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Resumo

A crescente producdo carne bovina nacional infere naturalmente em um incremento na
geragdo de residuos gerados pelas industrias, dessa forma com a abundancia desses materiais,
torna-se interessante a busca por novas tecnologias capazes de tratar esses residuos de tal
forma que se tornem uma matéria-prima para produtos de maior valor agregado. Assim, este
trabalho teve por objetivo utilizar micro-organismos lipoliticos capazes de hidrolisar residuos
graxos bovinos a fim de tornd-los aptos a serem transformados em biodiesel pela reducao de
seu ponto de fusdo a temperaturas mais amenas, possibilitando sua producdo com balango
energético positivo.

Palavras-chave: Residuo graxo, Fermentacao, Lipase, Biocombustivel

Area Temitica: Residuos Sélidos.

Microbial hydrolysis of cattle fatty waste: Pretreatment for biodiesel
production

Abstract

The rise in the national cattle beef production naturally infers an increase in the generation
of waste produced by industries, thus since that these materials are in abundance, it is
interesting to search for new technologies capable of treating such waste in a way that they
become a raw material for products with higher added value. Thus, this work aimed at using
lipolytic micro-organisms capable of hydrolyzing cattle fatty residues in order to make them
suitable for processing into biodiesel by reducing its melting point at cooler temperatures,
enabling its production with positive energy balance.
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1 Introducao

A cadeia nacional de gado de corte produziu em 2012, cerca de 7,4 milhdes de
toneladas de carne, abastecendo toda a demanda nacional com produgdo prépria e 25% do
total produzido ainda é destinado ao mercado internacional, o que é bastante expressivo, pois
se estima que em 2020, 44,5% de toda carne bovina consumida no mundo seja proveniente do
Brasil (FAO, 2011).

No entanto, atrelado a esta crescente industrializacdo de carcacas animais, hd um
proporcional aumento na quantidade de residuos gerados, que sdo principalmente ricos em
lipideos e proteinas (PETERLINI, 2012). Para os abatedouros de bovinos e suinos, ainda ha a
geracdo de residuos do tecido Osseo das carcagas, constituidos basicamente de calcio e
potdssio, ja a carne de frango € comercializada juntamente com os 0ssos, reduzindo o volume
de residuo sélido gerado em comparagdo com as outras linhas de processamento. Como
qualquer dejeto disposto inadequadamente ao ambiente pode se tornar um importante fator de
poluicdo. Assim a temadtica para reducido do impacto ambiental e sustentabilidade do sistema
de producdo animal é cada vez mais discutida na comunidade cientifica ao redor do mundo
(MARQUES et al., 2012).

A insolubilidade dos residuos lipidicos nos corpos hidricos os tornam potenciais
impactantes ambientais quando dispostos inadequadamente ao meio ambiente (BRASIL,
2010). Desse modo, como uma alternativa para reduzir o impacto ambiental e agregar valor,
surge o interesse em transformar este residuo graxo em biodiesel, contribuindo para alcangar a
sustentabilidade do sistema de produ¢ao animal (PADULA et al., 2012).

Contudo, as gorduras de origem animal sdo constituidas de dcidos graxos de cadeias
longas, acima de dez carbonos, possuindo como principal desvantagem para a sintese de
biocombustiveis sua apresentacdo na forma sélida a temperatura ambiente, tornando o
processo de transesterificacdo em escala industrial oneroso devido ao alto custo energético
necessdrio para liquefazer essas gorduras, inviabilizando a producdo de biodiesel a partir
dessas fontes (ALPTEKIN & CANAKCI, 2011).

A reacdo pode ser via catdlise 4cida, alcalina ou enzimatica. Desses trés tipos de
catalisadores, o ultimo tipo se destaca por possuir a capacidade de ser recuperado e
reutilizado, reduzindo o volume de residuos gerados no processo, além de possuir
especificidade com seu substrato e causar uma maior queda na energia de ativa¢do da reacgao,
permitindo que ela seja realizada em temperaturas significativamente menores que os demais
tipos de catalisadores (OTERA, 1993).

No entanto, apesar do uso de enzimas purificadas apresentarem as vantagens citadas,
seu custo de produgdo e purificacdo € alto o suficiente para formar uma barreira a sua
disseminagdo e emprego na producdo em grande escala de biodiesel a partir dessas fontes
residuais, dessa forma, medidas para mitigar ou eliminar essas dificuldades se tornam
essenciais para conduzir esse processo com viabilidade econdmica (ANTCZAK et al., 2009).

Levantado esses aspectos, micro-organismos lipoliticos que produzam exoenzimas se
apresentam como potenciais agentes para atuar nesse ramo da bioenergia. Fiegler & Briickner
(1997) 1identificaram o gene responsdvel pela producdo de serina acetil transferase
(E.C.3.1.1.3), enzima capaz de hidrolisar trialcilgriceréis de cadeia longa, em cepas de
Staphylococcus xylosus, uma bactéria normalmente isolada de produtos carneos fermentados
responsavel pela estabilizacdo da cor, decomposi¢do de perdxidos e formagdo de aroma
devido a suas atividades proteoliticas e lipoliticas (KOZACINSKI et al., 2008).

Assim, este trabalho teve por objetivo realizar a hidrélise enzimatica microbiana de
residuos graxos bovinos através de biotécnicas, a fim de reduzir as cadeias dos dcidos graxos
diminuindo o ponto de fusdo desses compostos, facilitando as reagdes quimicas de produgdao
de biodiesel.
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2 Materiais e Métodos

2.1. Coleta de amostras

As amostras dos residuos graxos foram coletadas em frigorifico-abatedouro da regido
sul do estado do Rio Grande do Sul, de animais recém abatidos e antes da operacdo de
lavagem das carcacas, dando preferéncia a gorduras com o menor resquicio de sangue
possivel. Foram retiradas amostras do invélucro graxo dos rins dos animais, com massa
aproximada de 1,5kg, a coleta nesse ponto da linha de processamento visou facilitar as futuras
operacdes de limpeza, contribuindo para a homogeneidade das amostras entre si. Os residuos
foram gentilmente doados pela empresa Frigorifico Famile S.A. situada em Pelotas-RS
(Latitude: 31° 46’ 19" Sul; Longitude: 52° 20’ 33"’ Qeste).

2.2. Teor de umidade e acidez

Para obtencdo do teor de umidade dos residuos graxos frescos de bovinos, foram
pesadas 5g de gordura animal em cadinhos previamente tarados e levados para estufa a
105°C. Foi realizada a pesagem das amostras em intervalos de 1h a partir da segunda hora sob
secagem até a obtengdo de peso constante, conforme metodologia indicada pela Association
of Official Analytical Chemists (AOAC, 1995).

O teor de acidez livre foi mensurado utilizando adaptacdo do método KS M ISO 6618
(Korean Standard Association, 2003) para produtos oriundos do petréleo e lubrificantes por
método titulométrico. Foram pesadas 5g de residuo graxo animal em frasco erlenmeyer e
adicionados 50 mL de solugdo de éter etilico/etanol (2:1 v/v) como solvente. Foram
adicionadas 3 gotas de solucdo alcodlica de fenolftaleina 1% e apds 1 h em repouso, a solucdo
foi titulada com KOH 0,1N até o aparecimento e permanéncia da cor résea.

O indice de acidez é expresso pela massa de KOH necessaria para neutralizar os
acidos graxos livres presentes na amostra por g de amostra (mg KOH.g'l). O teor de acidez
livre foi calculado de acordo com a Eq. 1 a seguir.

5611 Xa X F
A= s (1

Onde, “A” € o valor da acidez (mg KOH.g'l), “a” € o volume de KOH consumido na
titulagdo (mL), “F” € a normalidade do hidréxido de potéssio, e “S” é a massa de amostra (g).

Ambas as andlises visaram averiguar a susceptibilidade inicial dos residuos ao
processo de transesterificacdo. Atingido um limiar de umidade, a agitacao realizada no reator
promove a saponificacdo e consequente formacdo de sabdes, reduzindo o rendimento da
producdo de biodiesel. Ja a presenca de dcidos livres, indicativos da decomposi¢do natural dos
lipidios, dificulta a purificacao do éster e glicerol, também causando quedas de rendimento de

combustivel (CHEN & LUO, 2011). Todas as andlises foram conduzidas em triplicata.

2.3. Culturas microbianas

Cepas estoque de Staphylococcus xylosus foram utilizadas no experimento.
Pertencente a familia das Micrococcaceae, o Staphylococcus xylosus € uma bactéria mesofila,
gram-positiva, com certicacio GRAS (do inglés, Generally Recognized as Safe) de seguranca
pela agéncia de vigilancia e controle de alimentos e substancias americana (Food and Drug
Administration — FDA), em aerobiose apresenta crescimento 6timo, podendo ainda ser
anaerébio facultativo, porém com desenvolvimento menos significativo. E amplamente
empregada pela industria de alimentos em produtos fermentados. Esta tltima caracteristica €

conferida devido a sua capacidade de produzir compostos corantes, flavorizantes e de reducdo
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de nitratos, a partir da hidrélise de proteinas e lipidios, servindo como uma das culturas
iniciadoras, juntamente com bactérias dcido-laticas, no processamento de queijos e produtos
carneos fermentados em geral (CICHOSKI et al., 2011; MANSOUR et al., 2009; OLESEN &
STAHNKE, 2004).

2.4. Pré-enriquecimento

Para cada operacgdo, foi preparado um tubo com 10 mL de caldo BHI (HIMEDIA —
M210) conforme instrucdo contida no rétulo, e esterilizado em autoclave a 121°C por 15
minutos. Foi transferido assepticamente para esse tubo uma algada de culturas estoques de
S.xylosus e incubados em estufa a 35 + 0,1°C por um Overnight de forma a retirar as células
do estado de laténcia (MANSOUR et al., 2009).

Ap6s o periodo de um Overnight, 1L de caldo BHI previamente esterilizado foi
inoculado com 10 mL do meio pré-enriquecido (1% v/v) e incubado a 35 + 0,1°C e 100rpm
em camara incubadora com agitacdo orbital (shaker). A fim de manter a concentragdo inicial
de células na fermentagdo constante, foi construida a curva de crescimento bacteriana. Dessa
forma foi averiguado que € necessdrio um tempo de incubacdo de 3h para atingir a
concentracdo de 10® UFC/mL de meio de cultivo.

Para determinacdo desse ponto do crescimento onde a concentragdo celular atinge a
ideal, foram transferidos assepticamente 2mL do caldo com as culturas pré-enriquecidas para
um erlenmeyer com 200mL de caldo BHI estéril, submetido a fermentacdo em incubadora
shaker a 35 + 0,1°C e 100rpm ao longo de 8h, conforme metodologia descrita por Mauriello
et al. (2004).

No tempo inicial, a partir da primeira hora e em intervalos de 1,5h, foram coletadas
amostras do mosto e inoculadas em dgar BHI para contagem de col6nias, utilizando a técnica
do espalhamento em superficie onde 0,1mL da amostra foi assepticamente transferido para as
placas e espalhadas pela superficie com auxilio de al¢a de Drigalski e incubadas a 35 + 0,1°C
por 24h para realizagdo da contagem de coldnias e determinagao do tempo de enriquecimento
necessdario para atingir a concentracao desejada de coldnias no inoculo.

2.5. Fermentacao das gorduras bovinas

As amostras de gorduras bovinas foram assepticamente pesadas em sacos plasticos
estéreis e apds adicdo dos respectivos volumes de caldo BHI, foram levadas a
homogeneizador de alimentos tipo “Stomacher” por 2 min e transferidas para erlenmeyers
estéreis onde o volume total do mosto foi de 200 mL. Os frascos foram dispostos em
incubadora shaker para inicio da fermentacdo, sob 35 £+ 0,1°C e 100 rpm. As condicdes de
fermentacdo obedeceram ao delineamento experimental descrito na Tab. 1 a seguir.

Tabela 1 — Delineamento experimental aplicado na fermentagcao de gorduras bovinas
Variaveis Independentes

Residuo Tempo de Concentracao de Variaveis Dependentes
fermentacio (h) gordura (%)
1,5 2,0
) 3.0 4.0 Ponto de fusido (AOCS,
Sebo bovino 4,5 6,0 200)
6,0 8,0
7,5 10,0

3 amostras x 5 tempos x 10 concentracdes = 150 experimentos x 3 repeti¢des = 450 resultados

Ao atingir cada tempo analitico alvo, a fermentagao foi interrompida e foi coletada
assepticamente uma amostra de aproximadamente 1g de cada erlenmeyer, correspondente as
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cinco diferentes concentracdes em teste, submetendo-as a andlise de ponto de fusao.

2.6. Ponto de fusio

A andlise do ponto de fusdo seguiu metodologia descrita pela American Oil Chemists
Society (AOCS, 2009) onde aproximadamente 1g de amostra foi transferida para um tubo de
ensaio e aquecida lentamente em manta térmica desde 30°C até 80°C. Sdo detectadas trés
temperaturas diferentes ou ndo, referentes a trés acidos graxos que compde o trialcilglicerol,
diferentes ou ndo. Dessa forma, foi adotado como ponto de fusdo a temperatura de pico, ou
intermedidria, restando somente a fragdo cristalizada de gordura no tubo de ensaio
(RODRIGUEZ-RACT et al., 2010).

2.7. Tratamento estatistico

Os dados experimentais correspondentes aos pontos de fusao foram tabulados, seguido
de Andlise de Variancia (ANOVA). A Diferenca Minima Significativa (DMS) entre as médias
dos resultados foram analisadas por teste de Tukey a nivel de 5% de significancia
(MONTGOMERY & RUNGER, 2012).

3 Resultados e Discussao

3.1. Teor de umidade e acidez

A Tabela 2 apresenta os valores de umidade e acidez livre dos residuos graxos bovinos
antes da fermentacdo. A umidade da gordura bovina foi inferior ao limite maximo
estabelecido pela literatura de 0,06%, portanto, dentro dos parametros adequados para
sofrerem transesterificacdo por qualquer via catalitica sem a necessidade de passar por
operacdo de secagem (MA et al., 1998). A acidez livre encontrada (0,102 mg KOH.g")
também estd de acordo com o limiar estabelecido na literatura para gorduras animais propicias
a passarem pelo processo de transesterificacdo segundo Ma et al. (1998) que relatam a
necessidade de uma pré-esterificacdo dos residuos graxos, a fim de neutralizar os dcidos
graxos livres resultantes da decomposi¢do natural dos lipidios para emprego de uma catélise
alcalina em gorduras animais com indice de acidez acima de 1 mg KOH.g™".

Tabela 2 - Propriedades fisicas das gorduras animais in natura

Propriedades Sebo Bovino* Método
Umidade (%) 0,01 £0,012 Secagem em estufa (AOAC, 1995)
Acidez (mg KOH.g™") 0,102 £ 0,01 Titulometria (KS M ISO 6618)

*- Média e desvio padrdo de trés repeticdes

A partir desses resultados, os residuos graxos bovinos foram pré-selecionados visando
simular uma situacdo operacional real, sendo que somente apds averiguar esses dois
parametros fisico-quimicos que eles foram encaminhados para tratamento bioldgico.

3.2. Ponto de fusao
Os resultados encontrados para os pontos de fusdo apds o tratamento biolégico estdo
apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 — Pontos médios de fusdo de gordura bovina ao longo da fermentacdo

PF (°C)
- Tempo de fermentacio (h)
Concentracao (%) 15 3.0 45 6.0 75
2 65,50 '* 57,75 % 58,00 ** 57,75 57,25 %
4 63,25 ' 58,50 ** 57,50 ** 57,75+ 57,25 %
6 63,75 '* 57,75 57,50 ** 53,75%% 54,75 3
8 63,75 '* 59,25 > 57,25 % 53,75 > 51,00 *™
10 62,50 '* 59,25 %% 56,75 > 49,00 *° 48,00 *¢

* letras iguais nas colunas e nimeros iguais nas linhas ndo apresentam diferencga significativa, letras diferentes
nas colunas e nimeros diferentes nas linhas apresentam diferenga significativa (a = 0,05). Ponto de fusdo inicial
de 74°C + 1,5°C.

Analisando os dados apresentados na Tabela 3, podemos averiguar que houve uma
queda do ponto de fusdo dos residuos graxos animais tratados pela fermentacao das bactérias.
A partir de 3h de processo € evidenciada uma queda significativa no ponto de fusdo para todas
as concentracdes de gordura, sendo intensificada quanto maior o tempo reacional. Quanto as
concentracoes, a maior quebra de cadeia lipidica foi identificada ao utilizar uma concentragcao
de 10% de gorduras no meio em 6h de processo.

Esse efeito da fermentacdo microbiana pode ser explicado pela tendéncia dos seres
vivos em utilizar sempre a rota mais simples para obtencdo de energia. Quando a
concentracdo de meio de cultura € alta (2% de gordura e 98% de meio), ha um grande aporte
de nutrientes facilmente absorviveis, assim, ndo ha necessidade de sintese da serina hidrolase
para obten¢ao de energia a partir dos dcidos graxos de cadeia longa. No entanto, conforme a
fermentacdo avanca e os nutrientes mais simples se esgotam, as células detectam a
necessidade de extrair energia de outras fontes, produzindo as exoenzimas para hidrélise da
gordura animal, além disso, a medida que o tempo avanca, um maior nimero de células esta
presentes no reator, aumentando gradativamente a taxa de consumo de nutrientes. Conforme o
teor de gordura se eleva no meio, hda uma menor disponibilidade de nutrientes do meio de
cultura, induzindo as bactérias a produzirem lipases para iniciar a metabolizacdo de carbono a
partir dos residuos graxos ocasionando a quebra da cadeia carbonada dos triglicerideos e
consequentemente a queda no ponto de fusdo (HORN et al., 2007; TANO-DEBRAH et al.,
1999).

Considerando que a matéria-prima € um residuo agroindustrial, é desejada sua maxima
utilizacdo possivel sem que prejudique o processo, assim como 6timo operacional, podemos
observar que em 6h de fermentagdo foi suficiente para causar a queda de aproximadamente
25°C no ponto de fusdo nas concentracdes de 10% chegando ao entorno de 49°C na
temperatura de pico (LIDE, 2007).

4 Conclusao

Concluimos que a fermentagdo causada por Staphylococcus xylosus em gorduras de
bovinos causam uma queda significativa em seus pontos de fusdo devido a quebra na cadeia
carbonada dos dcidos graxos, reduzindo os custos energéticos para liquefacdo da gordura,
permitindo que processos quimicos para obtengdo do biodiesel sejam realizados em
temperaturas mais amenas, reduzindo gastos e aumentando o rendimento da atividade.
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