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Resumo
As xilanases microbianas possuem ampla aplicação biotecnológica, porém a etapa de purificação desta enzima se torna necessária para estudar as características bioquímicas e também para direcionar sua aplicação industrial. Assim, este estudo teve como objetivo purificar a xilanase-II do fungo P. crustosum. O extrato bruto enzimático do fungo foi obtido a partir de cultivo líquido contendo sais de Czapek modificado e suplementado com 2% de palha de milho como fonte de carbono, e crescidos por 6 dias a 28ºC na incubadora BOD em condições estacionárias. O filtrado enzimático obtido foi utilizado para purificação da xilanase-II utilizando as colunas cromatográficas (DEAE-Sephadex e coluna de filtração Sephadex G-100). Após as duas colunas cromatográficas a xilanase-II apresentou um rendimento de 3,72% com fator de purificação de 37,90 vezes e exibiu pureza com uma única banca no gel de SDS-PAGE com massa molecular de 28 kDa. 
Introdução
A xilanase ou 1,4-β-D-xilanase, xilano-hidrolase (EC 3.2.1.8) é a enzima chave na degradação da molécula do xilano, atuando na hidrólise das ligações glicosídicas do tipo β-1,4, clivando a cadeia principal do xilano. O xilano é um heteropolissacarídeo muito ramificado, possui uma cadeia principal formada por xilose e pode conter substituições por outros grupos de cadeia lateral, como glucuronopiranosil, 4-O-metil-D-glucuronopiranosil, α-L-arabinofuranosil, acetil, feruloil ou p-cumaroil (Kulkarni et al., 1999). As xilanases podem estar presentes em diferentes habitats com presença de xilano, dentre eles, destacam-se os com maior quantidade de fungos, pois as enzimas produzidas por estes possuem vantagens de serem secretadas no meio extracelular e em maior quantidade quando comparado com as bactérias (Polizeli et al., 2005). As xilanases possuem ampla aplicação na indústria como clarificação de sucos e cervejas. Assim, este estudo teve como objetivo purificar a xilanase-II do fungo P. crustosum isolado da Mata Atlântica do Oeste do Paraná.
Materiais e Métodos

Microrganismo e cultivo para produção de xilanase 
O fungo P. crustosum utilizado nesse estudo foi previamente isolado do Refúgio Biológico Bela Vista- Foz do Iguaçu/PR e mantido em meio de batata-dextrose-ágar (BDA) a 4ºC no laboratório de Bioquímica de Microrganismos da Unioeste. A suspensões de esporos (107 esporos/mL) de P. crustosum foram inoculados em cada um dos 20 frascos Erlenmeyer (125mL) contendo 25mL de meio líquido Czapek modificado e suplementado com 2% de palha de milho como fonte de carbono, e crescidos por 6 dias a 28ºC na incubadora BOD em condições estacionárias. Os cultivos foram filtrados com auxílio de bomba de vácuo, e o extrato enzimático obtido foi utilizado para a purificação da xilanase. 

 Dosagem enzimática e proteica 
A atividade xilanásica foi mensurada através do método da quantificação dos açúcares redutores por DNS (ácido 3,5-dinitrosalicílico) descrito por Miller (1959). Incubou-se 50μL de enzima, adequadamente diluída, com 50μL do substrato xilano beechwood 1% (p/v) dissolvido em tampão acetato de sódio 50mM pH 5,5, por 10 minutos a 50ºC. Foram adicionados 100μL de DNS para interromper a reação, e os açúcares redutores obtidos foram mensurados em espectrofotômetro a 540nm. A quantificação de proteínas foi realizada de acordo com o método de Bradford (1976), utilizando soro albumina bovino como padrão. Todas as dosagens foram conduzidas em triplicatas.
Purificação da enzima 
Um volume de 330mL de extrato enzimático bruto de cultivo líquido de P. crustosum foi centrifugado por 10 minutos a 2500rpm a 4ºC, e o sobrenadante foi dialisado contra água deionizada em geladeira a 4ºC por 16 horas. O extrato enzimático dialisado foi então equilibrado em tampão Tris-HCl pH 7,5 para uma concentração final de 20mM e aplicado em coluna de cromatografia de troca iônica DEAE-Sephadex (10cm x 2,0cm) equilibrada nas mesmas condições da amostra. Frações de 2,5mL foram coletadas sob fluxo de 1mL.min-1. A eluição das proteínas aderidas se deu pela passagem de gradiente de NaCl (0 a 1M). As frações que apresentarem atividade xilanásica foram reunidas e dialisadas contra água deionizada por 16 horas a 4ºC. A amostra foi então concentrada em liofilizador, e volume de 950μL foi aplicado na coluna de gel filtração Sephadex-G100, equilibrada com tampão acetato de sódio 20 mM pH 5,5. As proteínas foram eluídas com o mesmo tampão, sob fluxo de 0,5mL.min-1. As frações com atividade xilanásica foram reunidas e concentradas por liofilização, e sua pureza foi analisada por gel de eletroforese.

Eletroforese em gel de poliacrilamida em condições desnaturantes (SDS-PAGE)

A amostra enzimática após coluna G-100 foi submetida à eletroforese em condições desnaturantes (SDS-PAGE) conforme a metodologia descrita por Laemmli (1970) utilizando gel na concentração de 10% de acrilamida. O gel foi corado por Coomassie Brillant Blue R-250 0,5% (p/v) por 1 hora. Os marcadores de massa molecular foram as proteínas: Fosforilase b (97kDa), Albumina (66kDa), Ovoalbumina (45kDa), Anidrase Carbônica (30kDa), Inibidor da tripsina (20,1kDa) e α-lactalbumina (14,4kDa). A massa molecular da xilanase foi estimada através do coeficiente de migração da proteína em relação aos padrões (Rf). Este foi obtido através de um cálculo utilizando-se da migração entre a proteína e a fronte azul de bromofenol. 

Resultados e Discussão

Purificação da xilanase-II de P. crustosum 
O perfil cromatográfico de purificação do extrato bruto de P. crustosum  em coluna de troca iônica DEAE-Sephadex exibiu dois picos de xilanases (denominadas de xilanase-I e xilanase-II) (Figura 1A). A enzima denominada xilanase II teve afinidade por esta resina, e ela  foi eluída no gradiente entre 300 e 475mM de NaCl, e posteriormente aplicada na coluna de gel filtração Sephadex G-100 (Figura 1B). Todos os passos da purificação da xilanase-II estão resumidos na Tabela 1.
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Figura 1. Perfil cromatográfico de purificação da xilanase de P. crustosum em coluna de troca iônica DEAE-Sephadex (A) e Perfil cromatográfico de purificação de xilanase-II de P. crustosum em coluna de gel filtração Sephadex G100 (B). Leitura das atividades xilanásicas a 540 nm (●) e absorbância à 280nm (○). As frações reunidas estão indicadas pelas setas (().
Tabela 1 – Etapas da purificação da xilanase- II de P. crustosum

	Etapas
	Atividade total (U)
	Proteína total (mg)
	Atividade específica
	Recuperação (%)
	Purificação (vezes)

	Extrato Bruto 
	3486,83
	691,28
	5,04
	100,00
	1,00

	DEAE-Sephadex 
	552,00
	35,45
	15,57
	15,83
	3,09

	Gel filtração (G100) 
	130,00
	0,68
	191,18
	3,72
	37,90


As frações obtidas da Sephadex G-100 que apresentaram atividade xilanásica foram reunidas e aplicadas em gel SDS-PAGE. A pureza da enzima foi confirmada pela única banda observada no gel com 28kDa de massa molecular (Figura 2). A massa molecular da xilanase-II é próxima também das xilanases encontradas para o gênero Penicillium. Tais como a xilanase de Penicillium occitanis com peso molecular de 30kDa (Driss et al., 2012).
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Figura 2. Eletroforese SDS-PAGE da xilanase-II purificada do fungo P. crustosum. A – Marcador de Massa Molecular: fosforilase b (97kDa), soroalbumina bovina (66kDa), ovalbumina (45kDa), anidrase carbônica (30kDa), inibidor da tripsina (20,1kDa) e α-lactalbumina (14,4kDa); B – Pós DEAE-Sephadex; C – Fração II pós Sephadex G100; D – Fração I pós Sephadex G100; E – duplicata da Fração II pós Sephadex G100.
Segundo Polizeli et al. (2005) as xilanases fúngicas podem possuir massa molecular desde 8,5 até 99kDa, contudo, a maioria possui entre 20 e 35kDa. Uma relação entre a massa molecular das xilanases e a propriedade de ser básica ou ácida foi proposta por Wong et al. (1988), quando um micro-organismo produz duas xilanases codificadas por genes distintos. Os autores estabeleceram duas classes de xilanases: as de baixo peso molecular com propriedades básicas, e as de alto peso molecular com propriedades ácidas.

Conclusão

Pode-se concluir que a xilanase-II de P. crustosum foi purificada eficientemente com um rendimento de 3,72% e fator de purificação de 37,90 vezes após purificação com as colunas cromatográficas (DEAE-Sephadex e Sephadex G-100). A enzima apresentou uma única banda por eletroforese SDS-PAGE com massa molecular de 28kDa. 
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