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FILTROS BIOLOGICAMENTE ATIVOS POR ENZIMAS IMOBILIZADAS

Odilio Benedito Garrido Assis'
Luis Alberto Colnago?

A contaminacao de efluentes por residuos de origem agroindustrial, em
especial a presenca de fertilizantes e defensivos agricolas tem sido objeto de
preocupacdes crescentes, principalmente considerando a expansao das dreas
agricultaveis e o uso indiscriminado desses implementos. Nao sao raros também os
rejeitos do processamento agropecudrio, seja em média ou mesmo em pequena
escala, que sao diretamente acumulados "in natura" promovendo a absorcao pelo
solo e conseqliente contaminacdo de lencodis freaticos ou ainda diretamente
eliminados em rios e efluentes sem qualquer tratamento prévio. Segundo Guitierrez,
1997, cerca de 80% das doencas e 65% do total das internacdes no Brasil, estao
relacionados com a agua, sendo as principais incidéncias a desenteria baciliar, coléra,
febre tiféide, febre paratiféide, gastroenterite, diarréia infantil, esquistossomose e
leptospirose, vindo em seguida as contaminacdes por poluentes quimicos e derivados
de diversas origens.

O tratamento e potalizacdo de dguas contaminadas requer ndao somente uma
filtragem do ponto de vista da retencdo de material em suspensao como também uma
acao direta por agentes biolégicos que inoculem e degradem os contaminantes.
Contudo, a quase totalidade dos filtros para esse fim, tem como base o principio de
contencao fracionada ou continua de particulas ou coléides em suspensao, ou seja, a
filtragem por "peneiramento"”, onde tem-se uma fracao retentada (porcao retida pela
interrupcao de sua passagem por orificio de menor didametro que suas dimensdes) e
uma fracao permeada (porcao passante). A eficiéncia desse tipo de separacao é sem
ddvida limitada em funcao das dimensdes dos contaminantes, além de que a maioria
dos materiais utilizados na confeccao de filtros apresentam caracteristica bioinerte,
ou seja, ha apenas uma interacao fisica (retencdo) sem nenhuma resposta a nivel
biolégico com o filtrado.
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A possibilidade de elevar a acado purificante desses sistemas tornando-os
biologicamente ativos é éarea de desenvolvimento recente a nivel mundial e
praticamente inédita no Brasil, no tangente a construcao de dispositivos e testes.
Contudo, filtragens em escala laboratorial com presenca de biofilmes de diversas
origens tem apresentado eficacia na remocao de particulados contaminantes de agua,
sendo potencialmente interessantes para aplicacdes como barreiras na prevencao de
poluicao, na purificacdo e separacao de agrotdéxicos, microorganismos € nho
tratamento geral de 4guas residudrias (Weber-Shirk, M. & Dick, R., 1997).

A producéao de filmes de lisozima ultra-finos controlados a nivel molecular,
tem sido objeto de pesquisa no Centro de Instrumentacdo da Embrapa (Herrmann
P.S.P. et al., 1996), sendo esta enzima de alto poder bactericida e potencialmente
interessante para a confeccao de biofiltros.

A lisozima, também conhecida como muramidase, € uma enzima natural,
termicamente estavel, encontrada no colostro, clara de ovos e em mucosas e lagrimas
humana. A lisozima é caracterizada por multiplos e complexos grupos funcionais que
apresentam regidoes especificas de distribuicao de cargas superficiais, definindo
partes hidrofébicas e hidrofilicas, segundo modelo apresentado por Kayushina et al.,
1996. A literatura apresenta como principal acao antibacterial da lisozima a hidrélise
de componentes das paredes celulares de bactérias. Esta produz também a quebra de
ligacOes beta 1-4 entre N-acetil acido D-muramico e N-acetil D-glucosamina, o que
significa o rompimento das paredes celulares de bactérias gram positivas como Staph
and Strep, e de outras viroses neutralizando infeccdes por microorganismos (Sinnott,
1993).

O substrato apropriado a imobilizacdo da lizosima deve ser submetido a
tratamento quimico apropriado para geracao de cargas superficiais, atraindo assim as
porcoes eletricamente opostas das moléculas. Testes de bioatividade estao sendo
conduzidos pela montagem de colunas de filtragens. Como o vidro é um dos materiais
apropriados a geracao de cargas superficiais e consequentemente a imobilizacao da
lisozima, o meio de filtragem é constituido de fibra comercial de vidro (40-70 ym de
espessura), e hidrofilizado segundo procedimentos ja estabelecido (Herrmann, et al.,
1996 e Assis, et al., 1997). Testes de confeccdo de membranas vitreas por
sinterizacao de p6 de vidro também estdo igualmente em andamento.

A agregacao da lisozima no substrato poroso se da por auto-montagem,
sendo o aspecto do depdsito acompanhado por microscopia de forca. O que se
objetiva é a formacao de uma rede enzimatica como ilustrado na Figura 1, com
manutencao da permeabilidade do meio. A remocao de bactéria Escherichia coli em
solucao aquosa é o meio contaminado testado.
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Figura 1 - Esquema ilustrativo da rede de enzimas desejada pela imobilizacao de
lisozima em meio filtrante fibroso. Em (A) o empacotamento da |a de vidro
quimicamente tratada. Apds a permanéncia em solucao surfactante (AM = auto-
montagem), as fibras sdo revestidas pela lisozima formando uma rede de enzimas

(B)

No presente estagio da pesquisa quatro testes completos de filtragem foram
conduzidos e avaliados. A Figura 2 apresenta os resultados obtidos comparando-se a
fracao percentual de bactérias medida pela passagem nas colunas com e sem lisozima
imobilizada. A eficiéncia da filtragem é avaliada segundo equacao proposta por
Kawabata et al., 1996, que tem como base as diferencas na medida proporcional de
bactérias no afluente e efluente coletado em placas, ou seja PFU (plague-forming
unit), segundo a relacao:

% Removida = (PFU,., - PFU,,,)/PFU,.,, X 100

cujarelacdes estdo plotadas na Figura 3.
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Figura 2 - Medida das fracdes de bactérias apds passagem por jogos de colunas
com e sem enzima imobilizada.
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Figura 3 - Eficiéncia de filtragem segundo relacdo proposta por Kawabata et al.,
1996.

Por esses resultados preliminares é significativo o efeito bactericida da lisozima
imobilizada naremocao de E£. Coli. Esses dados indicam potencial de aplicacdes dessa
tecnologia na confeccao de biofiltros que possam servir de coadjuvantes no
tratamento de dguas contaminadas. Os testes deverdo ser ampliados num segunda
fase com o objetivos de avaliacdo de vida média de bioatividade e da eficiéncia na
remocao de demais contaminantes, principalmente residuos quimicos e agro-
industriais.
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