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PIG LIVER ESTERASE (PLE) EXTRACTION. A simple, fast and low-cost methodology was optimized, seeking preparation of a
crude pig liver esterase (PLE) concentrate. Basically, the method consisted of the following steps: liver homogenization, acetone

washing, enzyme extraction and purification/concentration. Starting from 1 kg of fresh liver more than 200 kU of PLE suspension
were obtained after 8 hours, at an estimated cost of US$0.21/kU. The PLE concentrate thus obtained was stable, showing 96-100%

of the initial activity after 7 months in refrigerator at 4°C.

Keywords: porcine liver esterase; PLE; biocatalysis

INTRODUCAO

A sintese de compostos enantiomericamente puros ¢ um segui-
mento da sintese organica em franco desenvolvimento, sobretudo com
aplicacdo na industria farmacéutica. Em grande parte dos casos a rota
sintética passa por etapas que podem ser biocatalisadas por microrga-
nismos ou enzimas isoladas, como as esterases, que catalisam a
hidrdlise de ésteres. Entre as esterases, a de figado de porco (PLE) ¢
uma das mais importantes em sintese orgnica', aplicada em hidrdlises
em condi¢des brandas e regiosseletiva, separacdo de isdmeros E/Z,
assimetrizagiio de diésteres pro-quirais e resolugdo de ésteres rac€micos.
As aplicacoes da PLE envolvem um nimero expressivo de substratos,
sendo assunto constante nas publica¢des atuais em biocatélise'. Co-
mercialmente, a PLE pode ser adquirida na forma bruta (~15U/mg,
R$8.,88/kU) ou purificada (~150U/mg, R$64,95/kU)’. Em razdo da
importancia, do alto custo e da necessidade de importagio da PLE, o
dominio da metodologia para sua extra¢do permite viabilizar seu em-
prego em maior escala, visando principalmente a sintese de compos-
tos enantiomericamente puros.

A extragdo e purificacdo da PLE ja foram descritas, tendo sido
objeto de estudo entre 1919% e 1969°. O principal método foi estabele-
cido e publicado em 1969', tendo depois recebido pouca atengao.
Com o interesse na aplicacdo de PLE em sintese organica, trés publi-
cagdes mais recentes consideraram a extra¢do da enzima, usando-a
diretamente'"'> ou apds imobiliza¢do'®. Seebach e Eberle'?, em 1986,
usaram o método de Horgan ez al.'’, por ser o mais conveniente para a
preparacdo do concentrado bruto de esterase. A primeira etapa envol-
vida foi a preparagdo do pé acetdnico, a partir da secagem do figado
homogeneizado, ap6s lavagem com acetona. Em seguida foi feita a
extracdo da PLE e purificacdo até o grau desejado. O concentrado
bruto foi obtido por fracionamento com sulfato de amoénio. Cada uma
das etapas foi objeto de estudo neste trabalho, buscando-se facilidade
de execucao, reducdo de custo e de tempo, com o objetivo de viabilizar
o uso da PLE, principalmente em maior escala de preparagio.

PARTE EXPERIMENTAL

Para desenvolvimento do método de extracdo o figado suino
foi coletado em um abatedouro local, transportado em gelo, limpo
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do excesso de membranas, picado em cubos de ~ 2cm e lavado
com mistura de dgua e gelo. Em seguida o excesso de dgua foi
drenado e os cubos foram homogeneizados com ou sem acetona,
em liquidificador com copo em aco inox ou multiprocessador do-
méstico com copo pléstico. No caso em que ndo se usou acetona
durante a homogeneizacéo, procedeu-se depois a lavagem com ace-
tona, sob agitacdo mecanica. Variou-se a propor¢io entre acetona e
figado e o método de separagdo do sélido: filtracdo ou centrifugagao.
Ap6s lavagens com acetona o sélido foi previamente seco'® ou sub-
metido diretamente a extragdo da enzima. A extragdo foi feita com
solugdo tampdo citrato de s6dio 0,05 mol L' '* ou NH,OH 0,025
mol L' °. A PLE foi entdo purificada parcialmente a partir do ex-
trato, primeiramente por ajuste do pH para 6,0, o que forcou a
precipitagao de proteina inativa, que foi eliminada por centrifugagao.
Em seguida aplicou-se precipitacdo fracionada com sulfato de
amonio, coletando-se a enzima entre 45 e 70% de saturagdo, como
uma suspensdo. A suspensdo de PLE foi mantida em geladeira ou
dialisada, podendo posteriormente ser submetida a etapas adicio-
nais de purificacdo'. Na didlise foi utilizado 1,0 g de suspensao,
diluido em 10 mL de dgua destilada, contra 2 L de solu¢@o tampao
fosfato de sédio 0,05 mol L', pH 8,0.

As etapas de extracdo e purificagdo foram acompanhadas por
andlise de atividade em todas as fragdes coletadas. A atividade
enzimatica foi calculada pela medida da velocidade inicial de
hidrdlise do butirato de etila (Sigma Chemical Co., produto B-2391),
a 25 °C, em pH 7,96-8,01 (mantido por controlador de pH
ChemCadet, da Coler Parmer C.). Utilizou-se como meio reacional
50 uL de butirato de etila em 30 mL de solugdo tampao fosfato de
s6dio 0,01 mol L', ao qual foi adicionado, sob agitacdo, a amostra
da enzima. A atividade foi calculada em pmol min" (U). Dividin-
do-se este valor pelo volume (ou massa) da amostra, expressou-se
a atividade em U mL"' ou U g

RESULTADOS E DISCUSSAO
Tratamento do figado

Nos ensaios empregando as metodologias mais recentes'"'3, e
500 mL da acetona por kg de figado, obteve-se uma pasta de figa-

do, de dificil filtragdo e lavagem. O processo para preparar o pd
acetonico levou 2-3 dias e o produto apresentou coloragdo hetero-
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génea. A atividade no pé foi de 200 U/g, compardvel a obtida por
Seebach e Eberle'?, mas inferior a esperada, 420-720 U g' '°.

A homogeneiza¢do do figado sem acetona, em multi-
processador, com posterior lavagem em outro recipiente, mostrou-
se mais pratica que com acetona, em liquidificador. Além da maior
facilidade no manuseio do material, o uso de um equipamento con-
vencional de processamento de alimentos permite imediato aumento
de escala. A lavagem com acetona em outra etapa também possibi-
lita o uso de um tanque agitado, reduzindo o risco de explosdo por
vazamento de acetona.

Com relacio a separacdo do sélido, optou-se por centrifugacdo
a 4000G, uma vez que a filtragdo € dificultada pela resisténcia da
torta ao fluxo de solvente. Aumentou-se a quantidade de acetona
para 2000 mL por kg de figado, resultando numa suspensdo mais
facil de ser processada. Nestas condi¢des foram necessdrias trés
lavagens para que o sobrenadante ficasse limpido e incolor. A
atividade do p6 obtido foi de 432 U g, dentro da faixa espera-
da'®. O rendimento foi de 232 g de p6 por kg de figado, correspon-
dendo a 100 kU kg™ de figado.

Em razdo do tempo de secagem relativamente longo, e da pro-
posta de se preparar um concentrado de PLE e ndo um pd, optou-se
por suprimir esta etapa, avaliando-se a extracdo direta da torta de
figado lavada com acetona (Figura 1).
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Figura 1. Preparagdo da suspensdo de PLE, balangco com base em média
dos dados experimentais

Extracao da PLE

Comparando-se a extragdo da PLE do p6 acetdnico com solu-
¢éo tampdo citrato de s6dio' ou hidréxido de amdnio 0,025 mol
L1 9 a 0-4 °C, verificou-se que no segundo caso a atividade ex-
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traida era 25% maior que no primeiro. Com relag@o a quantidade,
conseguiu-se 160 kU a partir do pé acetonico e 300 kU a partir da
torta lavada, para cada kg de figado. Horgan et al.'° relataram a
extragdo de 143-245 kU kg, dosando atividade a 38 °C.

Isolamento da PLE

A primeira etapa foi o ajuste do pH do extrato para 6,0 com
dcido acético 5%, coletando-se o sobrenadante por centrifugacdo a
12000 G e descartando-se o precipitado. No método descrito'® o
pH era ajustado para 5,6, mas verificou-se perda de 30% da PLE
nestas condi¢des. Em pH 6,0 a perda foi menor que 10%.

Em seguida o pH foi ajustado para 8,0 com NaOH 50%, se-
guindo-se adi¢do de 28 g de sulfato de amonio para cada 100 mL
de solucdo, a 4 °C, centrifugacdo a 15000G e descarte do precipita-
do. Ao sobrenadante foram adicionados 9,5 g de sulfato de amonio
para cada 100 mL, seguindo-se centrifugacao a 15000 G e descarte
do sobrenadante, coletando-se a enzima na forma de suspensio,
que foi estocada em geladeira a 4 °C. Ensaios durante a estocagem
confirmaram a estabilidade da suspensdo de PLE, apresentando
94-100% da atividade inicial apés 7 meses.

Considerando a produtividade, a partir de 1 kg de figado fres-
co, consumindo-se basicamente 6 L de acetona e 850 g de (NH,),SO,
(custo de ~R$65,00), pdde-se preparar 112 g de suspensdo com
2000 U g, o que correspondeu a 224 kU (custo total estimado de
R$0,58 kU™, dobrando-se o dos insumos).

Dialise da PLE

Com objetivo de eliminar o sulfato de amonio e purificar a
enzima, a suspensdo foi submetida a didlise, testando-se mem-
branas com diferentes pesos moleculares de corte (MWCO). Ava-
liou-se o nivel de purificag@o através da atividade especifica, de-
finida como uma relacdo entre a atividade enzimadtica (U) e a
absorbancia em 280 nm (UA)'. Partindo-se de uma suspensio
com atividade especifica de 12 U UA"! obteve-se, apds didlise,
16, 20 e 23 U UA"', com membranas de MWCO de 13-14, 30 e
100 kDa, respectivamente. Ocorreu entdo purificagdo parcial da
enzima, sendo mais significativa com membrana de 100 kDa. A
atividade especifica com membrana de 13-14 kDa € equivalente a
publicada anteriormente'®. A solugdo de PLE dialisada é relativa-
mente estavel quando estocada em geladeira a 4 °C, tendo apre-
sentado 86% da atividade inicial apés 5 meses.

CONCLUSOES

Com este trabalho otimizou-se uma metodologia relativa-
mente simples, rapida e de baixo custo para isolamento de PLE,
como alternativa a importagdo. A PLE preparada foi avaliada
quanto a estabilidade na estocagem, tanto na forma de suspen-
sdo como dialisada. Embora a suspensdo seja mais adequada
para estocagem, a solu¢do dialisada pode também ser preparada
em lotes e guardada para uso até 5 meses, sem perda significa-
tiva de atividade.
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