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ABSTRACT 
Endo-1,4-β-xylanases are extracellular enzymes that make the hydrolysis of substrates β 1,4. Xylan is the main 

representative among the substrates that are susceptible to hydrolytic attack of xylanases. Xylanases have a wide 

application in different sectors of the economy. The purpose of this study was to review the published literature on 

the main methodologies used to study these enzymes, as well as gather some kinetic parameters. The reviewed 

methodologies are centered mainly in the purification process, since that is an essential step for the optimization of 

its enzymatic activity and therefore industrial application. The highlights are the techniques that use the saline 

precipitation and refined methodologies as chromatography and its variations, as well as factorial design studies 

and enzyme immobilization. These methodologies aim respectively, among other things, optimal conditions for 

enzyme production and recycling.  
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INTRODUÇÃO 
As endo β 1,4 xilanases (EC 3.2.1.8) são enzimas 

extracelulares, produzidas principalmente por 

bactérias e fungos, que fazem a hidrólise das 

ligações β 1,4 na xilana principalmente. A xilana é 

composta por resíduos de β-xilopiranose, unidos 

por ligações β 1,4, com graus variáveis de 

substituições em suas cadeias laterais. Os produtos 

da hidrólise das xilanases são constituídos de 

monômeros D-xilose e xilo-oligossacarídeos de 

diferentes tamanhos.  (Heck, 2006; Jänis, 2007).  

As xilanases apresentam amplo emprego 

industrial. Pesquisas recentes exploram sua 

aplicabilidade no setor alimentício e 

processamento do papel (Haros et al., 2002; Jiang 

et al., 2008; Bae et al., 2008). Sendo assim, é de 

grande importância estudos que objetivam obter 

maiores rendimentos na produção das xilanases. 

Obter altos rendimentos na produção da enzima é 

desejável no âmbito industrial. Otimizações no 

rendimento podem ser conseguidas através de 

planejamentos fatoriais de certas variáveis 

importantes para a produção. Fontes de nitrogênio, 

carbono, tempo e temperatura de cultivo, dentre 

outros, são variáveis importantes para serem 

estudados (Li et al., 2007). Além disso, 

otimizações no rendimento também podem ser 

obtidos por processos apurados de purificação 

(Zuniga et al., 2003). A atividade enzimática 

sempre deve ser verificada, após um processo de 

purificação, para visualização de uma possível 

aplicação industrial (Decelle et al., 2004; Sapre et 

al., 2005; Kolenová et al., 2005). 

O objetivo deste trabalho foi expor metodologias 

usadas para se trabalhar com xilanases e reunir 

alguns parâmetros cinéticos. Tais informações 

podem ser necessárias para otimizações do 

rendimento e ampliação da sua aplicabilidade 

industrial. 

MATERIAL E MÉTODOS 
Metodologias utilizadas para se trabalhar com 

xilanases 

A Tabela 1 mostra dados acerca dos 

microrganismos produtores de xilanases, 

especificando os substratos utilizados, condições 

de pH, temperatura e principais técnicas de 

purificação dos trabalhos revisados. 
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Tabela 1. Microrganismos produtores de xilanases (*) 

Microrganismos 

Produtores 
Substratos Utilizados 

Condições de 

Cultivo (pH e 

temperatura) 

Técnicas de 

Purificação 
Autor(es) 

Caldibacillus 

cellulovorans 

Xilana pH  6,0; 70 e 90°C Cromatografia de 

troca aniônica 

Sunna et al., 

2000 

Acrophialophora 

nainiana 

Xilana pH 7,0; 55°C Cromatografia de 

troca iônica e 

filtração a gel 

Salles et al., 

2000 

Streptomyces SP. Xilana; 4-nitrofenol beta-

D-xilopiranosídeo; 4-

nitrofenol celobiosídico; 4-

nitrofenol 

arabinofuranosídico 

pH 6,0; 60°C Cromatografia de 

troca iônica e 

filtração a gel 

Georis et al., 

2000 

Euphausia superba Xilana; 4-nitrofenol beta-

D-xilopiranosídeo 

pH 5,7-6,0;37-

40°C 

Cromatrografia de 

troca iônica 

Turkiewicz et 

al., 2000 

Lentinus edodes Xilana pH 4,0 e 5,0; 

50,60,90 °C 

Cromatografia de 

troca iônica e 

filtração a gel 

Ramos et al., 

2000 

Bacillus sp. Xilana pH 6,0-7,0; 70°C Precipitação com 

sulfato de amônio e 

cromatografia de 

troca iônica 

Takahashi et 

al., 2000 

Melanocarpus 

albomyces 

Xilana; 4-nitrofenol beta-

D-xilopiranosídeo 

Variável conforme 

isozima 

Cromatografia de 

troca iônica e 

filtração a gel 

Saraswat & 

Bisaria, 2000 

Streptomyces 

olivaceoviridis 

1,4-beta-D-xilana pH 6,0; 60°C Cromatografia de 

troca iônica e 

filtração a gel 

Kaneko et al., 

2000 

Bacillus sp. Arabinoxilano; 1,4-beta-D-

xilana 

pH 6,0-7,0; 75°C Precipitação com 

sulfato de amônio, 

cromatografia de 

troca aniônica e 

filtração a gel 

Bataillon et 

al., 2000 

Staphylococcus sp. 1,4-beta-D-xilana pH 7,5 e 9,2; nd 

(*) 

Precipitação com 

sulfato de amônio, 

cromatografia de 

troca aniônica e 

filtração a gel 

Gupta et al., 

2000 

Thermoascus 

aurantiacus 

Xilotrioses, xilotetroses, 

xilopentoses, xilohexoses, 

arabinoxilana, 

glucuronoxilana 

pH 5,0; 50°C Filtração a gel Kalogeris et 

al.,2001 

Thermomonospora sp. Xilana Nd; 80°C Precipitação com 

sulfato de amônio, 

cromatografia de 

troca iônica e 

filtração a gel 

George et al., 

2000 

Phelbia radiata Xilana nd Cromatografia de 

troca iônica 

Rogalski et al., 

2001 

Fusarium proliferatum Xilana pH 5,0-5,5; 55°C Precipitação com 

sulfato de amônio e 

Saha , 2002 



                  Santos, L. F. dos e Ishii, P. L.                                                                      9 

 

 

J. Biotec. Biodivers. v. 2, N.2: pp. 7-15, May. 2011 

 

cromatografia 

Pseudoalteromonas 

haloplanktis 

Xilana e 

xilooligossacarídeos 

pH 5,3-8,0 (25°C); 

25°C 

Ultrafiltração e 

cromatografia de 

troca iônica 

Collins, 2002 

Thermomyces 

lanuginosus 

Xilana e 4-O-metil-

glucuronoxilana 

pH 7,0; 60°C Cromatografia de 

troca aniônica e 

filtração a gel 

Bakalova et 

al., 2002 

Acrophialophora 

nainiana 

Xilana pH 6,5; 55-65°C Ultrafiltração, 

cromatografia de 

troca iônica e 

filtração a gel 

Cardoso & 

Ferreira, 2003 

Cellulomonas flavigena Xilana pH 6,5; 50-55°C Filtração a gel Martinez-

Trujillo et al., 

2003 

Sporotrichum 

thermophile 

Derivados da xilobiose, 

xilotriose e 

glucuronoxilana 

pH 5,0; 70°C Cromatografia de 

troca iônica e 

filtração a gel 

Katapodis et 

al., 2003 

Thermomyces 

lanuginosus 

Xilana pH 6,0; 75°C Filtração a gel Damoso et al., 

2003 

Streptomyces sp. K37 Xilana e arabinogalactana pH 6,0; 60°C Cromatografia de 

troca catiônica e 

filtração a gel 

Mansour et al., 

2003. 

Phanerochaete 

chrysosporium 

Xilana, p-nitrofenol beta-

D-xilopiranosídico e p-

nitrofenol beta-D-

celobiosídico  

pH 4,5; 60(iso*. B) 

e 70°C (iso.A,C) 

Precipitação por 

sulfato de amônio, 

diálise, 

cromatografia de 

afinidade e 

cromatografia de 

troca iônica 

Decelle et al., 

2004 

Bacillus 

thermantarcticus 

Xilana pH 5,6; 80°C Filtração a gel Lama et al., 

2004 

Thermotoga maritima Xilana e 

xilooligossacarídeos 

pH 6,1; 50°C Enzima 

recombinante, 

Cromatografia por 

afinidade 

Jiang et al., 

2004 

Pseudobutyrivibrio 

xylanivorans 

Xilana pH 5,6; 38°C Precipitação por 

sulfato de amônio e 

cromatografia por 

interação 

hidrofóbica 

Cepeljnik et 

al., 2004 

Bacillus sp. Xilana pH 6,5;8,5;10,5; 

50°C 

Precipitação por 

sulfato de amônio, 

diálise, 

cromatografia de 

troca iônica e 

filtração a gel 

Sapre et al., 

2005 

Aspergillus versicolor Xilana pH 6,0-7,0; 55°C Diálise, 

cromatografia de 

troca iônica, 

osmose reversa 

Carmona et al., 

2005 

Aspergillus caespitosus Xilana e polpa kraft pH 5,5-6,5 (iso.II); 

6,5-7,0 (iso.I); 50-

Filtração a gel Sandrim et al., 

2005 
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A Tabela 2 aborda referências revisadas acerca das 

constantes michaelanas (Km) e substratos 

utilizados. Tal compilação promove uma visão 

global das últimas pesquisas e resultados acerca de 

potenciais microrganismos produtores e substratos 

indutores. 

 

Tabela 2. Valores das constantes de Michaelis Menten (Km) 

Km (mg.ml
-1

) Comentário Substrato Microrganismo* Autor(es) 

40,9 Km aparente; 50°C Xilana solúvel Acrophialophora 

nainiana 

Salles et al., 

2000 

16,1 Km aparente; 50°C Xilana insolúvel Acrophialophora 

nainiana 

Salles et al., 

2000 

 0,97 56°C;  pH 6,0 Xilana Aspergillus nidulans Fernández-

Espinar et al., 

1994 

0,7 60°C; pH 6,0 Xilana Bacillus sp. Bataillon et al., 

2000 

1,0 Enzima 

recombinante,  

Xilana (birchwood) Caldibacillus 

cellulovorans 

Sunna et al., 

2000. 

1,72; 1,68; 1,25 Xilanase A, B e C 

respectivamente 

Carboximetilcelulose e 

Xilana 

Cellulomonas fimi Khanna e Gauri, 

1993 

1,27 50-55°C;  Xilana (Birchwood) Cellulomonas 

flavigena 

Martinez-

Trujillo et al., 

2003 

0,65 60°C; pH 5,8 Xilana (larchwood) Clostridium 

thermolacticum 

Debeire et 

al.,1990 

4,1; 7,7 Endo-1,4-beta-

xilanase A e B 

respectivamente 

Xilana  de aveia Euphausia superba Turkiewicz et 

al., 2000. 

1,63 55°C Xilana Geobacillus 

stearothermophilus 

Khasin et 

al.,1990 

2,14; 2,07; 0,4 Ia, Ib, Ic 

respectivamente 

Xilana (Larchwood) Melanocarpus 

albomyces 

Saraswat & 

Bisaria, 2000 

5,56; 4,97; 6,90; 2,31 IIa, IIb, IIc, IId 

respectivamente  

Xilana (Birchwood a,c; 

Beechwood b,d)  

Melanocarpus 

albomyces 

Saraswat & 

Bisaria, 2000 

4,86; 2,7 XA-1 e XA-2 

respectivamente 

Xilana (Larchwood) Phelbia radiata Rogalski et al., 

2001 

0,5 – 5,0 Km aparente; família 

8 das xilanases, 

Xilana Pseudoalteromonas 

haloplanktis 

Collins et al., 

2002 

55 °C  

Penicillium citrinum Xilana pH 5,0; 55°C Cromatografia de 

troca iônica e 

filtração a gel 

Tanaka et al., 

2005 

Aspergillus niger Xilana pH 5,0; 55°C Cromatografia de 

troca iônica e 

filtração a gel 

Krisana et al., 

2005 

Schizophyllum commune Glucuronaxilana e ácido 

aldotetraurônico 

pH 5,5; 50°C Cromatografia de 

troca iônica e 

filtração a gel 

Kolenová  et 

al., 2005 

Aspergillus niger Xilana nd; 50°C Enzima 

recombinante, 

filtração a gel 

Levasseur et 

al., 2005 

(*) Dados apresentados em ordem cronológica a partir de 2000; nd (não determinado);  iso (isozima)  
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enzimas 

recombinantes. 

4,0;7,0 Referente 

Birchwood e cereais 

respectivamente 

Xilana Staphylococcus sp. Gupta et al., 

2000 

2,22; 1,05; 0,97 Xyl 1, Xyl 2 e Xyl 3 

respecitvamente 

Xilana (Birchwood) Streptomyces sp. Georis et al., 

2001 

4,0 55°C;  pH 5,5 Xilana Termitomyces 

clypeatus 

Ghosh et al., 

1990 

0,11; 0,079 Xilana (birchwood) 

e xilana de cereais 

respectivamente; Km 

aparente; enzima 

recombinante 

Xilana Thermotoga maritima Jiang et al., 

2004 

10,14 - Xilana (cereais) Trichoderma 

longibrachiatum 

Chen et al., 

1997 
(*) Dados apresentados em ordem alfabética 

 

Purificação e aplicação biotecnológica das 

xilanases  

As xilanases são produzidas principalmente por 

bactérias e fungos e hidrolisam, em grande parte 

dos trabalhos revisados, a xilana. A purificação é 

uma etapa importante que precede a aplicação 

biotecnológica das xilanases, técnicas de 

purificação são utilizadas na maioria dos trabalhos 

(Tabela 1) e é essencial para obtenção de enzimas 

puras, específicas e sem perda de atividade 

enzimática (Zuniga et al., 2003). A purificação 

enzimática pode ser baseada na alteração da 

solubilidade. Tal mecanismo baseia-se 

principalmente na precipitação por sais. Sapre et 

al. (2005) realizaram a purificação e caracterização 

da xilanase termoalcalofílica proveniente de 

bactérias do gênero bacillus; esta xilanase foi 

purificada através da adição do sulfato de amônio. 

Mesmo procedimento foi utilizado por Decelle et 

al. (2004), com a purificação de endo-1,4-β-

xilanases da Phanerochaete chrysosporium. 

A purificação também pode ser baseada na carga 

inerente da enzima. A cromatografia de troca-

iônica permite a migração diferencial das enzimas 

numa mistura. Kolenová et al. (2005) utilizaram a 

cromatografia de troca-iônica para a purificação de 

endo-1,4-β-xilanases de Schizophyllum commune. 

Outra técnica cromatográfica muito utilizada para 

a purificação das xilanases é a cromatografia em 

gel ou filtração a gel; esta análise cromatográfica 

baseia-se no tamanho molecular da enzima. 

Geralmente é usada após a realização de uma 

separação baseada na carga da enzima (Kolenová 

et al., 2005; Sapre et al., 2005). 

O conhecimento dos parâmetros cinéticos é de 

extrema importância para a modelagem de um 

processo bioquímico. Através do estudo desses 

parâmetros pode-se inferir, por exemplo, a 

velocidade de utilização de substratos e de 

crescimento da biomassa. A caracterização da 

endo – 1,4 – β – Xilanase do Penicillium citrinum. 

e a atividade enzimática ótima a pH 5,0; 55°C, 

usando xilana como substrato, foram verificadas 

tendo-se conhecimentos prévios dos parâmetros 

cinéticos da enzima (Tanaka et al., 2005). Dados 

referentes à atividade enzimática ótima são 

levados em consideração na sua aplicação em um 

processo industrial.  

A aplicação biotecnológica das xilanases tem 

aumentado nas últimas décadas. Grande destaque 

tem sido dado para as xilanases termoestáveis. A 

termoestabilidade é essencial para certas 

aplicações industriais que se desenvolvem em 

temperaturas elevadas (Wu et al., 2008). 

Recentemente, xilanases termoestáveis têm sido 

usadas na indústria de panificação. Jiang et al. 

(2008), estudou o efeito da xilanase termoestável, 

da Thermotoga marítima na melhora da qualidade 

no congelamento parcial de pães assados. A 

xilanase aumentou a maciez e o volume do pão, 

melhorou a firmeza da migalha e diminuiu a 

recristalização da amilopectina do pão assado 

parcialmente congelado (Jiang et al., 2008). Sendo 

assim, as xilanases termoestáveis se colocam como 

boa estratégia para a aditivação de produtos 

panificados nas etapas de produção e 

armazenamento (Haros et al., 2002; Jiang et al., 

2008;). Xilanases termoestáveis podem ser 

utilizadas também na produção de papel. A 
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verificação da aplicação industrial da xilanase 

termoestável, obtida da Thermotoga marítima, no 

pré-branqueamento da polpa Kraft (Jiang et al., 

2004), onde este procedimento é essencial para a 

obtenção de um papel de boa qualidade (Bae et al., 

2008).  

 

RESUMO 
As endo β 1,4 xilanases são enzimas extracelulares que 

fazem a hidrólise de substratos que possuem ligações 

do tipo β 1,4. A xilana é o principal representante 

dentre os substratos susceptíveis ao ataque hidrolítico 

das xilanases. Encontra vasta aplicação em diferentes 

setores da economia. O objetivo do presente trabalho 

foi revisar a literatura publicada sobre as principais 

metodologias utilizadas para se trabalhar com estas 

enzimas, bem como reunir alguns parâmetros cinéticos. 

As metodologias revisadas estão centralizadas 

principalmente no processo de purificação, haja vista 

que é uma etapa essencial para otimização da sua 

atividade enzimática e conseguinte aplicação industrial. 

Destacam-se as técnicas que utilizam a precipitação por 

sais e metodologias refinadas como a cromatografia e 

suas variações. Tem ganhado destaque, em pesquisas 

acadêmicas, os estudos de planejamentos fatoriais e 

imobilização enzimática. Tais metodologias buscam 

respectivamente, dentre outras coisas, condições 

otimizadas de produção e reciclagem enzimática.  

Palavras-chave: Atividade enzimática, técnicas de 

purificação, imobilização de enzimas, xilanas, 

termoestabilidade 
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