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APROVEITAMENTO DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS: PRODUCAO
DE ENZIMAS A PARTIR DA CASCA DE COCO VERDE
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Investigou-se o aproveitamento da casca do coco
verde, mediante fermentacdo semi-solida, para
producdo de enzimas. A casca de coco foi
previamente desidratada, moida e classificada em
trés diferentes granulometrias, ou seja, 14, 28 e 32
mesh Tyler. Todas as enzimas obtidas tiveram sua
producdo maxima na faixa de 24 e 96 horas, o0 que
corresponde ao tempo de producdo industrial
corrente. Cada granulometria produziu complexos
enzimaticos ricos em diferentes atividades. O
estudo realizado validou a hipdtese do
aproveitamento do residuo da casca do coco verde
na producao de enzimas por Aspergillus niger.

1  INTRODUCAO

Nos ultimos anos, especial atencdo vem sendo dada para minimizacdo ou
reaproveitamento de residuos sélidos gerados nos diferentes processos
industriais. Os residuos provenientes da indastria de alimentos envolvem
quantidades aprecidveis de casca, carogo e outros. Esses materiais, além
de fonte de matéria organica, servem como fonte de proteinas, enzimas e
Oleos essenciais, passiveis de recuperacdo e aproveitamento.

O aumento crescente no consumo do coco verde e a vocagao natural para
a industrializacdo de sua agua vém aumentando a geracdo de rejeito
(casca de coco), que corresponde a cerca de 85% do peso do fruto.
Segundo dados fornecidos pela Companhia de Limpeza Urbana do Rio,
COMLURSB, o coco corresponde a cerca de 80% de todo o lixo coletado na
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orla maritima. Paralelamente, as industrias que processam agua-de-coco
geram volumes significativos e crescentes do mesmo material, que
atualmente, € enterrado em lixdes e aterros, causando problemas,
especialmente em grandes centros urbanos (ROSA, 1998).

O rejeito da industria convencional do coco maduro pode ser usado como
combustivel para caldeiras, ou na manufatura de cordoalha, tapetes,
estofamentos e capachos. Estudos mais recentes sugerem ainda a
utilizacao do residuo da casca na agricultura intensiva, principalmente no
cultivo de plantas ornamentais e hortalicas (MURRAY, 2001; OHLER,
1986). No entanto, a alta umidade (cerca de 85%) e as caracteristicas da
fibra do coco imaturo reduzem seu aproveitamento em relagcdo a casca do
coco maduro.

Tornar viavel o aproveitamento da casca do coco verde, gerado tanto como
residuo industrial quanto como lixo urbano, significaria mais uma
alternativa de lucro para os sitios de producéao.

O desenvolvimento tecnolégico mundial avanga cada vez mais no caminho
dos processos biotecnoldgicos, devido a irreversivel tendéncia de
prevaléncia das politicas ambientais. Nesse sentido, a substituicdo de
processos quimicos convencionais por processos enzimaticos torna o
desenvolvimento e o aprimoramento desta tecnologia de suma
importancia. Enzimas sado catalisadores organicos, responsaveis pelas
milhares de reacdes bioquimicas envolvidas nos processos bioldgicos dos
sistemas vivos. As enzimas apresentam ampla utilizacdo na industria
alimenticia, principalmente em processos de maceracdo de vegetais e
frutas para a producéo de néctares e purés, no processamento de produtos
carneos (tenderizacdo), na producdo de queijos, na extracao e clarificacéo
de sucos de frutas e vinho, na desengomagem de fibras naturais e na
recuperacdo de Oleos vegetais. Sao utilizadas também nas indastrias de
papel e celulose, téxtil (biopolimento do jeans) e na producéo de racoes
animais (COELHO, 1993; CUNHA, 1999). As enzimas, tais como
poligalacturonase e pectinase, entre outras, sdo utilizadas nas industrias
de suco de frutas para diminuir a viscosidade do mesmo, contribuindo para
0 aumento do seu fluxo nos processos que empregam membrana (MUTLU
et al.,, 1999; VAILANT et al., 1999). No campo da comercializacdo de
enzimas, o Brasil é ainda, basicamente consumidor de produtos
importados, apesar de todo o seu potencial.

O mercado mundial da tecnologia enzimatica movimenta, anualmente,
cerca de 2 bilhdes de dolares (NORDISK, 1996). Tal montante justifica-se
pelo interesse gerado por processos que envolvem tecnologia de baixo
custo energético, com menor impacto ambiental e que utiliza matérias-
primas renovaveis, adequando-se ao reaproveitamento de sub-produtos da
agroindustria.
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Uma das alternativas para a casca de coco verde poderia ser o seu
aproveitamento em processos fermentativos, como a producdo de
enzimas. Como a maioria dos rejeitos agroindustriais, este material contém
grande quantidade de compostos como celulose, hemicelulose, pectina e
outros, ndo havendo necessidade de grandes complementacdes
nutricionais para o adequado desenvolvimento microbiano. Estes
compostos funcionam como indutores para a producdo de enzimas
extracelulares, tais como celulases, xilanases, pectinases e outras.

No presente trabalho verificou-se a viabilidade técnica da producgédo de
enzimas, mediante fermentacdo semi-solida, utilizando a casca do coco
verde como matéria-prima.

2 MATERIAL E METODOS

A casca de coco verde, oriunda de produtores de Santa Cruz (RJ), foi
desidratada em secador de bandeja, a 35 °C por 48 horas. A seguir foi
triturada em moinho de facas e classificada em peneiras, conforme
granulometria especificada na Tabela 1.

TABELA 1 - FAIXAS DE GRANULOMETRIA DE CASCA DE COCO
VERDE UTILIZADAS

Granulometria Tyler (Mesh) Abertura (mm) Umidade (%)
1 14 1.19 8.4
2 28 0.59 7.0
3 <32 <0.50 5.2

As trés granulometrias foram utilizadas em diferentes experimentos. Optou-
se pela fermentacdo semi-soélida, principalmente devido a possibilidade de
aproveitamento do residuo e da relacdo entre o reator de volume
reduzido/unidade de substrato convertido.

A linhagem de Aspergillus niger utilizada neste estudo foi isolada do solo,
sendo proveniente da colecéo de culturas do Departamento de Engenharia
Bioquimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Procedeu-
se a ativagao da linhagem por repiques sucessivos em gelose Czapeck-
Dox inclinada.

Solucédo de nutrientes, contendo 0.9% de sulfato de aménio e 0.1% de
fosfato de potéssio, foi elaborada com a finalidade de fornecer fonte de
nitrogénio (N), enxofre (S) e fosforo (P) necessarios para o crescimento
dos microrganismos.
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A fermentacdo foi conduzida utilizando-se a razdo 1:1 de casca de
coco/solugdo de nutrientes, de modo a identificar qual granulometria
permitiria 0 melhor crescimento do microrganismo e producdo de enzimas.

Para as fermentacdes foram preparados 15 frascos erlenmeyer (250 mL),
sendo 5 para cada granulometria. Em cada erlenmeyer foram colocados
15 g da casca do coco e 15 mL da solucédo nutriente. Os meios foram
autoclavados por 5 minutos a 1 atm e o inéculo empregado consistiu de
10° esporos de Aspergillus niger por grama de meio sélido utilizado. A
duracdo total destas fermentacdes foi de sete dias, com amostragem
diaria.

Visando verificar a influéncia da flora microbiana, natural da casca do coco
verde, na producdo de enzimas foram conduzidos, também, experimentos
com o substrato ndo autoclavado e sem inoculacéao.

Em intervalos de 24 horas, as enzimas foram extraidas pela adicdo de
100 mL de tampéo acetato (pH 5,0), agitagcdo em shaker a 160 rpm e
temperatura de 30 °C por 30 minutos. A seguir, procedeu-se filtracdo a
vacuo, em funil de Bichner, usando papel de filtro ADVANTEC TOYO 5C
(185 mm) para separar o residuo da fermentacdo do sobrenadante (extrato
enzimético). O sobrenadante foi filtrado a vacuo em filtro Milipore, usando-
se membrana de 0,5 um para retirada dos esporos. Estocou-se 0 extrato
enzimatico a -20 °C para analises posteriores.

Para a determinacdo das atividades enzimaticas, todas as solucbes de
substratos foram previamente mantidas por 10 minutos nas temperaturas
de reacdo. A atividade de cada enzima foi expressa em unidade/mL de
extrato enzimatico, a saber

o Xilanase - uma unidade de xilanase corresponde a 1 umol de xilose
liberada por minuto a 60 °C e pH 4,2 (PINTO, 1998);

o Carboximetilcelulase - uma unidade de CMCase corresponde a 1umol
de glicose liberada por minuto em pH 4,8 e 50 °C (PINTO, 1998);

o Protease - uma unidade de atividade foi definida como o aumento de
0,01 de absorbéancia, que a amostra apresente em relagcdo ao branco
por minuto a 32 °C e pH 5 (PINTO, 1998);

o Poligalacturonase - uma unidade de pligalacturonase foi definida
como a quantidade de enzima que libera 1 pumol de acido
galacturénico, a partir de solucdo 0,25% (p/v) de acido
poligalacturénico, por minuto, a 45 °C e pH 4,4 (COELHO, 1993).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 INFLUENCIA DA GRANULOMETRIA

As Figuras 1 a 4 apresentam os perfis de producdo enzimatica, obtidos ao
longo do tempo, para as granulometrias estudadas.

FIGURA 1 - PRODUCAO DE PROTEASES PARA AS GRANULOMETRIAS
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FIGURA 2 - PRODUCAO DE PECTINASES PARA AS GRANULOMETRIAS
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FIGURA 3- PRODUGCAO DE CELULASES PARA AS GRANULOMETRIAS
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FIGURA 4 - PRODUGCAO DE XILANASES PARA AS GRANULOMETRIAS
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De acordo com os resultados obtidos, a produgdo enzimatica esti
relacionada com a granulometria, da seguinte forma:

e Granulometria 1 (Tyler 14)

Observou-se a formacédo de complexo enzimatico rico em pectinase, com
pico de producao verificado no 3° dia (Figura 2), e celulase, com pico de
producdo detectado no 4° dia (Figura 3). A producéo de pectinase ocorreu
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de forma tardia quando comparada com a granulometria 3, cujo maximo de
producédo foi atingido no 1° dia. Este retardamento da producdo de
pectinase deve-se, provavelmente, a menor area interfacial especifica da
granulometria 1. Adicionalmente, foi formada pequena quantidade de
xilanase, conseguindo-se producéao intermediaria de protease (Figuras 4 e
1, respectivamente).

e Granulometria 2 (Tyler 28)

A granulometria 2 apresentou resultados intermediarios para a producao
de xilanase e celulase. Houve baixa producdo de pectinase e elevada
producdo de protease, com maximo de producdo detectado no 4° dia
(Figura 1), quando comparada as demais granulometrias.

e Granulometria 3 (Tyler 32)

Verificou-se a formacdo de complexo enzimatico rico em pectinase, com
pico de producdo no 1° dia (Figura 2), e xilanase, com maximo de
producdo obtido no 2° dia (Figura 4). Detectou-se também atividade
celulasica e proteasica, em niveis inferiores as demais granulometrias.

A queda na producdo das enzimas, observada nos perfis de atividade
especifica, normalmente é atribuida a agdo proteolitica ou a instabilidade
das moléculas enzimaticas durante o processo produtivo.

Todas as enzimas obtidas apresentaram producdo maxima entre 24 e 96
horas, o que corresponde ao tempo de producdo industrial corrente.
Considerando que o biorreator utilizado era bastante simples, sem aeracao
e sem agitacao, acredita-se que a otimiza¢ao do processo poderia elevar a
produtividade nos casos estudados.

Em funcdo da aplicacdo desejada pode-se escolher a granulometria mais
adequada, visto que as diferentes granulometrias produziram complexos
enzimaticos ricos em diferentes atividades. A Tabela 2 apresenta os
principais complexos enzimaticos obtidos para cada faixa granulométrica
estudada.

TABELA 2 - PRODUCAO DE ENZIMAS EM DIFERENTES

GRANULOMETRIAS
Granulometria Principais enzimas produzidas
1 Pectinase/Celulase
2 Protease
3 Pectinase/Xilanase
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3.2 INFLUENCIA DA FLORA MICROBIANA NATURAL

Observou-se crescimento microbiano nos meios nédo esterilizados, com
aspecto macroscopio diferenciado daqueles encontrados nos meios
inoculados com Aspergillus niger. Este microrganismo, naturalmente
encontrado pode ser advindo da matéria-prima ou do ambiente.

A Figura 5, que apresenta o desempenho dos meios inoculados e nao
inoculados na producdo de proteina apdés sete dias de fermentacao,
evidencia que, para as trés granulometrias, a producdo de proteinas foi
superior no meio ndo esterilizado. Pode-se dizer entdo que o
microrganismo presente na casca do coco é, aparentemente, produtor
potencial de proteinas e, provavelmente de enzimas.

FIGURA 5- CONCENTRACAO DE_ PROTEINA TOTAL APOS SETE
DIAS DE FERMENTACAO
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A Tabela 3 apresenta as principais enzimas produzidas pela flora
microbiana natural, para cada granulometria, ao final de sete dias de
fermentacao.

TABELA 3 - PRINCIPAIS ENZIMAS PRODUZIDAS PELA FLORA
MICROBIANA NATURAL

Tiposde Granulometria 1l Granulometria 2 Granulometria 3

enzimas | Pectinase e protease pectinase Pectinase e celulase
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Conforme os resultados obtidos verifica-se que ha necessidade de
esterilizar o meio, caso a influéncia de microrganismos naturais na
producéo de enzimas seja indesejada.

A possibilidade de se conduzir o processo utilizando o microrganismo
nativo, sem prévia inoculacdo ou esterilizagdo, pode representar reducdo
de custos. Entretanto, o controle microbiolégico do processo é prejudicado,
bem como a qualidade do produto final, uma vez que nao se pode garantir
o desenvolvimento da mesma linhagem fungica a cada batelada.

4  CONCLUSAO

O estudo realizado validou a hip6tese do aproveitamento do residuo da
casca do coco verde na producdo de enzimas por Aspergillus niger.

Todas as enzimas obtidas tiveram sua produgcdo méaxima no periodo entre
24 e 96 horas, o que corresponde ao tempo de producdo industrial
corrente.

A possibilidade de producdo de enzimas por microrganismos nativos néo
deve ser descartada, pois de acordo com os dados apresentados, obteve-
se bons resultados para algumas enzimas, apds o sétimo dia de
fermentacdo, em meio nao esterilizado.

Abstract

The utilization of immature coconut peel as substrate for enzyme production by solid state
fermentation was investigated. The coconut peel was previously dehydrated, milled and
classified in three distinct granulometries: 14, 28 and 32 mesh Tyler. All the enzymes
obtained had its maximum production in 24 to 96 hour interval, which correspond to the
current industrial production time. Each granulometry produced rich enzymatic complexes
with different activities. This study validates the hypothesis of benefit immature coconut
peel as raw material for enzyme production by Aspergillus niger.
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