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RESUMO: A obtencdo de toxina tetanica purificada em grandes volu-
mes & um passo fundamental para a producdo de Toxdide Tetdnico. A
utilizagdo de vapor para a esterilizacdo do meio de cultura para a produ-
cdo desta toxina apresentava titulos baixos de toxina tetdnica. O em-
prego da filtracdo convencional teve como consequéncia indices
insatisfatérios de pureza (LffmgNFP) e de rendimento (%) do processo.
Com o objetivo de encontrar solu¢des para estas etapas do processo
produtivo, foi utilizada a esterilizacdo por cartuchos para o meio de cul-
tura e a filtracdo tangencial através de um sistema Prostak, associado
& ultrafiltracdo molecular em 30Kd para a toxina tetanica. A nova meto-
dologia trouxe aumentos significativos em pureza (LffmgNP) e em ren-
dimento (%). A tecnologia empregada e a comparacdo dos resultados
obtidos nos diferentes processos sdo apresentadas neste trabalho.

UNITERMOS: Filtracdo tangencial, esterilizacdo, toxina tetanica, toxdi-
de tetanico.

INTRODUCAO

O Instituto Butantan vem produzindo toxina tetdnica em larga escala para a
preparacdo de Toxdide Tetanico (TT) e vacinas associadas Diftérica-Tetanica adulto
(dT), Diftérica-Tetanica infantil (DT) e Difterica-Pertussis-Tetanica (DPT), como tam-
bém para a imunizacdo de equinos soroprodutores.

* Sechio de Vacinas Anaerdbicas do Instituto Butantan
** Divisio de Desenvolvimento Tecnoldgico e Produgdo do Instituto
Butantan, Av. Vital Brasil, 1.500, CEP 05503-900 — S&o Paulo, SP — Brasil.
Recebido para publicacio em 27.04.93 e aceito em 16.06.93.
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A metodologia convencionalmente utilizada baseava-se na obtengdo de toxina
tetanica por processo fermentativo de Clostridium tetaniem meio de Mueller mo-
dificado por Latham!, esterilizado por vapor no préprio tanque de fermentacéo.
Apods o periodo de crescimento bacteriano, as celulas eram separadas por filtros
de profundidade e a toxina concentrada por ultrafiltracdo molecular em cartuchos
de 10.000 NMWL (Nominal Molecular Weight Limit), destoxificada pela acédo con-
junta de formaldeldo e calor e purificada por gel filtracdo.=.

Com esta metodologia, o titulo da toxina bem como os indices de pureza e
de rendimento ndo eram satisfatério, além de obrigar a um consumo de méao-de-
-obra relativamente elevado.

Face a esses resultados mencionados, foi desenvolvida uma metodologia pro-
dutiva de toxina tetdnica mais adequada que, basicamente, consistiu em: substi-
tuir a esterilizacdo a quente do meio de cultura por filtracdo, introducéo de sistema
tangencial de filtracdo para eliminagdo das células bacterianas e, concentracao
da toxina por ultrafiltracdo em membrana de 30.000 NMWL.

O objetivo deste trabalho é de relatar detalhadamente as técnicas utilizadas
e demonstrar, comparativamente, os resultados que podem ser obtidos.

MATERIAL E METODOS

Producédo de toxina tetdnica: lotes semanais de 360 litros em fermentador “'Bil-
thoven — Unit System — Tetano Paljas’’ empregando o meio de cultura Mueller
modificado por Latham ' e a cepa Clostridium tetani Harvard. Tempo de incuba-
cdo de 5 dias com temperatura de crescimento de 35°C e pH 7,0.

Processos de esterilizacdo do meio de cultura:

Esterilizacdo convencional: o meio de cultura era preparado no tangue do fermen-
tador, esterilizado por vapor a 118°C/35min. e resfriado com dgua corrente até
a temperatura de 36°C para posterior inoculacéo.

Esterilizacdo por filtracdo: 0 meio de cultura era preparado em um tanque auxiliar
e pressurizado para filtracdo através de cartuchos clarificante e esterilizante da
Millipore, catdlogo n® CP0O3 01 TP3 e CVGL 03 TP3, respectivamente. Este meio
era recolhido no tanque do fermentador previamente esterilizado (vazio) com va-
por e procedia-se entdo a semeadura.

Processos de filtragcdo da toxina tetdnica:

Filtracdo convencional: a toxina tetanica era separada da massa bacteriana atra-
vés do sistema de filtragdo CUNO, contendo 3 cartuchos clarificantes (Zeta-Plus
ZP 30S) e 3 cartuchos esterilizantes (Zeta-Plus ZP 90S), todos de 12 polegadas.
A toxina tetanica era em seguida recolhida em um tanque de 300 litros para ser
concentrada simultaneamente em cartuchos de 10.000 NMWL. Apos a filtracéo,
os cartuchos eram esterilizados por vapor a 120°C/60 min. e, desprezados (Fig. 1).

Filtracdo tangencial: utilizacdo de sistema Prostak Millipore Process System PSK
IMF — MSP005172, 67120 Molsheim-France, de 4,65m? de 4rea filtrante, com
mddulos de 0,22um, interligado ao fermentador. A suspensdo de células (360
litros) era concentrada no equipamento mencionado até um volume de 20 litros.
Esta massa celular era lavada 5 vezes com porcdes de 25 litros de solucdo fisio-
l6gica 0,85%. O filtrado, ou seja, a toxina teténica era recolhida em um tanque
intermediario para concentracdo por ultrafiltracdo molecular. Utilizavamos neste
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processo, cartuchos de 10.000 NMWL que posteriormente foram substituidos por
outros de 30.000 NMWL.

Apd6s a lavagem da massa celular, o sistema Prostak era drenado e lavado com
3 porcdes de 25 litros de solucéo fisioldgica 0,85% para a remocéo de residuos
de células do sistema.

Todo o material contaminado, apds a sua drenagem, era acondicionado em
recipientes de 40 litros e esterilizado por autoclavagem a 120°C/90 min.

O sistema Prostak era desinfectado com 5O litros de solucdo de hipoclorito
de sédio (1.000 ppm) durante 60 min. a temperatura ambiente. Apds a desinfec-
cdo e limpeza do sistemma, o hipoclorito de sédio era removido com aproximada-
mente 400 litros de dgua destilada.

A limpeza efetiva das membranas era comprovada através de medi¢cdo do ‘‘clean
water flux’* (*‘fluxo com agua limpa"’), restabelecendo-se o fluxo antes de cada
processo por passagem de agua limpa, até que o mesmo tenha a vazdo normal
(35,5 litros/m?/hora).

A integridade das membranas era comprovada apds cada processo através de
testes indicados pelo fabricante.

Apds os processos de filtracdo descritos acima, o tanque de fermentacéo era
esterilizado & 120°C/45min. para permitir seguranca na limpeza e preparo do mes-
mo para o préximo lote do processo de producéo (Fig. 2).
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FIG. 1: Fluxograma do sistema de filtracdo convencional

Processos de concentracdo da toxina tetanica por ultrafiltracdo molecular (U.F.):
Cartuchos de 10.000 NMWL — descricdo do sistema de U.F.: equipado com 1
pré-filtro Millipore catdlogo n® CDPR 012 F4 e 3 cartuchos de U.F. Millipore caté-
logo CDUF 050 G1.

A toxina tetdnica era concentrada cerca de 10 vezes ao seu volume inicial (350
litros) e para o arraste do volume residual utilizavamos 20 litros de dgua destilada.

Apds este processo, a toxina era filtrada em cartuchos clarificantes Millipore
Gﬂtémgﬂ n® CP19 01 12 W3, CPO6 01 TP3 e CPO3 01 TP3 e em um cartucho
esterilizante Millipore catdlogo n? CVGL 01 TP1.
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FIG. 2: Fluxograma do sistema de filtracdo tangencial

Cartuchos de 30.000 NMWL — descricdo do sistema de U.F.: equipamento com
1 pré-filtro Millipore catalogo n? CRO3 030 06 e 4 cartuchos de U.F. catélogo
Millipore n® CDUF 050 T1.

A toxina era concentrada cerca de 7 vezes do seu volume inicial (350 litros)
e, para o arraste do volume residual utilizavamos 20 litros de solugéo fisioldgica
tamponada pH 7.,4.

Apos este processo, a toxina tetanica era filtrada em cartucho clarificante Mil-
lipore catdlogo n® CPO3 01 TP3 e cartucho esterilizante Millipore catdlogo n®
CVGL 01 TP 1.

Controles do processo de producdo de toxina tetanica:
Teste de floculacdo: determinacdo do Lf (limite de floculacdo), conforme preco-
nizado pela WH.0.25,

Determinacdo do nitrogénio: avaliacdo quantitativa de nitrogénio protéico e do
nitrogénio ndo protéico pelo método Kjeldahl®.

Avaliacdo da pureza antigénica: é expressa atraves da relacdo do valor em Lf/ml
e a concentracdo em mg de nitrogénio protéico/ml®.

Andlise estatistica: conduzida através da Analise de Varidncia seqguida pela apli-

cacdo do teste "'F''4,

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

A metodologia de esterilizacdo do meio de cultura Latham-Mueller!, por fil-
tracdo em cartuchos, apresentou resultados em média de 52,5 Lf/ml contra os
28,5 Lf/ml obtidos quando o mesmo meio era esterilizado por vapor 4 118°C/35
min. (Tabela 1).
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TABELA 1

Valores de limite floculante (Lf) de toxina tetédnica segundo a utilizacdo de
vapor ou cartucho para esterilizacdo do meio de cultura Latham — Mueller

VAPOR FILTRACAO EM CARTUCHOS
118°C/35 min. ESTERILIZANTES

Ne LOTE Lf/ml Lf INICIAL | N° LOTE Lf/ml Lf INICIAL
TOXTET. INICIAL X 103 TOXTET. INICIAL X 103
91/44 35 12.600 92/23 50 18.000
91/45 30 10.800 92/24 50 18.000
91/46 25 9.000 92/25 50 18.000
91/47 30 10.800 92/26 55 19.800
91/48 35 12.600 92/27 55 19.800
92/02 20 7.200 92/37 60 21.600
92/09 25 9.000 92/38 50 18.000
92/11 30 10.800 92/41 55 19.800
92/15 30 10.800 92142 50 18.000
92/22 25 9.000 92/43 50 18.000
X 28.5 10.260 X 52,5 18.900

s 4,74 1.707,63 s 3,63 1.272,79
g2 22,5 2.916.000 52 12.5 1.620.000

A analise estatistica conduzida com base na Tabela 1, demonstrou ao nivel de
rejeicdo adotado (5%) para 1 e 18 graus de liberdade que os resultados obtidos
diferem entre si (Tabela 2).

TABELA 2

Anélise de Variancia para os dados apresentados na Tabela 1

CAUSA DE VARIACAO G.L. S Q.M. F
Tratamentos 1 2880 2880 164,57
Residuo 18 315 17,6

Total 19 3.195

A diferenca dos resultados obtidos quanto as metodologias empregadas para
a esterilizacdo do meio Latham-Mueller € demonstrada na Fig. 3.

O processo de produgédo de toxina tetanica em nosso laboratério, que consu-
mia no minimo 8 horas ininterruptas nos processos de filtracdo e concentracdo
deste produto, apresentava também resultados inferiores como: rendimento mé-
dio de 59,21% e pureza a niveis medios de 537,57 LfimgNP (Tabela 3).
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FIG. 3: Processos de esterilizagdo do meio de Mueller mod. por Latham

TABELA 3

Valores de rendimento (%) e pureza (Lf/mgNP) de toxina tetdnica segundo a
utilizacdo de filtragdo convencional e ultrafiltracdo molecular com cartuchos
de 10.000 NMWL

N° LOTE | Lf TOTAL |FILTRACAO CONVENCIONAL ULTRAFILTRAGAO MOLECULAR PUREZA | PROCESSO
TOXTET.| INICIAL " 7o7AL  [RENDIMENTO[ Lf TOTAL | RENDIMENTO | LIimgNP | TOTAL

a03 | x103 % X 103 % “E”D[}“{:‘E"m
90/22 {10.080 7.000 69 4 5.700 814 5565 | 509
90/31 [14.400 10.500 72.9 8.648 82 4 529.4 | 553
90/41 [14.400 12.250 85,1 11.000 80 8 3896 | 74,9
90/46 [10.800 8.750 81 7.600 86.8 1977 | 678
91/32 (10.800 7.000 64,8 6.580 94 7368 | 58,8
91/34 (14.400 10.500 729 9.072 86.4 5789 | 59,3
91/35 (10.800 8.750 81 7.452 85,2 828 66,2
91/36 | 9.000 5.250 58,3 5.040 96 2333 | 543
91/46 | 9.000 5.250 58,3 4.752 90,5 521 48,8
92/03 |14.400 10.500 72.9 8.700 82,9 8055 | 558
X [11.808 8.575 71,66 7.454.4 87,54 537,57| 59,21
s | 232565 239806 924 1.976.53 4,95 218,121 8,15
s2 [5.408.640| 5.750.6944| 8543 | 3.906.678 2446 |47.576.29| 66,38
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A introducdo do sistema Prostak para filtracdo tangencial da toxina tetanica
associado 4 U.F. com cartuchos de 10.000 NMWL elevou a média de rendimento
para 84,39% incrementando também os indices de pureza que alcancaram uma
média de 777,38 LffmgNP (Tabela 4).

TABELA 4

Valores de rendimento (%) e pureza (Lf/mgNP) de toxina tetdnica segundo a
utilizacdo de filtragdo tangencial e ultrafiltracdo molecular com cartuchos
de 10.000 NMWL

N° LOTE Lf TOTAL FITRACAO | ULTRAFILTRACAQ PROCESSO
TOXTET. INICIAL TANGENCIAL MOLECULAR TOTAL
x 103 Lf FINAL Lf TOTAL RENDIMENTO| PUREZA
x 103 x 102 % Lf/mgNP
92/06 14.400 14.400 12.300 84,4 1266
92/07 12.600 5.400 4.500 85,7 833,3
92/09 9.000 9.000 6.900 78.8 547 6
92/11 10.800 10.800 10.500 97 2 530,3
92/13 12.600 10.800 10.200 80,9 944 4
92/21 12.600 10.800 10.880 86,3 888
92/22 9.000 9.000 7.680 85,3 960
92/24 18.000 16.200 14.190 78 8 8958
92/25 18.000 18.000 15.600 86,7 525,2
92/26 19.800 18.000 15.600 78.8 382,3
X 13.680 12.240 10.835 84,39 777.38
S 3.813,66 4.225,64 3.725,30 5,60 271.44
52 14.544.000 17.856.000 13.877.850 31.4 73.679,18

As tabelas 5 e 6 demonstram os resultados de Analise de Variancia para os
itens rendimento (%) e pureza (Lf/mgNP), respectivamente, dos processos de fil-
tracdo convencional e tangencial, quando associados a ultrafiltracdo molecular
com cartuchos de 10.000 NMWL, comprovando, estatisticamente, gue os resul-

tados diferem entre si significativamente.

TABELA 5

Andlise de Varidncia para os dados referentes a rendimento (%) para os dados
apresentados nas Tabelas 3 e 4

CAUSA DE VARIACAO G.L. SQ. Q.M. F
Tratamentos 1 810,26 810,26 13,87
Residuo 18 1.051,44 58,41

Total 19 1.861,7
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TABELA 6

Anélise de Varidncia para os dados referentes a pureza (LffmgNP) para os
dados apresentados nas Tabelas 3 e 4.

CAUSA DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
Tratamentos 1 287.544,1 287.544,1 4,74
Residuo 18 1.091.299,33 60.627,73

Total 19 1.378.843,43

A utilizacdo do sistema Prostak no processo de filtracdo da toxina tetdnica quan-
do a mesma era concentrada com cartuchos de 30.000 NMWL, apresentou um
rendimento médio de 90,62% (Tabela 7), resultado estatisticamente semelhante
ao encontrado quando utilizamos cartuchos de 10.000 NMWL (Tabela 8), como
se observa na Fig. 4. O tempo total consumido nesta etapa de producgédo é de
2 horas.

TABELA 7

Valores de rendimento (%) e pureza (LffmgNP) de toxina teténica segundo a
utilizacdo de filtracdo tangencial e ultrafiltracdo molecular com cartuchos
de 30.000 NMWL

N? LOTE Lf TOTAL FITRACAQ  |ULTRAFILTRACAQ PROCESSO TOTAL
TOX. TEL. INICIAL TANGENCIAL MOLECULAR
0= Lf FINAL Lf TOTAL RENDIMENTO PUREZA
X 10=2 x 10—3 %o LfimgNP
92/36 10.800 10.800 13.035 120,7 1.208,3
92/37 21.600 19.800 16.640 17 2.363,6
92/38 18.000 14.400 17.100 95 2.400
92139 10.800 9.000 9.450 87,5 1.333,3
92/40 10.800 10.800 9.900 1,7 1.375
92/41 19.800 16.200 18.400 92,9 1.111,1
92/42 18.000 12.600 14.850 82,5 1.222,2
92143 18.000 12.600 14.400 80 1.185,2
92144 16.200 12.600 14.400 88,9 969,7
92146 1.200 5.400 6.300 90 1.760
X 15.120 12.420 13.447 5 90,62 1.491,84
S 4.814,98 3.929,89 3.824,82 12,05 511,52
g2 23.184.000 15.444.000 14.629.251 145,29 261.652,78
TABELA 8

Andlise de Varidncia para os dados referentes a rendimento (%) para os dados
apresentados nas Tabelas 4 e 7

CAUSA DE VAHIAQ;&.D G.L. S.Q. Q.M. F
Tratamentos 1 194,06 194,06 2,18
Residuo 18 1.5690,23 88, 34

Total 19 1.784,29
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FIG. 4: Indices de Rendimento (%) dos diferentes processos de filtracédo

Todavia, observa-se estatisticamente que os indices de pureza (Lf/mgNP) obti-
dos quando utilizamos cartuchos de ultrafiltragdo molecular de 10.000 e 30.000
NMW.L, ou seja, 777,38 e 1.491,84 Li/mgNP (Tabelas 4 e 7) tém valores de F
significantes para o nivel de rejeicdo adotado (5%) e para 1 e 18 graus de liber-
dade (Tabela 9).

TABELA 9

Andlise de Variancia para os dados referentes a pureza (Lf/mgNP) para os dados
apresentados nas Tabelas 4 e 7

CAUSA DE VARIACAO G.L. Sl Q.M. E
Tratamentos 1 25.698.309,41 25.698.309,41 153,27
Residuo 18 3.017.980 167.665,63

Total 19 285716129713

A Fig. b evidencia que os melhores resultados quanto ao grau de pureza
(Lf/mgNP) foram obtidos quando a toxina foi filtrada pelo sisterna de filtrac&o tan-
gencial Prostak e posteriormente concentrada por ultrafiltracdo molecular com
cartuchos de 30.000 NMWL.
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ABSTRACT. The obtention of a large scale volumes of purified Tetanus
Toxin is a fundamental step in order to produce Tetanus Toxoid for hu-
man use. It has been shown that the culture medium sterilized by steam
under pressure provided insatisfactory results of purity degrees (Lf/mgPN)
and percentage yields (%). In order to solve these two problems in pro-
duction, the culture medium was sterilized by drauing it through a inert
membrane cartridge and the final toxin filtred in a Prostak system, con-
nected to a 30Kd molecular ultrafiltration equipment. The new metho-
dology applied had the merit to increase significantly the purity (Lf/mgPN)
and the yields (%). This paper presents the tecnology employed and
the comparisom of results obtained in the different process studied.

KEYWORDS: Tangencial filtration, esterilization, tetanus toxins, tetanus
toxoids.
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. Os trabalhos deverdo ser redigidos em portugués, inglés ou francés, datilografados preferencial-

mente em maquina elétrica, em espaco duplo em 3 (trés) vias, em papel formato oficio & numera-
dos no angulo superior direito,
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dos, resultados, discussdo, conclusdes, agradecimentos e referéncia bibliografica. Material de
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Para livros: autor, titulo, edicdo, local de publicacdo, editor, ano, paginas.
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Para artigos: autor, titulo do artigo, titulo do periodico, volume, pagina inicial e final, ano.

8. MACHADO, JC., SILVEIRA F?, JF. Obtencdo experimental da pancreatite hemorrdgica aguda
no cdo por veneno escorpionico. Mem. Inst. Butantan, v. 40/41, p. 1-9, 1976/77.

As citacOes no texto devemn ser por numeros-indices correspondentes as respectivas referéncias

bibliograficas.

Exemplos:
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explicativas. As legendas serdo numeradas e reunidas em folha & parte. Os desenhos deverdo ser

a nanquim e as fotografias bem nitidas, trazendo no verso o nome do autor e a indicacdo numéri-

ca da ordem a ser obedecida no texto. As ilustracBes deverdo ser organizadas de modo a permitir

sua reproducio dentro da mancha da revista (22 x 12,5cm).

Os artigos deverdo conter no maximo 6 ( seis) ilustragdes (em branco e preto),

Qs textos originais nio serdo devolvidos e 0s originais das ilustracGes estardo a disposicdo dos

autores.

INSTRUCTIONS TO AUTHORS

Manuscripts submitted to the Editorial Board should be unpublished texts and should not be under

consideration for publication elsewhere. Reproduction for commercial purposes is not allowed. The

Editorial Board will plan the publication of revision articles.

The original and two copies of papers should be typewritten in Portuguese, English or French, dou-

ble spaced, on typing paper (31x21cm). Pages should be numbered consecutively at the upper

right corner,

The following structure should be considered in the preparation of the manuscript: Title page: with

article title, name of author(s), professional address. Text: with introduction, material and methods,

results, discussion, conclusions, acknowledgments, references, abstracts (in Portuguese and En-

glish), and keywords. A maximal number of 03 keywords should be included in Portuguese and

English.
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Books:
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cdo por veneno escorpidnico. Mem. Inst. Butantan, v. 40/41, p. 1-9, 1976/77.

Citations in the text should be identified by the reference number.
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5. lllustrations (photographs, tables, figures etc.) should be the originals and legends should be

submitted typewritten on a separate sheet. Line-drawings should be with China ink and photo-

graphs must be of top quality. On the back of each figure of photograph the name of the author(s)
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ble to author(s) by request.
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