido carboxi-
lico entre 0,5 % e 20 %, com base no peso total da composicao.

10. Composicao seca estabilizante, de acordo com a reivin-
dicacdo 1, caracterizada pelo fato de que o acido carboxilico é seleci-
onado dentre o grupo consistindo de acido lactico, acido ascoérbico,
acido maleico, acido oxalico, acido malbnico, acido malico, acido suc-
cinico, acido citrico, acido glucénico, acido glutamico, e uma mistura
dos mesmos.

11. Composicdo seca estabilizante para material biolégico,
de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada pelo fato de que é se-
ca em um estado amorfo vitreo.

12. Composicao seca estabilizante, de acordo com a reivin-

dicacéo 2, caracterizada pelo fato de que a proporgcao em peso de dis-
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sacarideos/oligossacarideos/polissacarideos é de 10:0,2:0,1 a 10:2:1.

13. Método para preparacdo da composicdo seca estabili-
zante para material bioldgico, como definida na reivindicagéo 1, carac-
terizado pelo fato de que compreende:

(a) combinacdo de um material biolégico com uma mistura
de compostos como definida na reivindicagdo 1, em um solvente
aquoso com a finalidade de formar uma pasta viscosa;

(b) congelacdo de encaixe da pasta fluida em nitrogénio li-
guido, com a finalidade de formar particulas, granulos, gotas ou cordas
sélidas congeladas;

(c) etapa de secagem primaria de liquido da formulacéo,
por evaporacdo, sob vacuo, a uma temperatura de formulacdo acima
da sua temperatura de congelamento,

(d) secagem secundaria da formulacdo no vacuo maximo e
a temperatura de 20C ou mais durante um tempo sufi ciente para re-
duzir a atividade da 4gua da formulacéo.

14. Método para preparacdo, de acordo com a reivindica-
cao 13, caracterizado pelo fato de que compreende ainda uma etapa
de aclimatacéo da particula solida congelada antes de se iniciar a eta-
pa de secagem primaria.

15. Método para preparacdo, de acordo com a reivindica-
cao 13, caracterizado pelo fato de que a composicéo seca estabilizan-
te € seca em um estado amorfo vitreo.

16. Método para preparacdo, de acordo com a reivindica-
cado 13, caracterizado pelo fato de que a pasta viscosa € solidificada
com um hidrogel firme por variacdo de pH ou de temperatura ou por
ligacdo cruzada de cadeias de polimeros antes da congelacédo de en-
caixe.

17. Método para preparacdo, de acordo com a reivindica-

cao 16, caracterizado pelo fato de que a pasta viscosa € moldada para
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a forma desejada.

18. Método para preparacdo, de acordo com a reivindica-
cao 14, caracterizado pelo fato de que a etapa de aclimatacéo é reali-
zada sob vacuo e temperatura abaixo do ponto de congelamento da
formulacao.

19. Método para preparacdo, de acordo com a reivindica-
cao 14, caracterizado pelo fato de que a etapa de aclimatacéo é reali-
zada entre 0 e 60 minutos.

20. Método para preparacdo, de acordo com a reivindica-
cado 13, caracterizado pelo fato de que a etapa de secagem primaria
de liquido é efetuada sob a pressdo em vacuo maior do que > 0,26
KPa (2000 mTorr).

21. Método para preparacdo, de acordo com a reivindica-
cao 13, caracterizado pelo fato de que a composicéo seca estabilizan-
te é cortada, triturada, moida ou respetivamente pulverizada em um pé
de escoamento livre.

22. Método para preparacdo, de acordo com a reivindica-
cao 21, caracterizado pelo fato de que o p6 tem um tamanho de parti-
cula inferior a 1000 pm.

23. Método para preparacdo, de acordo com a reivindica-
cado 13, caracterizado pelo fato de que a atividade da agua (Aw) da
composicao seca estabilizante é Aw <0,3 ou inferior.

24. Formulagao de carreamento oral, caracterizada pelo fa-
to de que compreende a composicéo seca estabilizante, como definida
na reivindicacdo 1, em que a formulagédo esta na forma de um liquido
de reconstituicdo, de um pé moido, um comprimido, um granulo, uma
capsula, um alimento ou produto alimentar.

25. Formulagao de carreamento oral, caracterizada pelo fa-
to de que compreende a composicao, como definida na reivindicacéo

1, em gque o material biolégico é estavel durante a vida util da formula-
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cao.

26. Formulagao de carreamento oral, caracterizada pelo fa-
to de que compreende a composi¢éo seca estabilizante, como definida
na reivindicacdo 1, em que a formulacdo é consumida como um ali-
mento, alimentacdo animal, um produto nutracéutico, um produto far-
macéutico ou um produto de vacina.

27. Composicdo seca estabilizante para material biol6gico,
de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato de que é
consumida como um alimento, aditivo alimentar, alimentacdo animal,
aditivo para alimentagc&o animal, produto nutracéutico, produto farma-
céutico ou um produto de vacina, sob a forma de uma barra, de uma

férmula liquida, suspenséo coloidal, em pd, comprimido, capsula.
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