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O termo biomassa, de acordo com Linko e cols. (19), pode ser usado para
qualquer planta ou outro material formado em grandes quantidades. Sua efetiva
utilização em processos biológicos pode ser um meio importante para contornar
a escassez de comida, rações e combustíveis que poderá  acontecer em um futuro
próximo, levando em consideração o crescente aumento populacional humano.
Considerando ainda que os principais componentes da biomassa são polímeros
consistindo de glicose e outros açúcares relacionados,  estes se tornarão as
principais fontes de carbono e energia para processos de fermentação microbiana,
depois de serem convertidos em monossacarídeos. Por outro lado, como a
biomassa é em grande parte originária de tecido vegetal rígido, consistindo
principalmente de celulose, hemicelulose, lignina e proteínas, métodos efetivos
de solubilização e hidrólise devem ser desenvolvidos para a efetiva utilização
destes compostos. Para o propósito de aumentar a solubilização de material
vegetal fibroso, celulases e enzimas relacionadas, apresentando alta atividade
enzimática, e os respectivos genes têm sido investigados há bastante tempo
(24). Dentre as celulases, destacam-se o sistema celulolítico produzido pelos
microrganismos anaeróbios, ou seja,  o celulossoma,  com sua exuberante estrutura
molecular.

O sistema celulolítico das bactérias anaeróbias

As bactérias anaeróbias tendem a produzir complexos multi-enzimáticos
chamados de celulossoma, os quais estão  ligados à superfície celular e  consistem
de enzimas conhecidas como exoglucanases, endoglucanases, xilanases,
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mananase, liquenase, esterase feruloil, além de proteínas com função estrutural
(3, 13, 23). Como exemplo podemos citar o celulossoma produzido pela bactéria
Clostridium thermocellum (10, 27).

A estrutura do celulossoma é altamente ordenada. Já  se sabe há algum tempo
que a alta atividade deste no processo de hidrólise de celulose cristalina é governada
por sua estrutura quaternária única (10,27).

O celulossoma de C. thermocellum é composto por em torno de 26
subunidades diferentes (8,13,14). Sua massa molecular tem sido estimada estar
na faixa de 2 x 106 a 6.5 x 106 Da (8,13,28). Ele também pode se agrupar formando
uma estrutura maior chamada de policelulossoma, com uma massa molecular
variando de 50 x 106 a 80 x 106 Da (8).

O celulossoma tem uma estrutura muito rígida, que não é facilmente rompida
por agentes desnaturantes. O tratamento com sódio dodecil sulfato (SDS) na
presença de EDTA e tióis parece ser o mais eficiente caminho para dissociá-lo
(28).  Esta dificuldade de dissociação tem dificultado o isolamento de suas
subunidades e o estudo de sua estrutura quaternária. É importante mencionar que
o tratamento com SDS conduz à quase completa perda da capacidade de hidrolisar
celulose cristalina. Contudo,  muito pouca ou nenhuma perda de atividade de
endoglucanase é observada (8).

Cada uma das subunidades do celulossoma possui um domínio não catalítico
(domínio de peptídeo repetido-DPR ou domínio “dockerin”), que é conservado,
interagindo com uma proteína estrutural (conhecida como Cip A, com massa
molecular de 250 kDa) , não catalítica, contendo um módulo de ligação a
carboidrato (MLC) e 9 domínios repetidos, conhecidos como elementos internos
repetidos ou coesinas (3, 13, 14). A interação é dependente da presença de cálcio
(Fig.1) (8, 21).

Quatro genes de espécies de Clostridium codificando proteínas estruturais
têm sido sequenciados. Todos eles contêm domínios múltiplos, chamados de
“coesina”, capazes de se ligarem aos DPR mencionados no parágrafo anterior.
Um centro altamente hidrofóbico provavelmente contribui para  a alta estabilidade
dos domínios de coesina, os quais resistem a tratamentos com proteases e detergentes.
A proteína estrutural, conforme mencionado anteriormente, contém um MLC que
é responsável pela ligação do complexo ao substrato celulose (3,13,14).
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Figura 1 - Representação esquemática do celulossoma de  Clostridium
thermocellum. Cel= celulose; c1-9= coesinas; MLC= módulo de ligação a
carboidrato; SC= diferentes subunidades catalíticas; X= módulo hidrofílico;
DPR2= domínio de peptídeo repetido 2; CB = célula bacteriana.  A interação
entre as subunidades catalíticas e as coesinas se dá na presença de cálcio.

 Outro domínio, chamado de DPR do tipo 2, tem sido encontrado em proteína
estrutural de C. thermocellum. Este domínio está envolvido na ligação da proteína
estrutural à parede celular da bactéria, onde ela interage com um outro tipo de
coesina, chamada do tipo 2 , presente em diferentes proteínas da superfície celular.
É importante salientar que tanto o DPR  quanto a coesina dos tipos 2 diferem
consideravelmente em termos de homologia dos respectivos tipos 1. Por outro
lado, alguns resíduos estruturais importantes são conservados no caso dos diferentes
tipos de coesina, sugerindo que eles compartilham uma mesma estrutura
tridimensional (3,13,14).

O fato de que peptídeo sinal tem sido encontrado em todos os polipeptídeos
codificados pelos genes estruturais dos componentes celulossomais (o que sugere
que eles são secretados individualmente pela via de secreção comum) e a proteína
estrutural não ter sido encontrada como um polipeptídeo individual no meio de
cultura, dá suporte a idéia de que o celulossoma de C. thermocellum é montado
e organizado na superfície das células (10,21,27).

Fungos anaeróbios

Fungos anaeróbios têm sido isolados do trato alimentar de herbívoros e
outros ambientes (4). De acordo com padrões morfológicos, estes fungos têm sido
divididos em dois grupos : monocêntricos (contém um esporângio) e policêntrico
(contém múltiplos esporângios) (5). O primeiro grupo inclui espécies de
Neocallimastix (25), Caecomyces (29) e Piromyces (1) ; o segundo grupo  contém
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espécies de Orpinomyces (1), Anaeromyces (7) e Ruminomyces (12). A classificação
destes microrganismos foi motivo de controvérsia por vários anos, e muito ainda
se discute hoje em termos de classificação ao nível de espécie (6,11,15,22). Estes
fungos degradam rapidamente material de origem vegetal (20) e possuem uma
organela, chamada hidrogenossoma, que está envolvida na geração de energia
(30).

Fungos anaeróbios produzem diferentes enzimas com altas atividades no
processo enzimático de degradação da parede celular de planta, incluindo celulases,
??glucanases, ?-glucosidases, xilanases, mananases, acetil-xilana esterases e
esterases fenólicas (4,17). Diferentes enzimas têm sido clonadas e sequenciadas
dos monocêntricos Neocallimastix patriciarum (2,9) e Piromyces sp (26) e também
do fungo policêntrico Orpinomyces sp cepa PC-2 (20). Algumas das enzimas são
encontradas livres, enquanto outras fazem parte de um complexo multi-proteico
de alta massa molecular similar ao celulossoma de Clostridia (16, 26). Contudo,
quando comparado às bactérias anaeróbias, os estudos sobre o complexo proteico
de alta massa molecular produzidos pelos fungos anaeróbios, apesar da grande
quantidade de dados gerada nos últimos anos, encontram-se em um estágio
praticamente inicial e muito ainda precisa ser feito para um melhor entendimento
do mesmo.

Considerações finais

Bactérias e fungos anaeróbios produzem um complexo multi-proteico de
alta-massa molecular (celulossoma), otimizado no sentido de apresentar um
sinergismo intramolecular pela interação de todos os componentes em uma ordem
e taxa efetiva. Este sistema altamente organizado confere aos celulossomas a
capacidade de hidrolisar material de origem vegetal de forma extremamente
eficiente, o que possibilita o uso do mesmo em várias aplicações biotecnológicas.
Estudos recentes visando à produção de celulossomas quiméricos, com subunidades
catalíticas escolhidas especificamente para uma determinada aplicação
biotecnológica, têm sido realizados. Apesar de toda a pesquisa desenvolvida nesta
área até o momento, um processo comercialmente efetivo ainda está distante.
Mais estudos precisam ser realizados no sentido de se compreender melhor o
mecanismo de ação celulossomal, assim como ainda se faz necessária a busca de
novas cepas capazes de produzir enzimas individuais ou complexos proteicos
com alta atividade específica.
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