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Relatorio Descritivo da Patente de Invenc&o para "METODO
PARA INCUBAR UMA MISTURA DE PELO MENOS DOIS LIQUIDOS
E METODO PARA PREPARACAO UM  FARMACO
BIOFARMACEUTICO".
CAMPO DA INVENCAO

[001] A presente invencdo refere-se a um método para a

incubacdo de liquidos, a um método para a preparacao de um farmaco
biofarmacéutico, e a um dispositivo para a preparacdo de um farmaco
biofarmacéutico.

ANTECEDENTES

[002] Em muitos processos de operacéo continua, os liquidos séo

misturados e a seguir incubados ao serem passados através de
equipamentos de processamento, tais como tubos ou colunas. No
entanto, quando da passagem atraveés de uma estrutura que é usada no
processo, as partes do liquido que ficam mais perto da superficie da
estrutura tendem a fluir a uma velocidade mais baixa do que as partes
do liquido que ficam mais distantes da superficie da estrutura. Por
exemplo, quando uma mistura liquida flui através de um tubo oco, as
partes do liquido no centro do tubo tendem a fluir a uma velocidade mais
elevada do que as partes do liquido na periferia. Em consequéncia disto,
as partes diferentes do liquido tém tempos de residéncia diferentes,
mesmo quando todas as partes do liquido entram na estrutura ao
mesmo tempo. Em outras palavras, as partes diferentes do liquido
apresentam uma distribuicdo de tempos de residéncia. Se houver uma
grande diferenca no fluxo através do tempo entre as partes diferentes
do liquido, a distribuicdo do tempo de residéncia é ampla; se houver
uma pequena diferenca no fluxo através do tempo entre as partes
diferentes do liquido, a distribuicdo do tempo de residéncia € estreita.

[003] Uma distribuicdo estreita do tempo de residéncia € vantajosa

guando as misturas liquidas devem ser incubadas por um periodo de
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tempo definido. Por exemplo, em um processo de producdo
biofarmacéutica continuo, a inativacédo continua do virus pode ser obtida
ao misturar um liquido contendo produtos biofarmacéuticos com os
agentes de inativacdo de virus e ao incubar a mistura ao passar a
mesma através de uma estrutura usada no processo por um periodo de
tempo definido. Uma distribuicdo estreita do tempo de residéncia
permite que todas as partes do liquido da mistura sejam incubadas com
agente de inativacao de virus para um periodo de tempo similar, ou seja,
aquele desejado. Dessa maneira, poderia ser evitado que algumas
partes do liquido fossem expostas ao agente de inativacéo de virus por
um tempo suficientemente longo, 0 que poderia prejudicar o farmaco
biofarmacéutico, ao passo que outras partes do liquido ndo séao
expostas ao agente de inativacdo de virus por um tempo suficiente, o
gue poderia conduzir a inativacédo de virus incompleta.

[004] Os meétodos atualmente conhecidos para a incubacdo de
liquidos fluentes ndo conferem uma distribuicdo estreita do tempo de
residéncia, ou padecem de outros inconvenientes graves. Por exemplo,
a abordagem mais simples para a incubacéo de uma mistura liquida em
um processo de producdo continuo deve ser a passagem da mesma
através de um tubo oco que é suficientemente longo para prover o
tempo de residéncia minimo desejado. No entanto, a distribuicdo do
tempo de residéncia em um tubo oco € extremamente ampla e
irreproduzivel. Misturadores estaticos podem ser adicionados ao tubo
para promover a misturacao radial (Ref. 1). No entanto, para tal
configuracao, a escalacao pode ser um problema, bem como o encaixe
de misturadores estaticos em extensdes longas do tubo.

[005] Alternativamente, o0s chamados inversores de fluxo
enrolados (CFI) trabalham com a passagem de uma mistura liquida
através de um tubo enrolado que tem dobras de 90° adicionais (Ref. 2).

Se supdbe que essa configuracdo aumenta a misturagao radial enquanto
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minimiza a misturagéo axial, estreitando desse modo a distribuicdo da
residéncia. O sistema foi descrito recentemente para o uso nainativagao
de virus continua (Ref. 3, 4), e a mesma configuracdo foi usada
recentemente para estreitar a distribuicdo do tempo de residéncia em
uma etapa de precipitacdo de impurezas (Ref. 5). No entanto, o CFl
provou trabalhar somente com didametros de tubo de 2 a 3 mm, e a
escalacédo continua sendo um desafio porque a dinamica de fluido no
sistema muda com as dimensdes do tubo. O CFl também é limitado a
uma Unica vazao para cada desenho em questao.

[006] Recentemente, a segmentacdo de uma corrente do produto
em um microrreator mediante a introducdo de um meio de separagao
imiscivel foi sugerida para a inativagdo de virus continua com uma
distribuicdo estreita do tempo de residéncia (Ref. 6). No entanto, tal
método € limitado ao uso de microrreatores, o que torna a escalagao
muito dificil.

[007] Devido a falta descrita acima de métodos apropriados para
a incubacéo de liquidos fluentes com uma distribuicéo estreita do tempo
de residéncia, atualmente a incubacao sensivel ao tempo é executada
frequentemente no modo descontinuo e ndo no modo continuo. No
modo descontinuo, a mistura liquida é incubada em um recipiente
enquanto o fluxo € interrompido pelo tempo da incubacdo. Em
consequéncia disto, a produtividade (por exemplo, em termos da
guantidade de liquido incubada por periodo de tempo, ou em termos da
guantidade de um farmaco biofarmacéutico produzido por periodo de
tempo) no modo descontinuo é geralmente menor do que a
produtividade no modo continuo.

[008] Em vista do acima exposto, ha uma grande demanda quanto
a métodos melhorados que permitam a incubacéo de liquidos por um
periodo de tempo definido, quanto € provida uma alta produtividade.
DESCRICAO DA INVENCAO
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[009] A presente invencédo preenche as necessidades descritas
acima e resolve os problemas acima mencionados no estado da técnica
ao prover as modalidades descritas a seguir:

[0010] Em particular, os autores da presente invencéo verificaram
de maneira surpreendente que a passagem de um liquido através de
uma estrutura que tem multiplos canais interconectados propicia uma
distribuicdo mais estreita do tempo de residéncia do que os métodos
previamente conhecidos. Desse modo, de acordo com a invencdo, uma
mistura de pelo menos dois liquidos pode ser incubada ao misturar pelo
menos dois ditos liquidos, e ao passar a mistura através de uma
estrutura que tem multiplos canais interconectados, em que a
misturacdo e a passagem sdo executadas continuamente.

[0011] Os autores da presente invencédo também verificaram que a
estrutura que tem multiplos canais interconectados pode ser um leito
compactado de granulos ndo porosos. Nesta modalidade, os canais
interconectados sdo formados pelos espacgos entre os granulos néo
porosos. Os autores da presente invencéao realizaram entdo numerosos
experimentos para constatar que as propriedades afetam a distribuicéo
do tempo de residéncia. Os autores da presente invencao verificaram
de maneira surpreendente que o diametro meédio de particula e a
distribuicdo de tamanho de particula dos granulos que formam o leito
compactado tém o maior impacto na distribuicdo do tempo de residéncia
na faixa testada. Especificamente, os autores da presente invencao
verificaram que o dito leito compactado de granulos ndo porosos prové
uma distribuicdo particularmente estreita do tempo de residéncia
guando os granulos tém um diametro médio de particula na faixa de
0,05 mm a 1 mm, e quando a distribuicdo de tamanho de particula é
estreita. Além disso, os autores da presente invencdo verificaram que
volumes maiores dos leitos compactados de granulos ndo porosos

resultam em distribuices mais estreitas do tempo de residéncia. Além
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disso, de acordo com a invencéo, leitos mais longos de granulos (por
exemplo, na forma de colunas) também resultam em distribuicdes mais
estreitas do tempo de residéncia.
[0012] Ao contrario de muitos métodos atualmente usados, 0s
métodos da presente invencdo podem ser escalados facilmente. Isto
ocorre porque o método da presente invencdo ndo é muito sensivel as
mudancas nas vazoes e as velocidades lineares da superficie, e porque
a distribuicdo do tempo de residéncia fica mais estreita quando sao
usados leitos compactados de granulos ndo porosos que tém volumes
maiores e sao mais longos. Desse modo, o0 método da presente
invencdo pode ser facilmente integrado a processos de producéo
comerciais.
[0013] De modo geral, a presente invencdo fornece um meio
melhorado para a incubacédo de liquidos mediante a provisdo das
modalidades preferidas descritas a seguir:
[0014] 1. Um meétodo para a incubacdo de uma mistura de pelo
menos dois liquidos, em que o método compreende:

i) misturacdo de pelo menos dois ditos liquidos para obter
uma mistura; e

i) passagem da dita mistura através de uma estrutura que
tem multiplos canais interconectados, desse modo incubando a dita
mistura.
[0015] 2. O método de acordo com o artigo 1, em que o método é
um meétodo de fluxo continuo.
[0016] 3. O método de acordo com o artigo 1 ou 2, em que a dita
misturacao e passagem sao executadas continuamente.
[0017] 4. O método de acordo com qualquer um dos artigos
precedentes, em que a estrutura que tem mdltiplos canais
interconectados é um leito compactado de granulos ndo porosos.

[0018] 5. O método de acordo com o artigo 4, em que 0s granulos
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NAo Porosos sao granulos ndo porosos inertes.

[0019] 6. O método de acordo com o artigo 4 ou o artigo 5, em que
0s granulos nado porosos sao granulos de vidro, ou granulos de
ceramica, ou granulos de plastico tais como granulos de PMMA, ou
granulos de aco.

[0020] 7. O método de acordo com qualquer um dos artigos 4 a 6,
em que o diametro médio de particula dos granulos ndo porosos fica na
faixa de 0,05 a 1 mm, de preferéncia na faixa de 0,05 a 0,6 mm, com
mais preferéncia de 0,05 a 0,5 mm, e com mais preferéncia na faixa de
0,05 a 0,3 mm.

[0021] 8. O método de acordo com qualquer um dos artigos 4 a 7,
em que 95% dos granulos ndo porosos nao desviam do diametro médio
de particula em mais do que 50%, de preferéncia ndo mais do que 35%,
e com mais preferéncia ndo mais do que 20%.

[0022] 9. O método de acordo com qualquer um dos artigos 1 a 8,
em que a estrutura que tem multiplos canais interconectados tem um
comprimento de pelo menos 5 cm, ou de pelo menos 10 cm, ou de pelo
menos 20 cm, ou de pelo menos 30 cm, ou de pelo menos 50 cm, ou
pelo menos 70 cm, ou de pelo menos 100 cm.

[0023] 10. O método de acordo com qualguer um dos artigos 1 a 9,
em que a estrutura que tem multiplos canais interconectados tem um
comprimento de pelo menos 20 cm.

[0024] 11. O método de acordo com qualgquer um dos artigos 4 a 10,
em que o leito compactado de granulos ndo porosos pode ser obtido por
um meétodo que compreende a sujei¢cdo dos ditos granulos ndo porosos
a um tratamento de vibracéo.

[0025] 12. O método de acordo com qualquer um dos artigos 4 a 11,
em que para o leito compactado de granulos ndo porosos, a fracéo entre
o volume de espacos vazios e o volume total fica na faixa de 0,2 a 0,45.

[0026] 13. O método de acordo com qualguer um dos artigos 4 a 12,
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em que para o leito compactado de granulos ndo porosos, a fragéo entre
0 volume de espacos vazios e 0 volume total fica na faixa de 0,37 a 0,42.
[0027] 14. O método de acordo com qualguer um dos artigos 4 a 13,
em que o leito compactado de granulos ndo porosos € contido em uma
coluna e/ou em um reator.

[0028] 15. O método de acordo com o artigo 14, em que a coluna
tem um diametro de mais de 5 mm, de preferéncia um diametro de pelo
menos 10 mm.

[0029] 16. O método de acordo com qualquer um dos artigos 4 a 15,
em que o volume de espacos vazios do leito compactado de granulos
nao porosos € pelo menos 10 ml, de preferéncia de pelo menos 40 ml,
com mais preferéncia de pelo menos 150 ml, ainda com mais
preferéncia de pelo menos 470 ml e ainda com maior preferéncia de
pelo menos 700 ml.

[0030] 17. O método de acordo com qualquer um dos artigos 1, 9 e
10, em que a estrutura que tem multiplos canais interconectados é um
monolito ou uma estrutura pré-fundida tal como uma geometria
impressa em 3D.

[0031] 18. O método do artigo 17, em que a estrutura que tem
multiplos canais interconectados € um mondlito, e em que para o
monolito, a fracdo entre o volume de espacos vazios e o volume total
fica na faixa de 0,5 a 0,75.

[0032] 19. O método de acordo com qualguer um dos artigos 1 a 18,
em que o método é para a inativagédo do virus, e em que um primeiro de
pelo menos dois ditos liquidos € um liquido que contém potencialmente
um virus, e em que um segundo liquido de pelo menos dois ditos
liquidos compreende um agente de inativacao de virus.

[0033] 20. O método de acordo com o artigo 19, em que o dito
primeiro liquido compreende um farmaco biofarmacéutico.

[0034] 21. O método de acordo com o artigo 19 ou 20, em que o
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método é para a inativacdo do virus de virus envelopados.

[0035] 22. O método de acordo com qualquer um dos artigos 19 a
21, em que o dito virus € um retrovirus e/ou um virus da familia
Flaviviridae.

[0036] 23. O método do artigo 22, em que o dito virus € um
retrovirus, de preferéncia X-MuLV.

[0037] 24. O método do artigo 22, em que o dito virus € um virus da
familia Flaviviridae, de preferéncia BVDV.

[0038] 25. O método de acordo com qualquer um dos artigos 19 a
24, em que o agente de inativacdo de virus € uma mistura de
solvente/detergente apropriada para o tratamento de inativacao de virus
com solvente/detergente, ou uma solucdo acida apropriada para o
tratamento de inativacao de virus de baixo pH.

[0039] 26. O método de acordo com qualquer um dos artigos 19 a
25, em que o agente de inativacdo de virus é uma mistura de
solvente/detergente para o tratamento com solvente-detergente.

[0040] 27. O método de acordo com qualquer um dos artigos 19 a
26, em que o método prové pelo menos um valor de reducéo 1 Logl0
(LRV), pelo menos um 2 LRV, pelo menos um 4 LRV ou pelo menos um
6 LRV para pelo menos um virus.

[0041] 28. O método de acordo com o artigo 27, em que pelo menos
um dito virus é um virus de acordo com qualquer um dos artigos 22 a
24,

[0042] 29. O método de acordo com qualquer um dos artigos 1 a 28,
em que a velocidade linear da superficie da dita estrutura da dita mistura
€ igual a ou menor do que 600 cm/h, ou igual a ou menor do que 300
cm/h, ou igual a ou menor do que 200 cm/h, ou igual a ou menor do que
100 cm/h, ou igual a ou menor do que 50 cm/h, ou igual a ou menor do
que 20 cm/h.

[0043] 30. O método de acordo com qualgquer um dos artigos 1 a 29,
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em que o numero de Bodenstein da dita mistura quando passa através
da dita estrutura que tem multiplos canais interconectados € igual a ou
maior do que 50, de preferéncia igual a ou maior do que 300, com mais
preferéncia igual a ou maior do que 400, ainda com maior preferéncia
igual a maior do que 500, ainda com mais preferéncia igual a ou maior
do que 600, e com a maxima preferéncia igual a ou maior do que 800.
[0044] 31. Um método para a preparagcdo de um farmaco
biofarmacéutico, em que o método que compreende a execucdo do
método de qualquer um dos artigos 20 a 31, e a recuperacdo do dito
farmaco biofarmacéutico.

[0045] 32. Um dispositivo para a preparacdo de um farmaco
biofarmacéutico, em que o dispositivo compreende um leito compactado
de granulos ndo porosos.

[0046] 33. O dispositivo de acordo com o artigo 32, em que 0S
granulos néo porosos séo granulos nao porosos inertes.

[0047] 34. O dispositivo de acordo com o artigo 32 ou o artigo 33,
em que os granulos ndo porosos sao granulos de vidro, ou granulos de
ceramica, ou de granulos plastico tais como granulos de PMMA, ou
granulos de aco.

[0048] 35. O dispositivo de acordo com qualquer um dos artigos 32
a 34, em que o diametro medio de particula dos granulos ndo porosos
fica na faixa de 0,05 a 1 mm, de preferéncia na faixa de 0,05 a 0,6 mm,
com mais preferéncia na faixa de 0,05 a 0,5 mm, e com mais preferéncia
na faixa de 0,05 a 0,3 mm.

[0049] 36. O dispositivo de acordo com nenhum dos artigos 32 a 35,
em que os granulos ndo porosos ndo desviam do diametro médio de
particula em mais do que 50%, de preferéncia ndo mais do que 35%, e
com mais preferéncia ndo mais do que 20%.

[0050] 37. O dispositivo de acordo com qualquer um dos artigos 32

a 36, em que o leito compactado de granulos ndo porosos tem um
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comprimento de pelo menos 5 cm, ou de pelo menos 10 cm, ou de pelo
menos 20 cm, ou de pelo menos 30 cm, ou de pelo menos 50 cm, ou de
pelo menos 70 cm, ou de pelo menos 100 cm.

[0051] 38. O dispositivo de acordo com qualquer um dos artigos 32
a 37, em que o leito compactado de granulos ndo porosos tem um
comprimento de pelo menos 20 cm.

[0052] 39. O dispositivo de acordo com qualquer um dos artigos 32
a 38, em que o leito compactado de granulos ndo porosos pode ser
obtido por um método que compreende a sujeicdo dos ditos granulos
N&o porosos a um tratamento de vibracao.

[0053] 40. O dispositivo de acordo com qualquer um dos artigos 32
a 39, em que para o leito compactado de granulos nao porosos, a fracao
entre o volume de espacos vazios e o volume total fica na faixa de 0,2
a 0,45.

[0054] 41. O dispositivo de acordo com qualquer um dos artigos 32
a 39, em que para o leito compactado de granulos ndo porosos, a fracéao
entre o volume de espacos vazios e o volume total fica na faixa de 0,37
a0,42.

[0055] 42. O dispositivo de acordo com qualquer um dos artigos 32
a 41, em que o leito compactado de granulos néo porosos € contido em
uma coluna e/ou em um reator.

[0056] 43. O dispositivo de acordo com o artigo 42, em que a coluna
tem um diametro de mais de 5 mm, de preferéncia um diametro de pelo
menos 10 mm.

[0057] 44. O dispositivo de acordo com qualquer um dos artigos 32
a 43, em gue o volume de espacos vazios do leito compactado de
granulos ndo porosos é de pelo menos 10 ml, de preferéncia de pelo
menos 40 ml, com mais preferéncia de pelo menos 150 ml, ainda com
mais preferéncia de pelo menos 470 ml e ainda com maior preferéncia

de pelo menos 700 ml.
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[0058] 45. O dispositivo de acordo com qualquer um dos artigos 32
a 44, em que o dispositivo compreende adicionalmente um ou multiplos
misturadores, gque sao conectados ao leito compactado de granulos néo
pOrosos.

[0059] 46. O dispositivo de acordo com o artigo 45, em que o
misturador € um misturador estéatico tal como um misturador de juncéo
em T, ou em que o misturador € um misturador dinAmico tal como um
agitador dinamico.

[0060] 47. O dispositivo de acordo com qualquer um dos artigos 32
a 46, em que o dispositivo compreende adicionalmente um filtro, e em
gue o filtro € posicionado de preferéncia entre o leito compactado de
granulos ndo porosos e um misturador estatico de acordo com o artigo
45 ou 46.

[0061] 48. O dispositivo de acordo com o artigo 47, em que o filtro
tem um tamanho de poro de 0,2 pm.

[0062] 49. O dispositivo de acordo com qualquer um dos artigos 32
a 48, em que o dispositivo € um reator de fluxo continuo.

[0063] 50. Um meétodo para a modificacdo de um processo de
inativacdo de virus de fluxo continuo, em que a modificacdo
compreende o uso de uma estrutura que tem mudltiplos canais
interconectados para a inativagcdo de fluxo continuo do virus, e a
passagem de uma mistura de pelo menos dois liquidos através da dita
estrutura, desse modo incubando a dita estrutura para a inativacéo de
virus.

[0064] 51. O método de acordo com o artigo 50, em que o dito
processo de inativacéo de virus de fluxo continuo € um processo para a
preparacdo de um farmaco biofarmacéutico.

[0065] 52. O método de acordo com qualquer um dos artigos 50 a
51, em que o dito processo de inativacdo de virus usa um agente de

inativacao de virus para a inativacao do virus, e em que um primeiro de
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pelo menos dois ditos liquidos € um liguido que contém potencialmente
um virus, e em que um segundo liquido de pelo menos dois ditos
liquidos compreende um agente de inativacao de virus.

[0066] 53. O método de acordo com qualquer um dos artigos 50 a
52, em que o dito processo de inativacdo de virus é para a inativacédo
de virus de virus envelopados.

[0067] 54. O método de acordo com o artigo 52 ou 53, em que o
agente de inativacdo de virus usado no dito processo de inativacao de
virus € uma mistura de solvente/detergente apropriada para o
tratamento de inativagdo de virus com solvente/detergente, ou uma
solucéo acida apropriada para o tratamento de inativacdo de virus de
baixo pH.

[0068] 55. O método de acordo com o artigo 54, em que o0 agente
de inativacdo de virus usado no dito processo de inativacdo de virus é
uma mistura de solvente/detergente para o tratamento com solvente-
detergente.

[0069] 56. O método de acordo com qualquer um dos artigos 50 a
55, em que a modificacdo compreende a modificacdo do processo de
inativacao de virus para obter pelo menos um valor de reducédo 1 Logl10
(LRV), pelo menos um 2 LRV, pelo menos um 4 LRV ou pelo menos um
6 LRV para pelo menos um virus.

[0070] 57. O método de acordo com qualquer um dos artigos 50 a
56, em que a modificacdo compreende a modificacdo do processo de
inativacdo de virus de maneira tal que o nimero de Bodenstein da
mistura que passa através da dita estrutura que tem multiplos canais
interconectados € igual a ou maior do que 50, de preferéncia igual a ou
maior do que 300, com mais preferéncia igual a ou maior do que 400,
ainda com mais preferéncia igual a ou maior do que 500, ainda com
maior preferéncia igual a ou maior do que 600, e com a maxima

preferéncia igual a ou maior do que 800.
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[0071] 58. O método de acordo com qualquer um dos artigos 50 a
57, em que a modificagcdo compreende a modificacdo do processo de
inativacdo de virus de maneira tal que a velocidade linear da superficie
da mistura através da dita estrutura € igual a ou menor do que 600 cm/h,
ou igual a ou menor do que 300 cm/h, ou igual a ou menor do que 200
cm/h, ou igual a ou menor do que 100 cm/h, ou igual a ou menor do que
50 cm/h, ou igual a ou menor do que 20 cm/h.

[0072] 59. O método de acordo com qualquer um dos artigos 50 a
58, em que a modificacdo compreende 0 uso de uma estrutura que tem
multiplos canais interconectados tal como definido em qualquer um dos
artigos 4 a 18.

[0073] 60. O método de acordo com qualquer um dos artigos 56 a
59, em que a modificacdo compreende o ajuste do fluxo através do
tempo da dita mistura na dita estrutura para obter o dito valor de reducéo
Logl0 (LRV), e em que o fluxo através do tempo € ajustado ao ajustar
a velocidade linear da superficie da mistura e/ou o volume de espacos
vazios da dita estrutura.

[0074] Deve ser compreendido que, embora as modalidades
preferidas acima recitem "a incubacdo de uma mistura de pelo menos
dois liquidos" e "a misturacdo de pelo menos dois ditos liquidos para
obter uma mistura”, a invencéo nao fica limitado ao uso de pelo menos
dois liquidos. Por exemplo, um método da invencdo também pode ser
um método para a incubacdo de uma mistura de pelo menos um liquido
e pelo menos um sdlido, em que 0 método compreende i) a misturagcao
de pelo menos um dito liquido e pelo menos um dito soélido para obter
uma mistura; e ii) a passagem da dita mistura através de uma estrutura
gue tem multiplos canais interconectados, desse modo incubando a dita
mistura. Por exemplo, em um método para a inativacdo de virus de
acordo com a invencdo, um agente de inativacdo de virus pode ser

adicionado na forma de pelo menos um sdlido. De preferéncia, o sélido
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pode estar na forma de um p6. Também deve ser compreendido que
todas as modalidades preferidas indicadas acima também se aplicam a
este método que usa pelo menos um liquido e pelo menos um sélido.
[0075] Além disso, também deve ser compreendido que, quando o
as modalidades preferidas acima recitam "a incubacdo de uma mistura
de pelo menos dois liquidos" e "a misturacao de pelo menos dois ditos
liqguidos para obter uma mistura”, a invencdo néo fica limitado a essas
etapas do método, mas também pode ser executada como um método
no qual a etapa de misturacdo é omitida. Por exemplo, a invencao
também se refere a um método para a incubacédo de um liquido ou para
a incubacédo de uma mistura de pelo menos dois liquidos, em que o
método compreende a passagem do dito liquido ou da dita mistura
através de uma estrutura que tem multiplos canais interconectados,
desse modo incubando o dito liquido ou a dita mistura. Também deve
ser compreendido que todas as modalidades preferidas indicadas acima
também se aplicam a este método. A invencdo também se refere a um
método para a incubacdo de uma mistura de pelo menos um liquido e
pelo menos um solido, em que o método compreende a passagem da
dita mistura através de uma estrutura que tem multiplos canais
interconectados, desse modo incubando a dita mistura. Outra vez sera
compreendido que todas as modalidades preferidas indicadas acima
também se aplicam a este método.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[0076] Figura 1: A) Exemplo de um perfil UV de um experimento de

ruptura. Os volumes da eluicao (EV) aos sinais de 5% e de 50% sao
indicados pelas linhas verticais tracejadas. B) Perfis de ruptura
diferentes com numeros de EV/EV e numeros de Bodenstein
correspondentes. O comeco do perfil (que é crucial para a inativagdo do
virus) € mais bem refletido no nimero de EV/EV do que no nimero de

Bodenstein.

Peticéio 870230047689, de 05/06/2023, pag. 19/92



15/77

[0077] Figura 2: A comparacédo entre os experimentos de ruptura ao
usar um tampdo de acetona e um tampao contendo
solvente/detergente. S&o listadas as colunas e as velocidades lineares
de superficie as quais os pares de experimentos com sistemas de
tampao diferentes foram executados. Os parametros das curvas de
ruptura (ou seja, EVsw/EVsow, € numeros de Bodenstein) foram
calculados para cada sistema de tampao. SD = combinacao do tampao
fluido do processo e do tampéo fluido do processo com a adicdo de
produtos quimicos solventes/detergentes.

[0078] Figura 3: A comparacéao entre os experimentos de ruptura ao
usar um tampao de acetona e um tampao contendo
solvente/detergente. Cada ponto de dado representa um par de
experimentos com oS mesmos ajustes e sistemas de tampao diferentes:
Agua e acetona a 2% (Acetona), tamp&o fluido do processo com a
adicBo de produtos quimicos solventes/detergentes (SD). Os
parametros calculados das curvas de ruptura EVs«/EVsos € nUmero de
Bodenstein sdo muito bem correlacionados entre os sistemas de
tampao.

[0079] Figura 4: Influéncia de parametros da coluna e da velocidade
linear da superficie no numero de Bodenstein e EV1%/EVso%.

[0080] Figura 5: Influéncia do comprimento da coluna no nimero de
Bodenstein e EV1w/EVs0% cComo uma medida da exceléncia para RTD.
As colunas foram compactadas com granulos do mesmo grupo. A
nomenclatura da coluna usada por todas as presentes figuras segue o
seguinte principio: Por exemplo, para uma coluna denominada
"JS 10 ceramic_HR 26/19.5 0.125 0.25mm", "10" €& um ndmero
inteiro singular dado a coluna, "ceramica" denota o material de granulos

7

nNAo porosos, "26" € o diametro da coluna [mm], "19.5" é uma altura do

leito compactado [cm] e "0.125_0.25mm" é a faixa de tamanho de

particula indicada pelos dados do fabricante dos granulos.
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[0081] Figura 6: Influéncia das velocidades lineares da superficie
em EViu/EVsos%.

[0082] Figura 7: Modelo de predicdo de menores quadrados
parciais (PLS) para os parametros de exceléncia de RTD. A predicdo é
baseada no comprimento da coluna, no volume da coluna, na
velocidade linear da superficie, no diametro médio do granulo e na faixa
de diametro de granulo.

[0083] Figura 8: Modelo da predicdo de PLS para os parametros de
exceléncia de RTD. A predicdo é baseada no comprimento da coluna,
no volume da coluna, no diametro médio do granulo e na faixa de
didmetro de granulo.

[0084] Figura 9: A influéncia da qualidade da compactacédo em RTD.
A coluna JS_07 foi compactada a mao com muitas bolhas de ar (isto €,
a qualidade da compactacéo era ma). A baixas velocidades lineares da
superficie baixas, a coluna mal compactada também teve um
desempenho similar aquele das colunas compactadas com granulos
maiores. No entanto, a velocidades lineares da superficie mais elevadas
teve um mau desempenho.

[0085] Figura 10: Reducdo do limite de deteccdo (LOD). Os
experimentos de ruptura foram executados ao usar acetona a 10%. A
correlacdo entre EVo,03%/EVsow (B003%) € EVi/EVsow (B1%) foi boa,
especialmente para colunas bem compactadas.

[0086] Figura 11: Comparacao das colunas compactadas com
granulos ndo porosos de acordo com a presente invencao e inversores
de fluxo enrolados conhecidos (CFlI) em termos de numeros de
Bodenstein. Granulos de vidro ndo porosos foram usados no leito
compactado.

[0087] Figura 12: Comparacao das colunas compactadas com
granulos ndo porosos de acordo com a presente invencao e inversores

de fluxo enrolados conhecidos (CFlI) em termos de numeros de
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Bodenstein. Granulos de ceramica nao porosos foram usados no leito
compactado.

[0088] Figura 13: Comparagdo das colunas compactadas com
granulos n&o porosos de acordo com a presente invencéo e inversores
de fluxo enrolados conhecidos (CFlI) em termos de numeros de
Bodenstein. Granulos de vidro ndo porosos, granulos de plastico de
PMMA, ou granulos de ceramica foram usados no leito compactado.
[0089] Figura 14: Modalidade exemplificadora do dispositivo para a
preparacdo de um farmaco biofarmacéutico que pode ser usada para a
inativagdo de virus.

[0090] Figura 15: As respostas da injecdo de pulso sao derivadas
suavizadas de curvas de ruptura experimentais. A linha cinzenta grossa
representa o perfil de eluicdo do pior caso quando o ponto de LOD é
mantido fixo em ambas as dimensdes. A curva preta grossa representa
os dados experimentais. A queda de sinal no comeco € uma
consequéncia dos tubos de descarga no desvio antes de redirecionar a
amostra através da coluna.

[0091] Figura 16: A, B: O tempo de residéncia requerido do comeco
da curva de ruptura detectavel (tempo de LOD) dependendo do limite
da deteccéo (LOD) e da razéo de reducdao viral requerida que assume o
mesmo LRV é obtido no modo de incubacéo do grupo em 60 minutos e
uma cinética de reducéo de virus logaritmica.

[0092] Figura 17: Misturacao dos liquidos antes de entrar no reator
de inativacéo de virus continua (CVI). A: Misturacao de dois liquidos. B:
Misturacdo de trés liquidos. C: Misturacdo de qualquer numero de
liquidos.

[0093] Figura 18: Ordem de misturacédo dos liquidos antes de entrar
no reator de inativacdo de virus (CVI). A: Misturacao de dois liquidos. B:
Misturacao de trés liquidos onde dois liquidos sdo misturados antes que

o terceiro liquido seja misturado com a mistura resultante. C: A
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misturacdo de qualquer numero de liquidos antes da mistura de liquidos
adicionais € possivel.

[0094] Figura 19: Etapas do processo exemplificadoras (e unidades
correspondentes do reator) a montante da inativacdo de virus (CVI). A:
Um tanque de surto é incorporado antes da inativacdo de virus.
(esquerda) Cromatografia de batelada a montante da CVI. (meio)
Cromatografia de carregamento em contracorrente de CVI. (direita)
Cromatografia de leito mével simulada a montante de CVI. B:
Processamento direto sem emenda sem um tanque de surto. (esquerda)
Cromatografia de batelada. (meio) Cromatografia de carregamento em
contracorrente. (direita) Cromatografia de leito movel simulada.

[0095] Figura 20: Etapas do processo exemplificadoras (e unidades
correspondentes do reator) de inativacdo de virus. A: extracdo de
solvente-detergente no modo de contracorrente. B: extracdo de
solvente-detergente no modo de concorrente. C: Cromatografia de
batelada. D: Cromatografia de carregamento em contracorrente. E:
Cromatografia de leito movel simulado.

[0096] Figura 21: A: Uma grande coluna de 1,75 | tem um nimero
de Bodenstein muito maior (distribuicdo do tempo de residéncia muito
mais estreita) do que qualquer coluna (menor) de escala de laboratério,
ao passo que algumas das colunas de escala de laboratorio ja superam
completamente os reatores do inversor de fluxo enrolado em termos do
namero de Bodenstein. B: O mesmo que o painel A, exceto pelo fato
gue as escalas estdo na forma logaritmica. C: A grande coluna de 1,75
| tem um desempenho muito bom. Em comparacgao, uma coluna menor
(d =26 mm, | = 19,5 cm) compactada com 0 mesmo grupo de granulos
que atingiu uma contagem de EVi%/EVso% na faixa de 0,88 a 0,92 e
nameros de Bodenstein na faixa de 800 a 1.800.

[0097] Figura 22: Representacao de um exemplo ilustrativo de um

dispositivo de vibragao usado para a compactacao da coluna. 1. Motor
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de vibracdo, 2. Quadro de aco, 3. Coluna, 4. Sensor de movimento, 5.
Registrador de dados, 6. Controle de poténcia.

[0098] Figura 23: Explanacéo ilustrativa da velocidade linear da
superficie [cm/h]: A velocidade linear da superficie é a velocidade linear
a qual o fluido se desloca supondo que a estrutura (por exemplo, o leito
compactado de granulos ndo porosos) esta vazia, por exemplo, nao
preenchida com os granulos. Uma estrutura exemplificadora (ilustrada
na forma de um cilindro que é preenchido com canais interconectadas
(B) ou vazio (A)) € mostrada na figura.

[0099] Figura 24: Diagrama da configuracdo de CVI. A instalacéo
consiste em duas bombas, um misturador e a CVI.

[00100] Figura 25: Perfil da concentracdo na saida para o0 processo
de CVI. O grafico mostra a concentracéo de saida (C) normalizada para
a concentracdo na entrada (Co). O processo é dividido em duas fases:
uma fase de partida (ou laténcia) e uma fase de estado estavel. A fase
de partida é representada por uma porcao de 0% de concentracao inicial
da curva e uma transicdo subsequente de 0 a 100% da concentracao.
A fase de partida representa o deslocamento e o esmaecimento da fase
liquida previamente dentro do CVIR até que a concentracdo na saida
combine com aquela na entrada. A fase de estado estavel é
representada pela porcdo de 100% de concentracdo da curva. Neste
exemplo, o estado estavel comeca antes de 2 Vr.

[00101] Figura 26: Resultados do titulo do virus para o processo de
CVI a um tempo de incubacdo de 30 e 60 minutos (no grafico da
esquerda e da direita, respectivamente). O marcador a 0 Vr representa
o titulo de X-MuLV do item de teste encravado antes de misturar com
os componentes de S/D. Os marcadores a 1, 2, 3,4 e 5 Vr representam
os titulos de X-MuLV na saida de CVIR apés a operacao para 1, 2, 3, 4
e 5 volumes do reator, respectivamente. Os marcadores totais mostram

gue o titulo do virus e os marcadores abertos representam amostras
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com os titulos abaixo de LOD.

[00102] Figura 27: O LRV para varias amostras coletadas durante o
processo de inativacdo de virus continua com tempos de incubacéo de
30 e 60 minutos (topo e fundo, respectivamente). As amostras
mostradas foram tomadas depois de 1, 2, 3, 4 e 5 Vr da operacéo e
também incluem um controle de contencdo (HC). A amostra de HC foi
extraida da mesma seringa que contém o tempo de teste encravado
depois que o CVI foi terminado (depois de 5 VR). As barras com carga
completa mostram os dados de LRV e as barras preenchidas com
padrdes diagonais representam o minimo LRV devido as amostras que
caem abaixo de LOD.

[00103] Figura 28: O LRV para varias amostras coletadas durante o
processo de inativacdo de virus de batelada tradicional. As amostras
mostradas foram tomadas depois de 60 minutos de incubacédo e
também incluem um controle de contencao (HC). A amostra de HC foi
obtida pela incubacdo do item de teste encravado sem produtos
guimicos de S/D sob as mesmas condi¢cdes que a corrida de inativacéo
contendo S/D. As barras carregadas completas mostram os dados de
LRV e as barras preenchidas com padrfes diagonais representam o
minimo LRV devido as amostras que caem abaixo de LOD.

[00104] Figura 29: Resultados do titulo do virus para o processo CVI
a tempos de incubacéo de 30 e 60 minutos (no grafico da esquerda e
da direita, respectivamente). O marcador em 0 Vg representa o titulo de
BVDV do item de teste encravado antes de misturar com o0s
componentes de S/D. Os marcadores em 1, 2, 3, 4 e 5 Vg representam
os titulos de BVDV na saida de CVIR ap0s a operacéo para 1, 2, 3,4 e
5 volumes do reator, respectivamente. Os marcadores completos
mostram o titulo do virus e os marcadores abertos representam
amostras com titulos que cairam abaixo de LOD.

[00105] Figura 30: O LRV para véarias amostras coletadas durante o
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processo de inativacdo de virus continuo com tempos de incubacéo de
30 e 60 minutos (topo e fundo, respectivamente). As amostras
mostradas foram tomadas depois de 1, 2, 3, 4 e 5 Vr da operacéo e
também incluem um controle de contengcédo (HC). A amostra de HC foi
extraida da mesma seringa que contém o tempo de teste encravado
depois que a CVI foi terminada (depois de 5 VRr). As barras carregadas
completas mostram os dados de LRV e as barras preenchidas com
padrbes diagonais representam o minimo LRV devido as amostras que
caem abaixo de LOD.

[00106] Figura 31: O LRV para varias amostras coletadas durante o
processo de inativacdo de virus de batelada tradicional. As amostras
mostradas foram tomadas depois de 60 minutos da incubacdo e
também incluem um controle de contencdo (HC). A amostra de HC foi
obtida pela incubacdo do item de teste encravado sem produtos
guimicos de S/D sob as mesmas condi¢cdes que a corrida de inativacéo
contendo S/D. As barras carregadas completas mostram os dados de
LRV e as barras preenchidas com padrfes diagonais representam o
minimo LRV devido as amostras que caem abaixo de LOD.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Definicdes

[00107] A menos que esteja definido de alguma outra maneira a
seguir, 0s termos usados na presente invencao serao compreendidos
de acordo com seu significado comum conhecido do elemento versado
no estado da técnica.

[00108] Todas as publicacdes, patentes e pedidos de patente citados
no presente documento sdo incorporadas por este meio a titulo de
referéncia em sua totalidade para todas as finalidades.

[00109] O termo de "tempo residéncia”, tal como usado no presente
documento, refere-se de maneira geral a quantidade de tempo que

transcorre do momento no qual uma parte do liqguido entra em uma parte
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do equipamento de processamento até que a mesma parte do liquido
sai da parte do equipamento de processamento. Se a velocidade linear
média de uma parte do liquido for elevada, o tempo de residéncia é
curto. Se a velocidade linear média de uma parte do liquido for baixa, o
tempo de residéncia é longo. Em uma modalidade preferida da
invencdo, o termo "tempo de residéncia" refere-se a quantidade de
tempo que transcorre do momento no qual uma parte do liquido entra
na estrutura que tem multiplos canais interconectados até que a mesma
parte do liquido sai da estrutura que tem mudltiplos canais
interconectados. Alternativamente, e com mais preferéncia, o termo
refere-se ao numero de volumes da coluna que passam do momento no
gual uma parte do liquido entra na estrutura que tem multiplos canais
interconectados até que a mesma parte do liquido sai da estrutura que
tem multiplos canais interconectados. O tempo de residéncia e o volume
de eluicdo sao relacionados pela formula a seguir:

Volume de eluicdo (medido em volumes da coluna) = tempo de
residéncia. secao transversal da coluna. velocidade linear da superficie
[00110] Quando partes diferentes do liquido tém tempos de
residéncia diferentes, mesmo que todas as partes do liquido entrem em
uma parte do equipamento de processamento (por exemplo, a estrutura
gue tem multiplos canais interconectados de acordo com a invencado) ao
mesmo tempo, as partes do liquido séo distribuidas com respeito ao seu
tempo de residéncia. Em outras palavras, as partes diferentes do liquido
exibem uma distribuicdo de tempos de residéncia, a qual também é
indicada como "distribuicdo do tempo de residéncia” ou "RTD". Se
houver uma grande diferenca entre as velocidades do fluxo entre as
partes diferentes do liquido, a distribuicdo do tempo de residéncia é
ampla; se houver uma diferenca pequena nas velocidades do fluxo entre
as partes diferentes do liquido, a distribuicdo do tempo de residéncia é

estreita. Uma das vantagens da estrutura que tem multiplos canais
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interconectados de acordo com a invencao é que ela permite obter uma
distribuicédo estreita do tempo de residéncia.

[00111] Deve ser compreendido que o termo "mistura de pelo menos
um liquido e pelo menos um soélido" define que, nho momento em que
pelo menos um dito liquido e pelo menos um sélido sdo misturados, o
sélido estava presente no estado sélido. Isto ndo exclui a possibilidade
gue, na dita mistura de pelo menos um liquido e pelo menos um sdlido,
o sOlido pode se dissolver, por exemplo, enquanto outras etapas do
método de acordo com a invencdo sao executadas.

[00112] De acordo com todas as outras modalidades da invencéo, a
mistura de dois liquidos ou a mistura de pelo menos um liquido e pelo
menos um soélido pode ser uma solucdo aquosa.

[00113] O termo "canais interconectados”, tal como usado no
presente documento, refere-se aos canais em uma estrutura que sao
acessiveis aos liquidos da parte externa da dita estrutura. Pelo menos
alguns dos canais sao interconectados uns com 0s outros. Desta
maneira, quando a estrutura é exposta a um liquido, o liquido pode
passar através da estrutura através desses canais que Ss&o
interconectados uns com o0s outros. Deve ser compreendido que a
estrutura que tem multiplos canais interconectados indicada em relacao
a invencao é tal que é apropriada para passar a mistura de pelo menos
dois liguidos de acordo com a invencao através da estrutura.

[00114] O termo "continuo" ou "continuamente" ou "de fluxo
continuo", tal como usado no presente documento em relacdo ao
método ou ao processo da invengcdo ou com suas etapas, tem o
significado que é normalmente conhecido no estado da técnica. Ele
descreve um método ou um processo ou suas etapas que ocorre(m)
sem interrupcédo. Se o termo "continuo" ou "continuamente” ou "de fluxo
continuo" for usado no presente documento de acordo com etapas do

método ou do processo em particular (por exemplo, com a etapa de

Peticéio 870230047689, de 05/06/2023, pag. 28/92



24[77

misturacdo e passagem de acordo com a invencgéo), significa que essa
etapa ocorre sem interrupcdo. Se o0 termo ‘"continuo" ou
"continuamente” ou "de fluxo continuo" for usado no presente
documento de acordo com um método ou um processo da invencao,
significa que o dito método ou processo ocorre sem interrupcdo. De
preferéncia, onde o método ou o0 processo é executado continuamente,
todas as etapas do método ou do processo sdo executadas
continuamente. Alternativamente, também é possivel que somente a
saida do método ou do processo seja continua, ao passo que as partes
do dito método ou processo (por exemplo, etapas do método ou do
processo em particular) sdo executadas descontinuamente ou
semicontinuamente. Por exemplo, uma série de processos
descontinuos pode aplicar uma saida continua com o passar do tempo,
embora os processos individuais sejam operados descontinuamente.
[00115] O termo "granulos ndo porosos”, tal como usado no presente
documento, refere-se a todos os granulos ndo porosos apropriados que
podem ser usados para um leito compactado de granulos ndo porosos
de acordo com a invencdo. Os "granulos ndo porosos" podem ser
esféricos ou de formato irregular. Em uma modalidade preferida de
acordo com todas as outras modalidades da invencéo, os granulos nao
porosos sdo de preferéncia esféricos. Os "granulos ndo porosos”
podem, por exemplo, ser feitos de qualquer material particulado sélido
gue seja compativel com processamento biofarmacéutico, por exemplo
plasticos, vidro ou metal.

[00116] Os granulos ndo porosos sdo conhecidos no estado da
técnica e sdo comercialmente disponiveis.

[00117] Os granulos de vidro sdo conhecidos no estado da técnica e
podem, por exemplo, ser feitos de vidro de silica. Por exemplo, os
granulos de vidro podem ser adquiridos junto a Cospheric LLC.

[00118] Os granulos de plastico também sdo conhecidos e podem,
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por exemplo, ser feitos de poli(metacrilato de metila) (PMMA), polietileno
(PE), polipropileno (PP), ou poliestireno (PS). Por exemplo, os granulos
de plastico podem ser adquiridos junto a Cospheric LLC, Altuglas
Arkema e Kisker Biotech.

[00119] Os granulos de aco também s&o conhecidos no estado da
técnica e podem, por exemplo, ser feitos de aco inoxidavel. Por
exemplo, os granulos de aco podem ser adquiridos junto a Cospheric
LLC.

[00120] O termo "granulos de ceramica", tal como usado no presente
documento, refere-se a todos os granulos de ceramica que Ssao
apropriados para a formacéo de "um leito compactado de granulos néo
porosos" de acordo com a invencao. Por exemplo, os granulos de
ceramica podem ser adquiridos junto a Kuhmichel Abrasiv GmbH.
[00121] O leito compactado de granulos ndo porosos de acordo com
a invencdo ndo é particularmente limitado e pode, por exemplo, ser
contido em recipientes de varios formatos, tais como colunas ou
reatores. O tamanho do recipiente ndo € particularmente limitado, e
pode ser selecionado com base no tempo desejado de rendimento e
incubacao.

[00122] O termo "inerte" em conexdo com os granulos ndo porosos
da invencéo tem o significado do termo que € conhecido no estado da
técnica. Em uma modalidade preferida, os granulos ndo porosos inertes
nao sdo funcionalizados de nenhuma maneira. Os materiais inertes para
0s granulos nao porosos da invencdo podem ser escolhidos por um
elemento versado no estado da técnica. Por exemplo, em um método
ou um processo da invencao, sera possivel selecionar materiais inertes
conhecidos apropriados de maneira tal que eles ndo reagem ou nao
reagem substancialmente (por exemplo, ndo mensuravelmente) com o
liquido ou a mistura de liquidos que € passado através do leito de

granulos. Por exemplo, os granulos ndo porosos inertes da invencao
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sdo de preferéncia granulos que nao reagem ou hao reagem
substancialmente quimicamente com a mistura liquida da presente
invencdo. Os granulos ndo porosos inertes da invencdo sédo de
preferéncia granulos que ndo adicionam componentes a mistura liquida.
Os granulos nédo porosos inertes da invencdo de preferéncia nao
absorvem nem adsorvem componentes da mistura liquida.

[00123] O termo "desvia do didametro médio de particula" por uma
dada porcentagem tal como usado no presente documento refere-se a
um desvio que depende do didmetro médio de particula. Por exemplo,
se os granulos com um diametro médio de particula de 0,2 mm néo
desviam do diametro médio de particula em mais de 50%, 95% dos
granulos tém um didmetro da particula de ndo mais de 0,3 mm e de néo
menos de 0.1 mm. Similarmente, se os granulos com um diametro
meédio de particula de 0,2 mm ndo desviam do diametro médio de
particula em mais de 20%, 95% dos granulos tém um diametro da
particula de ndo mais de 0,24 mm e de ndo menos de 0,16 mm. Para
as particulas a serem usadas de acordo com a presente invencao que
nado sao esféricas, o diametro refere-se ao eixo mais longo das
particulas.

[00124] O termo "tratamento de vibracdo”, tal como usado no
presente documento, refere-se a qualquer tratamento que envolve a
vibracdo e que € apropriado aumentar a densidade de compactacao do
leito compactado de granulos ndo porosos. Por exemplo, um dispositivo
vibracional pode ser usado para sujeitar o leito compactado de granulos
NAo Porosos ao tratamento de vibracgao.

[00125] Um dispositivo vibracional preferivel contém uma
cremalheira na qual a coluna é imobilizada. Em um exemplo de um
tratamento de vibracdo que usa um dispositivo vibracional, a coluna
vazia € imobilizada, e os granulos séo adicionados durante a vibracao.

A cremalheira € vibrada entdo ao usar um motor de vibracdo. O dito
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motor pode, por exemplo, ser energizado elétrica ou pneumaticamente.
Os leitos compactados de granulos nao porosos podem ser
compactados ao usar uma frequéncia de vibracdo de menos de 40 kHz,
de preferéncia de 1 a 10 kHz, uma aceleragdo menor do que 10 g, de
preferéncia de 0 a 5 g, e uma amplitude de vibragdo menor do que 5
mm, de preferéncia de até 2 mm. Um exemplo ilustrativo de um
dispositivo vibracional usado para a compactacao da coluna é mostrado
na Figura 22.

[00126] O termo "reator”, tal como usado no presente documento,
refere-se a qualquer recipiente ou uma outra estrutura que € apropriada
para conter liquidos. O reator pode ser usado a fim de permitir que os
liquidos reajam quimicamente. No entanto, na presente invencdo o
termo "reator" também se refere aos reatores nos quais ndo ocorre
nenhuma reacdo quimica. Deve ser compreendido que o reator pode
ser ajustado com base no uso pretendido. Por exemplo, deve ser
compreendido que um reator que € usado para a inativacao do virus
sera apropriado para a inativacao do virus. Do mesmo modo, se o reator
for usado para a preparacdo de um farmaco biofarmacéutico ele sera
apropriado para a preparacéo desse farmaco.

[00127] O termo de "geometria impressa em 3D", tal como usado no
presente documento, refere-se a qualquer estrutura porosa pré-fundida
gue é impressa ao usar uma impressora 3D.

[00128] O termo "virus envelopado”, tal como usado no presente
documento, tem o significado conhecido do elemento versado no estado
da técnica. Por exemplo, o0s virus envelopados podem ser
Herpesviridae, tais como virus de herpes simplex, virus de varicela-
zoster, o cytomegalovirus ou virus de Epstein Barr; Hepadnaviridae, tal
como o virus de hepatitis B; Togaviridae tal como o virus de rubéola ou
alphavirus; Arenaviridae, tal como o virus de coriomeningite linfocitica;

Flaviviridae, tais como o virus da dengue ou o virus da diarreia viral de
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bovinos (BVDV), o virus de hepatite C ou o virus da febre amarela;
Orthomyxoviridae, tais como o virus de influenza A, o virus de influenza
B, o virus de influenza C, o isavirus ou o thogotovirus; Paramyxoviridae,
tais como o virus do sarampo, 0 virus da caxumba, o virus sincitial
respiratorio, o virus de Rinderpest ou o virus de cinomose canina;
Bunyaviridae, tais como o virus ou da encefalite da Califérnia ou
hantavirus; Rhabdoviridae, tal como o virus da raiva; Filoviridae, tais
como o virus de Ebola ou o virus de Marburg; Coronaviridae, tal como
o virus de corona; Bornaviridae, tal como o virus da doenca de Borna;
ou Arteriviridae tal como o arterivirus ou virus de artrite equina;
Retroviridae, tal como virus de imunodeficiéncia humana (HIV) ou o
virus de leucemia de murinho xenotrépico (X-MuLV), virus humano T-
linfotropico humano 1 (HTLV-1); Poxviridae, tal como Orthopoxvirus
variolae (virus da variola).

[00129] O termo "mistura de solvente/detergente”, tal como usado no
presente documento, tem o significado conhecido do elemento versado
no estado da técnica. O termo "mistura de solvente/detergente” também
se refere as misturas que contém somente solventes ou somente
detergentes. Em uma modalidade preferida, a mistura de
solvente/detergente usada de acordo com a invengdo contém pelo
menos um solvente que ndo a agua e pelo menos um detergente. O
namero de solventes e/ou detergentes diferentes contidos na mistura
ndo € particularmente limitado. Por exemplo, a mistura de
solvente/detergente pode ser composta de fosfato de tri-n-butila,
polissorbato 80 e Triton X-100.

[00130] O termo "tratamento de inativacdo de virus com solvente-
detergente”, tal como usado no presente documento, tem o significado
conhecido do elemento versado no estado da técnica. Em uma
modalidade preferida, os tratamentos com solvente-detergente podem

ser usados contra virus envelopados, por exemplo, mediante a remocao
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da membrana de lipidio dos virus envelopados. No entanto, o
"tratamento de inativacdo de virus com solvente-detergente" da
presente invencdo ndo é limitado a isso. Por exemplo, "um tratamento
de inativacdo de virus com solvente-detergente" da presente invencéo
também pode incluir tratamentos de virus ndo envelopados que, por
exemplo, agem de modo a desnaturar as proteinas na superficie de um
virus tal como um virus ndo envelopado.

[00131] O termo "valor de reducédo Logl10" ou "LRV", tal como usado
no presente documento, é uma medicao da reducdo de particulas de
virus infeccioso em um fluido, definida como o logaritmo (base 10) da
razdo da concentracdo de particulas de virus infeccioso antes da
inativacdo de virus e a concentracao de particulas de virus infeccioso
apos a inativacao do virus. O valor de LRV é especifico a um dado tipo
de virus. E evidente para um elemento versado no estado da técnica
gue qualquer valor de reducéo Logl10 (LRV) acima de zero é vantajoso
para melhorar a seguranca dos métodos e dos processos tais como
meétodos e processos de producdo biofarmacéuticos. De acordo com a
invencdo, os LRVs podem ser medidos por quaisquer métodos
apropriados conhecidos no estado da técnica. De preferéncia, os LRVs
indicados no presente documento sdo LRVs tal como medidos pelo
ensaio de placa ou tal como medidos pelo ensaio TCID50, com mais
preferéncia tal como medidos pelo ensaio TCID50. Estes ensaios séo
conhecidos do elemento versado no estado da técnica. De preferéncia,
os LRVs indicados de acordo com a invengdo sao LRVs de um virus
envelopado. Por exemplo, "um ensaio TCID50", tal como usado no
presente documento, refere-se a um ensaio de dose infecciosa de
cultura de tecido. O ensaio TCID50 € um teste de diluicdo do ponto final,
no qual o valor TCID50 representa a concentracao viral necessaria para
induzir a morte da célula ou mudancas patoldgicas em 50% das culturas

de células inoculadas.
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[00132] Os termos de "vazdo" e "vazao volumétrica", tal como
usados de acordo com a invengédo, sao usados intercambiavelmente e
se referem ao volume da mistura que passa através da estrutura que
tem multiplos canais interconectados de acordo com a invengado por
uma quantidade de tempo. A vazao volumétrica (ou vazao) é de
preferéncia medida em ml/min. A vazao volumétrica (ou vazao) é
constante, independentemente do diametro da tubulacao,
independentemente do didmetro da estrutura que tem multiplos canais
interconectados (por exemplo, a coluna), e independentemente do
pistdo da bomba. Ela € ajustada tipicamente ao mudar a velocidade da
bomba até a vaz&o desejada. Por exemplo, se uma ou mais bombas
forem usadas a montante da estrutura que tem multiplos canais
interconectados, a vazado volumétrica (ou vazédo) € o volume total
deslocado pelas ditas bombas por uma quantidade de tempo. Por
exemplo, as bombas de pistdo aplicam, por exemplo, um volume
definido de fluido em cada curso do pistdo. As bombas de seringa sao
impelidas por um motor linear. Ao usar o didmetro da seringa e a
distancia na qual o pistdo da seringa € empurrado pelo motor, pode ser
calculado o volume deslocado por uma quantidade de tempo.
Alternativamente, a vazdo também pode ser medida pelos medidores
de fluxo que sé&o conhecidos no estado da técnica.

[00133] De maneira geral, uma "velocidade linear" é definida como
uma vazdao dividida pela area em secao transversal da estrutura atraves
da qual o liquido esta passando:

velocidade linear = (vazdo volumétrica)/(area em secéao transversal)
[00134] O termo "velocidade linear", tal como usado em relacdo as
estruturas da invencéo, refere-se a vazao volumétrica dividida pela area
de secdo transversal da estrutura que tem multiplos canais
interconectados. A secao transversal pode ser tipicamente circular, isto

€, a secdo transversal € um circulo.
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[00135] Em uma estrutura que tem multiplos canais interconectados
da invencgao, tal como um leito compactado de granulos ndo porosos,
duas velocidades lineares de fluido diferentes podem ser distintas:

a) Velocidade linear da superficie (indicada de preferéncia
em [cm/h]): A velocidade linear da superficie é a velocidade linear a
gual o fluido se desloca supondo que a estrutura (por exemplo, o leito
compactado de granulos ndo porosos) esta vazia, por exemplo, ndo
preenchida com granulos. Uma estrutura exemplificadora (ilustrada na
forma de um cilindro que € preenchido com os canais interconectados
(B) ou vazio (A)) é mostrada na Figura 23.

b) Velocidade linear intersticial (indicada de preferéncia em
[cm/h]): A velocidade intersticial € a velocidade do fluido real através
da estrutura que tem multiplos canais interconectados (por exemplo,
através do leito compactado de granulos ndo porosos). Uma vez que o
fluxo de fluido s6 pode fluir através dos canais interconectadas (por
exemplo, em torno dos granulos), a velocidade intersticial € sempre
mais elevada do que a velocidade superficial.
[00136] A menos que esteja indicado de alguma outra maneira, todas
as ocorréncias do termo "velocidade linear", tal como usado no presente
documento, referem-se a velocidade linear da superficie. A velocidade
linear da superficie pode ser calculada ao dividir a vazdo (ou vazéo
volumétrica) pela area em secdo transversal da estrutura que tem
multiplos canais interconectados, supondo que a estrutura esteja vazia.
[00137] O termo "limite de deteccédo" ou "LOD", tal como usado no
presente documento, refere-se a menor porcdo detectavel de uma
substancia, por exemplo, a menor porcdo detectavel dos granulos na
suspensao. O termo "limite de tempo de detec¢ao" ou "tempo LOD", tal
como usado no presente documento, refere-se ao ponto no tempo no
gual o sinal que emana de uma substancia, por exemplo, de uma

substancia de rastreador, tais como granulos em suspenséo, excede o
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limite de deteccéo (LOD).

[00138] O termo "numero de Bodenstein", tal como usado no
presente documento, tem o significado conhecido do elemento versado
no estado da técnica. Por exemplo, ele é descrito em Levenspiel,
Chemical Reaction Engineering, 32 ed., John Wiley & Sons, 1999 (Ref.
8), que é incorporado a titulo de referéncia em sua totalidade para todas
as finalidades. O numero de Bodenstein ndo é dimensionado e
caracteriza a retromisturacdo dentro de um sistema. Desse modo, 0
namero de Bodenstein pode indicar a extensdo até a qual os volumes
de liquidos ou compostos de retromisturam. Por exemplo, um ndmero
Bodenstein pequeno indica um grande grau de retromisturacédo, ao
passo que um grande numero de Bodenstein indica um grau pequeno
de retromisturacdo. Tal como deve ser conhecido de um elemento
versado no estado da técnica, o numero de Bodenstein pode ser usado
como uma medida da distribuicdo do tempo de residéncia e pode ser
determinado pelos métodos conhecidos no estado da técnica. Na
presente invencdo, o numero de Bodenstein pode ser de preferéncia
calculado ao ajustar a funcdo F as curvas de ruptura (tal como
exemplificado nos exemplos; vide, por exemplo, a Figura 1A), onde
F(EV) representa a integral de um pico de Gauss (por exemplo, um sinal
de UV de uma substancia de rastreador adicionada a mistura que €
passada através da estrutura que tem multiplos canais interconectados
de acordo com a invencao) e Bo representa o numero de Bodenstein,
EV representa o volume de eluicdo em um dado ponto do tempo e EVsox
representa o volume de eluicdo no tempo de residéncia médio:

F(EV) =1/2 (erf(1/2 VBo(EV/EVsow - 1)) + 1)

[00139] A Figura 1B representa alguns perfis de ruptura diferentes
com o0s numeros de EV/EV e o0s numeros de Bodenstein
correspondentes. A figura demonstra que o comeco do perfil (que é

crucial em particular para a inativacdo de virus) € muito mais bem
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refletido no nimero de EV/EV do que no numero de Bodenstein.
[00140] De acordo com a presente invencdo, cada ocorréncia do
termo "que compreende" pode ser opcionalmente substituida pelo termo
"gue consiste".

[00141] A seguir serdo descritas modalidades especificas da
invencdo, mas a invengdo ndo € limitada as mesmas. Além disso,
algumas das modalidades a seguir podem ser combinadas com
gualquer uma das outras modalidades a seguir de acordo com a
presente invencgao.

[00142] A estrutura que tem multiplos canais interconectados a ser
usada de acordo com a invencdo pode ser um mondlito ou uma
estrutura pré-fundida tal como uma geometria impressa em 3D, mas €
de preferéncia um leito compactado de granulos ndo porosos. Desse
modo, em particular o leito compactado de granulos ndo porosos pode
ser combinado com quaisquer outras modalidades da presente
invencao.

[00143] O leito compactado dos granulos ndo porosos a ser usado
de acordo com a presente invencdo pode ser contido em recipientes de
varios formatos, tais como colunas e/ou reatores. De preferéncia, o leito
compactado de granulos ndo porosos preenche completamente o
recipiente, isto €, ndo deixa nenhuma grande lacuna. De preferéncia, o
recipiente compreende pelo menos uma entrada e pelo menos uma
saida que sédo posicionadas em extremidades opostas do recipiente.
Dessa maneira, um fluido pode entrar no recipiente através da entrada,
passar através do leito compactado de granulos ndo porosos, e sair do
recipiente através da saida. De preferéncia, o recipiente € uma coluna.
[00144] O recipiente para o leito compactado dos granulos nédo
porosos a ser usado de acordo com a presente invencao pode ter
qualquer formato, por exemplo, pode ter uma base circular, uma base

angular, ou uma base retangular. De preferéncia, o recipiente tem uma
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base circular. Em uma modalidade particularmente preferida da
invencéo, o leito compactado dos granulos ndo porosos a ser usado de
acordo com a presente invencao € contido em uma coluna com uma
base circular.

[00145] O comprimento do leito compactado dos granulos néo
porosos a ser usado de acordo com a presente invencdo ndo €
particularmente limitado, e pode ser ajustado ao levar em conta o
rendimento desejado, a velocidade linear da superficie desejada e o
tempo de residéncia médio desejado do liquido. Em particular, o
comprimento do leito compactado de granulos ndo porosos pode ser
selecionado com base na velocidade linear da superficie desejada e no
tempo de residéncia meédio desejado do liquido. Por exemplo, se a
velocidade linear da superficie desejada for de 20 cm/h e a porosidade
do leito compactado de granulos ndo porosos for suposta como sendo
igual a 0,4, e o tempo de residéncia médio desejado for de pelo menos
1 h, entdo o comprimento do leito compactado de granulos ndo porosos
precisa ser de pelo menos 50 cm. Se a velocidade linear da superficie
desejada for de 20 cm/h, e o tempo de residéncia meédio desejado for
de pelo menos 3 h, entdo o comprimento do leito compactado de
granulos ndo porosos precisa ser de pelo menos 150 cm. Em uma
modalidade preferida, a velocidade linear da superficie desejada é de
cerca de 20 cm/h e o tempo de residéncia médio desejado é de pelo
menos 1 hora, de modo que o leito compactado de necessidades de
granulos ndo porosos precisa ter um comprimento de pelo menos 50
cm. Os autores da presente invencdo verificaram que, quanto mais
longo o leito compactado dos granulos ndo porosos a ser usado de
acordo com a presente invengao, mais estreita a distribuicdo do tempo
de residéncia de um liquido que € passado através do leito de granulos
nao porosos. Desse modo, se o leito compactado de granulos nédo

porosos a ser usado de acordo com a presente invencao for mais longo
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(por exemplo, se tiver um comprimento de pelo menos 5 cm, ou de pelo
menos 10 cm, ou de pelo menos 20 cm, ou de pelo menos 30 cm, ou de
pelo menos 50 cm, ou de pelo menos 70 cm, ou de pelo menos 100 cm)
isto é vantajoso para uma distribuicdo estreita do tempo de residéncia.

[00146] Alargura ou o diametro do leito compactado de granulos néao
porosos a ser usado de acordo com a presente invengcdo nao sao
particularmente limitados, e podem ser selecionados com base no
rendimento desejado, na velocidade linear da superficie desejada e no
tempo de residéncia médio desejado do liquido. E aparente ao elemento
versado na técnica que a largura ou o diametro do leito compactado de
granulos ndo porosos seréo selecionados ao levar em conta o tamanho
dos granulos. Em outras palavras, a largura ou o diametro do leito
compactado de granulos nédo porosos serédo escolhidos de maneira tal
gue sejam suficientes a fim de acomodar os granulos. Em uma
modalidade preferida da invencéo, o diametro da coluna ¢ de 5 mm, e
de preferéncia de pelo menos 10 mm.

[00147] O volume do leito compactado dos granulos ndo porosos a
ser usado de acordo com a presente invencdo ndo é particularmente
limitado, e pode ser selecionado ao levar em conta o rendimento
desejado, a velocidade linear da superficie desejada e o tempo de
residéncia médio desejado do liquido. No entanto, os autores da
presente invencgao verificaram de modo surpreendente que os grandes
volumes do leito compactado de granulos ndo porosos propiciam
distribuicbes do tempo de residéncia mais estreitas do que os volumes
pequenos quando um liquido é passado através ao leito de granulos nédo
porosos. Desse modo, os volumes grandes do leito compactado de
granulos ndo porosos sao os preferidos, por exemplo, volumes de
espacos vazios de pelo menos 10 ml, de preferéncia de pelo menos 40
ml, com mais preferéncia de pelo menos 150 ml, ainda com mais

preferéncia de pelo menos 470 ml e ainda com maior preferéncia de
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pelo menos 700 ml.

[00148] Os granulos néo porosos que formam o leito compactado de
granulos ndo porosos para 0 uso de acordo com a presente invencao
podem ter varios diametros médios de particula. Deve ser compreendido
que o diametro dos granulos nao porosos pode ser facilmente
selecionado de maneira tal que os canais interconectados formados
pelos espacos entre os granulos séo apropriadas para 0s componentes
(por exemplo, fAarmacos biofarmacéuticos) do liquido (por exemplo, da
mistura usada de acordo com a presente invencéo) passarem através do
leito compactado de granulos ndo porosos. Por outro lado, os autores da
presente invencao verificaram de modo surpreendente que, quanto
menor o diametro médio de particula dos granulos que formam o leito
compactado de granulos ndo porosos de acordo com a presente
invencdo, mais estreita a distribuicdo do tempo de residéncia de um
liquido que é passado através do leito compactado. Desse modo, o0s
granulos a serem usados de acordo com a presente invencéo ficam de
preferéncia na faixa de 0,05 mm a 1 mm, com mais preferéncia na faixa
de 0,05 mm a 0,6 mm, ainda com mais preferéncia na faixa de 0,05 mm
a 0,5 mm e com ainda com maior preferéncia na faixa de 0,05 mm a 0,3
mm. Além disso, os autores da presente invencéo verificaram de maneira
surpreendente que, quanto mais homogéneo o diametro médio de
particula dos granulos a serem usados de acordo com a presente
invencdo, mais estreita a distribuicdo do tempo de residéncia de um
liquido que é passado através do leito compactado de granulos nao
porosos. Desse modo, os granulos a serem usados de acordo com a
presente invencao de preferéncia ndo desviam do didmetro médio de
particula em mais do que 50%, com mais preferéncia hdo mais do que
35%, e com maior preferéncia ainda ndo mais do que 20%.

[00149] De preferéncia, os granulos ndo porosos que formam o leito

compactado de granulos ndo porosos para o uso de acordo com a
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presente invencao sao inertes.

[00150] De preferéncia, os granulos nao porosos que formam o leito
compactado de granulos ndo porosos para o uso de acordo com a
presente invencao sao esféricos.

[00151] Os gréanulos ndo porosos podem ser compactados por varios
meios para formar o leito compactado de granulos ndo porosos para o
uso de acordo com a presente invencdo. Os autores da presente
invencéo verificaram que as diferencas na qualidade da compactacéo
afetam os trajetos do fluxo dos liquidos que sdo passados através do
leito compactado de granulos ndo porosos, e desse modo a distribuicao
do tempo de residéncia.

[00152] Os meios exemplificadores para compactar os granulos nao
porosos para o uso de acordo com a presente invencdo sdo a
compactacgdo a seco ou a compactacdo a umido, com e sem tratamento
de vibragdo. A compactacao do liquido pode ser pela gravidade ou sob
um fluxo. Os meios preferidos para compactar os granulos ndo porosos
para o uso de acordo com a presente invencdo sao o tratamento de
vibragdo com compactacdo. Também é preferida a compactacédo a
umido, com mais preferéncia em combinacdo com o tratamento de
vibragdo. A qualidade da compactacdo pode ser determinada, por
exemplo, ao determinar a distribuicdo do tempo de residéncia de um
liquido que € passado através do leito compactado de granulos néo
porosos. Uma distribuicdo estreita do tempo de residéncia € indicativa
de uma boa qualidade de compactacédo, e uma ampla distribuicao do
tempo de residéncia € indicativa de uma ma qualidade de compactacéao.
[00153] O método para a incubacdo de uma mistura de pelo menos
dois liguidos de acordo com a presente invencdo compreende a
misturacao de pelo menos duas ditas misturas para obter uma mistura
e a passagem da dita mistura através de uma estrutura que tem

multiplos canais interconectados, incubando desse modo a dita mistura.
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De preferéncia, as ditas misturacdo e passagem sdo executadas
continuamente. De maneira surpreendente, os autores da presente
invencao verificaram que, quando um liquido tal como uma mistura de
pelo menos dois liquidos de acordo com a invengao € passado atraves
da estrutura que tem multiplos canais interconectados a fim de incubar
o dito liquido (por exemplo, a dita mistura), a incubac&o ocorre com uma
distribuicdo particularmente estreita do tempo de residéncia. Tal
distribuicdo estreita do tempo de residéncia é vantajosa para todos os
tipos de processos de operacao continua nos quais os liquidos tém que
ser misturados e incubados por periodos de tempo definidos, uma vez
gue permite escolher com mais preciséo os tempos de incubacdao.
[00154] No método para a incubacdo de acordo com a invencéo, a
velocidade linear da superficie da mistura que é passada através de
uma estrutura que tem multiplos poros interconectados ndo é
particularmente limitada, e pode ser selecionada com base no
rendimento desejado. Os autores da presente invencéo verificaram que
as velocidades lineares da superficie mais baixas de um liquido da
invencéao (por exemplo, a mistura usada de acordo com a invencgao) que
€ passado através de uma estrutura que tem mudltiplos canais
interconectados propiciam distribuicbes mais estreitas do tempo de
residéncia do que as velocidades lineares da superficie mais altas.
Desse modo, a velocidade linear da superficie no método para a
incubacdo de acordo com a presente invencao € de preferéncia igual a
ou menor do que 600 cm/h, ou igual a ou menor do que 300 cm/h, ou
igual a ou menor do que 200 cm/h, ou igual a ou menor do que 100
cm/h, ou igual a ou menor do que 50 cm/h, ou igual a ou menor do que
20 cm/h. Com mais preferéncia, a velocidade linear da superficie € igual
a ou menor do que 50 cm/h.

[00155] Tal como deve ser conhecido de um elemento versado no

estado da técnica, o0 numero de Bodenstein pode ser usado como uma
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medida da distribuicdo do tempo de residéncia. Um numero de
Bodenstein pequeno € indicativo de uma ampla distribuicdo do tempo de
residéncia, e um grande numero de Bodenstein é indicativo de uma
distribuicdo estreita do tempo de residéncia. Tal como descrito acima, no
método para a incubacgdo de acordo com a presente invencao, é muito
preferivel que a mistura que passa através de uma estrutura que tem
multiplos canais interconectados tenha uma distribuicdo estreita do
tempo de residéncia. Por conseguinte, no método para a incubacédo de
acordo com a presente invencdo, € preferivel que o numero de
Bodenstein da mistura que passa através de uma estrutura que tem
multiplos canais interconectados seja igual a ou maior do que 50, com
mais preferéncia igual a ou maior do que 300, ainda com mais preferéncia
igual a ou maior do que 400, ainda com maior preferéncia igual a ou maior
do que 500, com mais preferéncia ainda igual a ou maior do que 600, e
com a maxima preferéncia igual a ou maior do que 800.

[00156] Um exemplo para um processo no qual os liquidos (por
exemplo, misturas de pelo menos dois liquidos) sdo incubados por um
periodo de tempo definido enquanto sdo passados através de uma
estrutura que tem multiplos canais interconectados é a inativagao
continua de virus. Desse modo, em uma modalidade preferida da
presente invencdo, o0 método para a incubacdo de acordo com a
presente invencdo € para a inativacdo continua de virus. Nesta
modalidade preferida, um primeiro liquido de pelo menos dois ditos
liquidos € um liquido que contém potencialmente um virus, e um
segundo liquido de pelo menos dois ditos liquidos compreende um
agente de inativacdo de virus. Quando a mistura de um liquido que
contém potencialmente um virus e um liquido que compreende um
agente de inativacéo de virus é misturada, o tempo de incubacao pode
ser selecionado de maneira tal que seja suficientemente longo para

obter o valor de reducéo Log10 suficiente (LRV) para um determinado
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virus. Por outro lado, o tempo de incubacédo também é selecionado de
preferéncia de maneira tal que seja curto o bastante para assegurar que
outros componentes que podem estar contidos nos liquidos (por
exemplo, um biofarmacéutico) ndo sejam danificados pelo agente de
inativacdo de virus. Se para todas (ou pelo menos uma maior parte de)
as partes do liquido (por exemplo, uma mistura de pelo menos dois
liguidos) o tempo de incubagédo for similar, entdo um tempo de
incubacdo apropriado que ndo seja nem curto demais, nem longo
demais, pode ser obtido mais facilmente. Desse modo, as distribuicdes
estreitas do tempo de residéncia que sdo obtidas de acordo com a
invencdo sdo vantajosas uma vez que, por exemplo, elas permitem
selecionar tais tempos de incubacao apropriados.

[00157] Em processos de producdo biofarmacéutica, os virus na
mistura que contém o farmaco biofarmacéutico sao tipicamente
inativados para assegurar que, apoés a formulacdo do farmaco
biofarmacéutico em uma composi¢cdo farmacéutica, a composi¢cao
farmacéutica ndo cause nenhum dano aos pacientes. Desse modo, o
método ou 0 processo para a inativacdo do virus de acordo com a
presente invengao sao particularmente Uteis em processos de producéo
biofarmacéutica. Por conseguinte, em uma modalidade preferida do
meétodo ou do processo para a inativacdo do virus de acordo com a
presente invencgdo, o primeiro liquido da mistura de pelo menos dois
liquidos que é passada através de uma estrutura que tem multiplos
canais interconectados compreende um farmaco biofarmacéutico. Por
conseguinte, a presente invencao também se refere a um método para
a preparacao de um farmaco biofarmacéutico, em que o dito farmaco
biofarmacéutico é recuperado depois de ter sido executado o método
para a incubacao de acordo com a presente invencao.

[00158] Os métodos para a recuperacdo de um farmaco

biofarmacéutico que pode ser apropriadamente usado depois de ter sido
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executado o metodo de incubacao de acordo com a presente invencao
sdo bem conhecidos de um elemento versado no estado da técnica. Por
exemplo, varios métodos de cromatografia podem ser usados para a
recuperacdo de um farmaco biofarmacéutico. Tais métodos podem ser
selecionados por um elemento versado no estado da técnica ao levar
em consideracao as propriedades do farmaco biofarmacéutico, a fonte
da qual é obtida (por exemplo, de modo recombinante ou de outras
fontes tais como do plasma humano) e a aplicagdo biofarmacéutica
desejada (por exemplo, se vai ser administrada subcutanea ou
intravenosamente, etc.).

[00159] Os farmacos biofarmacéuticos de acordo com a invencéo
ndo sao particularmente limitados. Eles incluem farmacos
biofarmacéuticos recombinantes e farmacos biofarmacéuticos de outras
fontes tais como os farmacos biofarmacéuticos obtidas do plasma
humano. Os farmacos biofarmacéuticos de acordo com a invengao
incluem, sem limitacdo, fatores do sangue, imunoglobulinas, enzimas
de substituicdo, vacinas, vetores de terapia de genes, fatores do
crescimento e seus receptores. Os fatores do sangue preferidos incluem
o fator | (fibrinogénio), o fator Il (protrombina), o fator de tecido, o fator
V, o fator VII e o fator Vlla, o fator VIII, o fator IX, o fator X, o fator XI, o
fator XII, o fator Xlll, o fator de von Willebrand (VWF), a precalicreina, o
guininogénio de elevado peso molecular (HMWK), a fibronectina, a
antitrombina 1ll, o cofactor de heparina Il, a proteina C, a proteina S, a
proteina Z, o plasminogénio, a alfa 2-antiplasmina, o ativador de
plasminogénio de tecido (tPA), a urocinase, o inibidor de ativador de
plasminogénio 1 (PAIl), e o ativador de inibidor de plasminogénio 2
(PAI2). Os fatores do sangue que podem ser usados de acordo com a
presente invencdo devem incluir as variantes de polipeptideos
funcionais e os polinucleotideos que codificam os fatores do sangue ou

codificam tais polipeptideos de variantes funcionais. As imunoglobulinas
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preferidas incluem imunoglobulinas do plasma humano, os anticorpos
monoclonais e 0s anticorpos recombinantes. Os farmacos biofarma-
céuticos de acordo com a invencao séao de preferéncia as respectivas
proteinas humanas ou humanas recombinantes ou as suas variantes
funcionais.

[00160] Depois de ter sido recuperada o farmaco biofarmacéutico
obtido pelo método para preparacédo de um farmaco biofarmacéutico de
acordo com a presente invencao, o farmaco biofarmacéutico pode ser
formulado em uma composicdo farmacéutica. Tal composicéo
farmacéutica pode ser preparada de acordo com padrbes conhecidos
para a preparacdo de composicbes farmacéuticas. Por exemplo, a
composicdo pode ser preparada de uma maneira que possa ser
armazenada e administrada apropriadamente, por exemplo, ao usar
componentes farmaceuticamente aceitaveis tais como veiculos,
excipientes ou estabilizantes. Tais componentes farmaceuticamente
aceitaveis ndo sdo toéxicos nas quantidades usadas quando a
composicao farmacéutica € administrada a um paciente.

[00161] Em conexdo com todas as modalidades do método ou do
processo para a inativacdo do virus de acordo com a presente invencao,
o dito método ou processo € de preferéncia um método ou um processo
para a inativacdo continua de virus.

[00162] Particularmente, no método ou no processo para a
inativacdo de virus de acordo com a presente invencdo, pode ser
vantajoso monitorar o tempo de residéncia do liquido na estrutura que
tem multiplos canais interconectados, e a sua distribuicdo do tempo de
residéncia. Tal monitoramento deve permitir o reconhecimento se
gualquer parte do liquido da mistura que é passada através da estrutura
gue tem multiplos canais interconectados nao gaste tempo suficiente na
estrutura que tem multiplos canais interconectados. No método para a

inativacdo continua de virus de acordo com a presente invencédo, pode
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ser vantajoso o reconhecimento se qualquer parte do liquido da mistura
gue €é passada através da estrutura que tem multiplos canais
interconectados ndo gaste tempo suficiente na estrutura que tem
multiplos canais interconectados, uma vez que em tal caso o primeiro
liquido (por exemplo, que compreende um farmaco biofarmacéutico)
pode ndo ser exposto ao agente de inativacao de virus por um tempo
suficiente para obter o valor de reducdo Logl0O desejado para um
determinado virus. Em tal caso, o elemento versado na técnica pode
modificar o método ou o processo para a inativacao do virus de acordo
com a invengéo, por exemplo, ao aumentar o comprimento da estrutura
gue tem multiplos canais interconectados e/ou ao reduzir a velocidade
linear da superficie.

[00163] No método ou no processo para a inativacdo do virus de
acordo com a presente invencdo, a fim de monitorar o tempo de
residéncia do liquido na estrutura que tem multiplos canais
interconectados e a sua distribuicdo do tempo de residéncia, uma
amostra de rastreador pode ser encravada periodicamente a montante
da estrutura que tem multiplos canais interconectados. Por exemplo,
uma amostra de rastreador pode ser encravada periodicamente em um
primeiro liquido, o qual é misturado subsequentemente com um
segundo liquido e opcionalmente outros liquidos. Alternativamente, uma
amostra de rastreador pode ser encravada periodicamente na mistura
de pelo menos dois liquidos e misturada com a dita mistura.
Subseguentemente, quando a mistura que compreende o rastreador é
passada através da estrutura que tem multiplos canais interconectados
de acordo com a presente invencao, a concentracao de rastreador na
mistura pode ser monitorada a montante e a jusante da estrutura que
tem multiplos canais interconectados. Esse monitoramento pode ser
executado por qualquer método apropriado. Os métodos analiticos

apropriados sédo conhecidos de um elemento versado no estado da
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técnica. Tais métodos podem ser baseados, por exemplo, na deteccéo
da fluorescéncia, na deteccdo da absorbancia ou na ressonancia
magnética nuclear (NMR). Por conseguinte, em uma modalidade
preferida, 0 método ou o0 processo para a inativacdo do virus de acordo
com a presente invengdo compreende uma etapa de monitoramento da
distribuicdo do tempo de residéncia e do tempo de residéncia do liquido
(por exemplo, a mistura de pelo menos dois liquidos usados de acordo
com a invencao) na estrutura que tem multiplos canais interconectados,
em que a dita etapa compreende a encravacdo peridédica de uma
amostra de rastreador no dito liquido (por exemplo, na dita mistura de
pelo menos dois liquidos usados de acordo com a invencdo) e o
monitoramento da concentracao do dito rastreador (por exemplo, na dita
mistura de pelo menos dois liquidos usados de acordo com a invengao)
a montante e a jusante da estrutura que tem multiplos canais
interconectados. Esta etapa € vantajosa, uma vez que ela permite
monitorar a qualidade da estrutura que tem mdltiplos canais
interconectados durante um processo de produgcdo continuo, por
exemplo, a fim de detectar o entupimento potencial ou outros disturbios
da estrutura. Além disso, esta etapa também é vantajosa, uma vez que
ela permite monitorar se a distribuicdo do tempo de residéncia da
estrutura que tem mudltiplos canais interconectados permanece
suficientemente estreita a fim de obter o LRV desejado, por exemplo,
um LRV igual a 4.

[00164] No método ou no processo para a inativacdo do virus de
acordo com a presente invencao, € preferivel que o agente de inativacao
de virus seja uma mistura de solvente/detergente apropriada para o
tratamento de inativacdo de virus com solvente/detergente. A mistura
de solvente/detergente de acordo com a invengao nao é particularmente
limitada. Por exemplo, a mistura de solvente/detergente pode

compreender um Uunico solvente organico e uma pluralidade de
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tensoativos, uma pluralidade de solventes organicos e um unico
tensoativo, ou uma pluralidade de solventes organicos e uma
pluralidade de tensoativos. Deve ser compreendido que o tipo de
detergente e/ou solvente e as suas respectivas concentragdes podem
ser apropriadamente escolhidos por um elemento versado na técnica,
ao levar em conta, por exemplo, 0s virus potenciais presentes no
liquido, o LRV desejado, as propriedades do farmaco biofarmacéutico e
as caracteristicas do processo de fabricacdo do farmaco
biofarmacéutico (por exemplo, a que temperatura a inativacdo sera
executada). Tipicamente, as concentracfes finais de um solvente
organico e um unico tensoativo durante a incubagdo de acordo com a
invencéo sdo de cerca de 0,1% (v/v) a cerca de 5% (v/v) do solvente
organico e de cerca de 0,1% (v/v) a cerca de 10% (v/v) de tensoativo.
Quando é usada uma pluralidade de tensoativos, a concentracao final
de um solvente organico é de cerca de 0,1% (v/v) a cerca de 5% (v/v),
a concentracao final de um tensoativo € de cerca de 0,1% (v/v) a cerca
de 10% (v/v), de cerca de 0,5% (v/v) a cerca de 5% (v/v), ou de cerca
de 0,5% (v/v) a cerca de 1,0% (v/v), e a concentracao final do restante
dos tensoativos € de cerca de 0,1% (v/v) a cerca de 5% (v/v), de cerca
de 0,1% (v/v) a cerca de 1,0% (v/v), ou de cerca de 0,2% (v/v) a cerca
de 4% (v/v).

[00165] Em uma modalidade da presente invencao, a mistura de
solvente/detergente compreende o fosfato de tri-(n-butila) e o éter octil
fenilico de polioxietileno (também conhecido, por exemplo, como
TRITON® X-100). Em uma outra modalidade, a mistura de
solvente/detergente compreende o fosfato de tri(n-butila) e o mono-
oleato de polioxietileno sorbitano (80) (também conhecido, por exemplo,
como polissorbato 80 ou TWEEN® 80).

[00166] Em uma outra modalidade da presente invencao, a mistura

de solvente/detergente compreende o fosfato de tri(n-butila), o éter octil
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fenilico de polioxietileno (TRITON® X-100), e o mono-oleato de
polioxietileno sorbitano (80) (também conhecido, por exemplo, como
polissorbato 80 ou TWEEN® 80).

[00167] Em uma modalidade preferida do método ou do processo
para a inativacdo do virus de acordo com a presente invencdo, um
primeiro liquido que compreende um farmaco biofarmacéutico e um
segundo liguido que compreende uma mistura de solvente/detergente
apropriada para o tratamento de inativacdo de virus de
solvente/detergente sdo misturados e a mistura € passada
subsequentemente através de uma estrutura que tem multiplos canais
interconectados. Como deve ser aparente a um elemento versado no
estado da técnica, as concentracbes de um ou mais componentes da
mistura para o tratamento de inativagcéo de virus com solvente/detergente
podem ser monitoradas na mistura que é passada através da estrutura
gue tem multiplos canais interconectados, por exemplo, a montante da
estrutura que tem multiplos poros interconectados, ou a jusante da
estrutura que tem mudltiplos poros interconectados. Por exemplo, um ou
mais componentes da mistura que € passada atraves da estrutura com
multiplos canais interconectadas podem ser rastreados ao usar a
espectroscopia UV VIS e a espectroscopia infravermelha com
transformacdo de Fourier (FTIR), que sdo bem conhecidas de um
elemento versado no estado da técnica.

[00168] Alternativamente, no método para a inativacdo continua de
virus de acordo com a presente invencdo, o agente de inativacdo de
virus pode ser uma solucdo acida apropriada para o tratamento de
inativacdo de virus de baixo pH. Uma solucdo acida apropriada para o
tratamento de inativacdo de virus de baixo pH pode compreender
gualquer acido inorganico ou organico apropriado para o tratamento de
inativacao de virus de baixo pH.

[00169] No método ou no processo para a inativagcdo do virus de
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acordo com a presente invencao, é preferivel que o método atinja pelo
menos um valor de reducéo Logl0 (LRV) 1 para pelo menos um virus,
ou pelo menos um valor de redugéo Log10 (LRV) 2 para pelo menos um
virus, ou pelo menos um valor de reducdo Logl0 (LRV) 3 para pelo
menos um virus, ou pelo menos um valor de reducdo Logl0 (LRV) 4
para pelo menos um virus, ou pelo menos um valor de reducdo Logl0
(LRV) 5 para pelo menos um virus, ou pelo menos um valor de redugéo
Logl10 (LRV) 6 para pelo menos um virus, ou pelo menos um valor de
reducdo Logl10 (LRV) 7 para pelo menos um virus, ou pelo menos um
valor de reducéo Log10 (LRV) 8 para pelo menos um virus, e com mais
preferéncia pelo menos um valor de reducéo Logl0 (LRV) 4 para pelo
menos um virus. Naturalmente, é evidente a um elemento versado no
estado da técnica que qualquer valor de reducdo Log10 (LRV) para pelo
menos um virus é vantajoso, uma vez que melhora a seguranca, por
exemplo, do processo de producédo biofarmacéutica. O LRVs indicados
de acordo com a invencdo sdo de preferéncia LRVs de um virus
envelopado.

[00170] O valor de reducédo Logl0 (LRV) que é atingido pelo método
para a inativacdo continua de virus de acordo com a presente invencao
€ determinado como sendo conhecido de um elemento versado no
estado da técnica. Por exemplo, o LRV pode ser determinado ao
determinar a concentracdo de particulas de virus infeccioso em um
liquido que antes e depois da sujeicdo do liquido ao método para a
inativacdo continua de virus de acordo com a presente invencéo. Mais
especificamente, o LRV pode ser determinado ao determinar a
concentragdo de particulas de virus infeccioso em um primeiro liquido,
ao misturar o primeiro liquido com um segundo liquido que compreende
um agente de inativacao de virus a fim de submeter o primeiro liquido
ao método para a inativacdo continua de virus de acordo com a

presente invencdo, e ao determinar a concentracdo das particulas de
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virus infeccioso na mistura do primeiro liquido e do segundo liquido
depois de ter sido executado o método para a inativacdo continua de
virus de acordo com a presente invencdo. Depois da determinacao das
concentracdes das particulas de virus infeccioso antes e depois da
inativacdo de virus, o LRV para qualquer virus pode ser determinado ao
calcular o logaritmo (base 10) da razéo entre as particulas de virus
infeccioso antes da inativacdo de virus (= concentracdo das particulas
de virus infeccioso antes da inativacdo de virus * volume antes de
inativacdo de virus, por exemplo, o volume do primeiro liquido) e as
particulas de virus infeccioso apos a inativagao de virus (= concentracéo
de particulas de virus infeccioso ap6s a inativacdo do virus, por
exemplo, na mistura do primeiro e do segundo liquidos * (volume apos
a inativacao de virus, por exemplo, o volume do primeiro liquido + o
volume do segundo liquido)).

[00171] O elemento versado na técnica esta ciente que ha
numerosos métodos para determinar as concentragcdes de particulas de
virus infeccioso em um liquido. Por exemplo, e sem limitacdo, as
concentracdes de particulas de virus infeccioso em um liquido podem
ser de preferéncia medidas pelo ensaio de placa ou pelo ensaio de
TCIDso, e com mais preferéncia pelo ensaio de TCIDso.

[00172] Tal como deve ser conhecido de um elemento versado no
estado da técnica, a inativacéo de virus ao misturar um liquido com uma
mistura de solvente/detergente apropriada para o tratamento de
inativacdo de virus com solvente/detergente e a inativacdo de virus ao
misturar um liquido com uma solucdo acida apropriada para o
tratamento de inativacdo de virus de baixo pH s&o particularmente
eficazes para a inativacao de virus envelopados. Desse modo, em uma
modalidade preferida, o método ou o processo para a inativacdo do
virus de acordo com a presente invencdo séo para a inativacdo continua

de virus de virus envelopados.
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[00173] A presente invencdo também apresenta um dispositivo para
a preparacdo de um farmaco biofarmacéutico de acordo com os
métodos da presente invencao. O dito dispositivo compreende um leito
compactado de granulos nédo porosos. Uma vez que o dispositivo que
inclui o leito compactado de granulos ndo porosos € usado de
preferéncia em um método de acordo com a presente invencao, o leito
compactado de granulos compreendido no dispositivo tem de
preferéncia as mesmas modalidades que o leito compactado de
granulos ndo porosos para o0 uso de acordo com a presente invencgao
tal como descrito acima.

[00174] No meéetodo para a preparagdio de um farmaco
biofarmacéutico de acordo com a presente invencdo, um primeiro
liquido que compreende um farmaco biofarmacéutico e um segundo
liqguido que compreende um agente de inativagdo de virus séo
misturados e a mistura € passada subsequentemente através de uma
estrutura que tem multiplos canais interconectados. Em uma
modalidade opcional da presente invencdo, um misturador estatico
pode ser usado para misturar pelo menos os dois liquidos antes de
passar a mistura através da estrutura que tem multiplos canais
interconectados. Desse modo, em uma modalidade da invencdo o
dispositivo para a preparacédo de um farmaco biofarmacéutico de acordo
com a presente invencdo compreende um misturador estatico. Em um
aspecto preferido desta modalidade, o dito misturador estatico é
posicionado a montante do leito compactado de granulos ndo porosos.
Em um aspecto preferido adicional desta modalidade, o dito misturador
estatico € um misturador de juncdo em T.

[00175] No método para a preparagdo de um farmaco
biofarmacéutico de acordo com a presente invencédo, a mistura de pelo
menos dois liquidos pode conter residuos, por exemplo, residuos

celulares, ou outros componentes insolUveis do processo de producéo
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biofarmacéutica a montante. Desse modo, pode ser desejavel remover
os ditos componentes insollveis da mistura, por exemplo, por meio de
filtracdo. Por conseguinte, em uma modalidade da invengdo o
dispositivo para a preparacdo de um farmaco biofarmacéutico de acordo
com a presente invencdo compreende um filtro. Em um aspecto
preferido desta modalidade, o dito filtro é posicionado a montante do
leito compactado de granulos ndo porosos. Em um aspecto ainda mais
preferido desta modalidade, o filtro é posicionado a montante do leito
compactado de granulos néo porosos, e a jusante de um misturador, tal
como um misturador de juncdo em T ou um misturador dinamico. O
tamanho de poro do filtro ndo é particularmente limitado e sera
selecionado por um elemento versado no estado da técnica, por
exemplo, ao levar em conta o tamanho do farmaco biofarmacéutico que
precisa passar no filtro e o tamanho dos componentes (por exemplo, 0s
residuos celulares ou outros componentes insolUveis do processo de
producdo biofarmacéutica a montante) que devem ser removidos do
processo. Em uma modalidade preferida, o filtro tem um tamanho de
poro de 0,2 um.

[00176] Em uma outra modalidade de acordo com as modalidades
acima, o dispositivo para a preparacao de um farmaco biofarmacéutico
de acordo com a presente invengcdo € um reator de fluxo continuo, o
gual compreende um leito compactado de granulos ndo porosos. Como
deve ser aparente a um elemento versado no estado da técnica, o reator
de acordo com a presente invencdo pode ser combinado com quaisquer
outras modalidades do dispositivo para a preparacdo de um farmaco
biofarmacéutico de acordo com a presente invencdo. Por exemplo, o
reator pode compreender um misturador tal como um misturador de
juncdo em T a montante do leito compactado de granulos ndo porosos.
Alternativamente, o reator pode compreender um filtro, por exemplo, um

filltro com um tamanho de poro de 0,2 ym, a montante do leito
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compactado de granulos nao porosos. Como uma outra alternativa, o
reator pode compreender um filtro, por exemplo, um filtro com um
tamanho de poro de 0,2 um, a montante do leito compactado de
granulos ndo porosos, e um misturador tal como um misturador de
juncdo em T a montante do filtro. Em um aspecto preferido desta
modalidade, o reator é uma coluna, a qual compreende um filtro, por
exemplo, um filtro com um tamanho de poro de 0,2 ym, a montante do
leito compactado de granulos ndo porosos, e um misturador estético tal
como um misturador de juncdo em T a montante do filtro.

[00177] Em uma modalidade de acordo com todas as outras
modalidades da invencéo, o reator de fluxo continuo € apropriado para
a inativagcdo continua de virus. O reator de fluxo continuo para a
inativacdo continua de virus da invencdo compreende de preferéncia
misturadores para dois liquidos, trés liquidos, ou quatro ou mais liquidos
gue sdo conectados ao leito compactado de granulos ndo porosos.
Esses misturadores sé&o posicionados a montante do leito compactado
de granulos ndo porosos de maneira tal que os liquidos podem ser
misturados antes da entrada do leito compactado de granulos nédo
porosos. Os exemplos ndo limitadores de tais configuracdes de
misturacdo séo fornecidos na Figura 17. A ordem de misturacdo nao é
particularmente limitada. Por exemplo, trés liquidos podem ser
misturados de uma maneira na qual dois liquidos sdo misturados antes
gue o terceiro liquido seja misturado com a mistura resultante, ou
gualquer numero de liquidos pode ser misturado antes da mistura de
liquidos adicionais. Os exemplos ndo limitadores de tais configuracdes
de misturacao sao fornecidos na Figura 18.

[00178] O reator de fluxo continuo para a inativacéo continua de virus
da invencédo compreende de preferéncia outras unidades a montante do
leito compactado dos granulos ndo porosos, as quais podem incluir um

tanque de surto. Em modalidades nédo limitadoras, o tanque de surto
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pode ser conectado a uma unidade de cromatografia de batelada a
montante do tanque de surto, ou a uma unidade de cromatografia de
carregamento em contracorrente a montante do tanque de surto, ou a
uma unidade para a cromatografia de leito mével simulada a montante
do leito do tanque de surto. Os exemplos nao limitadores de tais
unidades a montante do leito compactado de granulos ndo porosos séao
mostrados na Figura 19A. Alternativamente, o reator de fluxo continuo
para a inativacdo continua de virus da invencdo compreende de
preferéncia outras unidades a montante do leito compactado de
granulos ndo porosos, as quais incluem uma unidade para o
processamento direto sem emenda sem um tanque de surto. Em
modalidades n&o limitadoras, a unidade para o processamento direto
sem emenda pode ser uma unidade de cromatografia de batelada, uma
unidade para a cromatografia de carregamento em contracorrente, ou
uma unidade para a cromatografia de leito moével simulada. Os
exemplos nado limitadores de tais unidades a montante do leito
compactado de granulos ndo porosos sao mostrados na Figura 19B.

[00179] O reator de fluxo continuo para a inativacédo continua de virus
da invencdo compreende de preferéncia outras unidades a jusante do
leito compactado de granulos ndo porosos incluindo, mas sem ficar a
elas limitado, uma unidade para a extracdo de solvente-detergente no
modo de contracorrente, uma unidade para a extracao de solvente-
detergente no modo de concorrente, uma unidade de cromatografia de
batelada, uma unidade para a cromatografia de carregamento em
contracorrente e uma unidade para a cromatografia de leito movel
simulada. Os exemplos ndo limitadores de tais unidades a jusante do
leito compactado de granulos ndo porosos sdo mostrados na Figura 20.
[00180] Deve ser compreendido que as unidades descritas acima do
reator para a inativacao continua de virus da invencdo também podem

ser usadas em conexao com 0S processos e 0s métodos da invencgao.
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[00181] A seguir, a presente invengcdo serd ilustrada por meio de
exemplos, sem ficar limitada aos mesmos.
EXEMPLOS

Exemplo 1: Configuracdo geral de experimentos de ruptura

[00182] A distribuicdo cumulativa do tempo de residéncia em uma
coluna compactada com granulos ndo porosos pode ser obtida pelos
chamados experimentos de ruptura. Para os exemplos da presente
invengao, os experimentos de ruptura foram realizados nas trés etapas
a sequir:

[00183] 1. Inundacao da coluna com tampé&o de equilibrio

[00184] Nos experimentos da presente invencdo, a agua foi usada
para o equilibrio.

[00185] 2. Inundacdo da tubulacdo extracoluna com o tampao que
contém a acetona de analito (com a valvula da coluna em desvio)
[00186] Se nao estiver indicado de alguma outra maneira, nos
exemplos da presente invencéo, foi usada acetona a 2%. Foi mostrado
gue a acetona a 2% € um sistema modelo apropriado para uma mistura
gue compreende a mistura de solvente/detergente apropriada para o
tratamento de inativacdo de virus com solvente/detergente de acordo
com a presente invencao (vide o Exemplo 2). O uso de um sistema de
acetona em vez de uma mistura que compreende a mistura de
solvente/detergente permitiu um trabalho de laboratério mais
conveniente. Quando indicado, experimentos adicionais foram
realizados com acetona a 10% para uma sensibilidade maior.

[00187] 3. Comeco da medicdo da ruptura ao comutar a valvula da
coluna para a coluna selecionada

[00188] Aresposta UV foi detectada a jusante da coluna compactada
com granulos ndo porosos ao usar um detector de radiacdo UV. A
resposta UV normalizada representa a distribuicdo cumulativa do tempo

de residéncia (Figura 1A).
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[00189] Nos exemplos da presente invengéo, o detector de radiagao
UV foi ajustado a um comprimento de onda de 280 nm, a menos que
uma mistura que compreende a mistura de solvente/detergente
apropriada para o tratamento de inativacdo de virus com
solvente/detergente de acordo com a presente invencéo fosse usada.
Se a mistura que compreende uma mistura de solvente/detergente
fosse usada, o detector de radiacdo UV era ajustado a um comprimento
de onda de 300 nm, uma vez que ao comprimento de onda com o sinal
UV méaximo (isto €, a 280 nm), o detector de radiacdo UV era saturado.
Os experimentos de ruptura foram realizados no sistema cromatografico
Aekta Avant da GE Healthcare a velocidades lineares da superficie
diferentes que variam entre 2 cm/h e 300 cm/h. Para os exemplos da
presente invencdo, o0s espectros UV foram processados com
certificados de processamento in-house no ambiente de programacao
Matlab®. A resposta UV foi normalizada para variar de 0% a 100%. O
volume de eluicdo (EV) é expresso em volumes da coluna (CV). Os
volumes de eluicdo a concentracbes diferentes do fluxo através da
solucéo (acetona em agua) foram calculados (por exemplo, o volume de
eluicdo a 5% e o volume de eluicdo a 50%, vide a Figura 1A).

[00190] Quando séo usadas colunas compactadas, espera-se que a
parte posterior de pico de baixa intensidade seja mais longa do que a
parte posterior de pico de baixa intensidade. No entanto, no método
para a inativacdo continua de virus de acordo com a presente invencao,
a parte posterior de pico ndo € tao relevante quanto a parte anterior de
pico, uma vez que a inativagao viral aumenta com o passar do tempo.
Desse modo, a estreiteza dos perfis de UV obtidos pode ser descrita de
preferéncia pelo parametro a seguir:

Ox = EVW/EVs09%
[00191] EVso% € a média da distribuicdo do tempo de residéncia, ao

passo que EVy representa tipicamente o volume de eluicdo quando o

Peticéio 870230047689, de 05/06/2023, pag. 59/92



55/77

sinal atinge o limite de detec¢cdo menos confiavel ("limite de deteccéo”,
LOD). Nos exemplos da presente invencdo, EVix, e EVsy S&0
normalmente usados. Deve ser compreendido que, independente dos
presentes exemplos, EVis e EVsy podem ser geralmente usados de
acordo com todas as modalidades da invengcao. Ao usar a configuragao
destes exemplos, os volumes de eluicdo descendentes até EVoo3%
podem ser detectados quando a solucdo de acetona a 10% ¢é usada. Se
Bx se aproximar 1, o RTD é muito estreito, isto é, o fluxo de liquido
através da coluna compactada com granulos ndo porosos se aproxima
do fluxo de tampé&o ideal. Por outro lado, se 6x se aproximar 0, o RTD &
muito amplo, isto é, o RTD exibe uma parte anterior de pico intensa.
Falando de modo geral, quanto mais 8y for proximo de 1, mais aguda a
curva de RTD.
[00192] Além disso, para cada curva de ruptura, 0 namero de
Bodenstein foi calculado pelo ajuste da funcdo F ao sinal UV
normalizado, onde F(EV) representa a integral do pico de Gauss e Bo
representa o numero de Bodenstein, EV representa o volume de eluicéo
em um determinado ponto do tempo e EVsey representa o volume de
eluicdo a média de RTD:

F(EV) =1/2 (erf(1/2 NBo(EV/EVsow - 1)) + 1)
[00193] Como € conhecido de um elemento versado no estado da
técnica, o numero de Bodenstein também pode ser usado como uma
medida da distribuicdo do tempo de residéncia. Um numero de
Bodenstein pequeno é indicativo de um RTD amplo, ao passo que um
namero de Bodenstein grande € indicativo de um RTD estreito.

Exemplo 2: Comparacdo do desempenho entre a acetona e a mistura

que compreende solventes/detergentes

[00194] Trabalhar com misturas de solvente/detergente pode ser
perigoso, 0 gque torna inconveniente o trabalho de laboratorio. Desse

modo, a fim de permitir um trabalho de laboratério mais conveniente, foi
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testado se uma solucdo de acetona € um sistema modelo apropriado
para uma mistura que compreende a mistura de solvente/detergente
apropriada para o tratamento de inativacdo de virus com
solvente/detergente de acordo com a presente invengao.

[00195] Varias colunas foram compactadas com granulos de vidro.
Os experimentos de ruptura foram realizados tal como descrito acima
(vide o Exemplo 1) ao usar uma mistura de acetona em agua a 2%, ou
uma combinacéo de tampé&o de fluido do processo e de tampao de fluido
do processo com a adicdo de produtos quimicos solventes/detergentes.
A razao entre EVsy € EVsox (B5%) € 0s numeros de Bodenstein foram
calculados para cada experimento.

[00196] Tal como pode ser visto nas Figuras 2 e 3, Bs% € 0S numeros
de Bodenstein eram muito similares para os experimentos, que diferiam
se fosse usada uma mistura de acetona em agua a 2% ou uma
combinacado do tampé&o de fluido do processo e de tampéo de fluido do
processo com produtos quimicos solventes/detergentes. Desse modo,
somente a combinacdo de agua e acetona a 2% foi usada em outros
experimentos, a menos que esteja indicado de alguma outra maneira.

Exemplo 3: Influéncia de parametros da coluna na distribuicdo do tempo

de residéncia

[00197] A fim de investigar a influéncia de varios parametros das
colunas compactadas com os granulos ndo porosos na distribuicdo do
tempo de residéncia, os dados resumidos na Figura 2 foram analisados
levando em consideracéao as alturas da coluna, os diametros da coluna,
as velocidades lineares, os diametros dos granulos e as faixas de
diametro de granulo. De modo geral, em conexdo com a presente
invencdo, o0s termos "altura" e “"comprimento" sao usados
intercambiavelmente e sempre se referem a altura da estrutura, por
exemplo, a altura do leito compactado.

[00198] Especificamente, a analise dos menores quadrados parcial
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(PLS) foi realizada nos dados resumidos na Figura 2 para os parametros
da entrada (altura da coluna, volume da coluna, velocidade linear,
didmetro médio de granulo, distribuicdo de diametro de granulo) e para
dois parametros de saida (numero de Bodenstein e 01%). A regressao
ortogonal de PLS (OPLS) foi usada para representar a influéncia de
parametros individuais de entrada na saida.

[00199] No presente caso, OPLS é o mesmo que PLS com o sistema
de coordenadas girado para a representacdo mais intuitiva (Ref. 7).
Mais particularmente, a influéncia de parametros individuais na saida
pode ser observada do 1° componente de OPLS. Os parametros com
valor positivo aumentam a saida se eles forem aumentados. Os
parametros com valor negativo diminuem a saida se eles forem
diminuidos. Se o valor absoluto do 1° componente de OPLC de um
determinado parametro for alto, entdo o parametro tem uma alta
influéncia na saida. (O 2° componente de OPLS né&o € relevante neste
caso —em uma explanacéao simplificada poderia ser interpretado de uma
maneira que se relaciona a variabilidade do parametro).

[00200] O tracado dos dois primeiros componentes principais revelou
gue a influéncia de dimensdes de particula de granulo € o parametro
mais significativo na faixa investigada (Figura 4). Quanto menores e
mais uniformes os granulos, mais estreito € o RTD. Um outro fator
significativo era o comprimento da coluna. Colunas mais longas
resultaram em um RTD mais estreito. Os fatores de menos influéncia
foram o volume da coluna e a velocidade linear. Este Ultimo significa
gue, para a escalacédo, o diametro da coluna pode ser alterado e/ou o
tempo de residéncia pode ser aumentado ao usar velocidades lineares
decrescentes com pouca influéncia no RTD na faixa testada. No
entanto, foi observado que velocidades lineares mais baixas e volumes
de coluna maiores resultaram ambos em um RTD um tanto melhor. As

consideracdes acima eram consistentes para ambos 0s parametros que
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descrevem o RTD, isto €, o numero de Bodenstein e O1%.

[00201] Um outro experimento foi realizado para confirmar a
influéncia do comprimento da coluna em RTD. Colunas de tamanhos
diferentes foram compactadas com granulos de ceramica da mesma
batelada, e o0s experimentos de ruptura foram realizados a varias
velocidades lineares. Também neste experimento foi verificado que
colunas mais curtas tém um B1% mais baixo, isto € um RTD amplo
(Figura 5).

[00202] Um outro experimento foi realizado para confirmar a
influéncia da velocidade do fluxo linear em RTD. Uma coluna apropriada
para 0 método da inativacdo continua de virus de acordo com a
presente invencdo ("MP_7_PMMA_HS 16/13.2_0.2-0.4mm; material:
Plastico de PMMA; diametro: 16 mm; altura: 13,2 cm; tamanho de
granulo: 0,3 um £ 0,1 um) foi compactada ao usar uma estacdo de
compactacdo de coluna vibracional. Tempos de fluxos passantes
diferentes devem resultar em vazdes diferentes e desse modo RTDs
diferentes. Desse modo, o RTD foi avaliado ao usar EV1s/EVsow (81%),
por toda a faixa de tempos de fluxos passantes de 1 minuto a 30
minutos. Supondo uma porosidade de 0,4 + 0,05, a velocidade linear da
superficie do fluxo deve ficar na faixa entre 5 cm/h e 180 cm/h. Em tal
faixa, o RTD fica mais amplo, isto é, B1% fica menor, em relagédo a
velocidades mais elevadas (Figura 6). A faixa de velocidades lineares
testadas, o desempenho da coluna em termos de 814 cai em 4%. De
modo marcante, a coluna usada neste experimento € curta em
comparacdo ao que se espera que seja usado em um processo de
producdo biofarmacéutica. Uma vez que as colunas mais longas
acarretam um RTD mais estreito (vide acima), em um processo de
producédo biofarmacéutica é esperado um RTD ainda mais estreito.

Exemplo 4: Predicdo da influéncia de parametros da coluna e da

velocidade do fluxo linear em RTD
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[00203] E importante poder predizer com precisdo a influéncia de
parametros da coluna e da velocidade do fluxo linear em RTD, por
exemplo, quando da escalagao das colunas para a integracdo em um
processo de producao biofarmacéutica. A predicdo de RTD PLS foi
executada para todos os 5 parametros de entrada (comprimento da
coluna, volume da coluna, velocidade do fluxo linear, diametro médio de
granulo e faixa de diametro de granulo), e para os mesmos parametros
de entrada com excecéo da velocidade linear. Tal como pode ser visto
nas Figuras 5 e 6, respectivamente, a predicdo da influéncia dos
parametros de entrada em RTD ao usar o modelo de predi¢do de PLS
teve uma boa correlacdo com os dados experimentais observados,
independente do fato se EVis a EVsow (B1%) Ou 0S numeros de
Bodenstein foram usados avaliar o RTD. No entanto, 014 foi mais
correlacionado linearmente com os parametros de entrada do que o
namero de Bodenstein.

Exemplo 5: Influéncia da compactacao da coluna em RTD

[00204] Para avaliar a influéncia da compactacao da colunaem RTD,
colunas de mesmo diametro (1 cm) e de comprimentos similares ( 28,5
cm a 30,5 cm) foram compactadas manualmente com granulos de
ceramica. Uma delas (JS_07) foi mal compactada de propdsito, isto &,
ela continha muitas bolhas de ar apés a compactacdo. A baixas
velocidades lineares da superficie, coluna mal compactada teve um
desempenho similar aquele das colunas bem compactadas com
tamanhos de granulos maiores (Figura 7). No entanto, a velocidades
lineares da superficie mais elevadas a coluna mal compactada, teve um
desempenho muito pior, isto €, 619 era muito mais baixo, indicando um
RTD amplo. Esses resultados mostram que a qualidade da
compactacdo da coluna afeta o RTD. De modo marcante, a
compactacao de alta qualidade da coluna pode ser obtida ao usar, por

exemplo, uma estacéo de vibrac&o construida sob medida.
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Exemplo 6: Reducao do limite de deteccao

[00205] Ao usar acetona a 2%, o limite de deteccdo (LOD) nos
experimentos de ruptura fica na faixa de 1% do volume de elui¢do
(EV1i%). NO entanto, o método para a inativacdo continua de virus de
acordo com a presente invencao atinge de preferéncia um valor de
reducdo Logl0 (LRV) de pelo menos 4. Um LRV de 4 seria equivalente
a uma reducao das particulas de virus infeccioso de 100% par a 0,01%
particulas de virus infeccioso. A este respeito, um limite de deteccao de
EVis € relativamente grande.

[00206] A fim de obter um LOD mais baixo, foi usada acetona a 10%.
Neste caso, o LOD pode ser ajustado em 0,03 % a 280 UV nm. Quando
0s experimentos de ruptura foram realizados ao usar acetona a 10% e
as colunas compactadas com granulos de ceramica, 0o,03%
(EVo,03%/EVs0%) € 01% (EViw/EVsow) tiveram uma boa correlacéo,
especialmente quando foram usadas colunas bem compactadas (vide a
Figura 11). Desse modo, o uso de 819 para avaliar a influéncia de varios
parametros no RTD & justificado. De modo marcante, experimentos de
fluorescéncia puderam ser usados para obter limites de deteccéo ainda
menores.

Exemplo 7: Comparacdo a métodos conhecidos

[00207] Nos meétodos conhecidos, inversores de fluxo enrolados
(CFIl) foram usados para obter um RTD estreito. No entanto, a
escalabilidade do leito compactado de granulos nédo porosos de acordo
com o presente € muito melhor do que a escalabilidade de CFls uma
vez que, para o leito compactado de granulos nédo porosos, o RTD fica
mais estreito ao usar leitos mais longos, e o leito ndo € muito sensivel a
mudancas nas vazdes. Por outro lado, foi demonstrado que os CFls s6
trabalham com diametros de tubo de 2 a 3 mm, e as capacidades de
escalacdo sdo questionaveis devido a dinamica de fluido ndo ideal.

Além disso, os CFls sdo limitados a uma Unica vazdo para cada
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desenho em questao.

[00208] A fim de comparar o RTD de CFls com o RTD das colunas
compactadas com granulos nao porosos de acordo com o presente, 0S
nameros de Bodenstein obtidos com CFls e publicados em Klutz et al.
(Ref. 2) foram comparados aos numeros de Bodenstein obtidos pelas
colunas compactadas da presente invencéo. E marcante o fato que os
nameros de Bodenstein de colunas com didmetros de mais de 5 mm,
comprimentos de mais de 10 cm, e com granulos que eram menores do
gue 600 um de didmetro eram mais elevados do que 0os numeros de
Bodenstein dos CFls descritos nos métodos conhecidos, independente
do fato se foram usados granulos de vidro (Figura 11), granulos de
ceramica (Figura 12), ou granulos de plastico de PMMA (Figura 13).

Exemplo 8: Distribuicdo do tempo de residéncia para colunas da

invencao e colunas comparativas a tamanhos de coluna diferentes

[00209] A seguir, os autores da presente invencao investigaram a
influéncia do tamanho das colunas na distribuicdo do tempo de
residéncia e também compararam as colunas da invencao as colunas
do inversor de fluxo convertido (CFl). Os resultados sdo mostrados na
Figura 21. Na Figura 21A, cada circulo representa um experimento. O
tamanho do circulo € proporcional ao niumero de Bodenstein. Desse
modo, quanto maior o circulo, maior o numero de Bodenstein, o que
significa que o sistema € mais proximo do fluxo de tampéao ideal. No eixo
X, € mostrado o tempo de residéncia médio (ou tempo de fluxo
passante), e no eixo y é a vazdo. Os circulos vazios representam
experimentos com as colunas compactadas de acordo com a invencao,
e os circulos cheios representam os dados de um inversor de fluxo
enrolado (CFl) comparativo. As linhas tracejadas estao representando
a trajetéria que pode ser obtida ao usar um anico reator (ou multiplos
reatores com 0S mesmos volumes de espacos vazios) a vazles

diferentes. A finalidade desse grafico € colocar a comparacdo em
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perspectiva com respeito a vazao e ao tamanho do reator usado, uma
vez que seria inadequado comparar 0s numeros de Bodenstein entre
dois métodos executados a vazOes muito diferentes ou em uma escala
diferente.

[00210] Embora os autores da presente invencdo ja tenham
demonstrado que as colunas de acordo com a invengao tém volumes
de espacos vazios menores do que as configuracdes de CFl e que a
distribuicdo do tempo de residéncia (RTD) fica mais estreita com a
escalacao da coluna, os autores da presente invencdo também fizeram
uma comparacao direta adicional na forma de um grafico. No grafico da
Figura 21A, também s&o mostrados os resultados de uma coluna
compactada grande. Embora as outras colunas tenham volumes de
espacos vazios menores do que a maior parte das configuracdes de CFI
apresentadas, essa coluna grande era maior do que todas as
configuragbes de CFl. A coluna grande tem um desempenho
substancialmente maior em relacéo a todas as colunas menores (escala
de laboratorio), bem como todas as configuracdes de CFI (deve ser
observado que os circulos claros grandes pertencem a coluna grande).
[00211] A Figura 21B € a mesma que a Figura 21A, exceto pelo fato
gue as escalas estdo na forma logaritmica. Desse modo, o0s
experimentos com o0 mesmo volume de espacos vazios (0 mesmo
reator) ficam em uma linha reta.

[00212] Os experimentos, que foram realizados para a coluna
grande, sao mostrados em mais detalhes na Figura 21C. Em particular,
uma coluna (GE Healthcare XK 50/100) com um diametro de 5 cm e um
comprimento de 89 cm foi compactada com granulos de ceramica com
um diametro entre 125 um e 250 pum. O volume total da coluna
compactada era de 1,75 litro, e o volume de espacos vazios era de 0,7
litro. A coluna foi compactada ao usar uma estacao de compactacao de

coluna de vibracdo. A finalidade era confirmar a tendéncia de uma
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distribuicdo mais estreita do tempo de residéncia (RTD) com escalacdo
da coluna, assim como também demonstrar o RTD estreito para uma
coluna maior do que os reatores do inversor de fluxo enrolado (CFI)
comparativos.

[00213] Os experimentos foram realizados com uma velocidade
linear da superficie de 5 cm/h, 10 cm/h, 15 cm/h, 20 cm/h e 30 cm/h. A
faixa de vazdes volumétricas era ainda mais ampla no limite superior e
inferior do que para as vaz0Oes usadas nos reatores de CFlI.

[00214] A coluna grande produziu um RTD muito estreito, tal como
esperado de acordo com a invencao (Figura 21C). Em comparacgao,
uma coluna menor (d = 26 mm, | = 19,5 cm) compactada com a mesma
batelada de granulos atingiu uma contagem de EV1%/EVs0% Na faixa de
0,88 a 0,92 e em um numero de Bodenstein em uma faixa de 800 a
1.800.

Exemplo 9: Modalidade exemplificadora do dispositivo para a

preparacdo de um farmaco biofarmacéutico

[00215] Uma modalidade exemplificadora do dispositivo para a
preparacdo de um farmaco biofarmacéutico € mostrada na Figura 14. O
fluido do processo € misturado com as solucdes de partida dos produtos
guimicos solventes/detergentes individuais. Os balancos provém o
controle de feedback para assegurar as vazdes corretas de todos 0s
componentes para atingir as concentracdes finais desejadas. Os
misturadores em linha homogeneizam as solugcdes. A solucéo
homogénea entra na coluna de inativagdo ap0s a passagem através de
um filtro absoluto (por exemplo, um filtro de 0,2 um) para remover 0s
particulados.

Exemplo 10: Abordagem matematica para estimar a inativacao de virus

[00216] Duas abordagens para reivindicar a inativacédo viral foram
sugeridas para configuracfes continuas de Klutz et al. (Ref. 3). A

primeira abordagem é baseada na deteccéo inicial de pico (com o limite
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de deteccao estipulado em 0,5% da ruptura), onde o tempo de eluicéo
inicial de pico deve ser o mesmo que o0 tempo de inativagdo viral no
reator de batelada correspondente. 99,5% de fluido do processo devem
ter um tempo de incubacg&o mais longo do que no processo descontinuo,
e desse modo espera-se que o valor de reducédo de log (LRV) da
configuracdo continua seja mais elevado do que a operacao
descontinua.

LRV = logio Titulo do virus antes da inativacédo

Titulo de virus apdés a inativacao

[00217] A segunda abordagem esta supondo uma natureza
exponencial de inativacdo viral (que € confirmada por resultados
cinéticos da inativacdo descontinua experimental). O LRV eficaz para a
segunda abordagem é definido como LRV médio ponderado pela
distribuicdo do tempo de residéncia (RTD). Esta abordagem permite
entdo tempos de residéncia mais curtos no reator porque 0 objetivo
consiste em atingir o mesmo LRV que na operacdo descontinua. No
entanto, as sugestdes nao foram acompanhadas por calculos.

[00218] O inicio do pico de RTD € a parte critica, uma vez que 0s
virus que eluem logo bem no inicio do pico tém um tempo de incubacéo
relativamente curto. O estudo do inicio do pico nédo foi considerado nos
métodos conhecidos no estado da técnica.

[00219] No método baseado na coluna compactada da presente
invencdo, portanto, é sugerida a divisdo do perfil da ruptura em duas
secbes — antes e depois de ser possivel detectar o inicio da curva da
ruptura. Isto ocorre uma vez que o sinal supera o limite de deteccéo
(LOD) inferior. O perfil antes da deteccédo nado é conhecido. O perfil da
ruptura representa a distribuicdo cumulativa do tempo de residéncia, ao
passo que um perfil de injecdo de pulso deve representar uma
distribuicdo do tempo de residéncia normal. Desse modo, o tempo de

eluicdo no qual a curva da ruptura se eleva em relagao ao LOD (tempo
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de LOD, tinit) € 0 tempo no qual a parte @int do pico de RTD deve eluir:
@init = LOD(sinal de UV)/max(sinal de UV)
[00220] Se for suposto que ndo ha nenhuma inativacéo viral na parte
inicial antes do limite de detecg¢ao (@init), €ntéo o limite de deteccéo deve
ser muito baixo a fim de obter LRV requerido.
[00221] Em nossa coluna ndo ha nenhuma ligacdo a e nenhum poro
nas particulas, e desse modo espera-se que o RTD tenha somente um
pico. Se houver somente um pico, o0 cenario tedrico no pior caso com o
tempo de residéncia médio mais baixo, ao supor um unico perfil de pico,
deve ser uma concentragcdo de amostra constante antes da eluicdo do
pico de eluicdo detectavel, ou seja, parte anterior de pico extrema
(Figura 15).
[00222] Supondo uma natureza exponencial da inativacdo viral e o
cenario da parte anterior de pico no pior caso descrito acima, a razao

da reducao de virus para @int pode ser calculada (notado por RVini):

1—- Eme[“'Ef__l_'_fnj::l
K ting In(10)

RViir =

[00223] O coeficiente para a deterioracdo da inativacdo viral
exponencial (k) pode ser calculado a partir do tempo de incubacgéo da
inativacdo viral descontinua (to) e do limite inferior correspondente para
a inativagao viral (RVmin = valor da reducgao).

RVmin = exp1o(-K to)
[00224] O tempo de incubac&o do material eluido depois do LOD é
ajustado ao tempo de LOD. O valor de reducdo unido (RVica) €

calculado a partir de ambas as contribuicdes e deve ser igual a RVmin.
RViotal = @init * RVinie + (1 — @init) * expyo(—Fk tinse) =

1 — expyo(—Fk tini)
= @init * tIn(10) + (1 — @init) * exp1o(—Fk tinit) = RVinin
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RVmin requerido e para o LOD dado pode ser calculado (Figura 16).
Exemplo passo a passo:
[00227] 1) Foi mostrado acima que LOD < 0,03% pode ser obtido

mediante o uso de acetona a 10% e do detector de radiagéo UV. Desse

modo, neste exemplo 0s autores da presente invengao usaram Q@init =
0,03%, requereram logs de LRV 4 e um tempo de incubacéo
descontinua (to) de 1 hora. O tempo requerido de LOD pode ser
estimado a partir do grafico na Figura 16. Um valor preciso pode ser
obtido pela solugdo numérica da ultima equacdo. O valor estimado do
grafico € 1,05. tint = 1,05; to = 1,05*60 = 63 minutos.
[00228] 2) Os autores da presente invencdo também mostraram
acima que para LOD < 0,03% a raz&o entre o tempo de LOD e o tempo
de residéncia médio acima de 0,8 pode ser obtida (EVo,03%)/(EVso%) =
0,8). Desse modo, o tempo de residéncia médio (tmean) €: tmean = tLon/0,8
= 79 minutos.
[00229] 3) Uma porosidade tipica é ~ 0,4. Ela depende da distribui¢do
de tamanho da particula. Para este exemplo € possivel supor que a
porosidade seja = 0,4 e o rendimento desejado do método Pinroughput = 1
I/h. Neste caso, o volume total da coluna (CV) deve ser:

CV = tmean * Pthroughput = 3,3 |

S

Exemplo 11: Inativacdo de virus

[00230] Uma inativacdo de virus exemplificadora de acordo com a
invencao pode ser executada tal como segue. No exemplo a seqguir, toda
a configuracdo, bem como todas as solucdes, esta na temperatura
ambiente. O processo inteiro de inativacdo é operado continuamente.

[00231] Uma solucdo tamponada que contém um produto
proteinaceo (20 mm de MES, 10 mM de CaCl,, 0,1% de polissorbato 80,
500 mm de NacCl, pH 6,35) é misturada continuamente com uma solucéo

de partida de produtos quimicos solventes-detergentes: fosfato de tri-n-
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butila, Triton X-100 e polissorbato 80 (porcentagens em massa dos trés
produtos quimicos na solucéo de partida: 17,47%:63,25%:19,28%). Um
misturador em linha dinAmico € usado para misturar as duas solucdes.
As vaz0fes volumétricas das duas correntes séo de 0,161 ml/min e 10,0
ml/min para o material solvente-detergente e para a corrente contendo
produto, respectivamente. A mistura homogénea resultante passa por
um filtro em linha para remover todos os particulados. A solucéo é
alimentada entédo diretamente na coluna de inativacdo compactada com
granulos nao porosos e um volume da coluna de 2.134 ml. A altura da
coluna é de 27,2 cm e o diametro da coluna é de 10 cm. A coluna é uma
coluna equilibrada com tampé&o (20 mm de MES, 10 mM de CaCly, 0,1%
de polysorbate 80, 500 mM de NaCl, pH 6,35) com a mesma
concentragdo de SD que esta presente na mistura da solugdo do
produto e da solucdo de partida quimica de SD.

[00232] O fluxo de saida da coluna de inativacéo de virus é filtrado
através de um filtro, diluido em linha a 1:4,5 com uma solucéo tampé&o
(50 mM de Tris, 5 mM de CaCly, 0,1% de polissorbato 80) e carregado
em uma coluna de troca de anions de abertura ampla.

Exemplo 12: Inativacdo de virus (X-MuLV a 5% de S/D)

[00233] E descrito a seguir um exemplo experimental para a

inativacdo viral continua (CVI), no qual o processo de
solvente/detergente (S/D) foi usado, e em que a inativacao viral continua
foi comparada contra a incubacdo descontinua de SD do padrdo da
industria.

[00234]  Por conseguinte, os experimentos foram realizados com as
diretrizes relevantes da industria tais como, mas sem ficar elas limitadas,
a diretriz ICH Q5A(R1) 1999, a diretriz ICH CPMP/BWP/268/95 1996 e a
diretriz EMEA CHMP/BWP/398498/2005 2009.

[00235] O titulo do virus foi determinado pelo método de Dose
Infectiva de Cultura de Tecido a 50% (TCIDsp). O limite da detecc¢ao
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(LOD) e a falta de interferéncia de amostra foi avaliado para a TCIDso
por um elemento versado no estado da técnica.

[00236] O reator de inativacao continua de virus (CVIR) foi usado
para a inativacdo viral no modo de operacao continua. O volume do
reator (VRr) € equivalente a EV1y e foi avaliado pela analise do tempo de
residéncia. O reator foi projetado e operado para obter um tempo de
incubacédo de 30 e 60 minutos. O volume de pré-CVIR é pequeno em
comparagdo com o volume de CVIR e ndo foi considerado na anélise
da distribuicdo do tempo de residéncia.

[00237] A configuracdo usada para a inativacdo continua de virus é
mostrada na Figura 24. Neste exemplo, duas bombas foram usadas
para bombear o item de teste (uma substituta para o intermediario do
processo) e o reagente de S/D, as duas correntes convergiram no
misturador em linha, onde foram homogeneizadas. Uma vez
homogénea, uma Unica corrente foi ainda bombeada através do CVIR,
onde a inativacdo de virus ocorreu continuamente.

[00238] O CVIR era um tubo cilindrico compactado com granulos néo
porosos esféricos de poli(metacrilato de metila) (PMMA) com diametros
gue variam de 200 a 400 pm com um diametro médio de 300 um. O
reator foi compactado ao usar uma estacdo de compactacdo auxiliada
por vibracdo construida sob medida. A compactacédo resultou em um
reator com uma altura compactada de 132 mm e um volume de espagos
vazios de 10,66 + 0,06 ml. O numero de Bodenstein a 10 cm/h era >
875. EV1/EVso a 10 cm/h era de 0,882, e desse modo o volume de CVIR
foi calculado desse modo para ser igual a 9,40 £ 0,15 ml.

[00239] A vazédo na entrada e na saida do CVIR era tal que o tempo
de incubacéo era de 30 e 60 minutos, o que resultou em velocidades
lineares dentro do CVIR de 4,68 e 9,35 cm/h, respectivamente.

[00240] O processo atingiu o estado estavel antes de 2 Vr da

operacao, e a 2 Vr 0 sistema ja estava no estado estavel. Uma vez que
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a concentracdo dos componentes de S/D na saida alcangou a mesma
concentracao que aquela na entrada, o sistema tinha atingido o estado
estavel, tal como mostrado na Figura 25. O processo de CVI exibiu uma
fase de laténcia e um inicio atrasado do estado estavel devido ao
deslocamento da fase liquida dentro do CVIR, que nao continha nenhum
dos componentes de S/D, e desse modo ndo ocorreu nenhuma
inativacdo de virus ou entdo foi apenas limitada.

[00241] O item de teste consistiu em um tampédo relevante da
indUstria com albumina de soro humano como um exemplo de um
farmaco biofarmacéutico. O item de teste no presente exemplo reproduz
as propriedades chaves (pH, condutividade, proteina total) de um
intermediario do processo em um processo para a producdo de um
farmaco biofarmacéutico. Por conseguinte, o item de teste foi encravado
de antemdo com X-MuLV por um elemento versado no estado da
técnica com as diretrizes relevantes.

[00242] O reagente de S/D deste exemplo ndo limitador era uma
mistura de um solvente e um detergente com efeito de inativacao de
virus. No presente exemplo, Triton X-100 (Tx-100), polissorbato 80
(PS80) e fosfato de tri-n-butila (TnBP) foram usados. O reagente de S/D
foi diluido no misturador para obter a concentracéo alvo de 0,0473%
(peso/peso) de TX-100, 0,0144% (peso/peso) de PS80 e 0,0131%
(peso/peso) de TnBP durante a incubacao CVI.

[00243] Uma amostra do item de teste encravado foi extraida antes
de comecar o experimento de CVI para estabelecer o titulo do virus
inicial. A corrente na saida de CVIR foi amostradaa 1, 2,3,4e 5 Vgr. As
amostras de saida foram diluidas 20 vezes imediatamente para parar o
processo de inativacéo de virus e tituladas imediatamente para o titulo
do virus a fim de estabelecer o titulo apés o processo de CVI. Uma
amostra do item de teste encravado foi extraida depois de ter sido

completado o experimento de CVI para servir como um controle de
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contencéo (HC).
[00244] A inativacdo de virus foi medida ao calcular o valor de
reducdo logaritmica (LRV) tal como na equacéo 1 a seguir. A equacao
1 reflete a natureza especifica da operacéo continua e o fato que neste
exemplo ha duas correntes que estdo sendo bombeadas através do
CVIR e somente uma que sai do CVIR. Portanto, a entrada de virus por
unidade de tempo antes da inativacdo de virus e a saida de virus por
unidade de tempo depois da inativacdo de virus séo calculadas com
base no titulo do virus da corrente e em sua respectiva vazao
volumétrica. O titulosaiga fOi corrigido para a diluicio de parada de
inativagdo de virus.

LRV = 10910 (titulOitem de teste encravado X VAZ&AOitem de teste encravado)

titulOsaida X Vaz&0saida

[00245] Na Figura 26, é mostrado o perfil do titulo de X-MuLV depois
de 30 e 60 minutos do processo de incubacdo CVI. Uma vez que a
operacao tenha atingido o estado estavel, X-MuLV foi reduzido de =
6,3E + 5 TCIDso/ml na entrada do CVIR para < 4,0E + 2 TCIDso/ml na
saida do CVIR para o tempo de incubacédo de 30 minutos e reduzido
para < 8,0E + 1 TCIDso/ml para o tempo de incubacdo de 60 minutos.
Antes de atingir o estado estavel, isto €, a 1 VR, o titulo de X-MuLV de
2,5E + 2 TCIDso/ml era mais elevado do que aqueles obtidos na fase de
estado estavel. Essa diferenca pode ser explicada pela concentracéo
dos componentes de S/D abaixo da concentracao alvo a 1 Vr tal como
descrito acima.
[00246] Uma vez no estado estavel (de 2 Vr em diante) um LRV 2
3,5 foi observado para o tempo de incubacao de 30 minutos e um LRV
> 3,9 para o tempo de incubacédo de 60 minutos (Figura 27). Para a
incubacdo de 30 e 60 minutos, o controle da contencdo mostrou uma
perda de virus abaixo de 1 log10 — o valor de diferenca minima a ser

considerado como significativo por um elemento versado no estado da
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técnica e aceito nas diretrizes relevantes na industria.

[00247] Os experimentos descontinuos foram realizados por um
elemento versado no estado da técnica ao seguir as diretrizes
relevantes na industria para a comparacao. Os dados que resultam da
batelada tradicional (mostrados na Figura 28) mostraram um LRV = 3,8,
gue é comparavel com aqueles obtidos no CVIR no modo de operacao
continua. Esta comparacao direta mostrou que a inativacdo continua de
virus que usa o CVIR é tdo eficaz quanto a operacdo descontinua
tradicional.

[00248] Isto indica que a inativagao continua de virus de acordo com
a invencéo é altamente vantajosa, uma vez que é tdo eficaz quanto as
condi¢cdes de inativacao ideais da inativacéo viral no modo descontinuo
(por exemplo, um tempo de residéncia essencialmente igual para todas
as partes da mistura devido a uma distribuicdo estreita do tempo de
residéncia, conduzindo a inativacao viral eficiente em todas as partes
da mistura), enquanto propicia a vantagem adicional que pode ser
executada continuamente.

[00249] Deve ser compreendido por um elemento versado no estado
da técnica que as condicfes usadas no exemplo de inativagao viral ndo
séo limitadoras do ambito da invencéo. Por exemplo, embora granulos
nao porosos esféricos de poli(metacrilato de polimetila) (PMMA) com
diametros que variam de 200 a 400 pum com um diametro médio de 300
pum tenham sido usados como um exemplo, qualquer estrutura que tem
multiplos canais interconectados, por exemplo, qualquer coluna
compactada com granulos ndo porosos, pode ser usada de acordo com
a invencdo. Similarmente, quando um tubo cilindrico compactado ao
usar uma estacdo de compactacdo auxiliada por vibracdo construida
sob medida foi usado como CVIR que tem uma altura compactada de
132 mm, um volume de espacos vazios de 10,66 + 0,06 ml e um volume

de CVIR de 9,40 + 0,15 ml, qualquer outro CVIR tal como definido pela
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presente invencdo pode ser usado.
Exemplo 13: Inativacdo de virus (BVDV a 5% de S/D)

[00250] E descrito a seguir um exemplo experimental para a

inativacdo viral continua (CVI), em que o processo de
solvente/detergente (S/D) foi usado, e em que ainativagao viral continua
foi comparada contra a incubacdo descontinua de S/D padrdo na
industria.

[00251] Por conseguinte, os experimentos foram realizados com as
diretrizes relevantes na industria tais como, mas sem ficar a elas
limitadas, a diretriz ICH Q5A(R1) 1999, a diretriz ICH
CPMP/BWP/268/95 1996 e a diretriz EMEA CHMP/BWP/398498/2005
20009.

[00252] O titulo do virus foi determinado pelo método de Dose
Infectiva de Cultura de Tecido a 50% (TCIDsp). O limite da deteccao
(LOD) e a falta de interferéncia de amostra foi avaliado para a TCIDso
por um elemento versado no estado da técnica.

[00253] O reator de inativacdo continua de virus (CVIR) foi usado
para a inativacdo viral no modo de operacdo continua. O volume do
reator (Vr) € equivalente a EV1y e foi avaliado pela analise do tempo de
residéncia. O reator foi projetado e operado para obter um tempo de
incubacédo de 30 e 60 minutos. O volume de pré-CVIR é pequeno em
comparacdo com o volume de CVIR e néo foi considerado na analise
da distribuicdo do tempo de residéncia.

[00254] A configuracdo usada para a inativacdo continua de virus é
mostrada na Figura 24 do exemplo anterior. Neste exemplo, duas
bombas foram usadas para bombear o item de teste (uma substituta
para o intermediario do processo) e o reagente de S/D, as duas
correntes convergiram no misturador em linha, onde foram
homogeneizadas. Uma vez homogénea, uma unica corrente foi ainda

bombeada através do CVIR, onde a inativacdo de virus ocorreu
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continuamente.

[00255] O CVIR era um tubo cilindrico compactado com granulos ndo
porosos esféricos de poli(metacrilato de metila) (PMMA) com diametros
gue variam de 200 a 400 pm com um diametro médio de 300 um. O
reator foi compactado ao usar uma estagcdo de compactacdo auxiliada
por vibragdo construida sob medida. A compactacdo resultou em um
reator com uma altura compactada de 132 mm e um volume de espacos
vazios de 10,66 + 0,06 ml. O numero de Bodenstein a 10 cm/h era >
875. EV1/EVsp a 10 cm/h era de 0,882, e desse modo o volume de CVIR
foi calculado desse modo para ser igual a 9,40 £ 0,15 ml.

[00256] A vazdo na entrada e na saida do CVIR era tal que o tempo
de incubacéo era de 30 e 60 minutos, o que resultou em velocidades
lineares dentro do CVIR de 4,68 e 9,35 cm/h, respectivamente.

[00257] O processo atingiu o estado estavel antes de 2 volumes de
reator (Vr) da operagéo, e a 2 Vr 0 sistema ja estava no estado estavel.
Uma vez que a concentracdo dos componentes de S/D na saida
alcancou a mesma concentracdo que aquela na entrada, o sistema tinha
atingido o estado estavel, tal como mostrado na Figura 25 do exemplo
anterior. O processo de CVI exibiu uma fase de laténcia e um inicio
atrasado do estado estavel devido ao deslocamento da fase liquida
dentro do CVIR, que ndo continha nenhum dos componentes de S/D, e
desse modo ndo ocorreu nenhuma inativacdo de virus ou entdo foi
apenas limitada.

[00258] O item de teste consistiu em um tampao relevante da
indUstria com albumina de soro humano como um exemplo de um
farmaco biofarmacéutico. O item de teste no presente exemplo reproduz
as propriedades chaves (pH, condutividade, proteina total) de um
intermediario do processo em um processo para a producdo de um
farmaco biofarmacéutico. Por conseguinte, o item de teste foi encravado

de antemdo com X-MuLV por um elemento versado no estado da
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técnica com as diretrizes relevantes.

[00259] O reagente de S/D era uma mistura de um solvente e
detergentes com efeito de inativacdo de virus. No presente exemplo,
Triton X-100 (Tx-100), polissorbato 80 (PS80) e fosfato de tri-n-butila
(TnBP) foram usados. O reagente de S/D foi diluido no misturador para
obter a concentragcdo-alvo de 0,0473% (peso/peso) de TX-100,
0,0144% (peso/peso) de PS80 e 0,0131% (peso/peso) de TnBP durante
a incubacao CVI.

[00260] Uma amostra do item de teste encravado foi extraida antes
de comecar o experimento de CVI para estabelecer o titulo do virus
inicial. A corrente na saida de CVIR foi amostrada a1, 2, 3,4 e 5 Vr. As
amostras de saida foram diluidas 20 vezes imediatamente para parar o
processo de inativacao de virus e tituladas imediatamente para o titulo
do virus a fim de estabelecer o titulo apés o processo de CVI. Uma
amostra do item de teste encravado foi extraida depois de ter sido
completado o experimento de CVI para servir como um controle de
contencéo (HC).

[00261] A inativacdo de virus foi medida ao calcular o valor de
reducdo logaritmica (LRV) tal como na equacéo 1 do exemplo anterior.
O fator de diluicdo serve para responder pela diluicdo da corrente de
item de teste encravado com a corrente de reagente de S/D. O titulOsaida
foi corrigido para a diluicdo com parada de inativagdo de virus.

[00262] Na Figura 29 € mostrado o perfil do titulo de BVDV depois de
30 e 60 minutos do processo de incubacdao CVI. Uma vez que a
operacao tenha atingido o estado estavel, BVDV foi reduzido de = 7,9E
+ 5 TCIDso/ml na entrada do CVIR para < 2,5E + 2 TCIDso/ml na saida
do CVIR independentemente do tempo de incubac&o. Antes de atingir o
estado estavel, isto é, a 1 VR, o titulo de BVDV de < 5,0E + 2 TCIDso/ml
era mais elevado do que aqueles obtidos na fase de estado estavel.

Essa diferenca pode ser explicada pela concentracédo dos componentes
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de S/D abaixo da concentracéo alvo a 1 Vr tal como descrito acima.
[00263] Uma vez no estado estavel (de 2 Vr em diante) um LRV 2
4,5 foi observado para o tempo de incubacéo de 30 minutos e um LRV
> 4,9 para o tempo de incubagdo de 60 minutos (Figura 30). Para a
incubacao de 30 e 60 minutos, o controle da contengdo mostrou uma
perda de virus abaixo de 1 logio — 0 valor de diferenca minima a ser
considerado como significativo por um elemento versado no estado da
técnica e aceito nas diretrizes relevantes na industria). Para a incubacéo
de 60 minutos o controle de conteng&o exibiu um virus acima de 1 logo,
no entanto, isso pode ser explicado pela duracdo do experimento.
Embora para o experimento de CVI de 30 minutos o controle de
contencéo tenha sido recuperado cerca de 150 minutos (5 x 30 minutos)
depois que o item de teste encravado foi preparado, para o experimento
de CVI de 60 minutos o controle de contencao foi recuperado cerca de
300 minutos (5 x 30 minutos) depois que o item de teste encravado foi
preparado. Portanto, a perda de virus observada na amostra de controle
de contencédo pode ser explicada devido a exposicédo prolongada as
condicao fisico-quimicas (pH, sal, tampao, temperatura...) do item de
teste encravado. Apesar da perda do virus observada no HC para o
experimento de 60 minutos, € evidente que a inativacdo de virus era
devida ao contato com os componentes de S/D, tal como observado a
2 VR, que ocorreu antes de 150 minutos apos a preparacgéo do item de
teste encravado — 0 tempo transcorreu para a amostragem de HC no
experimento de CVI de 30 minutos.

[00264] Os experimentos descontinuos foram realizados por um
elemento versado no estado da técnica ao seguir as diretrizes
relevantes na industria para a comparacao. Os dados que resultam da
batelada tradicional (mostrados na Figura 31) mostraram um LRV de 3,5
a 3,7 a um tempo de incubacédo de 60 minutos, que é comparavel com

aqueles obtidos no CVIR no modo de operacdo continua. Esta
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comparacdo direta mostrou que a inativacao continua de virus que usa
o0 CVIR é tdo eficaz quanto a operacdo descontinua tradicional.

[00265] Isto indica que a inativacdo continua de virus de acordo com
a invencdo € altamente vantajosa, uma vez que é tdo eficaz quanto as
condicBes de inativacdo ideais da inativacao viral no modo descontinuo
(por exemplo, um tempo de residéncia essencialmente igual para todas
as partes da mistura devido a uma distribuicdo estreita do tempo de
residéncia, conduzindo a inativacdo viral eficiente em todas as partes
da mistura), enquanto propicia a vantagem adicional que pode ser
executada continuamente.

[00266] Deve ser compreendido por um elemento versado no estado
da técnica que as condi¢cbes usadas no exemplo de inativagao viral ndo
séo limitadoras do ambito da invengéo. Por exemplo, embora granulos
nao porosos esféricos de poli(metacrilato de polimetila) (PMMA) com
diametros que variam de 200 a 400 pum com um diametro médio de 300
pum tenham sido usados como um exemplo, qualquer estrutura que tem
multiplos canais interconectados, por exemplo, qualquer coluna
compactada com granulos nao porosos, pode ser usada de acordo com
a invencao. Similarmente, quando um tubo cilindrico compactado ao
usar uma estacdo de compactacdo auxiliada por vibracdo construida
sob medida foi usado como CVIR que tem uma altura compactada de
132 mm, um volume de espacos vazios de 10,66 + 0,06 ml e um volume
de CVIR de 9,40 = 0,15 ml, qualquer outro CVIR tal como definido pela
presente invencao pode ser usado.

Aplicabilidade Industrial:

[00267] Os métodos, os processos e 0s produtos da invencado séo
Uteis para a incubacdo de substancias em processos de fabricacéo
industriais. Por exemplo, a invencao pode ser usada para a producéo
industrial de produtos biofarmacéuticos. Desse modo, a invencao é

industrialmente aplicavel.
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REIVINDICACOES

1. Método para incubar uma mistura de pelo menos dois
liquidos, caracterizado pelo fato de que compreende:

(i) misturar pelo menos dois ditos liquidos para obter uma
mistura; e

(il) passar a dita mistura através de um leito compactado de
granulos ndo porosos inertes para incubar a dita mistura para inativagéo
de virus,

em que o método é para a inativacdo de virus, em que um
primeiro de pelo menos dois ditos liquidos € um liquido que contém
potencialmente um virus, e em que um segundo liquido de pelo menos
dois ditos liquidos compreende um agente de inativacao de virus.

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que

0 método é um método de fluxo continuo, e/ou

em gue a dita misturacdo e a dita passagem sao executadas
continuamente, e/ou

em gue os granulos ndo porosos inertes sao granulos de
vidro, ou granulos de ceramica, ou granulos de plastico tais como
granulos de PMMA, ou granulos de aco.

3. Método de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,
caracterizado pelo fato de que o diametro médio de particula dos
granulos ndo porosos inertes fica na faixa de 0,05 a 1 mm ou na faixa
de 0,05 a 0,6 mm ou na faixa de 0,05 a 0,5 mm, ou na faixa de 0,05 a
0,3 mm, e/ou

em que 95% dos granulos ndo porosos inertes ndo desviam
do diametro médio de particula em mais do que 50% ou ndo mais do
que 35%, ou ndo mais do que 20%.

4. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacfes

1 a 3, caracterizado pelo fato de que o leito compactado de granulos
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NAo porosos inertes tem um comprimento de pelo menos 5 cm, ou pelo
menos 10 cm, ou pelo menos 20 cm, ou pelo menos 30 cm, ou pelo
menos 50 cm, ou pelo menos 70 cm, ou pelo menos 100 cm.

5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
1 a 4, caracterizado pelo fato de que o método apresenta pelo menos
um dos seguintes:

(A) o leito compactado de granulos nao porosos inertes pode
ser obtido por um método que compreende a sujei¢ao dos ditos granulos
N&o porosos inertes a um tratamento de vibragéo,

(B) para o leito compactado de granulos ndo porosos inertes,
a fracéo entre o volume de espacos vazios e o volume total fica na faixa
de 0,2 a 0,45 ou na faixa de 0,37 a 0,42,

(C) o leito compactado de granulos ndo porosos inertes é
contido em uma coluna e/ou em um reator, em que a coluna tem
opcionalmente um diametro de mais de 5 mm ou um diametro de pelo
menos 10 mm, e/ou

(D) o volume de espacos vazios do leito compactado de
granulos nao porosos inertes € de pelo menos 10 mL, ou de pelo menos
40 mL, ou de pelo menos 150 mL, ou de pelo menos 470 mLe ou de
pelo menos 700 mL.

6. Método de acordo com qualguer uma das reivindicactes
1 a 5, caracterizado pelo fato de que

o dito primeiro liguido compreende um farmaco
biofarmacéutico, e/ou

em que o método é para a inativacdo de virus de virus
envelopados, e/ou

em que que o dito virus € um retrovirus e/ou um virus da
familia Flaviviridae, e em que o dito retrovirus é opcionalmente X-MuLV,
e em que o dito virus da familia Flaviviridae é opcionalmente BVDV.

7. Método de acordo com a reivindicacdo 6, caracterizado
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pelo fato de que o agente de inativacdo de virus é uma mistura de
solvente/detergente apropriada para o tratamento de inativacao de virus
com solvente/detergente, ou uma solucdo acida apropriada para o
tratamento de inativacédo de virus de baixo pH, e/ou

em gue o agente de inativacdo de virus € uma mistura de
solvente/detergente para o tratamento com solvente-detergente, e/ou

em que o método prové pelo menos um 1 valor de reducéo
de Logl0 (LRV), pelo menos um 2 LRV, pelo menos um 4 LRV ou pelo
menos um 6 LRV para pelo menos um virus, e em que pelo menos um
dito virus € opcionalmente um retrovirus e/ou um virus da familia
Flaviviridae, e em que o dito retrovirus é opcionalmente X-MuLV, e em
gue o dito virus da familia Flaviviridae é opcionalmente BVDV.

8. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacbes
1 a 7, caracterizado pelo fato de que a velocidade linear da superficie
da dita mistura através do dito leito compactado de granulos nao
porosos inertes é igual a ou menor do que 600 cm/h, ou igual a ou menor
do que 300 cm/h, ou igual a ou menor do que 200 cm/h, ou igual a ou
menor do que 100 cm/h, ou igual a ou menor do que 50 cm/h, ou igual
a ou menor do que 20 cm/h, e/ou

em que o numero de Bodenstein da dita mistura quando ela
passa atraves do dito leito compactado de granulos ndo porosos inertes
€ igual a ou maior do que 50, ou igual a ou maior do que 300, ou igual
a ou maior do que 400, ou igual a ou maior do que 500, ou igual a ou
maior do que 600, ou igual a ou maior do que 800.

9. Método para a preparacao de um farmaco biofarmacéutico,
caracterizado pelo fato de que o método compreende executar 0 método
como definido em qualquer uma das reivindicacbes 6 a 8, em que o
referido primeiro liquido compreende um farmaco biofarmacéutico e
recuperar o dito farmaco biofarmacéutico.

10. Método de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado
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pelo fato de ser para a modificagcdo de um processo de inativacdo de
virus de fluxo continuo, em que a modificagdo compreende o uso de um
leito compactado de granulos ndo porosos inertes para a inativacao de
virus de fluxo continuo, e a passagem da mistura do pelo menos dois
liquidos através do dito leito compactado de granulos ndo porosos
inertes, para incubar a dita mistura para a inativacao do virus, e

em que o dito processo de inativacdo de virus de fluxo
continuo é opcionalmente um processo para a preparacdo de um
farmaco biofarmacéutico.

11. Método de acordo com a reivindicacéo 10, caracterizado
pelo fato de que o dito processo de inativacdo de virus € para a
inativagcdo de virus de virus envelopados, e/ou

em que o agente de inativagdo de virus usado no dito
processo de inativacdo de virus € uma mistura de solvente/detergente
apropriada para o tratamento de inativacdo de virus com
solvente/detergente, ou uma solucdo acida apropriada para o
tratamento de inativacéao de virus de baixo pH, e

em que o0 agente de inativacdo de virus usado no dito
processo de inativacdo de virus € opcionalmente uma mistura de
solvente/detergente para o tratamento com solvente-detergente.

12. Método de acordo com a reivindicagdo 10 ou 11,
caracterizado pelo fato de que o método apresenta pelo menos um dos
seguintes:

(1) a modificacdo compreende a modificacédo do processo de
inativacao de virus para obter pelo menos um valor de reducédo 1 Logl10
(LRV), pelo menos um 2 LRV, pelo menos um 4 LRV, ou pelo menos
um 6 LRV para pelo menos um virus,

(2) a modificacdo compreende a modificacdo do processo de
inativacdo de virus de maneira tal que o numero de Bodenstein da

mistura que passa através do dito leito compactado de granulos néo

Peticéio 870230047689, de 05/06/2023, pag. 86/92



5/5

porosos inertes que tem multiplos canais interconectados é igual a ou
maior do que 50, ou igual a ou maior do que 300, ou igual a ou maior do
que 400, ou igual a ou maior do que 500, ou igual a ou maior do que
600, ou igual a ou maior do que 800,

(3) a modificacdo compreende a modificacao do processo de
inativacdo de virus de maneira tal que a velocidade linear da superficie
da mistura através do dito leito compactado de granulos ndo porosos
inertes é igual a ou menor do que 600 cm/h, ou igual a ou menor do que
300 cm/h, ou igual a ou menor do que 200 cm/h, ou igual a ou menor do
gue 100 cm/h, ou igual a ou menor do que 50 cm/h, ou igual a ou menor
do que 20 cm/h, e/ou

(4) a modificagdo compreende o uso de um leito compactado
de granulos ndo porosos inertes como definido em qualquer uma das
reivindicagcdes 2 a 5.

13. Método de acordo com a reivindicacéo 12, caracterizado
pelo fato de que a modificagdo compreende o ajuste do fluxo através do
tempo da dita mistura no dito leito compactado de granulos néo porosos
inertes para obter o dito valor de reducdo Log10 (LRV), e em que fluxo
através do tempo € ajustado ao ajustar a velocidade linear da superficie
da mistura e/ou o volume de espacos vazios do dito leito compactado

de granulos ndo porosos inertes.

Peticéio 870230047689, de 05/06/2023, pag. 87/92



[AD] 2wnjoA uoRN@

L0 SS90 90 SO0 SO S¥O ¢v0O0 SEO €0 SZ0 20O

1/35

R B seecestsss TR EEE YL B esessantes IIEEEEEEEL  TYIERAETIIIE M
................................................................ —
i
_ |
- I I
(awn duapisal ueaw =) Sag-—-—| | _
%S I 2 5C 2
A3 {og S
|[eubIS AN PIZIEWIOU mmmm | | [ | 3
_ | { GE o
| {ov N
| 1St a
.......... | vnnnonnoeesoacnd 06 G
<,
: “ 1% w
I 199 S
| _ 159 o
N 10L =
| | o
L m _ n mh W.
L _ _ 108
| 158
b 106
S 166
I |
— . B o rrreere T | p T PO AT e 4001
\v
T 'Old

Peticéio 870200003948, de 09/01/2020, pég. 58/117



2/35

[AD] 2wnjoA uonn|a
S0 S0 0 GE0 €0 SZ'0

v T T

— T

0TZT =ug 60 = A3/ A3
- ISt =ugizg0 = "°AIAI — —
] 80V = Ug'EL0= A AI—
S6 = ug 690 = A AI—

=
T
[%] 1eubis AN pazijewlou

?.E.u_u:n_..um__u awn wwcwu_mw._.ozum_::.h:i
saaind ybnoaypjeauiq ajdwes

4 00T

g
panunuod ‘T *o|4

Peticéio 870200003948, de 09/01/2020, pég. 59/117



FIG. 2

Column
number

HE b B A NNNN

NNN NGO i

el el el = =~~~
= == 0000 & BAE L

o T S Y
NINNGBWOWOBNNNNR

Peticéio 870200003948, de 09/01/2020, pég. 60/117

Column
height
[em]
29.3
293
293
293
28.8
28.8
28.8
288
10.9
10.9
10.9
109
285
28.5
28.5
285
28.5
285
28.5
28.5
10.2
10.2
10.2
10.2
116
116
116
116
104
104
104
104
105
10.5
10.5

10.5
213
213
213
213
10.3
10.3
10.3
293
293
293

Column
diameter
[mm]
10.00
10.00
10.00
10.00
10.00
10.00
10.00
10.00
16.00
16.00
16.00
16.00
10.00
10.00
10.00
10.00
10.00
10.00
10.00
10.00
10.00
10.00
10.00
10.00
16.00
16.00
16.00
16.00
5.00
5.00
5.00
5.00
5.00
5.00
5.00

5.00
5.00
5.00
5.00
5.00
16.00
16.00
16.00
10
10
10

Linear
velocity
[em/h]
50.00

100.00
200.00
300.00
50.00
100.00
200.00
300.00
50.00
100.00
200.00
300.00
50.00
100.00
200.00
300.00
50.00
100.00
200.00
300.00
50.00
100.00
200.00
300.00
50.00
100.00
200.00
300.00
50.00
100.00
200.00
300.00
50.00
100.00
200.00

300.00
50.00
100.00
200.00
300.00
50.00
100.00
300.00
50
100
200

3/35

Beads
diamete
r[mm]
0.375
0.375
0.375
0375
0.350
0.350
0.350
0.350
1.150
1.150
1.150
1.150
0.150
0.150
0.150
0.150
1.150
1.150
1.150
1.150
1.150
1.150
1.150
1.150
0.350
0.350
0.350
0.350
0.250
0.250
0.250
0.250
0.375
0.375
0.375

0.375
0.375
0.375
0.375
0.375
0.375
0.375
0.375
0.375
0.375
0.375

Beads
diameter
range [mm]
0.250
0.250
0.250
0.250
0.100
0.100
0.100
0.100
0.300
0.300
0.300
0.300
0.100
0.100
0.100
0.100
0.300
0.300
0.300
0.300
0.300
0.300
0.300
0.300
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.250
0.250
0.250

0.250
0.250
0.250
0.250
0.250
0.250
0.250
0.250
0.25
0.25
0.25

EVsy /
EVsox
Acetone

0.896
0.887
0.880
0.875
0.915
0.906
0.897
0.893
0.815
0.805
0.795
0.794
0.933
0.930
0.926
0.924
0.838
0.797
0.816
0.799
0.779
0.773
0.750
0.740
0.906
0.898
0.892
0.889
0.861
0.843
0.834
0.827
0.883
0.868
0.860

0.853
0.901
0.888
0.877
0.871
0.893
0.886
0.877

/

/

/

EVss /
EVsox
SD

0.899
0.888
0.879
0.875
0.912
0.903
0.895
0.890
0.830
0.814
0.801
0.797
0.896
0.927
0.923
0.921
0.846
0.828
0.813
0.806
0.796
0.776
0.759
0.751
0.903
0.898
0.891
0.888
0.852
0.837
0.827
0.825
0.880
0.865
0.856

0.853
0.898
0.881
0.874
0.869
0.889
0.883
0.872
0.899
0.888
0.879

Bodenstei
n number
Acetone

589
516
477
452
793
671
578
540
149
129
114
110
965
889
799
765
167
84
140
119
97
92
75
71
523
428
395
373
192
151
147
141
265
207
205

189
410
324
297
277
377
339
292

S e

Bodenstein
number
SD

634
543
477
446
726
652
565
527
166
139
121
114
647
824
752
719
203
161
136
127
108
91
80
25
492
448
399
376
175
141
132
137
257
199
189

186
390
245
277
267
351
315
272
634
543
477



FIG. 3

Peticéio 870200003948, de 09/01/2020, pég. 61/117

4/35

600 800
Bodenstein number (Acetone)

400

200

oo X
"
X
X x
%
5%

o ) o =)
o o o o
@ o < ~

(Qs) 12quinu uIajsuapoyg

0.85
EVS% / EVSO% (Acetone)

0.75

95

»
%
~
b
X
x .
X
X X
~
X M
X
~
x
x
o n o] Ty
o @ o ~
o o
%08 %S
(as) A/ A3

0.95

0.9

0.8



5/35

Juauodwod §140 351

T 8090¢v0¢0 0 Z0-v0-90-80- T

Jaquinu ulajsuapog
abuey j333Wwep peaq
1919WeIp uUraW peaq
AND0I3A Jeaul|
3WNOA UWN|0d
yibusj uwnoo

-~ ® o 9
o O O

{1-
18°0-
{190-
1 vo-
12°0-

o

o™~
o
juauodwod §140 puz

jJuauodwod §140 15T

T 8090¢0¢20 0 Z0-v0-90-80- T-

abuels j21@wWwelp peaq
J913Welp ueaw peaq

*5a3/™ A3

AND0|3A Je3U|
SWNOA UWINOD
yibua| uwnjod

O+9v*d &

—
"

i
-

8°0-
90" ,,
-
vo-
e
zo0 2
wn
20
3
vo 3
=
90
80
¥ 'Old

Peticéio 870200003948, de 09/01/2020, pég. 62/117



6/35

[u/wd] A30jaA Jeaul
0zt 00T 08 09 ov 0z 0 0zt 00t 08 09

[u/wd] A31D0jaA Jedul|

ov

0z

o.llll......n.llllllll...¢l1!iflo {00z

009

1008

10001

12quWinu uIAsuapog

10021

100¢T

WWSZ'0-6ZT'0 §'8/9T ¥H dnuesad vT Sl—a—

WWSZ'0-SZT'0 Z'TT/9T HH JIuessd €1 Sl ——
WWSZ'0-6ZT'0 S'6T/92 ¥H 2Mwesdd 01 Sl—p—

WwWSZ'0-SZT°0 6'8/S HH d1esdd 80 SI—o—
WWSZ'0-SZT'0 Z'0E/0T ¥H 2nwuesdd 90 sl x 0081

0091

WWSZ'0-SZT'0 £'8Z/0T ¥H JIWes3d 60 Sl ——
WWSZ'0-SZT'0 T'0E/0T WH J1uesdd zo Sl—e—

Speaq awes Yjm paxoed ‘Sazis JuaJayIp JO suwnjod)

ZLo

vLo

9L0

1980

1880

160

260

S 'Ol

63/117

Peticéio 870200003948, de 09/01/2020.



7/35

0sZ

[u/wd] A31D0I2A Jedul)
002 0SIT 00T 0S

Y

A

"

A

A

"

A

A

980

5980

L80

SL80

880

%09/\3/%'[1\3

5880
680
5680

60

9 'Old

Peticéio 870200003948, de 09/01/2020, pég. 64/117



8/35

JaquINu UI23suUapog UORBAIRSqO

000T 008 009 00v 00Z 0
v Y v v >
X%
x
»*
x
%.n
A
s
x % vlon
N L
x X X 7 x
AQNO.OHNGV

|[apow uondipaid s1d

00¢-

100¢

100V

1009

1008

0001

12quInu u1a3suapog uoidIpald

#9503/ A3 uoneasasqo

60 G80 80 GLO L0 G9°0
v v y . . G9°0
X
%
3 |£0 2
< a
% A
x XX X SLO m..
. =
XX m
me\\ . 80 Tu.r\r
PR xx S
w X x N.:_
x - X x <
Fx $8°0 &
o™
x% 2 X
KX
X x . . 160
Amom.ouumv
|[2pow uoiipaid s1d
L 'Old

Peticéio 870200003948, de 09/01/2020, pég. 65/117



9/35

0001

Jaguinu uIalsuapog uonealasqo
008 009 00v 002

(908°0=,4)
|opow uoidipaid s1d

00¢-

00¢

oov

009

008

0001

12quInu uIajsuapog uoIIpald

%9%A3/*"A3 uonensasqo

60 G80 80 SL0 L0 S9°0

» X
X OMX K KA
X200 X0

XXX KR

XK MK
XX X K

P $3 4
X, X
200X Y

x OB X

WA W X

(r88'0=,4)
[Iapow uondipaid S1d

S9°0

i
o

SL0

©
o
%050 3/" A3 uonIpald

n
-
o

60

8 'Old

Peticéio 870200003948, de 09/01/2020, pég. 66/117



10/35

[y/wd] A31D0jaA Jeaul|
0zt 001 08 09 ov

0z

0

0.
L

+480

WWS'0-9°0 Z'0E/0T_¥H dnwesdd 1T Sl -
WWSZ'0-SZT0 T'6Z/0T ¥H dwessd L0 Sl o
WWSZ'0-SZT'0 Z'0E/0T ¥H dMuesdd 90 Sl x

o+

YN

i

WWSZ'0-SZT'0_€'8Z/0T ¥H JMuRII 50 Sl—a—
WWSZ'0-SZT°0_T'0E/0T_WH dMuesad z0 Sl—e—
WWwsg'0-9'0 S'0E/0T ¥H 2werRd 10 Sl +-

0

100¢

oov

009

008

0001

0021

00vT

10091

0081

Jaquinu uiajsuspog

0z1

001

[y/wd)] A3100]aA Jeaul)
08 09 ov

0z

+4

e

ia

1640

sanlenb bBupped puey juaiayiq

90

1590

140

%OSAEJ%IAB

160

S60

6 'Old

67/117

, pég.

Peticéio 870200003948, de 09/01/2020.



11/35

S6°0

%0S %1

A3/ A3
60 S8°0 80 SL°0 L0 590 90
] ] L) L] I ﬂu o.o
) 1590
. 120
m
<
o
o
w
3 4640 &
=
g ...__.A
1 WWSZ'0-6ZT'0 8'8/9T ¥H dMwesdd pT S[—a— 3
i WWSZ'0-SZT'0_TTT/IT ¥H dJMwesd €T SM—g—| | o
WWSg'0-9'0_Z'0E/0T_¥H dIwesdd TT Sl
WWSZ'0-SZT'0 S'6T/9Z HH duesdd o1 Sl —p—
WWSZ'0-SZT'0 6'8/S_¥H dlwesdd 8o S[—o—
WWSZ'0-SZT'0_T'6Z/0T ¥H d1wesdd L0 Sl--p--
- WWSZ'0-SZT'0_Z'0E/0T ¥H d1uesdd 90 Sl--x-| 1580
WWSZ'0-SZT'0 €'8Z/0T YH JIesdd 50 Sl —w—
WWSZ'0-SZT'0_T'0E/0T_¥H dnuesdd zo Sl—e—
Wwsg'0-9'0 S'0E/0T ¥H dIwesdd 10 Sl 4
1 1 L 1 1 1 m.o

0T 'Sl

68/117

Peticéio 870200003948, de 09/01/2020.



12/35

001

Jaquinu uny

06 08 0L

T

/

@y 0-€°0 9 TT/9T ¥H sselb €1 Sl
WWS0-62'0 £0T/9T ¥H sselb zr sl
WwWS'0-SZT0 ETZ/S ¥H sselb 11 s/
WwS'0-ST0 SOT/S ¥H sselb o1 s/
WWE0-Z0 ¥0T/S ¥H sselb 60 Sl
WWET-T 8€/0T ¥H sselb Lo sl
WWET-T 6'0T/9T ¥H sselb p1 sl
WWET-T Z’0T/0T ¥H sselb 9o sf
WWET-T $'8Z/0T ¥H sselb g0 sl
Wwz'0-1'0 $'8Z/0T ¥H sselb vo sl
Wwy'0-€°0 8'8Z/0T ¥H sselb €0 Sf
WWs0-62'0 £62/0T ¥H sselb zo sl
J3UBAU| MOJ4 P3J10D

*+0xgAQDPDOCOHD .

1 1 1 1

uwn|od uiyy Ausp

1

001

00z

00€

oov

00S

009

00L

008

006

000T

Jaquinu uiaysuapog

1T 'S4

Peticéio 870200003948, de 09/01/2020, pég. 69/117



13/35

Jaquinu uny

0z

1] §

Aytenb 3upjoed peg

WWEZ'0-6ZT0 ZTT/9T_¥H dnuessd g1 Sl
WWSZ'0-6ZT'0 8'8/9T ¥H 2muesdd p1 sl
WWSZ'0-SZT1'0 6'8/S ¥H d1uesad go sl
WWGZ'0-SZT'0 T'6Z/01 ¥H 2nuesad (o sl
WWSE'0°9'0 S'0E/0T WM dnuesad 10 sl
WWSE'0:9'0 Z'0E/0T ¥H d1uessd 11 sl
WWSZ'0-SZT'0 Z'0E/0T ¥H 21wesad 90 sl
WWGZ'0-SZT'0_T'0E/OT Y¥H dKuesdd zo sl
WWGZ'0-SZT'0 £8Z/0T ¥H 21muesdd 6o sl
WWGEZ'0-SZT'0 $'61/92 ¥H 2muesad o1 sl
J9UaAU| MOl4 pajlo)

*+0xgAqQPOOe
v

1 1

.t

arrr

L

L

'l

1

00z

oov

009

008

000T

12quinu uIajsuapog

00zt
oovt
0091

0081

¢t 'Ol

Peticéio 870200003948, de 09/01/2020, pég. 70/117



14/35

Sy

ov SE

113

Jaquinu uny
T4 02 Gt 01 S

Ll T T L] Ll

SUWN|od 3Joys

1

1

1

WWwy'0-20 6'62/0T ¥H YWWd v dW Sl
WWSZ'0-SZT'0_8'6Z/0T HH dIWesdd € dW Sl
WWSZ0-6ZT'0 S'8T/9Z SH JIWesdd Z dw sl

WW$'0-2°0 € v2/9T SH YWWd T dW S

WwW$'0-2'0 ZET/9T SH YWWd L dW S

WWZ'0-T0 T6/9T ¥H sselb s dw s/
J91ISAU| MO|4 PaI0D

*O0+y#udo

1 1 1 1 1

00Z

oov

009

008

000T

J2quinu uiajsuapog

002t

00vT

0091

0081

€T 'Ol

Peticéio 870200003948, de 09/01/2020, pég. 71/117



15/35

Speaq snoJod-uou Yilm uwin|od uoljeAlloeu]

19314

49314

JaXIN

1
“ ?oueleg
1
“ _ _ [ X )
“ oo
“ _ | oo
\4
dwnd 3 |_ oo
e O F
00T-X uojliL B -
s, T
08 91eqJosA|od
dgul @
) pin|4 ss920.4d @
1 'Old

Petica0 870200003948, de 09/01/2020, pag. 72/117



16/35

FIG. 15

[AD] 2wnjoAa uonn|3
90 S0 0 £0 0 0
T
ujod gOT painseaw paxy @
I |adojaaua ajyoid ased Jsiom
awn gol ——
a0l ——
SU3WIAINSeaWw

1

amnnd ynboayypyeaug
[AD] 2wnjoa uonn|3
90 S0 v°0 €0 Zo 1o 0
—— .._ - - T | - o O
ﬁon
1 | L 00T
amnd ynboaypyeaug

[AD] 2wnjoA uonn|3
v0 €0 Z0 10 0

%I = F ——

AD BIPED = X ——
BAIND [PIUBNU LD UXD e

T T 0
'
_ Z0
-y
t0
| | | 1
asuodsas uonaalul as|ngd
[AD] awnjoA uonn|3
90 S0 v'0 €0 Zo 1o 0
T T — I | | 0
0sS
! | 1 00T

1
asuodsai uoj3dalful as|jng

[%] (An)xew / AN [%] (AN)XeWw / AN [%] (An)xew / AN

[%] (An)xew / AN

PeticB0 870200003948, de 09/01/2020, pag. 73/117



17/35

9

[~

-

T

8'S

o

9

9'S

'l

v'S 'S

AY1 paJinbau

g .

7 0
N

$p.-
QN )
/
- -

& @ « 9

L

S 8t 9y vy v v
T F \d
ot
N.N

e 6\/ / |
AL.-
@ PR “
/, o) /
' / ' / L ' 1 A
oneu O“\OO._“

100

200

€00

v0°0

S00

900

L00

800

600

10

[134nq yBnoiyINeaiq Jo %] uoI333P 4O P

91 'Ol

Peticéio 870200003948, de 09/01/2020, pég. 74/117



18/35

tumlt0 ratio

T

\

1.5

1.005
1.02

1.1

1.001
1.005
1.02

1.007 1.002

1.001
1.002

~
(=4
A

\

\ N\

\

A8
»
\ y
2. f<
(\

4.8

4.6

4.4

FIG. 16, continued
0.0001

Peticéio 870200003948, de 09/01/2020, pég. 75/117

0.001
0.01F

[4313nq ybnoIYINE3Iq JO %] UOIII3IBP JO JILI

-
(=]

required LRV



19/35

FIG. 17

>

Cvi

V20—

w

CVvi

7 e

(@

Ccvi

[k

—_—

GO o ee 088 68

Peticéio 870200003948, de 09/01/2020, pég. 76/117



Peticéio 870200003948, de 09/01/2020, pég. 77/117

>

w

a4 oa

@

{l’rlw%rl) w

_—
.

—_—
.

20/35

FIG. 18

.
.
e

l

Ccvi

y

Ccvi

CVi




21/35

—1

)

Suipeo| 2D

8uipeo| 20

‘woayo'g

suissadosd ysnoayi-ysiens
9

juey-asing

v
6T 'Ol

Peticéio 870200003948, de 09/01/2020, pég. 78/117



22/35

B B

T A

8uipeo] 3D

IND

119 s

IND

4\ IND

(4]

‘woJyd'g

m

IND

(4]
I

o s

IND

77— >

T — v

0¢ '5ld

Peticéio 870200003948, de 09/01/2020, pég. 79/117



23/35

[ulw] 2w aduapPIsal ueap
00S oSt oov 0S¢E 00€E 0S¢ 00¢

sEioartect wiimincion wimietiel niviehule iininin = Ak EECE

uwnjod abieq m
(o]
=3
3
2
~
3.
=
\
|
W 00/ SWNJOA PIOA 10103y 1
W QL WN|OA PIOA 10]0E3Y - —- — 1 [
JW QST SWNJOA PIOA J01JE3Y - —. — \ I #ort
W Of SWN|OA PIOA J0]1DEIY — — \ 1
W QT 3WN|OA PIOA 10]0E3Y —— i 1|
suwnjod payded o \ I
J3UBAU| MOI4 PRJIOD @ \ I
Lo Vg
Jaquinu uldjsuapog ayj o3 jeuoiysodoud s| suajiew jo azis Y

Peticéio 870200003948, de 09/01/2020, pég. 80/117



24/35

[ulw] awiy adudpPISal ueap
201 {01 00T

I Ll ]

W 00/ WN|OA PIOA 101083y
W O/ SWN|OA PIOA J0JDEY - — . —
W OST WN|OA PIOA JOJIE3Y - — . —
JW O SWNJOA PIOA 10]0E3Y — — 4101
JW QT 2WN|OA PIOA 10)10€3Y
SUWN|Od payded O
J3UBAU| MOI4 P3IIOD @

[utw/qu] moj4

'/ l.
\\ - N B ]
ety S,

Jaquinu uldjsuapog ayj 03 jeuonjiodoad S| siax)Jew Jo IZIS

q
panunuod ‘IZ *ol4

Peticéio 870200003948, de 09/01/2020, pég. 81/117



25/35

[y/wd] A300j2A Jeaul [y/wd] A3100j2A Jeaul|

€ 0f S 0Z ST O S 0 € 06 S 0Z ST 0T S 0
: , , . : , 0 : . . ' : . 9'0
1008 , 1590
10001 L 100
m
loost &
2 | {500 7
i ”
{000z @ A
= r 80 H
0062 z o
3 {sg0 2
M 000§ g
10/ . leo
/é
100S€ [ Y ap—— O — =0~
\ -~ .
N - 1560
/o 1 000v
1 (24025 12ay2d)

9ouewlopad ,uwnjod big,

o)
panuiRuod ‘I ‘ol

Peticéio 870200003948, de 09/01/2020, pég. 82/117



26/35

FIG. 22

Peticéio 870200003948, de 09/01/2020, pég. 83/117



27135

dojayj woujusss sy
UOI13085-550.4)

MBIA BpIS

S[@uueyd pajsuuodiaul
g|dijinw Suineyainpnays:g ainyonaysAydwy iy

€Z 'Ol

Peticéio 870200003948, de 09/01/2020, pég. 84/117



28/35

4010eaJ UolleAlldeul sniiIAsnonulijuod

d0 © @
$esaesteted:
00000, oooo
o0 808 500
') 090 ¢
SoSeasecss

dwnd

dwnd

¢ 'Sl

PeticB0 870200003948, de 09/01/2020, pég. 85/117



29/35

4.0

3.0

reactor volume (/')

2.0

LN
o~
d < jall —
T

(0.)/D) 19pno o) Je uoneIUuIdU0d

PeticB0 870200003948, de 09/01/2020, pag. 86/117



FIG. 26

PeticB0 870200003948, de 09/01/2020, pég. 87/117

30/35

<
= <o
<
<
L 4
A 2
o -t Lo =
(T/0sqrHL)VT8oT) 191M snara
[
w
.
o
]
-
= =t i =

((Tu/0SqrHL) O ISo) 1911 snara

cr,

=~

0

cr

(0

reactor volume (I'p)

reactor volume (I'p)



31/35

FIG. 27
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