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Resumo

A liofilizagcdo proporciona grande periodo de prateleira
aos produtos e farmacos proteicos, porém pode gerar
fontes de auto stress. Sendo assim, avaliou-se por meio
de ensaio de atividade enzimética proteolitica e teste T a
preservacdo das proteases obtidas do latex da espécie
Tabernaemontana catharinensis tratadas com diferente
crioprotetores. A técnica foi satisfatéria, melhorando a
atividade das proteases ao utilizar lactose, Orafti P95 e
sacarose, trazendo assim vantagens na preparacdo e
conversacgdo das proteases que passam por liofilizacéo.
Ja para a A. olivaceum nao foi possivel concluir com os
objetivos propostos devido a baixa producdo de latex
pela planta em estudo.

Introducao

As proteases sdo enzimas com atividade proteolitica e
representam um dos trés maiores grupos de enzimas
utilizados na industria, sendo responsaveis por cerca de
60% da venda mundial total das mesmas®. Sendo que a
liofilizacdo proporciona grande periodo de prateleira aos
produtos e farmacos proteicos, entretanto gera fontes de
auto stress, podendo alterar as proteinas ou
desestabilizar a formulagdo em processo’. Para
contornar este  problema, varias substancias,
principalmente carboidratos, sao utilizados como
crioprotetores, uma vez que sao relatados como capazes
de conservar propriedades e estruturas proteicas nativas
ap6s liofilizacao®.

Material e Métodos

O latex foi coletado através de incisGes superficiais no
caule de T. catharinensis e as proteinas precipitadas
com acetona 1:3 (V/V). Posteriormente, liofilizadas com
os crioprotetores frutooligossacarideos (orafti P95),
inulina, lactose, sacarose, polietilenoglicol 400 (PEG
400), e sorbitol a 10 % (p/p). Uma parte da crioprotecéo
foi realizada com o precipitado acetbnico previamente
liofilizado e outro sem previa liofilizagdo. Seguido disso,
essas fragcOes tiveram a atividade enzimatica proteolitica
determinada de acordo com Tomarelli (1947)4.

Resultados Obtidos

A atividade proteolitica da amostra de proteina foi
significativamente (p<0,05) maior nas crioprotegida com
lactose, fruto-oligossacarideos (Orafti P95) e sacarose

sendo assim, uma alternativa interessante de preparo e
conversacgdo das proteases que passardo pelo processo
de liofilizacdo. J& as amostras com inulina e sorbitol
foram um pouco menos efetivas o0 e PEG 400 nao

apresentou  resultados satisfatérios (Tabela 1).
TABELA 1 - Atividade proteolitica e especifica das amostras do
precipitado acetdnico com os crioprotetores sem previa liofilizagao

Amostra Atividade Atividade Especifica
Proteolitica (U) (U/mg)
Precipitado 1,135 + 0,04 0,181

acetbnico (PA)

PA + Sacarose 1,219+0,09° 0,182
PA + Lactose 1,212 +0,06° 0,193
PA + Orafti P95 1,259 + 0,052 0,201
PA + Inulina 1,120 £ 0,04 0,178
PA + Sorbitol 1,109 + 0,06 0,166
PA + PEG 400 0,330 +0,01° 0,053
Tripsina 1,473 + 0,07 0,146

# p<0,05 quando comparado ao precipitado acetbnico sem

criopreservador

Concluséo |

Foi observado maior preservacao da protease quando a
amostra foi crioprotegida logo apés a precipitacdo. Sendo
gue os dissacarideos e frutooligossacarideos mostraram-
se mais efetivos do que os polimeros de maior massa
molar como a inulina e 0 PEG 400.
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