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THERMOSTABLE ENZYMES: SOURCES, PRODUCTION AND INDUSTRIAL APPLICATIONS - REVIEW: Living organisms
encountered in hostile environments that are characterized by extreme temperatures rely on novel molecular mechanisms to enhance

the thermal stability of their proteins, nucleic acids, lipids and cell membranes. Proteins isolated from thermophilic organisms usually
exhibit higher intrinsic thermal stabilities than their counterparts isolated from mesophilic organisms. Although the molecular basis of
protein thermostability is only partially understood, structural studies have suggested that the factors that may contribute to enhance
protein thermostability mainly include hydrophobic packing, enhanced secondary structure propensity, helix dipole stabilization, absence
of residues sensitive to oxidation or deamination, and increased electrostatic interactions. Thermostable enzymes such as amylases,

xylanases and pectinases isolated from thermophilic organisms are potentially of interest in the optimization of industrial processes due

to their enhanced stability. In the present review, an attempt is made to delineate the structural factors that increase enzyme thermostability
and to document the research results in the production of these enzymes.
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INTRODUCAO

Em contraste com outros grupos de organismos vivos, os mi-
crorganismos apresentam grande capacidade adaptativa colonizan-
do ambientes nos quais outras formas de vida ndo seriam vidveis,
como os ambientes geotérmicos. A adaptagdo de um determinado
microrganismo a termofilia envolve adaptacdo da membrana
citoplasmadtica, das proteinas e do DNA as temperaturas acima da
faixa mesofilica. Essa adaptacio a termofilia tem despertado gran-
de interesse sob pontos de vista bioldgicos e evolutivos. Porém, foi
na biotecnologia que esse interesse foi mais significativo, conside-
rando que os mecanismos de termorresisténcia das biomoléculas
desses microrganismos podem constituir modelos interessantes para
a bioengenharia ou ainda, considerando o uso direto das mesmas
em bioprocessos. As enzimas termoestaveis ja t€ém sido usadas como
ferramenta para a Biologia Molecular (Taq polimerase), como aditivo
de detergentes e sabdes (proteases e celulases), no processamento
industrial do amido (o-amilase, glucose isomerase) e na inddstria
de polpa e papel (xilanase) e surgem como alternativas de interesse
em outros bioprocessos, como o de sintese organica (lipases,
proteases, oxidorredutases), no setor de diagnéstico, no tratamento
de residuos e na produgio de ragdo animal'.

As proteinas de microrganismos termofilos apresentam seqiién-
cias de aminodcidos, estrutura tridimensional € mecanismos cataliticos
idénticos aos de suas similares mesofilicas. A maior termoestabilidade
intrinseca observada nessas moléculas tem sido foco de intimeras
teorias e pesquisas, porém, ainda nido é completamente entendida.
Algumas diferencas na composi¢do de aminodcidos, nos mecanismos
de manuten¢do do enovelamento e da estabilizacdo da estrutura fo-
ram constatadas entre enzimas de meséfilos e terméfilos®, porém, os
fatores de pressdo seletiva (pressdo, pH, temperatura) e as variacoes
filogenéticas devem ser considerados.

Na presente revisdo, sdo abordados os mecanismos de adapta-
¢do dos microrganismos ao crescimento em altas temperaturas e
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aqueles responsdveis pela manutencao da estrutura das proteinas
nessas condi¢des. Sao destacadas, também, a produgdo e a impor-
tancia da termoestabilidade de algumas enzimas microbianas, como
as amilases, xilanases e pectinases, nos processos industriais.

MICRORGANISMOS TERMOFILOS

Uma das mais surpreendentes propriedades dos microrganismos €
sua habilidade em adaptar-se a ambientes extremos, nos quais fatores
como pH, temperatura, pressdo e concentragao de sal ultrapassam os
valores considerados como padrdes para a maioria dos seres vivos®.
Dentre todos esses fatores, a temperatura € o que mais influencia a
funcdo das biomoléculas e a manutengio das estruturas biolégicas. De
fato, a maioria dos organismos atualmente conhecida pode crescer so-
mente dentro de uma faixa estreita de temperatura. Entretanto, a exis-
téncia de ambientes geotermicamente estdveis tem permitido a selecdo
ou a persisténcia de microrganismos que ndo apenas resistem, mas
também requerem altas temperaturas para sobreviver. Estes organis-
mos sdo chamados de termofilos (ou termofilicos) e sao classificados
em?: termdfilos (ou termofilicos) moderados que incluem organismos
com faixa de crescimento entre um minimo de 20 °C e um maximo de
55 °C, sendo as temperaturas otimas entre 40 e 50 °C. Nesse grupo
estdo incluidos os procariotos dos Dominios Bacteria e Archaea e os
eucariotos (Dominio Eukarya - fungos filamentosos); termdfilos extre-
mos que incluem microrganismos capazes de crescer otimamente em
temperaturas entre 65 a 85 °C. Esse grupo € representado pelos
procariotos dos Dominios Bacteria e Archaea; hipertermoéfilos, entre os
quais estdo as Archaea com temperaturas otimas de crescimento de 85
até 110 °C. Na Figura 1 € apresentada a arvore filogenética, destacan-
do os dominios evolutivos e os filos que os compdem.

Evidéncias sugerem que organismos hiperterméfilos foram as
primeiras formas de vida na Terra® e suas proteinas podem, portan-
to, servir como modelo para o entendimento da evolugdo das enzimas
sob os pontos de vista bioldgico, quimico e fisico-quimico’.

Embora ndo se conhega a temperatura maxima na qual a vida é
possivel, acredita-se que esta ndo atinja valores muito acima de 110
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Figura 1. Arvore filogenética dos dominios Archaea, Bactéria e Eukarya e
os respectivos filos

°C, temperatura em que os aminodcidos e outros metabdlitos e
mondmeros celulares sao instaveis, embora o ATP entre em hidrélise
esponténea somente a 140 °C?°.

Existem mais de 70 espécies inseridas em 29 géneros e 10 or-
dens de hiperterméfilos conhecidos, sendo a maioria do Dominio
Archaea. Entre os organismos hiperterméfilos descritos, o Pirococcus
fumari € o que consegue crescer em temperaturas mais elevadas, en-
tre 90 e 113 °C'". No Dominio Bactéria, foram descritas algumas
espécies hipertermofilas como Aquiflex pyrophilus, Fervidobacterium
pennavorans, Thermotoga maritima, Thermocrinis rubber, Aquiflex
profundus e Thermotoga neapolitana'*.

Poucas espécies de Eucariotos conseguem crescer entre 45 e 55
°C, sendo classificadas como termofilicas moderadas. Dentre as
50.000 espécies de fungos descritas, somente cerca de 30 crescem
em temperaturas entre 40 e 45 °C, embora existam algumas espéci-
es com capacidade de crescer entre 60 e 62 °C. Essa menor toleran-
cia ao calor deve-se mais aos seus complexos sistemas de membra-
na, que a termoestabilidade das enzimas ou de outros compostos
quimicos celulares. O primeiro fungo terméfilo isolado foi Mucor
pusillus, hd um século atrds. Em seguida, Hugo Miehe estudou a
microflora de pilha de compostagem de residuos agricolas, isolan-
do outras espécies de fungos termdfilos®.

Na natureza, em ambiente mesofilico, os organismos termdfilos
moderados desenvolvem-se em processo de compostagem durante a
fase de alta temperatura (acima de 40 °C), sucedendo a microflora
mesofilica'>!¢. Nesse processo, podem ser distinguidas trés fases: na
primeira, a microbiota mesofilica cresce aceleradamente, assimilando,
preferencialmente, as fontes de carbono prontamente assimildveis e
soltiveis (aglcares, aminodcidos e dcidos orginicos) ou polimeros de
acesso mais facil, gerando calor por reagdes metaboélicas exotérmicas e
elevando a temperatura para aproximadamente 40 °C. Esse aumento
de temperatura inibe o crescimento dos mesofilos e estimula a germi-
nacdo dos esporos dos fungos e endésporos das bactérias termdfilas,
iniciando a segunda fase do processo. Nessa etapa, as fontes de carbo-
no mais facilmente assimildveis ja estariam exauridas, restando os
polissacarideos constituintes da biomassa, como celulose, hemicelulose
e pectina, cuja degradacdo requer intensa liberacdo de enzimas
extracelulares. O resultado desse processo € a degradacdo do material
vegetal a polimeros menores e um aumento da temperatura para proxi-
mo de 60 °C. A terceira fase do processo caracteriza-se pela inibicdo do
crescimento dos fungos e reducdo de atividade bioquimica no material,
embora as atividades das bactérias extremdfilas e hipertermdfilas se-
jam continuadas'’. Pelo exposto, espera-se que fungos e bactérias
terméfilos moderados sejam potenciais produtores de enzimas
despolimerizantes. Entretanto, alguns fungos terméfilos como
Thermomyces lanuginosus, Talaromyces duponte € Mucor (Rhizomucor)
pusillus ndo conseguem utilizar a celulose como fonte de C. Porém, a

gradam celulose mas sdo capazes de usar a xilana como fonte de carbo-
no e crescem mais rapidamente sobre esse polimero que em meio com
agucares mais simples. Do mesmo modo, fungos pectinoliticos
termodfilos nem sempre sdo bons produtores de enzimas
hemiceluloliticas. Por outro lado, os organismos que nao despolimerizam
a matéria organica podem crescer comensalmente, utilizando agticares
liberados por outros organismos'®.

Adaptacio dos microrganismos a termofilia

A adaptaciio de um determinado microrganismo a termofilia en-
volve aspectos cruciais, como ajustamento da membrana citoplasmadtica,
das proteinas e do DNA as temperaturas acima da faixa mesofilica.

As diferencas entre as membranas de termdfilos e de mesdfilos
consistem, principalmente, na substituicdo de acidos graxos
insaturados por dcidos graxos saturados, de modo que a membrana
adquira um equilibrio entre densidade e fluidez, necessdrio para a
manuten¢do de sua integridade fisica e funcional em temperaturas
elevadas. Os dcidos graxos saturados geram ambiente mais forte-
mente hidrofébico que os insaturados, auxiliando na estabilidade
da membrana. Essa adaptagdo ocorre nos Dominios Bactéria e
Eukarya (Reino Fungi)". No Dominio Archaea, as membranas apre-
sentam lipideos formados por ligagdo éter entre o glicerol e um
hidrocarboneto (cadeias hidrofébicas longas formadas por repeti-
das unidades do composto contendo cinco C isopreno). Os lipideos
mais comuns de Archaea sao glicerol diéter e diglicerol tetraéter de
fitanil (C,) e bifitanil (C,) (Figura 2). Além disso, a estrutura ge-
ral dessas membranas corresponde a uma monocamada lipidica em
contraste com o modelo de bicamada formada por 4dcidos graxos e
glicerol das membranas biolégicas convencionais. Essa estrutura
diferenciada possibilita a estabilizacdo da membrana citoplasmética
em temperaturas em torno de 100 °C**%.

A manutencio da estrutura do DNA ¢é, sem duivida, um fator
imprescindivel para a estabilidade de organismos termdfilos, prin-
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Figura 2. Composigdo lipidica de membranas de Archaea termofilicas (A e
B) e de Bactérias (C)
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cipalmente dos hiperterméfilos. No citoplasma desses ultimos tem
sido detectada grande quantidade de 2,3-difosfoglicerato ciclico de
potdssio, cuja fungao € impedir danos quimicos na molécula de DNA,
como a despurinagio que pode ocorrer em altas temperaturas. Ain-
da, todos os hipertermoéfilos produzem uma tnica forma diferencia-
da de DNA topoisomerase chamada DNA Girase Reversa, a qual
introduz superenovelamentos positivos no DNA, em contraste com
os superenovelamentos negativos gerados pela DNA Girase con-
vencional. O superenovelamento positivo promove maior resistén-
cia do DNA a desnaturagio térmica>**. Outras proteinas também
aparecem relacionadas com a termoestabilidade do DNA, como por
ex., uma pequena proteina termoestavel chamada Sac7d, encontra-
da em Sulfolobus, que se liga ao sulco menor do DNA aumentando
sua temperatura de desnaturagdo em cerca de 40 °C. Semelhante a
Sac7d, existem também as proteinas fortemente bdsicas, com se-
qiiéncia homdloga as histonas de Eukarya, chamada “histonas de
Archaea”, que compactam o DNA em estruturas semelhantes aos
nucleossomos de eucariotos mantendo-o em dupla fita mesmo em
temperaturas elevadas®2.

Estudos comparativos entre seqiiéncias gendmicas de micror-
ganismos mesoéfilos e termdéfilos revelaram diferencas na composi-
¢do de nucleotideos. Seqiiéncias codificantes de termdfilos possu-
em altos teores de purinas, principalmente adenina (A), sugerindo
que esse nucleotideo exerce funcio adaptativa de estabilizacio da
estrutura do RNA, além de contribuir para mudangas na freqiiéncia
de certos aminodcidos na seqiiéncia protéica. Por outro lado, a pre-
feréncia por citosina (C) em relacdo a Timina (T) em certos grupos
de codons pode aumentar a estabilidade do pareamento cédon-
anticodon em temperaturas elevadas”.

Dentre os fatores que afetam a estabilidade e cinética das prote-
inas (pH, detergentes, agentes caotrépicos e calor) o calor é que mais
exige modificacdes das proteinas, dentro do contexto biolégico. Es-
sas adaptacdes tém sido foco de indmeras pesquisas®, visando a com-
preensdo dos mecanismos envolvidos. Enzimas estdveis em tempera-
turas elevadas s3o chamadas termozimas e hipertermozimas, contra
a terminologia equivalente-mesozimas- para as mais termoldbeis.

Fatores da termoestabilidade de enzimas

A termoestabilidade de uma enzima refere-se tanto a termo-
estabilidade dindmica e quanto a estabilidade cinética. A
termoestabilidade dinamica (T,) representa 50% da enzima desdo-
brada e a termoestabilidade cinética reflete a meia vida (T,) da
enzima, a uma determinada temperatura. Essa termoestablhdade
estd diretamente associada ao dobramento da proteina, o qual € es-
tabilizado por equilibrio entre for¢as de dobramento e de desdobra-
mento (energia de estabilizagdo da enzima AG_ ) que € representa-
dopor AG, , =AH , —T AS ,  onde AH = entalpia de estabiliza-
¢do (dobrado) e AS = entropia (desdobrado)®%.

A conformacdo funcional para termozima e mesozima ¢ a mes-
ma, conforme mostrado pela curva Anhenius linear, sugerindo que as
mesmas permanecem inalteradas apesar da diferenca de temperatura
de atuacdo de ambas. Entretanto, deve ser destacado que algumas
enzimas de hipertermdfilos apresentam curva de Anhenius atipica,
com bifase, indicando mudanga conformacional significativa®.

A proteina nativa € mantida por um delicado balango de forgas
ndo covalentes, como pontes de hidrogénio, pareamento de fons,
interagdes hidrofdbicas e forca de van der Waals. Com o aumento
da temperatura, essas interagcdes sdo rompidas e a proteina se des-
dobra’'. O grau de desdobramento de uma proteina pode ser obser-
vado por colorimetria, fluorescéncia, espectroscopia de discroismo
circular, viscosidade e migragdo. Algumas proteinas recuperam sua
conformagdo ativa apds o resfriamento, porém, para a maioria, a
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desnaturagio € irreversivel®. As proteinas desenroladas formam
estruturas dispersas que podem se agregar. Essa agregacdo ocorre
quando residuos hidrofébicos, que normalmente ficam no interior
da molécula nativa e sdo expostos ao solvente, em conseqiiéncia do
desenrolamento, interagem com outros residuos hidrofébicos de
outras cadeias desenroladas. Esses agregados precipitam, caracte-
rizando a enzima desnaturada®.

Outro fator de desnaturagdo da proteina € a desamidagdo da
Asparagina (Asn) e da Glutamina (Gln). Proteinas desenroladas
tornam-se muito mais susceptiveis a desamidacdo que as nativas,
pois os residuos mais susceptiveis sdo expostos. No mecanismo
dcido-base geral, o 4cido geral (HA) protona o grupo (-NH) da Asn.
A base geral (A ou OH") ataca o C do grupo carbonila do grupo
amida ou ativa um outro grupo nucleofilico. O estado de transicio
é, supostamente, um intermedidrio oxi-anion tetraédrico (Figura 3).
A ordem com que o écido ou a base ataca depende do pH3*%.
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Figura 3. Mecanismos de degradagdo de proteina. Reag¢do de desamidagdo
por mecanismo geral dcido base (A) e quebra de ligagdo peptidica (B).
Adaptado da ref. 11

A desnaturacdo das proteinas também € atribuida a hidrélise de
ligacoes peptidicas, a qual ocorre mais freqiientemente no C-terminal
lateral do 4cido Aspértico (Asp), em ligagdes entre Asp’—Prolina (Pro)
a qual tem se mostrado ser a mais labil das ligagdes peptidicas. Essa
maior labilidade deve-se ao fato do nitrogénio(N) da Pro ser mais basi-
co que o de outros residuos € o Asp tem uma propensao aumentada
para a P-isomeriza¢do quando ligados ao N da (Pro). Também pode
ocorrer clivagem entre as ligacoes Asn’—Xaa (aminodcidos X) por um
mecanismo semelhante no B-aspartil. Nessa reagdo, o grupo amino do
Asp atua como nucledfilo, atacando seu préprio C da carboxila da ca-
deia principal (Figura 3). A temperatura que favorece o desenrolamen-
to também aumenta a propensdo a quebra das ligagdes peptidicas™®.

A B-eliminagdo de pontes dissulfeto também & fator de
desnaturagdo de proteinas, sendo mais susceptiveis aquelas com
alto teor de aminoacidos sulfurados. A reagdo de B-eliminagdo con-
siste na destrui¢do das pontes S—S em condig¢des alcalinas, produ-
zindo diidroalanina e tiocisteina (Figura 4). A primeira reage como
grupo nucleofilico, principalmente grupo amino da Alanina (Ala), e
forma lisinoalanina. A a¢do da segunda ndo ¢ ainda bem entendida.
A B-eliminagdo produz tidis livres que podem catalisar permutas
de pontes de S-S e desnaturar a proteina'l.

A oxidagdo da Cistefna (Cys), geralmente catalisada por cations,
principalmente Cu*?, leva a formagdo de pontes S-S intra e
intermolecular. A Cys também pode desencadear trocas de S-S levan-
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c-0 NH (‘3:0 ’\“H essa enzima de psicrofilico € exposta a 37 °C, 0 movimento térmi-

GCSH + HS*C*(li 4‘? (‘J*C*S*S*C*(II co torna-se tdo acelerado que pode levar a perda de sua estrutura

NH c=0 20 NH c=0 nativa (desdobramento) (Figura 6). Ao contrdrio, quando a

Residuo Residuo o mesozima € resfriada a 10 °C, sua flutuacdo térmica € reduzida,

& eina o teina Cistina diminuindo a mobilidade conformacional do sitio catalitico e, con-
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Figura 4. Reagdo de oxidagdo e redugdo da cistina na formagdo e quebra de
pontes dissulfeto na molécula de proteina

do a variag@o estrutural, como por ex., pontes S-S interunidades®’.

A exposi¢ao de alguns residuos mais susceptiveis a modifica-
¢des quimicas, decorrente do desenrolamento da molécula de pro-
tefna, também pode acelerar outras reacdes envolvendo outros resi-
duos de aminodcidos, como oxidacdo da Metionina (Met) ao seu
sulféxido, racemizacdo de residuos Asp, mudanca da Serina (Ser)
para sua forma D, reacdo da Lisina (Lys) com agucar redutor (rea-
¢do de Maillard), autdlise de proteases decorrentes de alteracdes
das dobras da estrutura secunddria®. Os efeitos da temperatura na
mudanca da estrutura das proteinas estdo resumidos na Figura 5.
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Figura 5. Efeitos da alta temperatura sobre a estrutura da proteina

Caracteristicas estruturais relacionadas a termoestabilidade
de proteinas

Proteinas de microrganismos termdéfilos geralmente apresentam
maior termoestabilidade intrinseca que sua equivalente mesofilica,
embora mantenham a estrutura bdsica particular da familia a que
pertencem. Embora o mecanismo molecular da termoestabilizagido
tenha sido foco de inimeras teorias e pesquisas, ainda ndo é com-
pletamente entendido. Entretanto, algumas diferencas na seqiién-
cia, estrutura, fun¢do, propriedades dindmicas e termodinamicas
foram constatadas entre enzimas de psicréfilos, mesoéfilos e
termofilos’. Deve ser destacado, porém, que as diferencas observa-
das nas seqiiéncias das proteinas nem sempre podem ser relaciona-
das com termoestabilidade, considerando-se que uma combinagio
de fatores de pressdo seletiva atuaram sobre as proteinas por mi-
Ihdes de anos (pressdo, pH, temperatura), além das mutacdes que
se acumularam. Dessa forma, para elucidar o mecanismo adaptativo
¢ importante distinguir o comportamento da enzima que € ditado
pela biologia, daquele que € ditado pela fisico-quimica (termo-
estabilidade e propriedades cataliticas).

Durante o curso da evolugdo, as enzimas foram ajustando suas
interacdes estabilizadoras, de modo a otimizarem o balango entre
rigidez (para a estabilidade) e flexibilidade (para atividade)’. Para
que uma proteina de psicrofilico tenha eficiéncia catalitica, a 10
°C, compardvel a dos mesoéfilos, a 37 °C, deve exibir, naquela tem-
peratura, um movimento térmico similar ao da mesofilica. Quando

seqiientemente, ocorre uma reducéo da sua eficiéncia de catdlise®.
A elevada rigidez intrinseca da proteina termofilica, decorrente da
estabilidade do enovelamento, requer alta temperatura de ativida-
de (maior que 40 °C) para promover o movimento térmico e o
aumento da flexibilidade essencial para a atividade catalitica, ou
seja, a adaptagdo da proteina as temperaturas extremas parece ser
resultado de um equilibrio entre o aumento da rigidez responsavel
pela estabilidade térmica e a flexibilidade requerida para exercer
sua fung@o fisiolégica®. Indmeros trabalhos tém evidenciado que a
termotolerancia das proteinas deve-se, principalmente, a esse au-
mento da rigidez da molécula®*'*?, embora enzimas excepcional-
mente flexiveis tenham sido isoladas de Archaea hipertermofilicas®.
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Figura 6. Mecanismos de estabilizagdo da estrutura da proteina

Duas estratégias evolutivas parecem definir a termoestabilidade:
fatores intrinsecos ou diretamente associados a estrutura da molécu-
la, levando a rigidez e ao dobramento e, fatores extrinsecos, que aju-
dam a estabilizar as protefnas em um determinado meio, como al-
guns solutos, ligantes, chaperonas moleculares e o proprio substrato®.

Os fatores intrinsecos que contribuem para a rigidez das protei-
nas estio relacionados com as estruturas primdrias e secunddrias
das mesmas.

O chamado “efeito hidrofébico” € o principal mecanismo de
termoestabilidade intrinseca da proteina e direciona o enovelamento,
que resulta na estrutura nativa da molécula e diminui sua tendéncia
ao desdobramento. Essa conclusdo, segundo Scandurra er al.*, foi
baseada nas seguintes observagdes: solventes polares desnaturam
proteinas termoestaveis; residuos hidrofébicos sdo “seqiiestrados”
para o interior da molécula, evitando o contato com a dgua e, resi-
duos hidrofébicos das proteinas termoestdveis sdo mais conserva-
dos que os hidrofilicos.

Embora as proteinas de mesoéfilos tenham uma estabilidade
basica dada pelo “core” hidrofébico, que € a regido mais conserva-
da da molécula, a diferenca entre estas e as termozimas € a
hidrofobicidade; nessas tltimas, aparece também nas regides me-
nos conservadas, formando nicleos altamente hidrofébicos®. O efei-
to hidrofébico faz com que as substancias apolares minimizem seus
contatos com a dgua. A agregacdo das cadeias apolares dos
aminodcidos no interior de uma proteina favorece o aumento da
entropia de dobramento da molécula, pois evita a formagdo de “gai-
olas” ordenadas de moléculas de dgua em torno dos grupos
hidrofébicos. Quanto maior a hidropatia (tendéncias hidrofébicas e
hidrofilicas combinadas de cada aminoacido) maior a tendéncia do
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aminodcido ocupar o interior da proteina. Os aminodcidos mais
hidrofébicos sdo Isoleucina (Ile), Valina (Val), Leucina (Leu),
Fenilalanina (Phe), Cys e Met. A Arginina (Arg) € o aminodcido
mais hidrofilico. A maioria das termozimas descrita apresenta altos
teores de aminoécidos hidrofébicos e com residuos arométicos®.
Foi comprovado que existem diferencas entre proteinas de mesofilos,
terméfilos moderados e hipertermoéfilos quanto ao nimero de cavi-
dades interiores das moléculas (Cav N), volume total (Cav V) e
area de superficie total (Cav A), com valores significativamente
menores nesses dltimos, embora as diferencas ndo tenham sido sig-
nificativas entre proteinas dos dois primeiros grupos®.

Além do efeito hidrofébico, o enovelamento da proteina pode
tornar-se mais estdvel a elevadas temperaturas por modificacdes na
composi¢cdo de aminodcidos da seqiiéncia primdria da molécula e
outros fatores, os quais estabilizam a estrutura secunddria (o-héli-
ce). Com relacdo a composi¢do de aminodcidos da seqiiéncia pri-
madria, destacam-se: i) substitui¢cdo da Glicina (Gly): a Gly, na mo-
lécula de proteina, é o residuo que tem a maior entropia confor-
macional. No processo de dobramento, requer mais energia para
restringir sua conformacgao. Por outro lado, a Ala € o residuo melhor
formador de hélice. Portanto, maior propor¢do de Ala e menor pro-
por¢do de Gly permitem maior estabilidade da hélice®’; ii) au-
mento do teor de Pro: esse aminodcido, com seu anel pirrolidinico,
¢é capaz de adotar apenas poucas configuragdes e diminui a entropia
de desenrolamento, estabilizando a proteina. Portanto, altos teores
de Pro aumentam a termoestabilidade®*; iii) redugdo de residuos
-ramificados: residuos de Val, Ile e Tirosina (Tyr) ndo sdo muito
tolerantes & hélice em fun¢do das ramificagdes do C f. Destaque-
se, no entanto, que a Ile e Val sdo aminodcidos com altas hidropatias
e aparecem com alta freqiiéncia nos nicleos hidrofébicos das
termozimas''; iv) redu¢do de residuos polares ndo carregados e au-
mento dos residuos carregados: residuos carregados estabelecem
pontes de sais na superficie da molécula aumentando a termo-
estabilidade®. Entretanto, proteinas moderadamente termoestdveis
tendem a apresentar maior quantidade de residuos polares expostos
na superficie que as proteinas hiper-termoestaveis*; v) substitui-
¢do da Lys por Arg: entre os aminodcidos carregados positivamente,
a Arg ¢ mais adaptada a termofilia, visto que o grupo guanidina tem
uma reatividade quimica reduzida devido ao seu alto pKa e sua
ressondncia. O grupo guanidina promove maior drea de superficie
para interagdes entre cargas (interacdes ndo covalentes) que o gru-
po amino da Lys. Por ter cadeia lateral com menor quantidade de
grupos metileno que a Lys, a Arg tem um potencial menor para
desenvolvimento de contato desfavordvel com o solvente. A menor
relacdo Arg/Lys nas proteinas termoestdveis pode indicar que o au-
mento da Arg seria um mecanismo de adaptacdo a termofilia, em-
bora esse nio seja um padrdo para todas as termozimas®'; vi) redu-
¢do do teor de Asp: esse aminodcido € mais susceptivel a reacdo de
desamidacgdo decorrente da exposi¢do do residuo no desdobramen-
to térmico. Quando a enzima termoestdvel apresenta alto teor desse
residuo, o mesmo encontra-se em localizacdo e em conformagio
ndo susceptiveis a desamida¢@o®; vii) posicionamento da Cys em
termofilos aerdbicos: esse residuo € susceptivel a oxidagdo quando
exposto a solvente em condigdes oxidativas. Por outro lado, exerce
funcdo importante na estabilizacdo da estrutura da proteina, atra-
vés das pontes S—S. Em funcdo disso, em termdfilos aerébios, a
Cys aparece envolvida em interagdes estabilizadas especificas (pon-
tes S-S ou ligada a metal) e/ou sdo inacessiveis ao solvente™.

As estruturas secunddrias de proteinas termoestdveis sdo esta-
bilizadas pelos mesmos mecanismos das mesofilicas. Porém, os
contetidos de a-hélice e de folha B-pregueada sdo maiores e a fra-
¢cdo de regides irregulares é menos freqiliente em proteinas de
terméfilos que em proteinas de mesoéfilos. A estrutura a-hélice foi
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mais freqlientemente observada em proteinas de organismos mo-
deradamente terméfilos enquanto a folha B-pregueada foi maior
em hipertermdfilos*.

Outras caracteristicas especificas relacionadas com a termo-
estabilizacdo de protefnas tém sido amplamente discutidas. Revisdes
detalhadas podem ser encontradas em Vieille e Zeikus'' e Fagdin®.
Uma sintese € apresentada a seguir: i) pontes dissulfeto: as pontes
dissulfeto estabilizam a protefna por reduzirem a entropia do estado
desenrolado da protefna. Em fungio da susceptibilidade a oxidacdo da
Cys, a 100 °C, como mencionado anteriormente, supde-se que esta
seja a temperatura limite da termorresisténcia decorrente de estabili-
zagdo por S-S. Por outro lado, as enzimas de hiperterméfilos, que atu-
am em temperaturas acima de 100 °C, podem ter S-S em regides ina-
cessiveis ao solvente®; ii) pontes de hidrogénio: na o-hélice, as pontes
de hidrogénio da cadeia principal estdo arranjadas de forma que a liga-
¢do peptidica C=0 do enésimo residuo aponta, ao longo do eixo da
hélice, na dire¢do do grupo peptidico N-H do residuo (n + 4). Isso
resulta em pontes de hidrogénio fortes que t€m distancia NeeeO quase
ideal de 2,8A (doador H e aceptor H). O efeito das pontes de hidrogé-
nio na termoestabiliza¢do de proteinas tem sido controverso. Embora
tenha sido indicado por vérios autores como fator de termorresisténcia®
%, de acordo com dados de Szildgyi e Zdvodszky* praticamente ndo
existem diferengas no nimero de pontes de hidrogénio entre uma série
de proteinas de mesofilos e de termofilos analisadas. Por outro lado,
tem sido demonstrada uma forte correlagio entre termoestabilidade e o
nimero de ligagdes H neutro carregadas, por ex., um dtomo da cadeia
lateral de um residuo carregado e outro dtomo de cadeia principal ou
lateral de residuo neutro, visto que esse tipo de ligacdo ¢
termodinamicamente mais estdvel®”; iii) pareamento de {ons: aparecem
em pequenos nimeros na proteina, nio sio conservados e ndo direcionam
o dobramento da molécula. Esses pareamentos formam uma rede que
cruza a superficie da proteina e as interfaces das subunidades. Alguns
autores sugerem que a interacdo eletrostdtica € importante para a
termoestabilidade, visto que as diferencas entre as forcas eletrostaticas
dos pareamentos de fons tendem a aumentar com a temperatura de
crescimento do organismo produtor das proteinas, sendo significativa-
mente maiores em hiperterméfilos que em termdéfilos moderados™.
Enzimas estabilizadas por intera¢des iOnicas, como a metil-
aminopeptidase de Pirococus furiosus, apresentam reducdo da estabi-
lidade em pH dcido, quando os residuos acidicos estdo protonados
desfavorecendo a ligacao i6nica. Tais moléculas também sofrem a acdo
de altas concentracdes de sal que desestabilizam o pareamento idnico®’.
Foi descrito por Lee ef al.*® que a remocgdo de residuos carregados da
proteina ribossomal L30e de microrganismo terméfilo, por meio de
mutagdo, desestabilizou a proteina sugerindo a desorganizagio de uma
favordvel atrac@o eletrostdtica exercida por esses residuos; iv) encurta-
mento do N e C terminais e ancoramento da terminac@o livre: os “loops”
de termozimas sdo encurtados e/ou melhor ancorados que o resto da
proteina. O ancoramento do “loop” € feito por pareamento de {ons,
pontes de hidrogénio ou por interagdes hidrofébicas. A estabilizagdo
do C e N terminais envolve mecanismos semelhantes aos do “loop”*%;
v) estabilizacdo por ligacdo com metal: os metais sdo conhecidos hd
longo tempo como capazes de estabilizar proteinas. As xiloses
isomerases estdo ligadas a dois fons metélicos (Co*, Mg* ou Mn*).
Um cation estd diretamente envolvido na catdlise e outro na estrutura
principal. Os dois metais ligantes tém, portanto, diferentes
especificidades e suas exclusdes afetam a atividade enzimadtica,
especificidade pelo substrato e termoestabilidade. Vdrias o-amilases
termofilicas requerem Ca** para sua fungdo e estabilizacdo. Os sitios
cataliticos dessas enzimas estdo localizados em uma fenda entre dois
dominios (um barril o/f e um grande “loop”) e fons Ca* aparecem
coordenados por ligantes entre esses dominios®'. Algumas termozimas
possuem metais que ndo estdo presentes em sua homoéloga mesofilica,
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como fenoxidina de Sulfolobus sp que contém Zn** e serina protease
de Thermoactinomyces vulgaris, que contém Ca*, sugerindo que a
aquisi¢do do metal foi fator de adaptacdo a termoestabilidade®®. A
maior estabilidade ao calor apresentada pela enzima L-arabinose
isomerase de termoéfilo, comparada com sua equivalente mesofilica,
tem sido atribuida a interacdo com fons metais divalentes, como Mn*',
0s quais sdo responsdveis pela estabilizagdo da estrutura e
oligomerizagdo da proteina®®; vi) modificacdo pds-traducédo: a
glicosilagdo das protefnas € fator importante na termoestabilidade.
Muitas termozimas de eucariotos e procariotos sdo glicosiladas, em-
bora poucos exemplos em hipertermoéfilos tenham sido descritos. A
glicosilacdo aumenta a termoestabilidade sem afetar as dobras e a
conformagdo da proteina®®. Foi observado que a glicacdo, fendmeno
que ocorre em protefnas glicosiladas submetidas a altas temperaturas,
¢ também um fator de aumento da termorresisténcia das moléculas®.

Entre os fatores extrinsecos de termoestabilizacio, destacam-se
os solutos, proteinas ligantes, chaperonas moleculares (chaperoninas),
sais, coenzimas, ativadores, poliaminas e o préprio substrato. Esse
tipo de estabilizacdo € mais comum para enzimas intracelulares®.

Os sais inorganicos ajudam na estabilidade da enzima por exer-
cerem efeitos especifico, quando o fon do sal interage com a protei-
na na maneira conformacional, e geral, relacionado com a redugio
da atividade de dgua. Algumas termozimas de metanogénicos sao
estabilizadas por K*, NH*, SO > e HPO "%, Enzimas
citoplasmadticas estabilizadas por sais, requerem um ambiente celu-
lar com elevadas concentracdes dos mesmos. Essas enzimas apre-
sentam ainda, duas caracteristicas importantes: reducio das
hidrofobicidades da superficie e das interfaces das subunidades e
presenca de residuos com carga negativa na superficie do tetrimero!
(estrutura quaterndria).

Certos solutos como fosfato de di-inositol, fostato de di-glicerol
e monosilglicerato sdo produzidos em quantidades significativas em
termo6filos e estabilizam proteinas citoplasmadticas contra a
desnaturag@o térmica®.

Tem sido descrita, ainda, a estabilizagdo das enzimas pelo proprio
substrato e pelo aumento da pressdo. O aumento da pressdo tende a
reduzir o volume da proteina estabilizada por intera¢des hidrofdbicas®.

Outro fator de estabiliza¢@o sdo as chaperoninas. Por algum tem-
po confundidas com proteinas de choque térmico (Hsp), as
chaperoninas sdo chaperonas moleculares e t€ém como funcdo a res-
tauragdo de proteinas parcialmente desnaturadas pelo calor.

As “chaperonas moleculares” sdo um grupo de proteinas
intracelulares, cuja familia mais conhecida corresponde ao sistema
Hsp 70 (DnaK em Escherichia coli) e suas co-chaperonas Hsp40
(Dnal em E. coli) e GrpE®. Essas protefnas exercem importantes
fungdes promovem o direcionamento adequado do dobramento das
proteinas, através da ligacdo com os polipeptideos recém sintetiza-
dos, auxiliando seu enovelamento e evitando associagdes impropri-
as, as quais poderiam levar a um arranjo inadequado da proteina;
previnem a agregacdo induzida por diferentes tipos de estresses;
realizam o transporte de proteinas por membranas e para degrada-
¢do protéica; atuam na estabilizacdo de fatores de transcri¢do celu-
lar, entre outras’’!. As chaperonas permitem, ainda, que proteinas
dobradas de maneira imprépria sejam reorganizadas em sua confor-
macdo nativa’. Essas proteinas sdo ubiquas, podendo ser encontra-
das em procariotos, eucariotos, plantas e mamiferos.

As chaperoninas podem ser expressadas sob estresse decorren-
te do aumento de temperatura, permitindo uma adaptacdo para a
preservagdo de suas enzimas essenciais. Em Pyrodictium, uma
Archaea hipertermofilica, a principal chaperonina chama-se
termossomo, que atua mantendo as demais proteinas apropriada-
mente dobradas e funcionais, mesmo nas elevadas temperaturas de
crescimento do organismo (em torno de 110 °C)%.
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MICRORGANIMOS TERMOFILOS E PRODUCAO DE
ENZIMAS TERMOESTAVEIS DE IMPORTANCIA
INDUSTRIAL

As enzimas termoestdveis, de maneira geral, apresentam vanta-
gens para a aplicacdo na industria, visto que processos biotecno-
16gicos conduzidos em elevadas temperaturas t€ém o risco de conta-
minagdo por microrganismos mesdfilos, que sdo a maioria em um
ambiente industrial, significativamente reduzido”. Por outro lado,
as temperaturas mais elevadas favorecem a solubilidade de substratos
e produtos, ¢ aumentam as taxas de reagao por reducdo da viscosi-
dade e por aumento do coeficiente de difusido dos substratos. Ainda,
as enzimas extracelulares constituem importante modelo para en-
tendimento dos mecanismos de termoestabilidade e de atividade
em altas temperaturas, os quais sdo usados nos processos de enge-
nharia de proteinas®’*.

Outra caracteristica das enzimas termoestaveis ¢ sua maior re-
sisténcia a acdo de proteases, uma vez que, quanto mais rigida for
a molécula, menos expde seu sitio de protedlise”™. A maior resistén-
cia a desnaturac@o por alguns solventes organicos também tem sido
relatada como uma propriedade das proteinas termoestdveis™.

Amilases termoestaveis

A maioria dos processamentos industriais do amido envolve a
hidrélise desse polimero. Os chamados “hidrolisados de amido™ en-
globam todos os produtos resultantes do fracionamento do amido, in-
dependentemente do catalisador ou do grau de fracionamento. Sdo in-
cluidos nesta denominacao diferentes tipos de produtos, como xaropes
de glicose, maltose, frutose, maltotetrose, dextrinas e ciclodextrinas”.
A composi¢do de um hidrolisado que se deseja obter ¢ definida em
func@o do direcionamento da aplicacio do mesmo. Cada tipo de xarope
requer, portanto, diferentes combinacdes de enzimas amiloliticas.

Durante muito tempo, o amido foi hidrolisado quimicamente,
por acdo de 4cidos. Esse processo, no entanto, gerava subprodutos
indesejdveis, como compostos coloridos ou de “flavor”, além de
dificultar o controle dos teores dos produtos finais. Nos dltimos 30
anos, as amilases substituiram o tratamento acido.

O processamento enzimdtico do amido ocorre em altas tempe-
raturas e envolve dois passos importantes, a liquefagdo e a
sacarificacdo. O fluxograma da Figura 7 resume as etapas da
hidrélise enzimdtica do amido na producao industrial de xaropes. A
a-amilase termoestdvel de Bacillus licheniformis ou de Bacillus
stearothermophilus hidrolisa parcialmente as ligacdes o.-1,4, libe-
rando maltodextrinas, com reducio acentuada da viscosidade. Apds
a liquefag@o, o pH € ajustado a 4,2-5,0 e a temperatura baixada
para 55-60 °C seguindo-se a etapa de sacarificagdo, na qual o ami-
do liquefeito € convertido em sacarideos de baixo peso molecular.
Xaropes contendo 95-96% de glicose sdo produzidos usando-se, nes-
sa segunda etapa, uma mistura de pululanase e glucoamilase de
Aspergillus niger ou de Aspergillus oryzae, enquanto que xaropes
com 80-85% de maltose sdo produzidos usando pululanase e
B-amilase de Bacillus polymyxa’.

As condigdes de pH e temperatura para as fases de liquefagdo e
sacarificagdo foram definidas de modo a evitar subprodutos indese-
javeis e, principalmente, levando em consideracido condicdes 6ti-
mas de atividade e de estabilidade das enzimas. A etapa critica do
processo € a de sacarificacio, a qual usa enzimas de mesdfilos e,
portanto, com menor termoestabilidade, requerendo o resfriamento
do material e controle para que a temperatura nao ultrapasse 60 °C.
Enzimas sacarificantes mais termoestaveis sdo desejdveis nesse
processo, pois evitariam o passo de resfriamento e, conseqiiente-
mente, levariam a reducdo de custos. Dessa forma, pesquisas com
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Figura 7. Fluxograma da hidrdlise enzimdtica do amido na produgdo
industrial de xaropes

termofilos, visando a produgio de glucoamilases e pululanases mais
termoestdveis, sdo necessarias>”.

Glucoamilases de bactérias termofilicas, como Clostridium
thermosulfuricum e Clostridium thermosacarolyticum, que apresen-
tam atividade 6tima a 70 °C por 7 h, foram descritas, além da pululanase
de Bacillus flavocaldarius e da CGTase de Bacillus sp subgrupo
alcalophilus que sdo otimamente ativas entre 75-85 °C¥-%.

Nas tltimas décadas, foi realizada muita pesquisa sobre a produ-
cdo de amilases pelos hiperterméfilos. Thermococcus agregans e
Pirococccus furiosus produzem pululanases que atuam a 100 e 105 °C,
respectivamente®; Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum e
Sulfolobus solfataricus produzem glucoamilases que atuama 75 € 90 °C,
respectivamente® e, Thermotoga maritima produze B-amilase com ati-
vidade 6tima a 90 °C°®'%¢, Entretanto, entre as o-amilases estdo as mai-
ores temperaturas de atuacdo enzimdtica encontradas, como as de
Thermococcus profundus, Pyrococcus woesi € Pirococcus furiosus® .
A o-amilase produzida por Pirococcus furiosus apresentou-se
cataliticamente ativa a 140 °C, com meia vida a 120 °C por 2 h*.

O uso direto dos organismos hiperterméfilos para produgio das
enzimas tem se mostrado invidvel, em fungdo das dificuldades de
cultivos dos mesmos e baixa expressdo dos genes envolvidos. A
alternativa que se busca € a expressdo desses genes em organismos
mais adaptados a processos fermentativos industriais, como
Escherichia coli ou leveduras'".

Os fungos, embora sejam organismos eucariéticos e, portanto,
com termofilia moderada, sdo também bons produtores de amilases
termoestdveis. Um fato interessante, € que, mesmo entre os
meso6filos, que crescem entre 28 e 32 °C, € possivel encontrar
enzimas que atuam em temperaturas até 30 °C acima da temperatu-
ra maxima de crescimento do organismo produtor, como a
glucoamilase de Neosartorya fischeri, que atua a 60 °C°, a
glucoamilase de Aspergillus fumigatus, com atuagdo a 60 °C*, a
amilase de Mucor sp, que atua a 60 °C%, a glucoamilase de
Monascus sp KB9 que atua a 65 °C*, glucoamilase de Acremonium
sp que atua a 55 °C, mas € estdvel a 60 °C*, além das muito conhe-
cidas glucoamilases de Aspergillus niger com atuagio a 60 °C*.

O fungo termdfilo mais estudado como produtor de enzimas
extracelulares, o Thermoascus aurantiacus, teve sua producdo de
amilase descrita em 1970, por Jayachandran e Ramabadran”. A partir
dai, vdrios outros fungos termdfilos e termotolerantes t€m sido estuda-
dos: Mucor pusillus, que produziu o-amilase com atividade a 70 °C*,

Quim. Nova

Scytalidium thermophilum, com uma glucoamilase e uma o-amilase
com agdo a 65 °C*1% ¢ Streptosporangium sp, Talaromyces emersoni e
Aspergillus flavus Al.1, cujas glucoamilases atuam a 70 °C'13,

O fungo Humicola lanuginosa, hoje identificado como
Thermomyces lanuginosus'’, é um excelente produtor de
glucoamilase que apresenta estabilidade a 60 °C'**1% e de o-amilase,
também termoestdavel®’'°. Outras linhagens de Thermomyces
lanuginosus como ATCC 28083, T. lanuginosus ATCC 34626, T.
lanuginosus ATTC 44008 e T. lanuginosus A 13.37 produziram o~
amilase e glucoamilase com atuacdo a 70 °C'®*!7, A g-amilase pro-
duzida pela linhagem Thermomyces lanuginosus ATCC 34626 apre-
sentou meia vida a 60 °C por 1 dia'®.

Observa-se que ndo existe diferenga muito pronunciada entre
as termoestabilidades e as temperaturas de atividade 6tima das
amilases produzidas por fungos termdfilos e alguns meséfilos. Essa
questdo € muito interessante e requer estudos de seqilienciamento
das proteinas similares purificadas a partir dos dois grupos.

Outros tipos de enzimas amiloliticas, como a ciclomaltodextrina
gluconosiltranferase (CGTase), que convertem oligodextrinas em
ciclodextrinas, a o-glucosidase, que libera glicose a partir de dextrinas
curtas e a pululanase, que atua sobre o pululano, também apresentam
formas termoestdveies'® %, Espécies do género Themococcus produ-
zem CGTases com atuagao a 90 e 100 °C e estabilidade a 105 °C'".

Pectinases termoestaveis

As pectinases sdo um importante grupo de enzimas capazes de
hidrolisar a pectina presente na lamela média e parede primdria das
células vegetais (Figura 8).0 uso de temperaturas elevadas durante
o processamento de suco e outros produtos vegetais sdo etapas im-
portantes dos processos industriais e t€ém diversas finalidades.

Na macerac@o da uva para extracdo de suco, a incubagio a 60—65
°C promove a plasmolise da membrana e rupturas na parede celular do
fruto, facilitando a liberagiio do liquido e de antocianinas responsaveis
pela cor do suco. Na extragdo de sucos de uva para producéo de vinhos,
a fruta macerada ¢ tratada a 80 °C para, além de facilitar a maceracao,
desnaturar oxidases que causam perda da cor do vinho durante a
estocagem. Na extracdo do “pulp wash”, a polpa da laranja (mistura de
polpa e semente), resultante do peneiramento do suco de primeira, &
aquecida a 90 °C para desnaturar a pectina esterase da fruta, que causa
problemas de coagulacdo da pectina. Além das fungdes citadas, o trata-
mento térmico ainda tem por finalidade a pasteuriza¢do dos sucos e
mostos, visando a reducdo da microbiota contaminante, principalmen-
te de leveduras. Em todos esses processos citados, o material submeti-
do ao aquecimento precisa ser posteriormente resfriado a 50 °C para
tratamento com pectinases comerciais, as quais sdo termoldbeis''2. O
uso de pectinases termoestdveis evitaria a etapa de resfriamento, redu-
zindo tempo e custo dos processos.

A produgdo de poligalacturonase termoestdvel pelo fungo
terméfilo Sporotrichum thermophile Apinis, foi relatada por Kaur
et al.'®, a qual, aplicada na extra¢do de sucos de banana, uva e
maci, a 55 °C, proporcionou considerdvel aumento no rendimento.

Pectinases termoestdveis seriam muito tteis também na degra-
dagio de pectina de residuos de industria de processamento de mate-
rial vegetal, reduzindo a Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) e
a Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) dos mesmos, e no
processamento e desengomagem de fibras téxteis, nos quais a tempe-
ratura mais elevada reduziria a presenca de contaminantes meséfilos!'.

A extracdo de acucar de beterraba, responsavel por 29% da pro-
ducdo mundial de actcar, requer a despectinizacdo para aumento
do rendimento, visto que mais de 30% do peso seco da beterraba
corresponde a pectina. Industrialmente, essa extragdo € feita em
temperaturas de aproximadamente 70 °C e, dessa forma, uma
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Figura 8. Estrutura da molécula de pectina e agdo das enzimas pectinoliticas.
Pectina esterase (PE) atua quebrando a ligagdo éster entre o grupo carboxila do
dcido galacturénico e o grupo metila, liberando molécula desesterificada (dcido
poligalacturénico); pectina liase (PL) atua despolimerizando a molécula de
pectina por mecanismo de transeliminagdo do hidrogénio, inserindo dupla
ligagdo entre os carbonos 4 e 5 do dcido galacturdnico; poligalacturonase (PG)
catalisa a hidrolise da ligagdo glicosidica a,1-4 entre os dcidos galacturonicos.
As liases e as hidrolases recebem a denominagdo pectina liase ou pectato liase e
polimetilgalacturonase ou poligalacturonase quando atuam na pectina altamente
esterificada ou no dcido poligalacturénico, respectivamente

despectinizacdo simultanea a extracdo, usando pectinase termo-
estdvel, seria economicamente interessante'".

Uma vez que a pectina é um constituinte importante da parede
celular vegetal, espera-se que essa enzima seja também comum entre
os termoéfilos decompositores de polimeros vegetais. Exemplos de
pectinases bacterianas termoestdveis constam da literatura, como
as poligalacturonases alcalinas de Bacillus sp MG-cp-2, Bacillus
sp DT7 e de Bacillus sp KSM-P7''*!17, a pectato liase de
Thermoareobacter italicus sp. nov''®, a poligalacturonase de
Clostridium thermosulfurogenes e a exopoligalacturonase de
Thermotoga maritima''*'%,

Poucos fungos termdfilos pectinoliticos t€ém sido isolados'’ e, da
mesma forma, poucos dados sdo encontrados na literatura sobre a
produc@o de pectinases por esse grupo flingico. Inamdar'” estudou 40
fungos termofilos, dos quais apenas sete foram capazes de crescer em
meio liquido contendo pectina. Desses, a maioria nio mostrou ativi-
dade de poligalacturonase detectdvel no meio. Somente a espécie
Thermoascus aurantiacus produziu quantidades considerdveis de
pectinase em meio a base de casca de limdo. A poligalacturonase
produzida por esse fungo foi também estudada por Martins ef al.'*', a
qual mostrou atividade étima de 70 °C e estabilidade por 2 h a 60 °C.

Sathish-Kumar e Palanivelu'?? relataram a produgdo de
poligalacturonase por Thermomyces lanuginosus, cuja temperatura 6ti-
ma atingiu 70 °C em sua forma bruta, a qual, ap6s a purificacdo, apre-
sentou temperatura Gtima de 60 °C'*. As pectinases produzidas por
essa espécie ainda foram descritas por Purchart et al.'**. Recentemen-
te, Phutela et al.'> descreveram a producio de pectinases com ativida-
de méxima a 60 °C pelo fungo termotolerante Aspergillus fumigatus.

Xilanases termoestaveis

As xilanases hidrolisam as moléculas de xilanas por mecanis-
mos de agdo endo e exo, conforme mostrado na Figura 9. Essas
enzimas tém sido muito utilizadas na industria papeleira, na etapa
de branqueamento da polpa kraft. O biobranqueamento da polpa
por xilanases, em substituicdo ao cloro, promove a remogao da xilana
ligada ao complexo lignina—carboidrato facilitando a lixiviagdo da
lignina. Por outro lado, o tratamento do material com xilanase na
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fase de pré-cozimento ajuda a desorganizar a estrutura da parede
celular, facilitando, também, as etapas iniciais do processo’.

exoxilanases o
/ on N
) OH O~
endoxilanases |

S O\, ‘gH
& /—0\‘5\ vy
oH ) OH OH

O, \
{on M OH +V Mo
— > VN
/ IOHO\l OH -
S H xilana é\|OH \| OH OH

| _J)H\ B-xilosidase

Figura 9. Estrutura da molécula de xilana e agdo das xilanases. Endo-f3-
1,4-xilanases hidrolisam as ligagdes glicosidicas [, 1-4 internas da moléculas
de xilanas liberando xilooligossacarideos, enquanto que as exo-B-xilanases
liberam xilose a partir das extremidades néo redutoras das xilanas; as f-
xilosidases liberam xilose a partir da xilobiose ou xilooligossacarideos curtos

Desde que a madeira usada para produgdo de polpa € tratada a
altas temperaturas (acima de 70 °C) e em pH alcalino, a etapa
enzimdtica requer enzimas termoestdveis, com alta estabilidade e
atividade em pH alcalino. Além disso, € necessario que o preparado
enzimadtico seja livre de celulases, para evitar o ataque as fibras de
celulose, tenha xilanases muito ativas, para reduzir o custo, e com
baixo peso molecular, para facilitar sua difusdo na polpa'?*-12.

As xilanases comerciais como as Pulpzyme e Cartazyme ndo
sdao termoestaveis o suficiente (atividade 6tima 50-60 °C e mantém
50% de sua atividade por 15 min a 55 °C) para evitar a necessidade
de um resfriamento da polpa apds o tratamento alcalino*.

Indmeros trabalhos tém relatado a producio de xilanases alcali-
nas e termoestdveis por organismos termdfilos e hipertermdfilos,
procariotos e eucariotos. As atividades das xilanases termoestdveis
descritas tém variado de 60 a 100 °C'*-13,

Bactérias termofilicas, como Bacillus sp77-2, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus circulans, Streptomyces sp,
Thermoactonomyces thalophilus sub grupo C e Thermotoga sp, tém
se mostrado boas produtoras de xilanases termoestdveis, as quais atu-
am a 80 °C"0B+14 Entre os fungos, destacam-se o Thermoascus
aurantiacus, Fusarium proliferatum, Thermomyces lanuginosus,
Humicola insolens, Humicola lanuginosa, Paecilomyces variotim,
Paecilomyces themophila, Scytalidium thermophilum, Melanocarpus
albomyces e Chaetomium thermiphile com xilanases atuando entre
50 e 80 °C 713812151 Thermomyces lanuginosus é conhecido por pro-
duzir altas concentragdes de xilanase livre de celulase em fermenta-
¢do submersa em meio com residuos agricolas como fontes de carbo-
no!# 124145152153 Puag endoxilanases termoestdveis ativas e estdveis a
pH alcalino produzidas fungo termdfilo Myceliophthora sp. IMI
387099 foram descritas recentemente'>.

Além do tratamento de polpa Kraft, as endoxilanases produzi-
das por Thermomyces lanuginosus e Thermoascus auranticus t€m
sido utilizadas no processamento de alimentos e nas industrias de
processamento do amido'’.

Endo-B-xylanases com temperaturas 6timas de atividade em tor-
no de 90 °C foram isoladas a partir de cultivo de hipertermofilicos
Thermotoga sp, Thermotoga maritima, Thermotoga. neapolitana,
Thermotoga themarum, Thermoanaerobacterium saccharolyticum
e Sulfolobus solfataricus'>"'%,

CONCLUSOES

Existe uma estreita relacdo entre o nicho ocupado por um micror-
ganismo e as caracteristicas de suas enzimas intra e extracelulares.
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Espera-se que microrganismos termdfilos produzam enzimas
extracelulares capazes de tolerar uma temperatura correspondente a,
no minimo, aquela Gtima para seu crescimento, ou seja, acima de 45
°C. Estudos com enzimas de terméfilos tém mostrado que essa rela-
¢do ¢é verdadeira, estimulando o isolamento de novas linhagens
termofilas, assim como a caracterizagiio das enzimas produzidas e o
entendimento dos fatores que levam a sua termoestabilidade.

Uma avaliagdo geral dos dados de literatura revela que ainda
sdo necessdrios conhecimentos acerca da fisiologia dos organismos
termofilicos com rela¢do a composi¢ao quimica celular e aos meca-
nismos de ajustamento metabélico quando submetidos as tempera-
turas elevadas. A mais intrigante das questdes € com relagdo a inca-
pacidade dos fungos em crescer em temperaturas acima de 60 °C.
Ainda ndo sdo entendidas as diferengas entre a composi¢do dos
lipidios e de proteinas ligadas as membranas, a composicdo de suas
cadeias respiratorias e a producio de energia, quando esses orga-
nismos crescem em condi¢des mesofilicas e termofilicas.

Um dos mais significativos meios de adaptaco a termofilia sdo os
mecanismos intrinsecos, relacionados as estruturas primdrias e secun-
dérias das proteinas. Embora ainda ndo tenha sido estabelecido um
padrdo para termoestabilidade das proteinas, existem claras diferencas
estruturais entre as proteinas de organismos mesofilos e aquelas de
termdfilos moderados e hipertermétilos. Por outro lado, considerando-
se a complexidade da estrutura de uma molécula de proteina € prova-
vel que ndo exista um mecanismo universal de termoestabilizagio.

A presente revisdo aborda alguns aspectos importantes e jd es-
tabelecidos a respeito da termoestabilidade das proteinas e da adap-
tacdo bioquimica dos microrganismos a temperaturas acima da
mesofilica, entretanto, fica evidente que o nivel de conhecimento
nessa drea ainda ndo € suficiente para uma clara defini¢ao do perfil
bioquimico/metabdlico dos organismos termofilicos e muita pes-
quisa ainda € necessdria para desenvolvimento de uma tecnologia
de engenharia de proteinas para a obten¢do de formas mais
termoestdveis, visando uma aplica¢@o biotecnolédgica.

A maior parte das informacdes aqui apresentada ¢ referente a
proteinas termoestdveis produzidas por organismos procariotos
hipertermdfilos os quais sfo, na sua maioria, do Dominio Achaea.
Poucas dessas informagdes aplicam-se a organismos eucaridticos,
visto que as caracteristicas de termoestabilidade de fungos sao pou-
co conhecidas. Em uma maior abrangéncia de informagdes sobre
proteinas termoestdveis hd que se considerar as diferengas
filogenéticas entre os organismos produtores das mesmas. Assim,
estudos comparativos entre mecanismos de termoesbilidade de mi-
crorganismos procariotos e eucariotos sdo ainda necessarios.

AGRADECIMENTOS
A FAPESP e ao CNPq pelo apoio financeiro.

REFERENCIAS

—

. Haki, G. D.; Rakshit, S. K.; Bioresour. Technol. 2003, 89, 17.
2. Colombatto, D.; Mould, F. L.; Bhat, M. K.; Phipps, R. H.; Owen, E.; Anim.
Feed Sci. Technol. 2004, 111, 129.
3. Niehaus, F.; Bertoldo, C.; Kahler, C.; Antranikian, G.; Appl. Microbiol.
Biotchenol. 1999, 51, 711.
4. Lasa, L.; Berenger, J.; Microbiology 1993, 9, 77.
5. Madigan, M. T; Oren, A.; Curr. Opin. Microbiol. 1999, 2, 265.
6. Giulio, M. D.; J. Theor. Biol. 2000, 203, 203.
7. Arnold, F. H.; Wintrode, P. L.; Miyazaki, K.; Gershenson, A.; Trends
Biochem. Sci. 2001, 26, 100.
8. Stetter, K. O.; FEMS Microbiol. Rev. 1996, 18, 149.
9. Adams, P. R.; Deployed, J. J.; Mycologia 1978, 70, 906.
10. Huber, R.; Langworthy, T. A.; Konig, H.; Thomm, M.; Woese, C. R.; Sleytr,
U. B.; Stetter, K. O.; Arch. Microbiol. 1986, 144, 324.

1.
12.

15.
16.
17.

18.
19.
20.
21.

22.
24.
25.
26.
27.

28.
29.

3s.
36.
37.
38.
40.
41.
43.
44.
45.
46.
47.
48.
49.
50.
S1.

52.
53.
54.

55.
56.
57.
58.

59.
60.

61.

62.
63.

Quim. Nova

Vieille, C.; Zeikus, G. J.; Microb. Mol. Biol. Rev. 2001, 65, 1.
Huber, R.; Eder, W.; Heldwein, S.; Wanner, G.; Hubr, H.; Rachel, R.; Stetter,
K. O.; Appl. Environ. Microbiol. 1998, 64, 3576.

. Huber, R.; Wilharm, T.; Huber, D.; Trincone, A.; Burggraf, S.; Konig, H.,

Rachel, I.; Rockinger, L.; Fricke, H.; Stetter, K. O.; Syst. Appl. Microbiol.
1992, 25, 340.

. Huser, B. S.; Patel, B. K.; Daniel, R. M.; Morgan, H. W.; FEMS Microbiol.

Lett. 1986, 37, 121.

Mouchacca, J.; Crypogram. Mycol. 1997, 18, 19.

Chang, J. J., Tsai, J. J., Wu, K. H.; Bioresour. Technol., 2006, 97, 116.
Maheshwari, R.; Bharadwaj, G.; Bath, M. K.; Microbiol. Mol. Biol. Rev.
2000, 64, 461.

Singh, S.; Pillay, B.; Pror, A.; Enzyme Microb. Technol. 2000, 26, 502.
Adams, M. W. W.; Annu. Rev. Microbiol. 1993, 47, 627.

Jaenicke, R.; Bohm, G.; Curr. Opin. Struct. Biol. 1998, 8, 738.

Tolner, B.; Poolman, B.; Konings, W.N.; Comp. Biochem. Physiol., Part B:
Biochem. Mol. Biol. 1997, 118A, 423.

De Rosa, M.; Morana, A.; Riccio, A.; Gambacorta, A., Trincone, A.; Incano,
O.; Biosens. Bioelectron. 1994, 9, 669.

. Jaenicke, R.; Eur. J. Biochem. 1991, 202, 715.

Lopes, G.; J. Mol. Evol. 1999, 46, 439.

Mandigam, M. T.; Martinko, J. M.; Parker, J.; BROCK Biology of
Microorganisms, 10" ed., Prentice Hall International Inc.: New York, 2003.
Thomas, T.; Caviocjioli, R.; FEBS Lett. 1998, 439, 281.

Singer, G. A. C.; Hickey, D. A.; Gene 2003, 317, 39.

Vieille, C.; Burdette, D. S.; Zeikus, J. G.; Biotechnol. Ann. Rev. 1996, 2, 1.
Saraboji, K.; Grominha, M. M.; Ponuswany, M. N.; Int. J. Biol. Macromol.
2005, 35, 211.

. Daniel, R. M.; Enzyme Microb. Technol. 1996, 19, 74.

. Anfinsen, C. B.; Science 1973, 181, 223.

. Jaenicke, R.; Prog. Biophys. Mol. Biol. 1999, 71, 155.

. Tomazic, S.; Libanov, A. M.; J. Biol. Chem. 1988, 263, 3086.

. Demirijian, D.; Moris-Varas, F.; Cassidy, C.; Curr. Opin. Chem. Biol. 2001,

5, 144.

Lemos, C. M. Y.; Fuchs, E.; Gomes, E.; Da Silva, R.; Rev. Biotecnol.
Desenvol. 2003, 31, 86.

Scandurra, R.; Consalvi, V.; Chiaraluce, R.; Politi, L.; Engel, P. C.;
Biochimie 1998, 80, 933.

Kumar, S.; Nussinov, R.; Cell Mol. Life Sci. 2001, 58, 1216.

Voet, D.; Voet, J. G.; Pratt, C. W.; Fundamentos de Bioquimica, Ed. Artmed
S.A.: Porto Alegre, 2002.

. Fagdin, O. C.; Biochem. Biophys. Acta 1995, 1252, 1.

Shiraki, K.; Nishikori, S.; Fujiwara, S.; Hashimoto, H.; Kai, Y.; Takagi, M.;
Imanaka, T.; Eur. J. Biochem. 2001, 268, 4144.
Karshikoff, A.; Ladenstein, R.; Protein Eng. Des. Sel. 1998, 11, 867.

. Pack, S. P.; Yoo, Y. J.; Int. J. Biol. Macromol. 2005, 35, 169.

Graziano, G.; Barone, G.; Catanzano, F.; Riccio, A.; Thermochim. Acta 1995,
270, 381.

Bruins, M.; Janssen, A. E. M.; Boom, R.; Appl. Biochem. Biotechnol. 2001,
90, 155.

Pack, S. P; Yoo, Y. I.; J. Mol. Catal. B: Enzym. 2003, 26, 257.

Sziagy, A.; Zavodszky, P.; Structure 2000, 8, 493.

Vienen, M.; Protein Eng. 1987, 1, 477.

Kulakova, L.; Galkin, A.; Nakayama, T.; BBA- Prot. Proteom. 2004, 1696, 59.
Suzuki, Y.; Hatagaki, K.; Oda, H. A.; Appl. Microbiol. Biotechnol. 1991,
34,707.

Elcock, A. H.; J. Mol. Biol. 1998, 284, 489.

Mrabet, N. T.; van Den Brock, A.; van Den Brande, I.; Stanssens, P.; van
Tilbeurgh, H.; Lambeir, A. M.; Mathijssens, J.; Janin, J.; Quax W. J.; Lasters,
I; De Meyer, M.; Wodak, S. J.; Biochemistry 1992, 31, 2239.

Matsumura, M.; Signor, M. G.; Matheus, B. W.; Nature 1989, 342, 291.
Dill, K. A.; Biochemistry 1990, 29, 7133.

Pace, C. N.; Shierley, B. A.; McNutt, M.; Gajiiwata, K.; FASEB J. 1996,
10, 7133.

Vogt, G.; Woell, S.; Argos, P.; J. Mol. Biol. 1997, 258, 637.

Mustafa, B.; Buchnor, V.; Arad, D.; J. Mol. Biol. 1999, 254, 761.
Mozhaev, V. V.; Trends Biotechnol. 1992, 11, 88.

Lee, C-F.; Allen, M. D.; Bycroff, M.; Wong, K - B.; J. Mol. Biol. 2005,
248, 419.

Schmidt-Dannert, C.; Arnold, F. H.; Trends Biotechnol. 1999, 17, 135.
Madrich, L.; Merone, L.; Pezzullo, M.; Cipolla, L.; Nicotra, F.; Rossi, M.;
Manco, G.; J. Mol. Biol. 2005, 345, 501.

Sajedi R. H.; Naderi-Manesh, H.; Khajeh, K.; Ahmadvand, R.; Ranjbar, B.;
Asoodeh, A.; Moradian, F.; Enzyme Microb. Technol. 2005, 36, 666.
Bismuto, E.; Nucci, R.; Febbraio, F.; Eur. Biophys. J. 2004, 33, 39.
Stetter, K. O.; FEBS Lett. 1999, 452, 22.



Vol. 30, No. 1

64.
65.
66.
67.
68.

69.
70.

71.

72.
73.

74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.
81.
82.
83.
84.
85.
86.
87.

88.
89.

100.
101.
102.
103.
104.
105.
106.
107.
108.
109.
110.
111.

112.

Wang, C.; Eufemi, M.; Turano, C.; Giartosio, A.; Biochemistry 1996, 35,
7299.

Suthirak, P.; Dharmsthiti, S.; Lertsiri, S.; Process Biochem. 2005, 40, 2821.
Muklhopadhyay, A.; Hagra, P. P.; Sengupta, T.; Biotechnol. Prog. 2003, 19, 700.
Shima, S.; Thauer, R. K.; Ermler, U.; Biotechnol. Soc. Transac. 2004, 32, 269.
Honovitz, A.; Serrano, L.; Avron, B.; Bycroft, M.; Fersht, A. R.; J. Mol.
Biol. 1998, 216, 1031.

Ellis, R. J.; Nature 1987, 328, 378.

Mayer, M. P.; Brechmer, D.; Gissler, C. S.; Bukau, B.; Adv. Protein Chem.
2001, 59, 1.

Wegele, H.; Miiller, L.; Buchner, J.; Rev. Physiol. Biochem. Pharmacol.
2004, 151, 1.

Leuschner, C.; Antranikan, G.; World J. Microbiol. Biotechnol. 1995, 11, 95.
Palma-Fernandez, E. R.; Gomes, E.; Da Silva, R.; Folia Microbiol. 2002,
47, 685.

McCarthy, T.; Hanniffy, O.; Lalor, E.; Savage, A. V.; Yuohy, H. G.; Process
Biochem. 2005, 40, 1742.

Asghari, S. M.; Khajch, K.; Ranjbar, B.; Saedi, R. J. J.; Naderi-Manesh,
H.; Int. J. Biol. Macromol. 2004, 34, 173.

Cowan, D. A.; Comp. Biochem. Physiol., Part B: Biochem. Mol. Biol. 1997,
118A, 429.

Teague, W. M.; Brumm, P. J. Em Starch Hydrolyzed Products; Schenk, F.
W.; Hebeda, R. E, eds.; VCH Publishers: New York, 1992.

Nigam, P.; Singh, D.; Enzyme Microb. Technol. 1995, 17, 770.

Adams, P. R.; Mycologia 1994, 128, 139.

Legin, E.; Ladrat, C.; Godfroy, A.; Barbier, G.; Duchiron, F.; C. R. Acad.
Sci. 1997, 320, 893.

Specka, U.; Mayer, F.; Antranilian, G.; Appl. Environ. Microbiol. 1991, 57, 2317.
Hyun, H. H.; Zeikus, J. G.; Appl. Environ. Microbiol. 1985, 49, 1162.
Alves-Prado, H. E.; Hilario, E.; Gomes, E.; Da Silva, R.; Braz. J. Food
Technol. 2002, 5, 189.

Bragger, J. M.; Daniel, R. M.; Coolbear, T.; Morgan, H. W.; Appl. Microbiol.
Biotechnol. 1989, 31, 556.

Kim, Mi-S.; Park, J-T.; Kim, Y-W.; Lee, H-S.; Nywira, R.; Shim, H-S.; Park,
C-S.; Yoo, S-H.; Kim, Y-R.; Moon, T-W.; Park, K-H.; Appl. Environ.
Microbiol. 2004, 70, 3933.

Schumann, J.; Wrba, A.; Jaenike, R.; Stetter, K. O.; FEBS Lett. 1991, 282, 122.
Chung, Y. C.; Kobayashi, T.; Kanai, H.; Akiba, T.; Kudo, T.; Appl. Environ.
Microbiol. 1995, 61, 1502.

Brown, M. W.; Kelly, R. M.; Appl. Environ. Microbiol. 1993, 59, 2614.
Koch, R.; Spreinat, K.; Lemke, K.; Antranikian, G.; Arch. Microbiol. 1991,
155, 572.

. Grzybowska, B.; Szweda, P.; Synoviecki, J.; Mol. Biotechnol. 2004, 26, 101.
. Hang, Y. D.; Woodams, E. E.; Lebensm. Wis. Technol. 1993, 26, 483.

. Silva, W. B.; Peralta, R. M.; Can. J. Microbiol. 1998, 44, 493.

. Mohapatra, B. R.; Banerjee, U. C.; Bapuji, M.; J. Biotechnol. 1998, 60, 113.
. Yongsmith, B.; Kitprechacanich, V.; Chitradon, L.; Chaisrisook, C.; Bidda,

N.; J. Mol. Catal. B: Enzim. 2000, 10, 263.

. Marlida, Y.; Saari, N.; Hassan, Z.; Radu, S.; Bakar, J.; Food Chem. 2000,

71,221.

. Selvakumar, P.; Ashakumary, L.; Pandey, A.; Bioresour. Technol. 1998, 65, 83.
. Jayachandran, S.; Ramabadran, R.; Indian J. Exp. Biol. 1970, 8, 344.
. Somkuti, G. A.; Steinberg, D. H.; Dev. Ind. Microbiol. 1980, 21, 327.
. Aquino, A. C. M. M.; Jorge, J. A.; Terenzi, H. F.; Polizeli, M. L.; Appl.

Microbiol. Biotechnol. 2003, 61, 323.

Cereia, M.; Terenzi, H. F.; Jorge, J. A.; Greene, L. J.; Rosa, J.; Polizeli, M.
L.; J. Basic. Microbiol. 2000, 40, 83.

Stamford, T. L. M.; Stamford, N. P.; Coelho, L. C. B. B.; Aratjo, J. M.;
Bioresour. Technol. 2002, 83, 105.

Nielsen, B. R.; Lehmbeck, J.; Frandsen, T.; Protein Expression. Purif. 2002,
26, 1.

Gomes, E.; Souza, S. R.; Picolo-Grandi, R.; Da Silva, R.; Braz. J. Microbiol.
2005, 36, 75.

Campos, L.; Félix, C. R.; Appl. Environ. Microbiol. 1995, 61, 2436.
Taylor, P. M.; Napier, E. I.; Fleming, I. D.; Carbohydr. Res. 1978, 61, 301.
Arnesen, S.; Eriksen, S. H.; Olsen, J.; Jensen, B.; Enzyme Microb. Technol.
1998, 23, 249.

Ronazzéki, G.; Nguyem, Q. D.; Rezessy-Szabd, J. M.; Hoschke, A.; Bhat,
M. K.; Acta Alimenta 2000, 29, 71.

Nguyen, Q. D.; Rezessy-Szabd, J. M.; Claeyssens, M.; Stals, I.; Hoschke,
A Enzyme Microb. Technol. 2002, 31, 345.

Saha, B.; Zeikus, J. G.; Appl. Microbiol. Biotechnol. 1991, 35, 568.

Saha, B.; Zeikus, J. G.; Trends Biotechnol. 1989, 7, 243.

Tachibana, Y. A.; Kuramura, A.; Shirasaka, N.; Suzuki, Y.; Yamamoto, T.;
Fujiwara, S.; Takagi, M.; Imanaka, T.; Appl. Environ. Microbiol. 1999, 65, 1991.
Lea, A. G. H. Em Enzymes in Food Processing; Tueker, G. A.; Woods, L.
F. I, eds.; 2" ed, Backie Academic & Professional: Glasgow, 1998.

Enzimas termoestdveis: fontes, producéo e aplicagido industrial

113.
114.

115.

116.
117.

118.
119.
120.
121.
122.
123.
124.

125.

126.
127.

128.
129.

130.

13

—_

132.
133.
134.
135.

136.
137.

138.

139.
140.

14

—_

142.

143.
144.

145.

146.

147.
148.

149.

150.

15

152.
153.
154.

155.
156.

157.
158.

145

Kaur, G.; Kumar, S.; Satyanarayana, T.; Bioresour. Technol. 2004, 94, 239.
Kapoor, M.; Geg, Q. K.; Bhushan, B.; Dadhich, K. S.; Hoondal, G. S.;
Process Biochem. 2000, 36, 467.

Singh, S. A.; Plattner, H.; Diekman, H.; Enzyme Microbiol. Technol. 1999,
25, 420.

Kashyap, D. R.; Soni, S. K.; Tewari, R.; Bioresour. Technol. 2003, 88, 251.
Kobayashi, T.; Hatada, Y.; Higaki, N.; Lusterio, D. D.; Ozawa, T.; Koike,
K.; Kawai, S.; Ito, S.; Biochim. Biophys. Acta 1999, 1427, 145.
Kozianowski, G.; Canganella, F.; Rainey, F. A.; Hippe, H.; Antranikian, G.;
Extremophiles 1997, 1, 171.

Parisot, J.; Langlois, V.; Sakamyan, V.; Carbohydr. Res. 2003, 338, 1333.
Schink, B.; Zeikus, J. G.; FEMS Microbiol. Lett. 1983, 17, 295.

Martins, E. S.; Silva, D.; Da Silva, R.; Gomes, E.; Process Biochem. 2002,
37,949.

Sathish-Kumar, S.; Palanivelu, P.; World. J. Microbiol. Biotechnol. 1998,
14, 781.

Sathish-Kumar, S.; Palanivelu, P.; World. J. Microbiol. Biotechnol. 1999,
15, 643.

Puchart, V.; Katapodis, P.; Biely, P.; Kremnicky, A.; Bhat, M. K.; Enzyme
Microbiol. Technol. 1999, 24, 355.

Phutela, U.; Dhuna, V.; Sandhu, S.; Chadha, B. S.; Braz. J. Microbiol. 2005,
36, 63.

Tchapun, C.; Poosaram, N.; Watanabe, M.; Process Biochem. 2003, 38, 1327.
Harris, G. W.; Pickersgill, W.; Connerton, I.; Debeire, P.; Touzel, J. P;
Breton, C.; Perez, S.; Proteins 1997, 29, 77.

Anand, L.; Krishnamurty, S.; Vithayathil, P. J.; Arch. Biochem. Biophys.
1990, 276, 546.

Palackal, N.; Brennan, Y.; Callen, W. N.; Dupree, P.; Frey, G.; Goubet, F.;
Steer, B. A.; Protein Sci. 2004, 13, 494.

Kohilu, U.; Nigam, P.; Singh, D.; Chaudhary, K.; Enzyme Microb. Technol.
2001, 28, 606.

. Marjaana, R.; Indra, M.; Birgitte, A.; Liisa, V.; Appl. Microbiol. Biotechnol.

1994, 41, 130.

Ruthersmith, L.; Daniel, R.; Ann. N. Y. Acad. Sci. 1992, 672, 137.

Medda, S.; Chandra, K.; J. Appl. Bacteriol. 1980, 48, 47.

Dhillon, A.; Khama, S.; World J. Microbiol. Biotechnol. 2000, 27, 144.
Breccia, J.; Sineriz, F.; Baigoni, M. D.; Guillermo, R. C.; Hatti - Kaul, R.;
Enzyme Microb. Technol. 1997, 22, 420.

Simpson, H.; Haufler, U.; Daniel, K.; Biochem. J. 1991, 277, 177.
Bocchini, D. A.; Alves-Prado, H. E.; Baida, L. C.; Roberto, I. C.; Gomes,
E.; Da Silva, R.; Process Biochem. 2002, 38, 727.

Bocchini, D. A.; Damiano, V. B.; Gomes, E.; Da Silva, R.; Appl. Biochem.
Biotechnol. 2003, 39, 393.

Tavares, V. B.; Gomes, E.; Da Silva R.; Rev. Microbiol. 1997, 28, 179.
Damiano, V. B.; Bocchini, D. A.; Gomes, E.; Da Silva, R.; World J.
Microbiol. Biotechnol. 2003, 19, 139.

. Bocchini, D. A.; Oliveira, O. M. M. F. B.; Gomes, E., Da Silva, R.; Process

Biochem. 2005, 40, 3653.

Damaso, M. C. T.; Andrade, F. M. C.; Pereira, N.; Braz. J. Microbiol. 2003,
33, 333.

Badal, C.; Process Biochem. 2002, 37, 1279.

Kalogeris, E.; Christalkopoulos, D.; Kekos, D.; Macris, B. J.; J. Biotechnol.
1998, 60, 155.

Gomes, J.; Gomes, I.; Kreiner, W.; Esterbauer, H.; Sinner, M.; Steiner, W.;
J. Biotechnol. 1993, 30, 283.

Khandke, K.; Vithayathil, P. J.; Murthy, S. K.; Arch. Biochem. Biophys.
1989, 274, 491.

Tan, L. U. L.; Mayers, P.; Saddler, J. N.; Can. J. Microbiol. 1987, 33, 689.
Li, X. T.; Jiang, Z. Q.; Li, L. T.; Yang, S. Q.; Feng, W. Y.; Fan, J. Y.;
Kusakabe, I.; Bioresour. Technol. 2005, 96, 1379.

Li, L.; Tian, H.; Cheng, Y.; Jiamg, Z.; Yang, S.; Enzyme Microb. Technol.
2005, 38, 780.

Gonju, R. K.; Vithayathil, P. J.; Murthy, S. K.; Can. J. Microbiol. 1989,
35, 836.

. Diisterhoft, E. M.; Linssen, V. A. J. M.; Voragen, A. G. J.; Beldman, G.;

Enzyme Microb. Technol. 1997, 20, 437.

Purkarthofer, H. M.; Sinner, M.; Steiner, W.; Biotechnol. Lett. 1993, 15, 405.
Sonia, K. G.; Chadha, B. S.; Saini, H. S.; Bioresour. Technol. 2005, 96, 1561.
Chadha, B. S.; Ajay, B. K.; Mellon, F.; Bhat, M. K.; J. Biotechnol. 2004,
109, 221.

Cannio, R.; Di Prizito, N.; Rossi, M.; Extremophiles 2004, 8, 117.

Saul, D.; Williams, L.; Reeves, R.; Gibbs, M.; Bergquist, P.; Appl. Environ.
Microb. 1995, 61, 4110.

Wintherhalter, C.; Liegh, W.; Appl. Environ. Microbiol. 1995, 61, 1810.
Lee, Y. E.; Lowe, S. E.; Henrissat, B.; Zeikus, J. G.; J. Bacteriol. 1993,
175, 5890.




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles false
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 524288
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo false
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Remove
  /UCRandBGInfo /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 150
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.00000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 150
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.00000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects true
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /ENU ()
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName (sRGB IEC61966-2.1)
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements true
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MarksOffset 6
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


