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(57) Resumo: MONITORAMENTO DE MISTURAS DE ENZIMA. A
invencdo refere-se a um método para deteccdo simultanea da
presenga de pelo menos duas enzimas em uma amostra, o referido
método compreendendo as etapas de: i) fornecimento de um primeiro
substrato para uma primeira enzima, o referido primeiro substrato
sendo rotulado com um primeiro fluordforo, ii) fornecimento de um
segundo substrato para uma segunda enzima, o referido segundo
substrato sendo rotulado com um segundo fluoréforo, iii) exposicao
dos substratos rotulados a amostra para permitir que as primeira e
segunda enzimas presentes na amostra interajam com os respectivos
primeiro e segundo substratos fluoréforo-rotulados para formar
respectivos primeiro e segundo fragmentos de substrato fluoréforo-
rotulados; e deteccdo da presenca dos referidos fragmentos de
substrato fluoréforo-rotulados.

Calibragdo de enzimas usando um bioreator de substrato
misturado e detectores de fluorescéncia serialmente conectados
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Relatério Descritivo da Patente de Invencao para "MONITORA-
MENTO DE MISTURAS DE ENZIMA".

Campo da Invencao

A presente invencgao se refere a metodos para monitoramento da
presenca de pelo menos duas enzimas em uma amostra. As enzimas podem
ser consideradas misturas de enzimas. Em modalidades da invengdo, 0 mé-
todo compreende monitoramento de misturas enzimaticas em uma base
continua ou quase que continua. Os métodos da presente invengédo também
podem ser usados para determinar a concentracdo de uma enzima a qual
estd compreendida dentro de uma mistura de enzimas. Também incluidos
na presente divulga¢ao sdo produtos e aparelhos para uso no método.

Antecedentes da Invencao

Enzimas de varios tipos sdo amplamente usadas por toda uma
variedade de industrias, tais corho a industria farmacéutica, a industria de
biotecnologia, a industria de sabao e detergente e a industria de alimentos.
Foi observado que inalagdo de enzimas liberadas na atmosfera do local de
trabalho podem causar efeitos prejudiciais para a saude aos trabalhadores
expostos, resultantes de sensibilizagao respiratéria. Limites de exposi¢cao
regulamentais foram identificados, tal como para a enzima proteoh’tiba subti-
lisina e enzimas relacionadas e € um requisito obrigatério que o limite de
exposicdo no local de trabalho (WEL) de 40 ng/m® para essa classe de en-
zima seja imposto [1]. De modo a se conformar a esse requisito, é necessa-
rio monitorar a exposicao em intervalos regulares ou em uma base continua
durante periodos prolongados.

Sistemas para monitoramento de enzimas trazidas pelo ar con-
sistem atualmente em captura da enzima do ar, extracao 'da enzima captu-
rada em solugdo e analise da solugao resultante com relagdo as enzimas
constituintes. O método mais comum para captura consiste em passar o ar
através de um filtro e a analise é grandemente baseada em métodos espec-
trofotométricos ou espectrofluorescentes nos quais a enzima hidrolisa molé-
culas de substrato rotulado em solugao [2] ou em um formato de imunoen-
saio, tal como ELISA [3]. A combinacao de captura sobre filtros seguido por
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extracdo complexa e andlise nao pode ser desenvolvida para produzir um
método sensivel, sem reagente e continuo para monitoramento quase que
em tempo real de enzimas trazidas pelo ar e os resultados obtidos represen-
tam valores medios com o tempo, uma vez que liberagédo intermitente de
enzimas nao pode ser monitorada.

Foi descrito um método que combina captura do ar via impacto

. sobre a superficie de um ciclone e andlise imediata da enzima capturada da

superficie lavada do ciclone. A ultima é obtida usando um substrato fluores-
cente-rotulado especifico para a enzima em questao que é imobilizado sobre
um suporte em fase sélida contido dentro de um leito fixo ou biorreator. Pas-
sagem da enzima através do biorreator resulta em digestéo parcial do subs-
trato e deteccdo dos fragmentos fluorescentemente rotulados a jusante [4].
Esse sistema permitevmonitoramento continuo e quase que em tempo real
de uma unica enzima, a qual pode estar presente na atmosfera [5].

Até o momento, nenhum sistema foi descrito que pode monitorar
simultaneamente misturas as quais compreendem pelo menos duas enzimas
trazidas pelo ar em uma base continua e quase que em tempo real. E um
objetivo de modalidades da invengdo proporcionar um método para monito-
ramento de misturas enzimaticas para uso em uma base continua ou para
monitoramento em intervalos frequientes. '

Sumario da Invencao

_ E um objetivo da presente invengdo proporcionar um método
aperfeicoado de monitoramento de enzimas o qual é adequado para uso em
uma base continua ou para monitoramento em intervalos curtos frequientes.
Em particular, os métodos e aparelhos descritos aqui podem monitorar a
presenca de uma pluralidade de enzimas em uma amostra rapidamente e
sem a necessidade de etapas de analise externas. Os métodos e aparelhos
descritos tém aplicagdes em varios campos, por exemplo, o monitoramento
de enzimas trazidas no ar em locais nos quais a presenga de tais enzimas
poderia ter um efeito prejudicial sobre a salide do pessoal que trabalha nes-
sa area.

O método aqui descrito permite o monitoramento qualitativo ou
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quantitativo de uma amostra com relacdo a presenca de pelo menos duas
enzimas a serem analisadas. ,

De acordo com um aspecto da invengado, € proporcionado um
metodo para a detecgdo simultanea de pelo menos duas enzimas em uma
amostra, o referido método compreendendo as etapas de:

(a) exposicdo de (i) um primeiro substrato para uma primeira en-
zima, o primeiro substrato sendo rotulado com um primeiro fluoréforo e (ii)
um segundo substrato para uma segunda enzima, o segundo substrato sen-
do rotulado com um segundo fluoréforo na amostra para permitir que as pri-
meira e segunda enzimas presentes na amostra, se presentes, interajam
com os respectivos primeiro e segundo substratos fluoroforo-rotulados para
formar respectivos primeiro e segundo fragmentos de substrato fluoréforo-
rotulados; e

(b) deteccdo da presenca dos fragmentos de substrato fluoréfo-
ro-rotulados.

Em uma modalidade, 0 método da presehte invengéo € um mé-
todo para deteccdo da presenga e/ou niveis de concentracdo de enzimas
trazidas pelo ar em um ambiente no qual as enzimas sao produzidas e/ou
usadas, por exemplo, um laboratério ou andar de uma fabrica. |

Em um outro aspecto da presente inven¢ao, é proporcionado um
recipiente para uso na detecgao simultanea da presenca de pelo menos du-
as enzimas em uma amostra, 0 recipiente compreendendo um primeiro
substrato para uma primeira enzima, 0 primeiro substrato sendo rotulado
com um primeiro fluoréforo e um segundo substrato para uma segunda en-
zima, o segundo substrato sendo rotulado com um segundo fluoréforo.

Em um outro aspecto da invengao, é proporcioAnadoA um aparelho
para uso na detec¢ao simultdnea de pelo menos duas enzimas em uma a-
mostra, o referido aparelho compreendendo um recipiente compreendendo
um primeiro substrato para uma primeira enzima, o referido substrato sendo
rotulado com um primeiro fluoréforo e um segundo substrato para uma se-
gunda enzima, o referido segundo substrato sendo rotulado com um segun-

do fluoréforo, o referido aparelho ainda compreendendo meios de detecgao
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para deteccao de fragmentos de substrato fluorescentes.

Também incluido na presente invengao é o uso de um aparelho
descrito aqui para a detecg¢ao de pelo menos duas enzimas em uma amos-
tra. O uso pode ser para a deteccao da presen¢a de enzimas trazidas pelo
ar. O uso também pode quantificar os niveis de pelo menos duas enzimas

presentes dentro de uma amostra de ar.

- Descricao Detalhada da Invencao

Em um aspecto, a presente invengdo proporciona um método
para a detecgdo simultanea de pelo menos duas enzimas em uma amostra,
o referido método compreendendo as etapas de:

(a) exposi¢ao de (i) um primeiro substrato para uma primeira en-
zima, o primeiro substrato sendo rotulado com um primeiro fluoréforo e (ii)
um segundo substrato para uma segunda enzima, o segundo substrato sen-

do rotulado com um segundo fluoréforo na amostra para permitir que as pri-

meira e segunda enzimas presentes na amostra, se presentes, interajam

com os respectivos primeiro e segundo substratos fluoréforo-rotulados para
formar respecti'vos primeiro e segundo fragmentos de substrato fluoréforo-
rotulados; e |

(b) deteccéao da presencga dos fragmentos de substrato fluoréfo-
ro-rotulados.

O presente método é para a detecgdo simultidnea da presencga
de uma pluralidade de enzimas em uma amostra. Conforme usado aqui, o
termo “simultanea" se refere a detecgdo da presenca de pelo menos duas
enzimas ao mesmo tempo ou substancialmente ao mesmo tempo, por e-
xemplo, a detecgao de pelo menos duas enzimas ocorre dentro de uma Uni-
ca operagédo do meétodo. O método pode se referir a detecgdo de uma plura-
lidade de enzimas dentro da mesma amostra, 0 que ndo requer qualquer
entrada adicional de um usuario entre a detec¢do da primeira enzima e a
detecg¢ao da segunda enzima.

Sera evidente que embora 0 método seja para a detecgdo de
pelo menos duas enzimas em uma amostra, em determinadas modalidades

ou determinadas ocasides, a amostra pode conter apenas uma ou nenhuma
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enzima. Contudo, o método sera adequado para detecgdo de pelo menos
duas enzimas se elas estdo presentes na amostra. _

O método descrito aqui refere-se, principalmente, ao monitora-
mento de duas enzimas. Sera evidente para aqueles versados que 0 método
da presente invengdo também pode ser usado para detectar a presenga e/ou
quantificar os niveis de mais de duas enzimas, por exemplo, 3, 4, 5, 6 ou
mais. Se o0 método é usado para detectar mais de duas enzimas em uma
amostra, um numero correspondente de substratos rotulados é proporciona-
do. Por exemplo, se 0 método é usado para detectar trés tipos de enzima em

uma amostra, trés substratos rotulados sao proporcionados, cada substrato

- correspondendo a uma enzima, isto &, para cada enzima a ser detectada, é

proporcionado um substrato rotulado o qual interage com a mesma detecta-
velmente.

Em uma modalidade, o método é para a detecgéo da presenca
de pelo menos duas enzimas trazidas pelo ar.

Nessa modalidade, 0 método pode compreender primeira mistu-
ra de uma primeira amostra de ar com um liquido para formar uma solugdo a
qual forma a amostra que contata os substratos. Nessa modalidade, o méto-
do pode compreender aspira¢ao da primeira amostra de ar em um éparelho
0 qual coleta particulas, por exemplo, particulas de enzima, as quais sédo
trazidas pelo ar. O método pode ainda compreender suprimento do aparelho
com um liquido 0 qual se mistura com as particulas coletadas para produzir
a solugao. Em uma modalidade, o aparelho é um cone afunilado. Em uma
modalidade, o método pode compreender monitoramento da taxa de fluxo de
ar no aparetho e, se requerido, ajuste do fluxo de ar para assegurar que ele
imita, em geral, a taxa de captagao de ar quando uma peésoa inalada. Isso
permite que uma comparagao seja feita entre os dados obtidos abrangendo
o método e a provavel quantidade de enzimas trazidas pelo ar captadas por
um individuo durante respiragdao normal. |

Em uma modalidade, o liquido é adicionado a partir de um re-
servatério ao aparelho em uma base continua. Nessa modalidade, o nivel de

liquido no reservatério € mantido constante através de enchimento continuo
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do mesmo. Em uma modalidade alternativa, o nivel de liquido no reservato-
rio nao é mantido constantemente. Antes, 0 método compreende esvazia-
mento do reservatorio e reenchimento do mesmo em uma base regular, por
exemplo, apds cada vez que uma primeira amostra de ar é captada ou, por
exemplo, apés um determinado nimero de amostras de ar ter sido captado, -

por exemplo, duas, trés, quatro ou cinco ou mais amostras de ar. O reserva-

_tério pode ser esvaziado e reenchido apds um ciclo do método ter ocorrido.

Em uma modalidade, quando esta sendo usado, o reservatério pode ser es-

vaziado e reenchido cerca de a cada 10 a 20 minutos, por exemplo, cerca de

‘acada 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 ou mais minutos.

Em uma modalidade, o0 método pode compreender transporte da
amostra do aparelho descrito acima para uma &rea de reagdo na qual a a-
mostra é mantida em contato com os substratos fluoréforo-rotulados. A area
de reacdo pode compreender um recipiente de reagao ou uma pluralidade
de recipienfes. O método compreende manter a amostra em contato com os
substratos durante um tempo suficiente para permitir uma reacao entre as
enzimas e seus substratos correspondentes para formar um produto de rea-
¢éo, por exemplo, um fragmento de substrato rotulado. A produto de reagao
pode, entdo, ser detectado. Em uma modalidade, a etapa de deteccdo com-
preehde o uso de um meio de detecgao o qual detecta o nivel de sinal emiti-
do pelo fluoréforo preso ao fragmento de substrato. Em uma modalidade, o
meio de detec¢ao € um eSpectrofotémetro 0 qual pode, entdo, ser usado
para determinar a presenga e/ou quantidades de enzima(s) presente(s) na
amostra. Em uma modalidade, o meio de detecg¢ao inclui fibras dpticas pre-
sas a cada célula de fluxo e as quais sao ligadas a fontes de luz pré-
sintonizadas (excitagcdo) e multiplos tubos multiplicadores de fétons (siste-
mas de detec¢ao — pmt). |

Em algumas modalidades, a amostra é contatada com os primei-
ro e segundo substratos durante um tempo de reagdo de pelo menos cerca
de 1 seg, 5 seg, 10 seg, 15 seg, 20 seg, 25 seg, 30 seg, 35 seq, 40 seg, 45
seg, 50 seg, 55 seg, 1 min, 2 min, 3 min, 4 min, 5 min, 6 min, 7 min, 8 min, 9

min, 10 min, 11 min, 12 min, 13 min, 14 min, 15 min, 16 min, 17 min, 18 min,
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19 min, 20 min, 21 min, 22 min, 23 min, 24 min, 25 min, 26 min, 27 min, 28
min, 29 min, 30 min, 31 min, 32 min, 33 min, 34 min, 35 min, 36 min, 37 min,
38 min, 39 min, 40 min, 41 min, 42 min, 43 min, 44 min, 45 min, 46 min, 47
min, 48 min, 49 min, 50 min, 51 min, 52 min, 53 min, 54 min, 55 min, 56 min,
57 min, 58 min, 59 min ou 60 min. De preferéncia, a amostra é contatada
com os substratos rotulados durante um tempo de reagao de pelo menbs
cerca de 1 minuto, pelo menos cerca de 5 minutos, pelo menos cerca de 10
minutos ou pelo menos cerca de 15 minutos. _
Tipicamente, os substratos usados no presente método sao se-

lecionados dentre aqueles com os quais a enzima a ser monitorada rea-

- ge/digere. Conforme usado aqui, o termo "substrato" se refere a uma subs-

tancia a qual interage com uma enzima de uma forma a causar uma altera-

¢ao na substéncia. Por exemplo, a enzima pode reagir com o substrato e/ou

- pode digerir o substrato em fragmentos. Os substratos usados na presente

invencado sao rotulados de uma forma tal a permitir a detecgao da interagao.

* entre a enzima e o substrato. Em particular, o rétulo é um fluoréforo.

Em uma modalidade preferida da invengdo, o substrato é uma
proteina ou polipeptideo. Os termos "polipeptideo”, "peptideo" e "proteina"
sao usados permutavelmente aqui para se referir a polimeros de aminoaci-
dos de qualquer comprimento. O polimero pode ser linear ou ramificado, po-
de compreender aminodcidos ou analogos de aminoacido e pode ser inter-
rompido por ndo-aminoacidos. Os termos também abrangem um polimero
de aminoacido que tenha sido modificado naturalmente ou através de inter-
vencao; por exemplo, formacéo de ligagcao de dissulfeto, glicosilagao, lipida-
¢ao, acetilagao, fosforilagdo ou qualquer outra manipulagcdo ou modificagao,
tal como conjugag¢ao com um componente de rotulagao.

Substituigbes de aminoacido podem oscilar de alteragdo ou mo-
dificagdo de um ou mais aminoéacidos para remodelar completamente uma
regiao, tal como a regiao variavel. Substituicbes de aminoacido s&o, de pre-
feréncia, substituicdes conservativas que nao afetam prejudicialmente a du-
plicacao ou propriedades funcionais do peptideo. Grupos de aminoacidos

funcionalmente relacionados dentro dos quais substituicbes conservativas



10

15

20

25

30

podem ser feitas sdo glicina/alanina; valina/isoleucina/leucina; asparagi-
na/glutamina; 4acido aspartico/acido glutamico; serina/treonina/metionina;
lisina/arginina; e fenilalanina/tirosina/triptofano. Polipeptideos usados na pre-
sente invengao podem estar na forma glicosilada ou nao glicosilada, podem -
ser modificados pds-traducionalmente (por exemplo, acetilagdo e fosforila- -
¢ao) ou podem ser modificados sinteticamente (por eXemplo, a fixacao de

~um grupo de rotulacao).

Em uma modalidade, o primeiro substrato é selecionado do gru-
po consistindd em gelatina, tiroglobulina de porco, colageno, uma imunoglo-
bulina e albumina de soro bovino. Em uma modalidade, o segundo substrato
€ selecionado do grupo consistindo ém gelatina, tiroglobulina de porco, cola-
geno, uma imunoglobulina e albumina de soro bovino. Em uma modalidade,
0 primeiro substrato é‘gelatina. Os primeiro e segundo substratos podem ser
os mesrhos ou podem ser diferentes um do outro.

Os fluoréforos usados nos métodos da invengdo para rotular os
substratos sdo selecionados para serem detectaveis através de métodos
fluorométricos normais. Além disso, os fluoréforos sdo particularmente esco-
Ihidos de modo que cada propriedade espectral dos fluoréforos ndo interfi-
ram com os sinais fluorescentes dos outros fluoréforos co-liberados via a
reagao de outras enzimas presentes na mistura com seus substratos especi-
ficos. De preferéncia, os fluoréforos selecionados nio sio influenciados por
variagdes em condigcdes ambientais, tal como o nivel de pH. Em uma moda-
lidade, os primeiro e segundo fluoréforos séo independentemente seleciona-
dos do grupo consistindo em fluoresceina e seus derivados, rodamina, Te-
xas Red®, violeta cresol e amarelo lucifer. De preferéncia, os fluoréforos
usados para rotular o primeiro substrato sao diferentes do fluoréforo usado
para rotular o segundo substrato.

Os substratos rotulados séo, em muitos casos, vantajosamente,
trazidos sobre um suporte adequado, por exemplo, embora nao Iimitado' a,
glébulos de vidro, celulose fibrosa ou particulas de sol-g’el. Suportes, por
exemplo, suportes em fase sélida, sdo bem conhecidos na técnica e podem

ser bioldgicos, nao biolégicos, organicos, inorganicos ou uma combinagéo
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de qualquer um desses, contanto que eles nao interfiram com a reagao entre
os substratos rotulados e quaisquer enzimas presentes na amostra. Exem-
plos de suporte sélido os quais podem ser usados na presente inveng¢éo in-
cluem, mas nado estédo limitados a, particulas, globulos, fitas, precipitados,
géis, folhas, tubulacado, esferas, recipientes, capilares, almofadas, laminas,
filmes, placas, pedagos. O tamanho de particula pode oscilar de 100 nm a
100 um de didmetro. '

Os substratos rotulados podem ser presos ao suporte através de
varios meios conhecidos na técnica. Por exemplo, o substrato pode ser co-

valentemente preso a superficie do suporte. Em uma modalidade, o substra-

- to pode ser Iiga_do via absorgao direta a superficie do suporte.

Em ainda uma outra modalidade preferida da invengao, o supor--
te compreende glébulos que sao magnetizaveis. Em uma modalidade, o su-
porte compreende uma pIuraIidade de particulas sobre as quais o(s) substra-
to(s) é(sdo) preso(s). Outros tipos de suporte sélido sdo conhecidos na téc-
nica e abrangidos pela presente invengao.

Em algumas modalidades, o substrato pode ndo estar sobre um
suporte. Por exemplo, no caso de celulose, em vista de sua insolubilidade
em agua, o substrato pode ser usado como particulas sélidas sem tal supor-
te.

O método é usado para monitorar a presenga de pelo menos
duas enzimas em uma amostra. Exemplos de tipos de enzima os quais po-
dem ser detectados através de aplicagao dos métodos da presente divulga-
¢ao incluem, mas nao estéo limitados a, membros das familias da protease,
celulase, lipase, amilase ou colagenase. Em uma modalidade, celulases po-
dem ser monitoradas usando colageno rotulado como um dos substrato.

Em uma modalidade, uma das pelo menos duas enzimas é uma
protease. Em uma modalidade, a protease pode ser selecionada do grupo
consistindo em enzima do tipo subtilisin, tripsina, papaina, esperase e aléa-
lase.

Em uma modalidade da invengao, o primeiro substrato é gelati-

na. Nessa modalidade, a primeira enzima a qual tem de ser detectada e/ou
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quantificada € uma enzima do tipo subtilisin. Em uma modalidade, o segun-
do substrato é selecionado de amido, amilose e amilopectina. Nessa modali-
dade, a segunda enzima é a-amilase. Véarias combina¢des de enzimas po-
dem ser detectadas através dos métodos da preéente divulgagéao.

Se a amostra contém enzima(s) a(s) qual(is) interage(m) com

pelo menos um dos substratos, uma vez que a amostra é exposta aos subs-

_tratos, uma reagao entre a(s) enzima(s) presente(s) e o substrato correspon-

dente ocorre. Em uma modalidade, reagdo entre a enzima e o substrato re-
sulta em formégéo de fragmentos do substrato. Os fragmentos de substrato
rotulados liberados de cada recipiente apds exposi¢cao da amostra contendo
as enzimas sdo monitorados a jusante usando espectrofluorimetro(s) sinto-
nizado(s) em um fluoréforo em particular ou uma pluralidade de fluoréforo. O
método pode ainda compreender a etapa de sintonizacdo do espectroflub-
rc“)metro' para detectar os primeiro e segundo fluoréforos.

Conforme descrito acima, em uma aplicacdo desse método, a
amostra é derivada de uma primeira amostra de ar. Uma aplicacao do pre-
sente método é na area de trabalho, onde ha limites regulatérios quanto a
exposicdo dos empregados a enzimas trazidas pelo ar. Em Aparticular, 0 mé-
todo pode ser realizado em areas nas quais enzimas estdo sendo usadas
para produzir, por exemplo, pos de lavagem e géneros alimenticios.

O método pode ser colocado em pratica de varias formas. Em
uma modalidade, 0 método é realizado sob uma base continua transportan-
do a amostra continuamente a um coletor contendo uma solugao. A amostra,
entdo, contata os substratos rotulados em uma &rea de reacdo a qual con-
tém, por exemplo, um recipiente ou uma pluralidade de recipientes.

Conforme descrito acima, em uma modalidade na qual a amos-
tra é derivada de uma primeira amostra de ar, o ar € colocado em solugéo.
Em uma modalidade, a solugdo € um tampao o qual é escolhido levando-se
em conta um determinado pH para passagem através do sistema. Assim, em
uma modalidade, a solugdo é um tampao aquoso. Em uma modalidade, o
tampao aquoso é, por exemplo, solugao salina tamponada com fosfato.

Em uma modalidade, a reprodutibilidade dos sinais de fluores-
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céncia é ainda intensificada através da inclusdo de uma pequena quantidade
de um detergente na solugdo. Em uma modalidade, o método compreende
fornecimento de um detergente a solugdo. O detergente pode ser, por e-
xemplo, Tween 20. O detergente pode ser utilizado para reduzir a ligagéo
nao-especifica entre fragmentos liberados e Superﬁcies dentro do sistema de
andlise de injecdo de fluxo. |

Em uma modalidade do método da invencg&o, os substratos sao
fornecidos dentro de um recipiente de reagéo, de modo que a(s) enzima(s)
contida(s) dentro da amostra contata(m) simultaneamente o primeiro subs-

trato e o segundo substrato. Por exemplo, em uma modalidade na qual os

- substratos sdo suportados sobre glébulos, o recipiente de reacdo contém

uma mistura heterogénea de glébulos, alguns dos quais suportam um pri-

meiro substrato rotulado e alguns dos quais suportam um segundo substrato

- rotulado. Em uma modalidade, o(s) recipiente(s) de reagéo(Ges) é(s@o) uma

coluna. Em uma modalidade, o(s) recipiente(s) de reagao(s) pode(m) ser
pequeno(s), isto é, dimensionado(s) para ser(em) facilmente transportado(s)
ou instalado(s) no local a ser monitorado. '

Em uma modalidade alternativa do método da invencdo, as en-
zimas derivadas da amostra contatam sequencialmente o primeiro substrato
e o segundo substrato. Por exemplo, o recipiente de reagao contém cama-
das homogéneas estratificadas dos diferentes substratos. |

~ Assim, o recipiente de reagdo pode compreender camadas de
suporte, cada camada contendo essencialmente um tipo de substrato. Como
um resultado, a amostra contendo a mistura de enzimas entra em contato
com uma c’amada, por exemplo, de primeiro substrato suportado seguido por
uma camada de um segundo substrato suportado.

Alternativamente, o método compreende fornecimento de uma
pluralidade de recipientes de reagdo em série, cada recipiente de reagéo
contendo um Unico tipo de substrato rotulado. Como um resultado, a ambs-
tra contata um primeiro substrato e, entdo, contata um segundo substrato.

Assim, em uma modalidade, a inven¢ao utiliza pelo menos dois

recipientes de reagao os quais sao posicionados em série, cada um conten-
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do diferentes substratos. Os recipientes podem ser ligados com um conduto
para permitir que a amostra seja transportada entre os reéipientes. Nessa
modalidade da invengéo, o primeiro recipiente pode conter o primeiro subs-
trato e o segundo recipiente pode conter o _seguhdo substrato. Outros recipi-
entes de reagao contendo outros substratos para outras enzimas podem ser
proporcionados. _

Em uma modalidade, a invengao pode cdmpreender fornecimen-
to de uma mistura de diferentes tipos de recipiente contatando a amostra

sequencialmente com o primeiro substrato e o segundo substrato via uma

 pluralidade de recipientes de reacéo.

Em modalidades nas quais é esperado que a amostra que esta
sendo analisada contenha uma protease, um dos primeiro ou segundo subs-
tratos € um substrato para a protease. Nessa modalidade, é preferivel asse-

gurar que a amostra contata os substratos sequencialmente. Ainda mais pre-

ferivelmente, o substrato para a protease esta posicionado adjacente ao

meio de detec¢do. Descobriu-se que fragmentos do substrato de protease
digerido podem aderir ao suporte, por exemplo, ao suporte em fase sdélida, o
qual traz o(s) outro(s) substrato(s). Assim, por exemplo, quando o método é
para deteccdo de uma mistura de enzimas incluindo a-amilase e uma enzi-
ma do tipo subtilisin, o substrato para a enzima do tipo subtilisin é, de prefe-

réncia, posicionado adjacente ao meio de detecgéo, isto &, a jusante com

. relag@o ao(s) outro(s) substrato(s). Assim, o recipiente de reagdo contendo

um substrato para uma enzima protease estd posicionado a jusante do(s)
recipiente(s) de reagé@o contendo substratos para outros tipos de enzimas.
| A deteccéao do fragmento de substrato fluorescentemente rotula-
do pode ser realizada no local (por exemplo, em uma fabrica), se o equipa-
mento apropriado, por exemplo, um espectrofotdmetro, esta disponivel. Al-
ternativamente, o recipiente de reacdo pode ser levado a um laboratdrio,
onde a andlise é realizada.
O meétodo pode ainda compreender calibracdo dos resultados
através de comparagdo da quantidade das pelo menos duas enzimés pre-

sentes na amostra com um padréo.
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De acordo com um outro aspecto da invengao, é proporcionado
um recipiente para uso na detecgao simultinea de pelo menos duas enzi-
mas em uma amostra, o referido recipiente compreendendo um primeiro
substrato para uma primeira enzima, o referido primeiro substrato sendo ro-
tulado com um primeiro fluoréforo e um segundo substrato para uma segun-
da enzima, o referido segundo substrato sendo rotulado com um segundo
fluoréforo. '

Em uma modalidade da invengdo, os substratos rotulados sao
trazidos sobre um suporte adequado, conforme descrito acima. Em uma mo-
dalidade, o SUporte é ou compreendido, por exemplo, de glébulos de vidro,
celulose, por exemplo, celulose fibrosa, silica, por exemplo, particulas de
silica ou particulas de sol-gel. Se o suporte compreende matéria em particu-
la, o tamanho de particula pode oscilar de cerca de 100 nm a cerca de 100
um de didmetro.

Em uma modalidade da invengédo, quando o suporte é, por e-.
xemplo, glébulos de vidro ou particulas de silica, o recipiente de'reagéo con-
tém uma mistura heterogénea de globulos ou particulas. Isto é, uma porgéo
dos globulos ou particulas suporta o primeiro substrato, enquanto que uma
por¢ao dos gldbulos ou particulas suporta o segundo substrato e ndo ha or-
dem discernivel da disposig¢ao dos glébulos. Em uma modalidade alternativa
da invencao, o recipiente de reacdo contém camadas homogéneas estratifi-
cadas dos substratos. -

De acordo com um outro aspecto da invengao, é proporcionado
um aparelho para uso na detecg¢ao simultanea de pelo menos duas enzimas
em uma amostra, o referido aparelho compreendendo um recipiente com-
preendendo um primeiro substrato para uma primeira enzima, o referido
substrato sendo rotulado com um primeiro fluoréforo e um segundo substrato
para uma segunda enzima, o referido substrato sendo rotulado com um se-
gundo fluoréforo, o referido aparelho ainda compreendendo meios de detec-
¢ao para deteccao de produtos de reagao fluorescentes. Em uma modalida-
de, os primeiro e segundo fluoréforos sdo fluoréforos diferentes. Os fluoréfo-

ros podem ser conforme descrito aqui.
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Em uma modalidade, os primeiro e segundo substratos podem
formar camadas estratificadas dentro do recipiente. Em uma modalidade, um
dos primeiro ou segundo substratos € um substrato para uma protease.
Nessa modalidade, o recipiente compreende uma camada de substrato de
protease em uma posi¢ao a qual estd mais préxima de um meio de detecgéo

do que os outros substratos. Assim, em uma modalidade, o substrato para

~uma enzima protease esta localizado adjacente ao referido meio de detec-

céo, isto €, a jusante dos outros substratos.

De preferéncia, o meio de detecgao é um espectrofotometro

De acordo com ainda outro aspecto da invengéao, é proporcnona-
do um .aparelho para a detec¢do simultinea de pelo menos duas enzimas
em uma amostra, o referido aparelho compreendendo, em uso, um primeiro
recipiente compreendéndo um primeiro substrato para uma primeira enzima,
QI referido primeiro substrato sendo rotulado com um primeiro fluoréforo, o
referido privmeiro aparelho sendo conectavel a um segundo recipienté, em
que o segundo recipiente compreende um segundo substrato para uma se-
gunda enzima,'o referido segundo substrato sendo rotulado com um segun-
do fluoréforo, o referido aparelho ainda compreendendo meios de deteccéao
para deteccao de produtos de reacgéo fluorescentes. Os produtos de reacédo
séo produzidos a partir de interagdo entre uma enzima e seu substrato rotu-
lado com fluordforo.

Em uma modal‘idade preferida do aparelho, o substrato no se-
gundo recipiente € uma protease e o segundo recipiente esta localizado ad-
jacente ao meio de deteccao.

| Em uma modalidade, o aparelho compreende mais de dois reci-
pientes de reagdo, por exemplo, trés, quatro, cinco ou mais recipientes de
reacdo. Cada recipiente de rea¢ao pode compreender um substrato rotulado
com fluoréforo para uma enzima.

De preferéncia, o meio de detecgdo é um espectrofotémetro.

Por toda a descri¢ao e reivindicagdes do presente relatério des-
critivo, as palavras "comprelende" e "contém" e variagdes das palavras, por

exemplo, "compreendendo" e "compreendem”, significam "incluindo mas néo
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limitado a" e nao se destinam (e nao) excluem outras porgdes, aditivos,
componentes, inteiros ou etapas. A

Por toda a descrigédo e reivindica¢es do presente relatério des-
critivo, o singular abrange o plural, a menos que o contexto venha a requerer
de outro modo. Em particular, onde o artigo indefinido é usado, o resultado
descritivo deve ser cdmpreendida como considerando uma pluralidade, bem
como uma singularidade, a menos que o contexto venha a requerer de outro
modo.

Aspecto's, inteiros, caracteristicas, compostos, porcoes quimicas
ou grupos descritos em conjunto com um aspecto, modalidade ou exemplo
em particular da invengdo devem ser entendidos como sendo aplicaveis a
qualquer outro aspecto, modalidade ou exemplo descrito aqui, a menos que
incompativel com o0 mesmo.

Breve Descricao dos Desenhos

A invengao sera agora descrita a guisa de exemplo apenas e
com referéncia aos desenhos em anexo, nos quais: |

Figura 1a: plotagem de calibracdo para a enzima protease (Sa-
vinase™) do tipo subtilisin apenas.

Figura 1b: plotagem de calibragdo para a enzima o-amilase
(Termamyl™) apenas.' |

Figura 1c: plotagem de calibragao para o-amilase em uma mis-
tura de equi-concentragao da protease do tipo subtilisin e a-amilase. |

Figura 2: Representagdao esquematica de um sistema de moni-

toramento das modalidades da presente invencgéo.

Exemplos

Exemplo 1
Um sistema é descrito o qual é capaz de monitorar concentra-

¢Oes trazidas pelo ar de uma variedade de enzimas trazidas pelo ar incluin-
do, por exemplo, enzimas do tipo subtilisin, na atmc_)sfera do local de trabalho
em uma base continua. A amostragem compreende dois estagios: usando
uma cabega de amostragem que é projetada para imitar a respiragido huma-

na a aproximadamente 1 m s' em uma taxa de amostragem de 600 | min™".
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No segundo estagio, as particulas capturadas sdo depositadas através de
impacto da corrente de ar sobre a superficie interna de um ciclone que é
continuamente lavado com um jato de solugao tampao. Particulas deposita-
das séo, entao, lavadas em um reservatério do qUaI amostras sdo tomadas a
cada 5-6 min e injetadas automaticamente em um sistema de analise por

inje¢cao de fluxo continuo. Enzima proteolitica na amostra passa através de

- um biorreator mantido em torno de 40 °C. Em uma modalidade, esse contém

uma matriz em fase sélida de celulose sobre a qual esta covalentemente
imobilizada gelatina rotulada com Texas Red como substrato. O biorreator
também pode conter um segundo substrato para uma enzima adicional. Al-
ternatiVamente, um biorreator separado contendo um segundo substrato é
conectado ao primeiro biorreator (ndo mostrado).

Em outras modalidades da inveng&o, o substrato pode ser imobi-
lizado sobre particulas de silica. A(s) enzima(s) que passa(m) digere(m) par-
cialmente 6(3) substrato(s), liberando fluoréforo(s) que é(sao) detectado(s) a
jusante em uma célula de fluxo acoplada a um fluorimetro. O sistema é cali-
brado usando padrées de enzima e a intensidade dos picos resultantes a
partir das amostras ex-ar é convertida para concentragées“ trazidas pelo ar
usando um modelo matematico programado em um PC. O sistema tem um
limite de detecgdo de 4,8 ng m™® e uma faixa dinamica de 5-60 ng m™3. A pre-
cisdo dentro do ensaio (RSD) é de 6,3-9,6% sobre essa faixa. A precisdo
dentro do lote € de 20,3% a 20 ng m*® e o valor entre lote correspondente é
de 19,5%. O sistema foi operado durante periodos até 8 h e durante até 4 h
e os valores obtidos comparados com os valores médios com o tempo obti-
dos a partir de um amostrador Galley e andlise no-laboratdrio quando con-
cordancia razodvel dos resultados foi observada. A estabilidade do sistema
durante 21 dias de uso contivnuo com padrbes injetados periodicamente foi
estudada. Linearidade foi observada para todas as plotagens de padrdo. Ao
final de 21 dias, ap6és uma exposicdo total equivalente a 2395 ng ml™ de Sa-
vinase, o sinal em virtude do padrdo de 5,0 ng mI" ainda era facilmente de-

tectavel.

Aparelho Experimental
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O sistema é mostrado na Fig. 2. Ele inclui uma cabeca de amos-
tragem compreendendo um par de placas de metal circulares (A) preso via
uma tubulagao de plastico a um ciclone de vidro (B). Ar é aspirado através
de A e B usando um limpador a vacuo comercial (C). A taxa de fluxo de ar foi
monitorada usando uma placa com orificio e ajustada conforme necesséario.
Uma agulha (D) foi presa a B e solugdo tampao foi bombeada através de
seu orificio usando uma bomba peristaltica ajustave! (E). A medida que o ar
fluia através do ciclone, esse jato de agua cobria a superficie interna do ci-
clone e fluia para um reservatorio (F) do qual ela era reciclada via E de volta
para o ciclone. O ciclone é descrito em maiores detalhes abaixo.

Apds amostragem de ar, volumes conhecidos de tampao sao
tomados periodicamente de F em um sistema por inje¢ao de fluxo automati-

co (G) preso a um biorreator ou uma pluralidade de biorreatores dentro de

- um aquecedor de coluna termostaticamente controlado (H). A jusante esta

localizada uma célula de fluxo éptica (l) equipada com duas fibras opticas
presas a uma fonte de luz (J) e um espectrofotdmetro (K). Solugdo salina
tamponada com fosfato € passada através de do sistema FIA usando uma
bomba peristaltica (L) e o sinal de K registrado usando um lap top PC (M).
Esse PC também controlou o sistema por injecao de fluxo automatico. Em
ambos os casos, os programas usados foram aqueles fornecidos pelo fabri-
cante desses dois sistemas (FlAlab, Medina, WA, EUA).

Em um meétodo alternativo, o reservatdrio ndo é enchido conti-
nuamente para manter os niveis do reservatério constantes. Antes, amostras
sao tomadas durante cerca de 12 minutos conforme descrito acima. A amos-
tra é, entdo, analisada e o reservatério é completamente esvaziado ou reen-
chido. Um novo ciclo de obtengdo de amostras e anadlise e entao, iniciado.
Esse método tem a vantagem de nao requerer um sistema complexo de cal-
culo do efeito que o reenchimento do reservatério tem sobre a concentragdo
de enzima. Como um resultado, esse método pode ser mais simples de réa-
lizar.

O sistema por inje¢cdo de fluxo automatico (G) era um modelo

3500 da FlAlab Instruments. O aquecedor de coluna (H) era um aquecedor
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Eppendorf CH500 (Phenomenex, Macclesfield, Cheshire, Reino Unido), o
qual foi ajustado para operar em uma temperatura do tampao de saida de 40
°C em uma taxa de fluxo de 0,7 ml min™'. A célula de fluxo (1) era um modelo
X da FlAlab que também forneceu as duas fibras opticas revestidas de ago
inoxidavel (P400-2), a fonte de luz de halogénio de tungsténio LS-1 e o es-
pectrémetro $2000 (J). A bomba peristaltica (K) era um modelo P-1 da

- Pharmacia (Milton Keynes, Buckinghamshire, Reino Unido).

Design do ciclone

Um ciclone com dimensdes de 40 mm de diametro, saida de 20
mm, entrada retangular de 10 mm e um corpo principal de 80 mm de com-
primentb e cone de 80 mm de comprimento foi construido, o qual tinha trés
orificios pré-perfurados no tubo de entrada de ar para permitir até trés posi-
¢bes da agulha para a introdug¢do do fluido de reciclagem. Esses orificios

f_dram posicionados no centro do tubo de entrada e 6 mm ao lado. Uma agu-

lha hipodérmica de ago inoxidavel foi curvada em um angulo reto (10 mm a

partir da ponta) para permitir que o fluido de reciclagem fosse bombeado
para o ciclone.

O ciclone foi testado para medir seu grau de eficiéncia carregan-
do pé6 fino através da entrada do ciclone e medindo a diferenga no tamanho
de particula e concentracao do pé inserido no ciclone e aquela do pé que sai
do ciclone usando um dimensionador de partl'cula aerodinamico (APS).

Reagentes e materiais usados no sistema de analise por injecao de fluxo

A composicao dos tampdes, fontes de enzimas e produtos qui-
micos e outros materiais usados no sistema de injecdo de fluxo e na produ-
¢do no biorreator sdo aqueles previamente descritos®®. Gelatina do tipo B
(cerca de 75 bloom) era da Sigma (Poole, Dorset, Reino Unido). Succinimidil
éster Texas Red® era da Molecular Probes (Eugene, OR, EUA). As enzimas
proteoliticas do tipo serina estudadas foram Purafect (Genencor International
Inc., Rochester, EUA) e Savinase da Novozymes, Bagsvaerd, Dinamarca,
que também forneceu as enzimas lipase e celulase. Papaina era da Papayer
Latex e fornecida pela Sigma.

Sintese de conjugado de gelatina-Texas Red
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Um dos substratos é um conjugado de gelatina-Texas Red. Ge-
latina (0,105 g) foi dissolvida em tamp&o de bicarbonato de sodio (10 ml de
0,1 M em um pH de 8,3) com ligeiro aquecimento (40 °C). Succinimidil éster
Texas Red® (5 mg) foi dissolvido em 500 ml de sulféxido de dimetila. Essa
mistura foi, entdo, adicionada a solugao de gelatina dissolvida. O recipiente
foi coberto com uma folha de estanho e misturado em um misturador girato-
rio durante 1 h em temperatura ambiente. Quando armazenada a 4 °C, essa
solugao de gelatina rotulada € estavel durante aproximadamente 3-4 sema-
nas.

Sintese de fase sdlida de celulose-gelatina-Texas Red

Fibra de celulose média (5 g) foi enxaguada com agua desioni-
zada e centrifugada (2000 rpm durante 6 min) antes de remogao da solugao
de sobrenadante. Isso foi repetido trés vezes, apds o que a celulose foi fil-

- trada sob vacuo usando um funil de vidro sinterizado tamanho 2 (BDH Poole,

Dorset). Solugao de m-periodato de sédio (80 ml de 0,5M) foi adicionada a
celulose umida e a mistura girada durante 210 min em temperatura ambien-
te. A celulase ativada foi, entéo, filtrada e lavada com 2 L de &gua desioni-
zada conforme acima. A celulose ativada foi armazenada a 4 °C em agua
desionizada contendo 0,02% de azida de sédio e era estavel durante 3-4
semanas.

Celulose ativada (2,5 g apés filtragao) foi suspensa em tampao
de fosfato de sédio dibasico anidrico a 0,1 M (65 ml). A essa foi adicionada o
conjugado de gelatina-Texas Red (10 rhl)‘. O recipiente foi revestido com
uma folha de aluminio e girado durante 45 min em temperatura ambiente
antes da adi¢ao de ciano-borohidreto de sddio (250 mg). O tubo foi recolo-
cado sobre o aparelho giratério e deixado misturar duranté a noite em tem-
peratura ambiente. Apds acoplamento, a fase sélida de celulose-gelatina-
Texas Red foi filtrada sob vacuo conforme acima e lavada com 2 L de agua
desionizada. A fase sdlida de celulose-gelatina-Texas Red resultante tém-
bém era estavel durante 3-4 semanas quando armazenada sob refrigeragao
em agua desionizada contendo 0,02% de azida de sodio.

Desenvolvimento do sistema de analise por injecdo de fluxo
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Condicoes de FIA. O tampéao de FIA e aquele para os padrdes
de enzima eram solucao salina tamponada com fosfato (PBST). Esse conti-
nha cloreto de sdodio (7,2 g), fosfato de sodio dibasico anidrico (1,48 g), mo-
nohidrato de dihidrogen ortofosfato de sodio (0,5‘ 0), azida de sédio (0,59)e
monolaurato de polioxietileno-sorbitan (1,0 ml) (Tween 20, ICl Americas,
Inc.) por litro. A taxa de fluxo de FIA foi mantida a 0,7 ml min™" usando pe-

~ quenos ajustes da bomba peristéltica. O programa dé amostragem foi compi-

lado usando o FIALab for Windows versé@o 5. O volume de amostragem usa-
do foi de 100 ml, volume total de injecédo de 180 ml em uma taxa de 12 min.

Um filtro de 590 nm foi inserido no trajeto da fonte de luz (J) e o espectrofo-

témetro (K) foi ajustado a 612 nm.
Resultados

Design do sistema de amostragem de ar

Testagem do design do ciclone e seu desempenho. O ciclone foi tes-

tado através de uma faixa de fluxos de ar (nove diferentes fluxos de ar de

175 a 732 I min™") e foi mostrado que, a 608 | min™', havia uma d50 de apro-
ximadamente 0,77 mm, com um SD. de 1,1%. Pode ser observado que o ci-
clone captura eficazmente pelo menos 90% das particulas de 1,5 mm e aci-
ma em um fluxo de ar de B600 | min™. Isso estabelece que o ciclone é capaz
de capturar os tamanhos de particula conforme requerido pelo projeto e de
um tamanho similar aos filtros usados em amostradores Galley os quais tém
um tamanho de poro de 1,2 mm. _

O design do ciclone foi conectado a um sistema de entrada de
amostragem de ar. Esse é projetado para imitar a respiracdo humana quan-
do operando em uma taxa de amostragem de cerca de 600 | min”' e em um
fluxo de entrada de cerca de 1 ms™.

Com o sistema analitico, um novo substrato foi usado para pro-
duzir os sinais requeridos para uma das enzimas. Gelatina foi conjugada
com Texas Red® para produzir um rétulo fluorescente que foi, entdo, cova-
lentemente imobilizado sobre uma matriz de suporte de celulose. Gelatina foi
escolhida como um dos substratos da inveng¢ao porque ela proporciona mui-

tos sitios para conjugagao fluorescente e hidrélise potencial da enzima.
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Quando de exposi¢do a enzimas protease do tipo subtilisin, clivagem proteo-
litica da gelatina imobilizada ocorreu, resultando em sinais fluorescentes que
foram registrados pelo espectrofotémetro. Outros substratos também séo
utilizados no presente método. _

O aparelho descrito acima constitui um sistema quase que em
tempo real para determinagéo da concentragao trazida pelo ar, por exemplo,
de enzimas na industria. O tampao escolhido é adequado para manutengdo
da atividade de protease da enzima e do sinal do fluoréforo. Seu uso tam-
bém minimiza a lixivia de fluoroforos, assim, prolongando a vida util do bior-
reator (dados ndo mostrados). |

O sistema tem boa precisdo de ensaio e variabilidade entre e
dentre lote razoavel. A variagdo se origina principalmente de empacotamen-

to inconsistente das colunas durante fabricagcao dos biorreatores. Isso é atu-

- almente realizado manualmente, mas um sistema automatico provavelmente

levaria a uma consisténcia de lote muito melhor.

O sistema é relativamente portatil e foi demonstrado obter su-
cesso durante periodos prolongados. O sistema também proporciona um
registro quase continuo de concentragbes trazidas no ar de enzimas por to-
do o periodo de amostragem. O sistema é um sistema em tempo réal, com
respostas de 5 min e uma capacidade para monitoramento continuo durante
periodos de 8 h sob condigdes industriais. |
Exemplo 2

Em uma modalidade alternativa, o método utiliza um suporte di-
ferente para os substratos.

Particulas de sol-gel ativadas com glicidoxi propiltrimetdxi silano
foram tratadas com gelatina pré-rotulada com Texas Red® paré produzir um
suporte em fase sélida revestido-substrato em fase sélida para proteases do
tipo subtilisin (por exemplo, Savinase™).

Outras particulas de sol-gel com aminopropil trimetdxi silano vfo-
ram tratadas com amido rotulado com etileno diamina de fluoresceina para

produzir um substrato em fase sélida para o-amilase (por exemplo, Termam-
y|TM)_
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Massas iguais dos reagentes em fase sélida foram colocadas
em camadas e, entao, empacotadas em uma mini-coluna, de modo que a
camada inferior consistia das particulas revestidas com o substrato para a
enzima do tipo subtilisin € a camada superior consistia das particulas reves-
tidas com o substrato para a-amilase. A mini-coluna foi alimentada, em uma
taxa de fluxo de 0,7 ml/min, com amostras contendo 5 a 25 ng/ml de mistu-
ras de savinase e amilase ou 0 componente enzimético individual, em solu-
¢ao salina tamponada com fosfato (pH de 7,4) com Tween 20 (0,1%). As
amostras foram obtidas usando o ciclone descrito acima. A mini-coluna foi
ligada a jusante a dois espectrofluorimetros conectados em série, o primeiro
ajustado na fluorescéncia de fluoresceina (excitagao de 490 nm, emissao de
535 nm) e o segundo na fluorescéncia do Texas Red® (excitagao de 590
nm, emissao de 620 nm) e as intensidades de fluorescéncia dos dois fluoro-

foros simultdnea e continuamente monitorados. Um tempo de resposta de 2

minutos foi observado para cada enzima com repeticbes de amostra possi-

veis a cada 5 minutos. Curvas padrdes de concentracao/sinal linear foram
obtidas para as enzimas unicamente (figura 1a, protease apenas; figura 1b,
amilase apenas) e para a mistura das duas enzimas sobre essa faixa de
concentragdo (figura 1c, resposta para amilase mostrada) quando injetada
na coluna.

Exemplo 3
Preparo de substratos fluorescentes para uso em empacotamento de biorre-

atores para alfa-amilase

Preparo da etileno diamina fluoresceina-rotulada (EDA-FITC)
| O material usado foi Isbmero | de Isotiocianato de Fluoresceina
(FITC), Sigma (F-7250), N,N-Dimetiformamida (DMF), Aldrich (31.993-7), 1,4
Dioxano, Aldrich (27.053-9) e Etileno diamina, Aldrich (E 2,626-6).
Tomar uma garrafa de vidro de 50 ml seca, limpa e pesar preci-
samente 39 mg de FITC. Dissolver FITC através da adigao de 200 pl de DM.
Adicionar 4,8 ml de 1,4 Dioxano a solugéo de FITC. Adicionar 6,68 pl de Eti-
leno diamina ao FITC. Agitar a solugao de EDA-FITC durante 1 h sobre um

agitador magnético em temperatura ambiente mantendo coberto com uma
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folha de aluminio. Um precipitado de cor laranja escuro sera formado.

Apos agitacdo de 1 h, remover a garrafa e centrifugar a 3000
rom durante 3 minutos. Descartar 0 sobrenadante em solvente residual e
adicionar 5 ml de 1,4 dioxano, submeter a turbilhonamento e centrifugar a
3000 rpm durante 3 minutos. Descartar o sobrenadante em solvente residual
e transferir o precipitado para um frasco de fundo redondo usando uma
quantidade minima de 1,4 dioxano. Evaporar o solvente através de evapora-
¢ao giratéria a 50 °C durante aproximadamente 3 horas. Uma vez que o pre-
cipitado esta seco, pesé-lo e transferir para um frasco de vidro seco, limpo e

armazenar em um secador a 4 °C, assegurando de cobri-lo com uma folha.

- Ativacao de etileno diamina rotulada (EDA-FITC)

Os materiais requeridos sao cloreto cianurico, Aldrich (C 9.550-
1), etileno diamina rotulada (EDA-FITC) (veja ref 1 acima), N,N-

- Dimetilformamida (DMF), Aldrich (31.993-7), Trietilamina, Fluka (90340) e

solugao salina tamponada com fosfato com azida, pH de 7,4 (PBS com azi-
da) (veja SOP-Buffers 003).

Preparar 4,3 ml de solugdo de EDA-FITC a 10 mg/ml pesando
43 mg de EDA-FITC conforme preparado em 1 em uma garrafa de vidro se-
ca, limpa e dissolver o mesmo em 4,3 ml de DMF. Pesar 21,5 mg de cloreto
cianurico e adicionada a solugdo de EDA-FITC. Adicionar 20 ml de solugao
de trietilamina a 1 mg/ml preparada através da adi¢cdo de 27,5 pl de trietila-
mina em 20 ml de PBS com azida a solugao de EDA-FITC ativada. Subme-
ter a mistura a turbilhonamento para assegurar mistura completa. Um preci-
pitado se formara. Armazenar o precipitado no escuro a 4 °C.

Acoplamento de etileno diamina rotulada ativada (ACT-EDA-FIFC) a substra-

to de amido (amilopectina e amilose também podem ser usadas)

Os materiais requeridos sdo: amido soluvel, Sigma (S-9765),
solucao salina tamponada com fosfato com azida, pH de 7,4 (PBS com azi-
da), EDA-FITC ativada (veja acima) e carbonato de sodio, Sigma (S-7795);
Preparo de solucéo de carbonato de sédio a 0,5 M:

Pesar 5,495 g de carbonato de sédio em um frasco volumétrico

de 100 ml e dissolver usando uma quantidade minima de agua desionizada.
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Uma vez dissolvido, compor até a marca.

Acoplamento de Act-EDA-FITC ao substrato de amido

Pesar 0,5 g de amido soluvel em uma garrafa de vidro seca, lim-
pa de 25 ml. Adicionar 15 ml de PBS ao amido e aquecer em um banho de
agua mantendo aproximadamente 60 - 70 °C com agitagdo continua até que

uma suspensao transparente seja formada. Uma suspensdo transparente

_com consisténcia de geléia sera formada.

A suspensdo de amido, adicionar 2 mi de EDA-FITC ativada (Ref
2 acima) e submeter a turbilhonamento para proporcionar uma suspenséo
uniforme. Colocar de volta no banho de agua e continuar o aquecimento
(~60-70 °C) através de agitagdo continua no escuro. Apés 10 minutos, adi-
cionar 200 pl de solugao de carbonato de sédio a 0,5M e continuar a agitar a
70 °C durante 1 hora no escuro. Remover a suspensdo do banho de égUa '
quente apds uma hora e esfriar para a temperatura ambiente colocando em
uma cémafa com coifa. |
~ Uma vez esfriada, transferir a suspensdo para um tubo de dialise
e submeter 4 didlise contra agua desionizada mantendo a 37 °C. Continuar a
dialise até que mais nenhuma fluorescéncia seja observada na agua desio-
nizada. Isso levara aproximadamente trés a quatro dias. Uma vez submetida
a didlise, transferir a suspensao para um tubo Sterilin de 30 ml e armazenar
na geladeira enrolando em» uma folha. |

Preparo de particulas de gel de silica, silica ou sol-gel revestidas com ami-

nopropil trietdxi-silano (APTES)

Os materiais requeridos s@o particulas de sol-gel, aminopropil
trietoxi-silano (APTES), Sigma (A3648) e solugdo salina tamponada com
fosfato, pH de 7,2 (PBS com azida).

Pesar aproximadamente 10 g de particulas de sol-gel secas
(125-180 um) em um tubo Sterilin de 50 ml. Adicionar 20 ml de PBS e sub-
meter as particulas a turbilhonamento. Centrifugar a 3000 rpm durante 3 mi-
nutos. Descartar o sobrenadante e adicionar 2 ml de APTES e girar durante
2 horas em um aparelho giratério. Remover do aparelho giratério e centrifu-

gar a 3000 rpm durante 3 minutos. Descartar o sobrenadante em solvente
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residual e adicionar 20 ml de PBS e submeter a turbilhonamento durante 30
seg e girar durante 5 minutos. Repetir as lavagens mais 3 vezes seguindo as
etapas 5 e 6, isto é, remover do aparelho giratério e centrifugar a 3000 rpm
durante 3 minutos. Descartar o sobrenadante em solvente residual e adicio-
nar 20 ml de PBS e submeter a turbilhonamento durante 30 seg e girar du-
rante 5 minutos. As particulas revestidas com APTES estdo prontas para
uso. Para armazenamento, suspender as particulas em uma quantidade mi-

nima de PBS e armazenar a 4°C.

Imobilizacdo de amido-EDA-FITC a particulas de sol-gel e silica similares
revestidas com APTES '

Os materiais requeridos sao particulas de sol-gel revestidas com
APTES (veja acima), solugéo salina tamponada com fosfato, pH de 7,2 (PBS
com azida) e amido-EDA-FITC (veja acima).

Pesar cerca de 5 g de peso umido de particulas de sol-gel reves-
tidas com APTES (125-180 um) em um tubo plastico Sterilin de 30 ml. Adi-
cionar 20 ml de PBS-azida e submeter as particulas a turbilhonamento. Adi-
cionar 5 ml de substrato amido-EDA-FITC e girar durante a noite. Remover
do aparelho giratério e centrifugar a 3000 rpm durante 3 minutos. Descartar
o sobrenadante em solvente residual e adicionar 20 mi de PBS e submeter a
turbilhonamento durante 30 seg e girar durante 5 minutos. Repetir as lava-
gens mais 3 vezes seguindo as etapas de remogéo do aparelho giratério e
centrifugar a 3000 rpm durante 3 minutos e, entao, descartar o sobrenadante
em solvente residual e adicionar 20 ml de. PBS e submeter a turbilhonamen-
to durante 30 seg e girar durante 5 minutos. O substrato de amido imobiliza-
do sobre particulas de sol-gel esta pronto para empacotamento.

Armazenar as particulas de amido imobilizadas em' uma quanti-
dade minima de PBS-azida a 4 °C e usar dentro de 3 dias de preparo. Em-
pacotar cerca de 0,8 g de particulas derivatizadas umidas em colunas con-
forme descrito para gelatina-celulose acima e condigées conforme para‘as
colunas no biorreator de protease.
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Também incluidos na presente descrigd estdo o assunto em
guestao dos seguintes paragrafos:

1. Um método para deteccdo simultanea da presenca de pelo
menos duas enzimas em uma amostra, o referido método compreendendo
as etapas de: fbrnecimento de um primeiro substrato para uma privmeira en-
zima, o referido primeiro substrato sendo rotulado com um primeiro fluoréfo-
ro, fornecimento de um segundo substrato para uma segunda enzima, o re-
ferido segundo substrato sendo rotulado com um segundo fluoréforo, expo-

si¢do dos substratos rotulados a amostra para permitir que as primeira e se-

- gunda enzimas presentes na amostra interajam com os respectivos primeiro

e segundo substratos fluordforo-rotulados formem respectivos primeiro e
segundo fragmentos de substrato fluoréforo-rotulados; detecgdo da presenga
dos referidos fragmentos de substrato fluoréforo-rotulados.

2. Um método de acordo com o paragrafo 1, em que o primeiro
e/ou segundo substrato € uma proteina ou polipeptideo.

3. Um meétodo de acordo com o paragrafo 2, em que a proteina
ou polipeptideo é selecionado do grupo de: gelatina, tiroglobulina de porco,
colageno, imunoglobulina ou albumina de soro bovino. '

4. Um método de acordo com qualquer paragrafo precedente,

em que pelo menos um dos substratos € trazido sobre um suporte.
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5. Um método de acordo com o paragrafo 4, em que o suporte é
um suporte em fase sélida compreendendo: glébulos de vidro ou sol-gel ou
fibras de celulose.

6. Um método de acordo com o paragrafo 4 ou 5, em que os gio-
bulos sao magnetizaveis. ‘

7. Um método de acordo com o paragrafo precedente em que as
primeira e segunda enzimas sao selecionadas do grupo de enzima consis-
tindo em: protease, celulase, lipase, D-amilase ou colagenase.

8. Um método de acordo com o paragrafo 7, em que a protease
é selecionada do grupo consistindo em: tipo subtilisin, tripsina, papaina, es-
perase ou alcalase.

9. Um método de acordo com qualquer paragrafo precedente em
que o primeiro e segundo fluoréforo sdo fluoresceina, rodamina, Texas
Red® ou amarelo lucifer. |

10. Um método de acordo com qualquer paragrafo precedente
em que a amostra é ar. |

11. Um método de acordo com qualquer paragrafo precedente
em que a(s) enzima(s) derivada(s) da amostra contata(m) simultaneamente
o primeiro substrato e 0 segundo substrato. |

12. Um método de acordo com qualquer paragrafo precedente
em que a(s) enzima(s) derivada da amostra contata(m) seqiiencialmente o
primeiro substrato e o segundo substrato.

13. Um método de acordo com o paragrafo 11 ou 12, em que o
segundo substrato € um substrato para uma protease.

14. Um recipiente para uso na detec¢do simultdnea da presencga
de pelo menos duas enzimas em uma amostra, o referido recipiente com-
preendendo um primeiro substrato para uma primeira enzima, o referido pri-
meiro substrato sendo rotulado com um primeiro fluoréforo e um segundo
substrato para uma segunda enzima, o referido segundo substrato sehdo
rotulado com um segundo fluoréforo. '

15. Um recipiehte de acordo com o paragrafo 14, em que pelo

menos um dos substratos é trazido sobre um suporte sélido.
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16. Um recipiente de acordo com o paragrafo 15, em que o su-
porte é um suporte em fase sélida compreendendo: glébulos de vidro ou sol-
gel ou fibras de celulose.

17. Um recipiente de acordo com o paragrafo 16, em que o reci-
piente contém uma mistura heterogénea dos primeiro e segundo substratos.

18. Um recipiente de acordo com o paragrafo 16, em que o reci-

~ piente contém uma camada do primeiro substrato e uma camada do segun-

do substrato. »

19. Aparelho para uso na detecgdo simultdnea de pelo menos
duas enzimas em uma amostra, o referido aparelho compreendendo um re-
cipiente compreendendo um primeiro substrato para uma primeira enzima, o
referido substrato sendo rotulado com um primeiro fluoréforo e um segundo
substrato para uma segunda enzima, o referido segundo substrato sendo

rotulado com um segundo fluordforo, o referido aparelho ainda compreen-

dendo meios de detecgdo para detecgdo de fragmentos de substrato fluo-

rescentes.

20. Aparelho de acordo com o paragrafo 19, em que os primeiro
e segundo substratos estdo em camadas dentro do recipiente e a camada
do segundo substrato, sendo um substrato para uma protease, esta localiza-
da adjacente ao referido meio de detecgao.

21. Aparelho para uso na détecgéio simulténea de pelo menos
duas enzimas em uma arhostra, o referido aparetho compreendendo um
primeiro recipiente compreendendo um primeiro substrato para uma primeira
enzima, o referido substrato sendo rotulado com um primeiro fluoréforo, o
referido primeiro aparelho sendo conectavel a um segundo recipiente, em
que o segundo recipiente compreende um segundo substrato para uma se-
gunda enzima, o referido substrato sendo rotulado com um segundo fluoréfo-
ro, o referido aparelho compreendendo ainda meios de deteccdo para detec-
¢ao de fragmentos de substrato fluorescentes.

22. Aparelho de acordo com o paragrafo 21, em que o substrato
no segundo recipiente é uma protease e 0 segundo recipiente esta localiza-

do adjacente ao meio de detecgéo.
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23." Um método, recipiente ou aparelho conforme substancial-

mente aqui descrito com referéncia ao exemplo em anexo e Figura 1.
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REIVINDICACOES
1. Método para deteccao simultdnea da presenca ou auséncia
de pelo menos duas enzimas em uma amostra, o referido método compre-
endendo as etapas de: _ |
(i) exposicdo de (a) um primeiro substrato para uma primeira en-

zima, o referido primeiro substrato sendo rotulado com um primeiro fluoréfo-

. ro e (b) um segundo substrato para uma segunda enzima, o referido segun-

do substrato sendo rotulado com um segundo fluoréforo & amostra para
permitir que as primeira e segunda enzimas presentes na amostra, se pre-
sentes, interajam com os respectivos primeiro e segundo substratos fluoréfo-
ro’-rot'ulédos para formar respectivos primeiro e segundo fragmentos de
substrato fluoréforo-rotulados;

(i) detecgdo da presenga dos referidos fragmentos de substrato
fl'uoréforo-rotulados.

2. Método de acordo com a reivindicagéo 1, em que o método é
para a deteccao dos niveis de pelo menos duas enzimas trazidas no ar e o
qual compreende as seguintes etapas:

(i) antes de exposi¢do dos substratos a amostra, obtencdo de
uma primeira amostra de ar atmosférico; e

(i) captura de quaisquer particulas enzimaticas as quais estdo
presentes na primeira amostra.

3. Método de écordo com a reivindicagao 2, ainda compreen-
dendo mistura das particulas de enzima capturadas com um liquido para
formar a amostra.

| 4. Método de acordo com a reivindicagdo 3, em que o liquido é
um tampao aquoso.

5. Método de acordo com a reivindicagao 4, ainda compreen-
dendo transporte da amostra de uma area na qual a primeira amostra é mis-
turada com o liquido para uma &rea de rea¢do na qual a amostra é exposta
aos substratos. '

6. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes pre-

cedentes em que a etapa de exposi¢ao da amostra aos substratos é realiza-
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da durante um periodo de tempo suficiente para permitir interagdo entre as

primeira e/ou segunda enzima com o respectivo substrato para formar um -

fragmento de substrato fluoréforo-rotulado.

7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes pre-
cedentes, em que a etapa de detecgdo envolve deteccdo de um sinal emitido
pelo primeiro e/ou segundo fragmento de substrato fluoréforo-rotulado.

8. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes pre-
cedentes em que o primeiro e/ou segundo substrato é uma proteina ou poli-
peptideo. |

9. Método de acordo com- a reivindicagdo 8, em que a proteina

- ou polipeptideo é selecionado do grupo consistindo em gelatina, tiroglobulina

suina, colageno, uma imunoglobulina ou fragmento da mesma e albumina de
soro bovino.
10. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes

precedentes em que pelo menos um dos substratos é carregado sobre um:

* suporte.

11. Método de acordo com a reivindicagdo 10 em que o suporte
€ um suporte de fase sélida.

12. Método de acordo com a reivindicagdo 10 ou a reivihdicagéo
11, em que o suporte é produzido a partir de ou compreende vidro, glébulos
de sol gel, fibras de celulose ou particulas de silica. ’ |

13. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 10
a 12 em que o suporte € magnetizavel.

14. Método de acordo com qualquer uma das reivindicages
precedentes em que a priméira e/ou segunda enzima é selecionada do gru-
po de enzimas consistindo em protease, celulase, lipase, d-amilase ou cola-
genase.

15. Método de acordo com a reivindicagdo 15, em que a protea-
se é selecionada do grupo consistindo no tipo su_btilisin, tripsina, papaiha,
esperase € alcalase.

16. Método de acordo com qualquer uma das reivindica¢des
precedentes em que o primeiro e/ou o segundo fluoréforo é selecionado de
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fluoresceina e derivados da mesma, rodamina, Taxas Red® e amarelo luci-
fer.
17. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
precedentes em que a amostra € derivada de uma primeira amostra de ar.
18. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 14 -

a 17, em que um ou ambos dos primeiro e segundo substrato sdo um subs-

_trato para uma protease.

19. Meétodo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
precedentes, dqual compreende primeiro exposicao da amostra a um dos
primeiro ou segundo substratos e subsequentemente exposicdo da amostra
ao outro dos primeiro ou segundo substratos.

| 20. Método de acordo com a reivindicagdo 18 ou 19, em que pe-
lo menos uma das enzimas que esta sendo monitorada é uma protease e

pelo menos um dos primeiro e segundo substratos € um substrato para pro-

tease.

21. Método de acordo com a reivindicagdo 20, em que a enzima
é uma enzima do tipo subtilisin e o substrato é a-amilase.

22. Método de acordo com qualquer uma das réivindicagées 1a
18, o qual compreende exposi¢cao da amostra ao primeiro substrato e ao se-
gundo substrato ao mesmo tempo.

23. Recipiente para uso na detec¢do simuitanea da presenga de
pelo menos duas enzimas em uma amostra, o referido recipiente compreen-
dendo, em uso, um primeiro substrato para uma primeira enzima, o referido
primeiro substrato sendo rotulado com um primeiro fluoréforo e um segundo
substrato para uma segunda enzima, o referido segundo substrato sendo
rotulado com um segundo fluoréforo.

24. Recipiente dé acordo com a reivindicagdo 23, o qual com-
preende um suporte sobre o qual pelo menos um dos primeiro e segundo
substratos é suportado.

25. Recipiente de acordo com a reivindicagdo 23 ou a reivindica-
¢ao 24, em que o suporte é um suporte de fase sdlida compreendendo vidro

ou glébulos de sol gel, particulas de silica ou fibras de celulose.
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26. Recipiente de acordo com a reivindicagao 25, em que o reci-
piente contém uma mistura heterogénea do primeiro substrato e do segundo
substrato.

27. Recipiente de acordo com a reivindicagdo 26, em que o reci-
piente contém pelo menos uma camada a qual é substancialmente compos-
ta do primeiro substrato e pelo menos uma camada a qual é substancialmen-
te composta do segundo substrato. '

28. Aparelho para uso na detecgcao simultanea de pelo menos
duas enzimas em uma amostra, o referido aparelho compreendendo um re-
cipiente compreendendo um primeiro substrato para uma primeira enzima, 0
referido substrato sendo rotulado com um primeiro fluoréforo e um segundo
substrato para uma segunda enzima, o referido segundo substrato sendo
rotulado com um segundo fluoréforo, o referido aparelho ainda compreen-
dendo meios de detecgao para detec¢do de fragmentos de substrato fluo-
rescente.

29. Aparelho de acordo com a reivindicacao 28, em que 0s pri-
meiro e segundo substratos estdo em camadas dentro do recipiente.

30. Aparelho de acordo com a reivindicagao 29, em que quando
um dos primeiro substrato e segundo substrato € um substrato para uma

enzima protease, ele esta posicionado de modo a estar a jusante dos outros

- substratos.

31. Aparelho para uso na deteccao simultidnea de pelo menos
duas enzimas em uma amostra, o referido aparelho compreendendo um
primeiro recipiente compreendendo um primeiro substrato para uma primeira
enzima, o referido substrato sendo rotulado com um primeiro fluoréforo, o
referido primeiro aparelho sendo conectavel a um segundo recipiente, em
gue o segundo recipiente compreende um segundo substrato para uma se-
gunda enzima, o referido substrato sendo rotulado com um segundo fluoréfo-
ro, o referido aparelho ainda compreendendo meios de detecgéo para detec-
cédo de fragmentos de substrato fluorescente.

32. Aparelho de acordo com a reivindicagao 31 em que, quando

um dos primeiro substrato ou segundo substrato € um substrato para uma



enzima protease, ele esta situado no recipiente a jusante do outro recipiente

e est4 localizado adjacente ao meio de detecgao.
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Fig.1
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Fig.2
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RESUMO

Patente de Invengdo: "MONITORAMENTO DE MISTURAS DE ENZIMA".

' A invengéo refere-se a um método para detecgao simultanea da
presenca de pelo menos-duas enzimas em uma amostra, o referido método
compreendendo as etapas de: i) fornecimento de um primeiro substrato para
uma primeira enzima, o referido primeiro substrato sendo rotulado com um
primeiro fluoréforo, ii) fornecimento de um segundo substrato para uma se-
gunda enzima, o referido segundo substrato sendo rotulado com um segun-
do fluordforo, iii) exbosigéo dos substratos rotulados a amostra para permitir
que as primeira e segunda enzimas presentés na amostra interajam com os

- respectivos primeiro e segundo substratos fluoréforo-rotulados para formar

respectivos primeiro e segundo fragmentos de substrato fluoréforo-rotulados;
e detecgdo da presenga dos referidos fragmentos de substrato fluoréforo-

~ rotulados.
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