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Resumo

MARQUES, Roger Vasques. Modificacéo de residuos graxos animais através de
cepas de Staphylococcus xylosus: Matéria-prima para biodiesel. 2013. 62f.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos. Universidade Federal de Pelotas. Pelotas.

A intensa atividade da cadeia produtiva de carnes brasileira gera uma imensa
quantidade de residuos agroindustriais, dentre eles os residuos de gorduras
animais, que podem alternativamente ser convertidos em biodiesel, dada a quebra
de algumas barreiras tecnolégicas e econémicas que impedem a difusdo desse
biocombustivel a partir dessas fontes na matriz energética nacional. Dessa forma, o
presente trabalho teve como objetivo quebrar a primeira dessas barreiras, que foi a
reducdo do ponto de fusdo de diferentes gorduras animais como matéria-prima para
biodiesel utilizando cepas de Staphylococcus xylosus. Esta bactéria normalmente
encontrada em gqueijos e embutidos carneos fermentados possui a capacidade de
produzir uma hidrolase do tipo EC 3.1.1.3, caracterizada pela sua especificidade em
hidrolisar &cidos graxos com cadeia carbonada acima de 10 carbonos. Assim, foram
investigados os efeitos da fermentacdo das gorduras animais causadas por essa
bactéria nos pontos de fusdo desses residuos graxos. Foram testados o0s
parametros tempo de fermentacgéo - variando entre 1,5h e 7,5h — concentracédo de
gordura no mosto — variando 5 pontos entre 2% e 10% e outros 5 pontos entre 50%
e 90%. A concentracdo inicial de fermentacéo foi estipulada em 10® UFC. Apoés o
término da fermentacao, foi analisado o ponto de fusdo das amostras ao longo do
tempo e da concentracdo de gordura utilizada. As trés fontes de gordura analisadas
apresentaram queda média dos seus respectivos pontos de fusdo entre 21°C
(frangos) e 30°C (bovinos). As gorduras de bovinos e frangos apresentaram o0s
resultados mais satisfatorios, onde a maior queda nas temperaturas de fusao foram
obtidas com as maiores concentragdes de residuo graxo (50 a 70%) e em tempos de

fermentacao variando entre 1,5h e 3h.

Palavras-chave: Subprodutos, Staphylococcus xylosus, fermentacao, residuo graxo



Abstract

MARQUES, Roger Vasques Modificacdo de residuos graxos animais através de
cepas de Staphylococcus xylosus: Matéria-prima para biodiesel. 2013. 62f.
Dissertacao (Mestrado) — Programa de Pés-Graduacédo em Ciéncia e Tecnologia de

Alimentos. Universidade Federal de Pelotas. Pelotas.

The intense activity of the Brazilian meat production chain generates immense
amounts of agroindustrial residues, as is the case of fatty animal waste that can
alternatively be converted into biodiesel, given the removal of some economic and
technological barriers that prevent the spread of biofuel from these sources in the
national energy matrix. Thus, the present study aimed to break the first of these
barriers, which was to reduce the melting point of different animal fats as feedstock
for biodiesel using Staphylococcus xylosus strains. These bacteria normally found in
fermented sausage and cheese has the capability of producing a hydrolase of the
type EC 3.1.1.3, characterized by its specificity for hydrolyzing fatty acids with carbon
chain greater than 10 carbons. Thus, we investigated the effects of fermentation of
animal fats caused by this bacterium in melting points of these fatty wastes. The
tested parameters were fermentation time - ranging between 1.5h and 7.5h - fat
concentration in the wort - 5 points ranging between 2% and 10% and other 5 points
between 50% and 90%. The initial concentration of fermentation was set at 10® CFU.
Upon completion of the fermentation, the melting point of the samples were analyzed
over time and the concentration of fat used. The three sources of fat analyzed had
average drop of their respective melting points from 21°C (chickens) and 30°C
(cattle). The fat of cattle and chickens showed the most satisfactory results, where
the biggest drop in melting temperatures were obtained with higher concentrations of

fatty residue (50 to 70%) and shorter fermentation times, ranging between 1.5h to 3h.

Keywords: Byproducts, Staphylococcus xylosus, fermentation, fatty residue
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1. Introducéao

Em 2010, a producgédo brasileira de carnes (bovinos, suinos e aves) foi de
24,5 milhdes de toneladas, sendo que 75% dessa producdo foram destinadas ao
mercado interno. O Brasil apresenta crescente participacdo no comércio
internacional desses produtos, e as expectativas apontam que até 2020 a producéo
de carne bovina, suina e de aves supra 44,5%, 14,2% e 48,1% do mercado
internacional respectivamente (FAO, 2011; BRASIL, 2011a).

Os principais Estados que impulsionam a producéo de carne bovina no pais
sdo o Mato Grosso, seguido de Sao Paulo e Mato Grosso do Sul, sendo que cada
um abateu, somente no 4° trimestre de 2010, mais de 800 mil cabecas de gado.
Entretanto, comparando ao mesmo periodo de 2009, esses trés Estados tiveram
gueda meédia de producdo de 12,4%. Seguindo essa tendéncia, Minas Gerais e
Para, ambos abatendo quantidades superiores a 450 mil bovinos, tiveram
decréscimo de 11,5% e 14,5% respectivamente (BRASIL, 2011Db).

Em contraponto, a regido Sul do pais apresentou aumento do nimero de
cabecas abatidas, sendo que o Rio Grande do Sul subiu de sétimo para quarto lugar
no ranking das Unidades da Federacdo, apresentando elevacdo de 21,4%,
chegando a aproximadamente 600 mil bovinos abatidos. Convergindo a esses
valores, o Parana teve alta de 10,2% em relacdo ao mesmo periodo do ano anterior,
permanecendo na 9° posicéo do ranking, ja Santa Catarina teve aumento de 22,7%,
estabilizando-se na 14° posicao; fora da regido Sul, outro Estado com producéo total
superior a 1% que apresentou aumento significativo foi o Acre, tendo alta de 36,1%
nesse periodo, passando de 14° para 12° no ranking das Unidades da Federacgéao
(BRASIL, 2011b).

Essas flutuagBes na produgé@o de carne bovina pelo pais ocorrem devido a
diversos fatores, tais como setores da economia que afetam o abate, que abastece
principalmente o mercado interno, portanto a propria diferenca cultural das regides
guanto ao consumo de carnes afeta a cadeia produtiva, além da influéncia da
economia internacional, principalmente dos importadores mais relevantes como a

unido europeia, que passa por um periodo de crise financeira em toda a zona do
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euro, retraindo o comércio entre os paises e desaquecendo a demanda, implicando
na reducdo do abate nas regifes onde a exportacdo € o foco principal (MARQUES,
et al., 2012a; FAO, 2011).

No segmento de carnes de frango, a Unido Brasileira de Avicultura
(UBABEF) anunciou crescimento de 11,38% na producdo do pais, aproximando-se
da China, segundo colocado como produtor, sendo que o Rio Grande do Sul
contribui com 15% do total de aves abatidas no territério nacional, enquanto que em
exportacdes o Brasil ainda é o lider absoluto.

No topo do ranking mundial do consumo de carnes estid a de suinos,
representando 39,4% do total o consumido, seguida pela carne de aves, bovinos e
ovinos/caprinos (ROPPA, 2009). A producdo nacional brasileira € concentrada na
regido sul, sendo esta responsavel por 65,4% dos abates de suinos. Santa Catarina
contribui com 26,9% e o Rio Grande do Sul com 21,9% compondo os dois principais
estados abatedores (BRASIL, 2011b).

No entanto, atrelado a esta crescente industrializacdo de carcacas animais,
ha um proporcional aumento na quantidade de residuos gerados, que sdao
principalmente ricos em lipideos e proteinas nos trés tipos de matadouros-frigorificos
(MARQUES et al., 2012a). Para os abatedouros de bovinos e suinos, ainda ha a
geracdo de residuos do tecido 6sseo das carcacas, constituidos basicamente de
calcio e potassio, ja a carne de frango é comercializada juntamente com 0S 0SS0S,
reduzindo o volume de residuo solido gerado em comparacdo com as outras linhas
de processamento. Como qualquer dejeto disposto inadequadamente ao ambiente
pode se tornar um importante fator de poluicdo. Assim a tematica para reducédo do
impacto ambiental e sustentabilidade do sistema de producédo animal € cada vez
mais discutida na comunidade cientifica mundial (MARQUES et al., 2012b).

Pela insolubilidade dos residuos lipidicos nos corpos hidricos, estes se
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 alcancar a sustentabilidade do sistema de
producdo animal (PADULA et al., 2012).

Contudo, as gorduras de origem animal sdo constituidas de acidos graxos
de cadeias longas, acima de dez carbonos, possuindo como principal desvantagem

para a sintese de biocombustiveis sua apresentacdo na forma solida a temperatura
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ambiente, tornando o processo de transesterificagcdo em escala industrial oneroso
devido ao alto custo energético necessario para liquefazer estes tipos de gordura,
inviabilizando a producédo de biodiesel a partir dessas fontes (ALPTEKIN & CANAKCI,
2011).

Sao conhecidas duas rotas quimicas para a producdo de biocombustiveis, a
rota quimica propriamente dita onde ocorre a hidrélise da ligagédo éster de um &cido
graxo e do glicerol ligado por um acido ou uma base, em aquecimento e adi¢cao de
um alcool de cadeia curta (DA CUNHA et al., 2009). A segunda rota é a enzimatica,
onde a reacao de hidrdlise € catalisada por lipases especificas, com a vantagem de
ndo gerar residuos aquosos acidos ou alcalinos, possuem uma alta especificidade
resultando em menos contaminantes no produto final, além de apresentar
rendimentos favoraveis (KAPTUROWSKA et al., 2012; FUKUDA et al., 2001). Em
contra partida, a utilizacdo de enzimas puras torna o processo em grande escala
invidvel pelo alto custo de enzimas purificadas, o que incentiva a busca por micro-
organismos produtores de lipases que possam acelerar a reacdo mantendo mais
baixo possivel o custo de operacédo (RICHARD, 2011).

As lipases provenientes de bactérias e fungos constituem um grupo de
valiosas enzimas de aplicacdo biotecnoldgica, principalmente pela versatilidade de
suas propriedades, no que se refere a atuacdo enzimatica e especificidade do
substrato, e pela facilidade de producdo em massa sendo amplamente utilizado no
segmento industrial (HASAN et al., 2006).

Fiegler & Briuckner (1997) identificaram o0 gene responsavel pela producéo
de serina acetil transferase (E.C.3.1.1.3), enzima capaz de hidrolisar trialcilgricerois
de cadeia longa (acima de 10 carbonos), em cepas de Staphylococcus xylosus, uma
bactéria normalmente isolada de produtos carneos fermentados responsavel pela
estabilizacdo da cor, decomposicdo de peroxidos e formacdo de aroma devido a
suas atividades proteoliticas e lipoliticas (KOZACINSKI et al., 2008).

Assim, este trabalho teve como objetivo utilizar biotécnicas com cepas de
Staphylococcus xylosus para quebrar a cadeia carbonada de acidos graxos,
reduzindo o Ponto de Fusédo (PF) das gorduras animais para temperaturas mais
amenas, criando um bioprocesso alternativo interessante do ponto de vista

econdmico e ambiental.
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2. Hipotese

A fermentacdo causada por cepas de Staphylococcus xylosus em gorduras
animais proporciona uma queda do ponto de fusdo das mesmas pela reducédo do
namero de carbonos da cadeia dos acidos graxos, reduzindo os custos energeéticos

para liquefacdo da gordura viabilizando a obtencéo de biodiesel de origem animal.

3. Objetivo geral

e Modificar a estrutura quimica de residuos graxos animais utilizando cepas de

Staphylococcus xylosus, a fim de reduzir seu ponto de fuséo

3.1. Objetivos especificos

e Promover um meio de transformar gorduras animais residuais em potenciais
matérias-primas para producdo de biodiesel pelo fracionamento da cadeia
carbonada dos acidos graxos;

e Valorizar residuos graxos do abate de animais;

e Favorecer a sustentabilidade agroindustrial pela valorizacdo de um residuo
que pode ser aproveitado como fonte energética para 0S processos

produtivos da propria agroindustria.
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4. Revisdo Bibliogréfica
4.1. Matriz energética global

As décadas recentes da histéria da humanidade foram marcadas pelo
aumento da populacdo mundial, que demandam mais recursos naturais,
notadamente alimentos e energia (BANERJEE & CHAKRABORTY, 2009;
GODFRAY et al., 2010). O modelo energético no mundo atual baseia-se no uso de
combustiveis fésseis como fonte priméria de energia, como o carvdo mineral e o
petréleo. No entanto, perspectivas apontam uma reducédo significativa dos estoques
desses recursos ao redor do globo no futuro, aumentando os custos de extracdo. A
International Energy Agency (IEA) estima que no ano de 2030, as reservas
conhecidas de 6leo e gas estardo reduzidas a valores em torno de 40% e 60% do
montante atual respectivamente (IEA, 2011).

Nesta perspectiva, 0s custos para a extracdo destes combustiveis tornar-se-
ao cada vez mais onerosos, até que seja atingido um patamar onde a utilizacédo
dessas fontes energéticas seja inviavel economicamente ou que suas reservas se
esgotem (SAMANLI et al., 2010; CHAUHAN et al., 2010; DUFOUR et al., 2012).
Paralelamente, a demanda de energia do planeta esta em ascensdo, usada
basicamente para todos os processos de transformac¢fes nas industrias, criando
produtos que atendem as expectativas dos consumidores quanto a qualidade de
vida almejada por uma sociedade cada vez mais globalizada (GODFRAY et al.,
2010).

Esses recursos séo gerados a partir da sobreposicédo de matéria-organica ao
longo dos séculos. Sao assim caracterizados, pois a taxa de consumo dessas fontes
€ muito superior a capacidade de geracdo dos mesmos (INAN & SCHENK, 2001).
De qualguer forma, mesmo que as reservas de matéria-prima féssil no planeta
estivessem longe de findar-se, a humanidade deveria rumar para a substituicdo
desse tipo de energia por renovaveis, no intuito de controlar as mudancas climaticas
que por indicios cientificos podem ser causadas pela emissdo de gases de efeito

estufa por reintroducdo de carbono antes fossilizado no ambiente, j& que o setor
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energético atual contribui com em média 66% do total desses gases liberados na
atmosfera (TUKENMEZ & DEMIRELI, 2012; SOBRINO et al., 2011).

Como medida de controle para essa situacdo, diferentes paises —
merecendo destaque Brasil, Estados Unidos e parte da Unido Européia —
tradicionais poténcias agropecudrias, vém investindo no desenvolvimento de
diferentes biocombustiveis (CRAGO, 2010). O aprimoramento de tecnologias
alternativas a decadente oferta de petr6leo e que possibilitem a desejada
sustentabilidade energética, constitui-se em um dos grandes desafios de nossa
sociedade. Além disso, os biocombustiveis sdo considerados menos poluentes, ja
que sua combustdo emite uma menor taxa de mondxido de carbono, compostos
sulfurados e hidrocarbonetos aromaticos (XUE et al., 2011; AN et al.,, 2011;
SANTORI et al., 2012). Como vantagem adicional, estes combustiveis podem ser
obtidos a partir de recursos como biomassa (cana de acUcar, milho, microalgas,
oleaginosas), residuos graxos e dejetos. Todo combustivel originado desses tipos de
recursos, sdo chamados de biocombustiveis e atualmente seu emprego e
concepcao sao difundidos pelo mundo (KNOTHE, 2010).

Os biocombustiveis de maior importancia séo: biodiesel, bioetanol e biogas.
Entretanto, os combustiveis liquidos assumem atualmente o papel mais importante
no setor bioenergético, pois outras fontes renovaveis alternativas aos
biocombustiveis liquidos ainda estdo muito aquém na pesquisa e tecnologia,
principalmente na area dos transportes terrestre, marinho e aéreo que utilizam
majoritariamente propulsores movidos a combustiveis liquidos. Até mesmo avancgos
em outros setores energéticos como de energia elétrica e nuclear, mostram-se em
desenvolvimento lento, seja por elevados custos, barreiras tecnolégicas e/ou
limitacBes de recursos quando comparados aos biocombustiveis (RICHARD, 2011,
AN et al., 2011).

Apesar de todos o0s avangos tecnologicos que as energias renovaveis
requerem para causar uma queda significativa na necessidade do consumo de
energias de origem féssil, e efetivamente engajar na sociedade contemporanea
como meétodos rotineiros de obtencdo de energia, o0 mundo atual vive em uma era
onde a busca pela sustentabilidade, tanto nutricional quanto energética, esta em
pauta nas principais reunides de autoridades mundiais e eventos cientifico-

tecnologicos na atualidade, mesmo que iSSO supere outras preocupacdes como
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qualidade, velocidade e flexibilidade produtiva (SOBRINO et al., 2011; JUPESTA,
2012).

Sustentabilidade ndo € um termo novo, no entanto, s6 agora € difundido pela
sociedade cientifica e governamental, ainda estando por atingir as grandes massas
populacionais. O conceito original foi criado em 1987 no “Relatério de Bruntland” em
uma comissdo mundial sobre meio ambiente e desenvolvimento realizada pela
Organizacao das Nacdes Unidas (ONU, 1987), que define sustentabilidade como um
desenvolvimento que permite atender as necessidades da geracdo atual, sem
comprometer a capacidade das geragcbes futuras de atenderem suas proprias
necessidades.

4.2. Classificacao dos biocombustiveis
Biocombustiveis podem ser classificados principalmente em dois grandes

grupos, em funcao da fonte usada para sua producdo. Denomina-se biocombustivel
de primeira geragédo, aquele originado de vegetais como milho, canola, cana-de-
acucar, palma, etc. Em comum, todos sdo concorrentes diretos na alimentacdo de
humanos, o que causaria competicdo por areas de cultivo, de modo que terras
férteis estariam sendo usadas para fins energéticos e ndo no intuito de nutrir
populacdes, levando a alta no preco dos alimentos (GOH & LEE, 2011; NAIK et al.,
2010).

Por outro lado, os biocombustiveis de segunda geracdo ndo competem com
a producao de alimentos, jA que sdo produzidos a partir de biomassa vegetal ndo
comestivel, ricos em lignocelulose, ou ainda obtidos de vegetais modificados
biotecnologicamente para se adaptarem a condi¢cdes adversas de cultivo, assim
favorecendo o uso de terras ideais para producdo de alimentos, enquanto que
regides com clima e solo desfavoravel (como por exemplo, temperaturas extremas,
condi¢cbes pluviométricas inadequadas, solo acido e etc.), possam cultivar plantas
para producao de energia (NAIK et al, 2010; HAVLIK et al., 2011; CARRIQUIRY et
al., 2011). Também se incluem nessa classificacdo, combustiveis obtidos a partir de
microalgas e residuos de outros processos, como é o caso dos residuos graxos
animais provindos de matadouros-frigorificos de bovinos, suinos e aves, que utilizam
o residual lipidico (sebo, banha e 6leo respectivamente) para serem convertidos em
biodiesel (CUNHA et al., 2011; NIGAN & SINGH, 2011; HAVLIK et al., 2011). Por ser
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uma fonte abundante, os residuos graxos de matadouros podem ser uma matéria-
prima promissora em grandes poténcias agropecuarias como Estados Unidos e
Brasil, por exemplo. Este ultimo possui 0 maior rebanho industrial de bovinos (cerca
de 45 milhGes de cabecas de gado) alem de ser o maior exportador de carne de
frangos do mundo (COELHO et al., 2012).

Alguns pesquisadores sustentam a ideia de uma terceira geragdo de
biocombustiveis, oriundas de biomassa microbiana como bolores e leveduras,
onde usam como substrato, residuos agrarios pré-tratados como casca de arroz
hidrolisada, para produgcdo e acumulacdo intracelular de lipideos (HUANG et al.,
2009; ZHU et al., 2008).

As tecnologias de uso de micro-organismos para producao de Oleos, pareada
com o anseio pelo melhor tratamento e aproveitamento de residuos da producéo
agraria e agropecuaria, impulsionam a sociedade para alcancar a sustentabilidade
dos diversos setores envolvidos, de forma que esses fungos, bactérias e algas
promovem a biorremediacdo desses residuos causando beneficios ambientais e
econbmicos, seja tornando esses compostos menos impactantes ou aplicando
processos de transformacédo para sua valorizacao e reciclagem (SINGH et al., 2011,
DISMUKES et al., 2008).

4.3. Lipidios: Matéria-prima para biodiesel
Biologicamente, os lipideos exercem funcbes estruturais e de reserva de

energia para os seres vivos, alem de servirem como veiculos de cofatores
enzimaticos lipossoliveis como as vitaminas A, E, D e K. Apresenta-se no
organismo animal, majoritariamente, na forma de acidos graxos de cadeia linear e
namero par de atomos de carbono. Uma definicdo geral distingue os lipideos em
apolares ou neutros e polares, sendo que estes apresentam além da ligacdo éster
da unido do acido graxo e do alcool, outras fungdes quimicas como é o caso dos
fosfolipideos, cerebrosideos e outros mais complexos. Por sua vez, os glicerideos,
carotendides, terpendides, esterdides e as ceras pertencem ao grupo dos apolares
(ORDONEZ, 2005).

Os glicerideos sao componentes basicos de lipideos neutros, geralmente
insollveis em agua e soluveis em solventes organicos. Sao constituidos por uma

molécula de glicerol, na qual estdo esterificadas uma, duas ou trés moléculas de
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acidos graxos de alto peso molecular denominadas respectivamente por mono, di ou
triglicerideos, sendo esta Ultima, a forma mais abundante na natureza (ORDONEZ,
2005; BOBBIO & BOBBIO, 1992). Também podem ser divididos em Oleos e
gorduras de acordo com seu estado fisico a temperatura ambiente, onde lipideos
que sao encontrados no estado liquido sdo considerados 6leos enquanto que as
gorduras sao solidas. Segundo Solomons & Fryhle (2009), os dois principais fatores
gue regem essa classificacdo sdo o grau de insaturacdo e o ponto de fuséo.

A Fig. 1 a seguir, ilustra duas moléculas de glicerideos, a primeira contendo
duas moléculas de acido estearico (18:0) e uma de &cido oléico (18:1, n-9) ligadas
ao glicerol (a), a segunda molécula representa um glicerideo com cadeias lineares

compostas por trés acidos estearicos ligados ao glicerol (b).

g —0— > (b)

Figura 1: Moléculas de triglicerideo — (a) contendo um &cido graxo insaturado; (b) composta
exclusivamente por &cidos graxos saturados (MARQUES et al., 2012b)

Segundo Bobbio & Bobbio (1992), o ponto de fusdo de acidos graxos esta
relacionado com a capacidade que as moléculas tém de aproximarem uma as outras
permitindo que ocorra acao de for¢cas de Van der Waals (atracao entre moléculas de
polaridades semelhantes) entre elas e consequentemente aumentando a energia
necessaria para ocasionar um afastamento entre elas, resultando em um ponto de
fusdo mais elevado. Assim, incidem proporcionalmente nessa propriedade o nimero
de atomos de carbono e a existéncia de ligacbes trans ao longo da cadeia
carbonada, enquanto que inversamente proporcional ao ponto de fusdo influi o

namero de pontos de insaturacdo da molécula, pois causam impedimento estérico
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entre as cadeias resultando em forcas de Van der Waals mais fracas, baixando o
ponto de fusdo (TURATTI et al., 2002; ATKINS & LORETA, 2006).

Por apresentar maior niumero de insaturacdes nas cadeias de acidos graxos,
os triglicerideos vegetais sdo chamados de 6leos enquanto que os animais de
gorduras. Tecnologicamente, essa propriedade confere aos 0Oleos vegetais uma
maior aplicabilidade para processos e bioprocessos, pois seu estado liquido
favorece reacdes e transformacdes dessa matéria-prima em produtos alimenticios e
biocombustiveis (ANASTOPOULOS et al., 2009).

A Tab. 1 a seguir representa o teor de acidos graxos presentes em gorduras
animais e 0leos vegetais, e seus respectivos Pontos de Fuséo (PF).

Tabela 1 - Acidos graxos de gorduras animais, 6leos vegetais e respectivas

porcentagens e pontos de fuséo

. Gorduras animais (%) Oleos Vegetais (%) PE
Acido Nomenclatura : - : : C)
Bovino Suino Frango Soja Girassol Canola

Laurico 12:0 0,15 0,15 0,10 * - - 44.8
Miristico 14:0 3,00 1,35 1,00 * * * 54,4
Palmitico 16:0 23,90 24,06 20,74 9,09 6,20 490 629
Esteérico 18:0 19,05 13,95 6,74 2,17 3,70 1,60 70,1
Oléico 18:1 (n-9) 38,20 41,84 42,68 3534 25,20 33,0 16,3
Linoléico 18:2 (n-6) 3,10 9,70 20,68 53,40 63,10 20,40 -5,0
Linolénico 18:3 (n-3) 0,60 0,95 1,30 * 0,30 790 -110
Araquiddnico 20:4 (n-6) 0,20 1,70 0,10 * 0,20 9,30 -49,5
Behénico 22:0 - - - * 0,70 - 80,0
Erdcico 22:1 (n-9) - - - * 0,10 23,0 338
Lignocérico 24:0 - - - * 0,20 - 84,0

Fonte: Adaptado de ORDONEZ, 2005; ROSTAGNO et al., 2011; HINGU et al., 2010;
ANASTOPOULOS et al., 2009
* Nao detectado

A analise da composicao de acidos graxos constitui 0 primeiro passo para a
avaliacdo da qualidade do 6leo bruto e/ou seus produtos de transformacédo. Para a

determinacdo da composicdo, em termos de acidos graxos, podem ser utilizados
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métodos cromatograficos (cromatografia liquida e gasosa) e por ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (NETO et al., 2000).

4.4. Biodiesel
Tecnicamente, biodiesel é definido como um éster alcoodlico (metilico ou

etilico) produzido através de uma reacdo de transesterificacdo com um &alcool e um
catalisador quimico ou enzimatico, proveniente de fontes renovaveis de energia
como Oleos vegetais ou gorduras animais, resultando em uma mistura de ésteres de
acidos graxos e como subproduto o glicerol. Esse biocombustivel esta atrelado a
utilizacdo em motores de ignicdo por compressao, também conhecidos como
motores a ciclo-diesel, e que atenda as especificacdes estabelecidas pela Agéncia
Nacional do Petrdleo (ANP). (BRASIL, 2005; FERRARI et al, 2005).

A reacao de producado do biodiesel baseia-se na reacdo estequiométrica do
alquil glicerol com alcool em presenca de um catalisador formando ésteres alquilicos
e glicerol (DEMIRBAS, 2008). A figura 2 a seguir representa o processo global de
transesterificacdo de lipideos sendo que esse sistema € uma sequéncia de trés
reacoes reversiveis e consecutivas em que os mono e dialcilgliceréis sdo os
intermediarios.

\
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Figura 2: Sistema global de transesterificacdo de lipideos (MARQUES et al., 2012b)
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Segundo Mendow et al. (2011), os alcodis que podem ser utilizados na
reacdo de transesterificacdo sdo os alifaticos, apresentando somente hidroxilas
primarias ou secundarias e sua cadeia principal contendo de um a oito atomos de
carbono, sendo que 0s mais importantes nesse processo sao o metanol e o etanol.

O emprego do metanol para transesterificagdo € impulsionado por razdes
econdmicas e operacionais do processo, pois tem menor custo, € isento de agua,
tem menor cadeia e tem maior polaridade que o etanol, favorecendo a separacao do
éster metilico do glicerol formado, no entanto, este alcool possui maior toxicidade e
maior inflamabilidade, limitando seu uso em grandes escalas (STAMENKOVIC et al.,
2007; TAUFIQ-YAP et al., 2011).

Um revés importante do uso de metanol é evidenciado quando usamos
gordura animal como matéria-prima para o biodiesel, Ma et al. (1998a) relatam que a
solubilidade da gordura bovina em metanol € de apenas 8% v/v a 45°C chegando a
19% v/v a 100°C, enquanto que ao substituir esse alcool por etanol, a solubilidade
varia de 23% v/v em 45°C e finalmente chega a 100% a partir de 68°C, esse fato é
explicado devido ao acréscimo de um grupamento metileno na cadeia do alcool,
fazendo com que o etanol possua uma apolaridade maior que o metanol, e assim
solubilizando a gordura animal em condi¢gdes mais amenas.

O processo catalitico da producdo de biodiesel pode ser realizado pelo uso
de catalisadores quimicos, como &cidos homogéneos (H,SO4, HCI, H3zPO,4) ou
heterogéneos (resinas sulfuradas), bases homogéneas (NaOH, KOH) ou
heterogéneas (MgO, CaO). Alternativamente, é possivel o uso de lipases
microbianas para acelerar a transesterificacdo dos trialcilgricerdis (MARCHETTI et
al., 2007).

No processo de catalise acida, a esterificacao é realizada por acidos fortes,
normalmente acido sulfarico, obtendo rendimentos proximos a 99%, em contraponto,
exige temperaturas em torno dos 100°C por aproximadamente 3 horas, além de
utilizar &lcool em excesso para sO assim garantir a reacao. Essa rota reacional torna-
se onerosa suficiente para impedir a produgdo em escalas superiores a laboratoriais
(VAN GERPEN, 2005).

O processo quimico alcalino (usando base como catalisador), € menos
corrosivo que a reagdo em meio acido, promove um menor gasto energético e um

menor tempo de transesterificacdo (STAMENKOVIC et al., 2007). Porém, existe uma
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limitacdo no uso de catalise alcalina quando a matéria-prima apresenta certo teor de
acidos graxos livres, pois eles competem pelo catalisador dando inicio a reacdo de
saponificacdo paralela a transesterificacdo, levando a queda no rendimento dos
ésteres pela dificuldade de separacédo do biodiesel da fracdo de glicerina, além da
perda de catalisador que se torna irrecuperavel (LOTERO et al.,, 2005; MA et al.,
1998a).

Um meio de contornar essa situacao € realizar uma preé-esterificacdo dos
acidos graxos livres com um catalisador acido para somente entdo prosseguir com a
transesterificagdo por via alcalina dos trialcilglicerdis (CANAKCI & VAN GERPEN,
2001). Encinar et al. (2011) utilizaram residuo graxo bovino na sintese de biodiesel,
e reportam que o limiar para a obtencédo do melhor rendimento de ésteres € 5,86 mg
KOH.g™ de amostra, resultando em 99,7% (m/m%) de conversao.

Outra caracteristica indesejavel da matéria-prima animal ou vegetal € o teor
de umidade. Assim como os acidos graxos livres, a agua interfere negativamente na
sintese de biodiesel por via alcalina, pois promulga a formacdo de sabdo e
emulsdes, dificultando o processo de separacao das fases do glicerol e dos ésteres,
e por consequéncia, decaindo o rendimento da reacao (MA et al., 1998b).

O processo de transesterificacdo enzimatica é mais lento que os quimicos,
entretanto permite condicdes de operacdo mais leves acarretando na reducéo de
gastos energéticos e evita a corrosao dos equipamentos (MU et al., 2008).

Segundo Jaeger & Eggert (2002), as enzimas atuantes em alcilglicerdis de
cadeia acima de dez atomos de carbono liberando acidos graxos e glicerol, sdo
classificadas como serina hidrolases (E.C.3.1.1.3), realizam catélise em sistemas
com pequenas concentracbes de agua como em reacbes de esterificacao,
transesterificacdo, alcoodlise, acidolise entre outras; grande parte dessas lipases
possui seletividade a enantibmeros, tornando-as atraentes para diversos segmentos
industriais.

Dentre 0s micro-organismos que possuem 0 gene responsavel pela
producdo desse tipo particular de enzima esta o Staphylococcus xylosus, uma
bactéria gram-positiva, ndo patogénica, comumente encontrada em produtos
carneos fermentados. E importante no processamento desses produtos, pois libera
para 0 meio compostos importantes na formacdo do sabor e aroma caracteristico
pela sua atividade proteolitica e lipolitica. (FIORENTINI et al., 2009; FIEGLER &
BRUCKNER, 1997).



25

4.5. Staphylococcus xylosus — Caracteristicas gerais
Pertencente a familia das Micrococcaceae, o Staphylococcus xylosus é uma

bactéria mesofila, gram-positiva, em aerobiose apresenta crescimento G6timo,
podendo ainda ser anaerdbio facultativo, porém com desenvolvimento menos
significativo. E amplamente empregado pela indistria de alimentos em produtos
fermentados. Esta dltima caracteristica é conferida devido a sua capacidade de
produzir compostos corantes, flavorizantes e de redugé&o de nitratos, a partir da
hidrolise de proteinas e lipidios, servindo como uma das culturas iniciadoras,
juntamente com bactérias acido-laticas, no processamento de queijos e produtos
carneos fermentados em geral (CICHOSKI et al.,, 2011; MANSOUR et al., 2009;
OLESEN & STAHNKE, 2004).

A Food and Drug Administration (FDA), 6rgdo americano que controla a
seguranca de alimentos e medicamentos, reconhece o Staphylococcus xylosus
como seguro para ser aplicado na industria alimenticia e farmacéutica através do
certificado GRAS (do inglés, Generally Recognized As Safe). A principal
caracteristica que diferencia esse micro-organismo das bactérias patogénicas do
mesmo género como o S. aureus e S. intermedius, é sua incapacidade de produzir
exoenzimas do tipo coagulase, que formam um complexo aglutinante com as fibrinas
do sangue causando a coagulacdo sanguinea (USA, 2004; MOSCHETTI et al.,
1997).

4.6. Densidade Otica
A andlise de densidade otica é uma ferramenta rapida e eficiente na analise

guantitativa de solutos em um determinado solvente e quando aplicada a
microbiologia, fornece uma forma alternativa a contagem em placas (metodologias
oficiais para enumeracdo de unidades formadoras de coldnias), ja que este tipo de
analise apresenta, apesar de excelente precisdo, uma limitagdo quanto ao tempo até
a obtencao de colbnias visiveis para contagem, podendo variar de 24h até 72h.

A determinacao da densidade Otica baseia-se na emisséo de um feixe de luz
sobre um prisma, passando por um controlador de comprimento de onda seguindo
para uma solu¢cdo com o composto a ser analisado. A radiagdo sofrerd refracdo de
acordo com a concentracdo do composto na solucdo e um detector ao final do tubo
avalia a diferenca entre a quantidade de luz emitida da fonte e a quantidade que foi
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detectada, medindo entdo em quantidade de radiacéo absorvida, ou simplesmente
absorbancia (SILVA & QUEIROZ, 2006).

A gquantificacdo de um determinado composto é feito a partir da repeticdo da
analise com solucfes padrdo e traco de curva padrdo. Aplicado a microbiologia, a
densidade otica permite uma rapida analise da concentracdo celular presente em
uma amostra aquosa. Nesse caso, a andlise padrdo é a contagem em placas ou
aplicacdo da técnica do numero mais provavel, no entanto, essas técnicas
microbiolégicas levam pelo menos 48h do momento da coleta até a leitura dos
resultados, tempo este minimo necessario para que as colbnias de micro-
organismos cresgam até se tornarem visiveis a olho nu. Dessa forma a densidade
Otica se torna uma importante ferramenta de analise complementar pela sua rapidez
na obtencéo dos resultados (BARANYL & ROBERTS, 1994).

Contudo, ela apresenta uma falha quando aplicada a microbiologia, pois
como se baseia em uma propriedade fisica para mensurar a concentracao, esse
meétodo nao diferencia células ativas e mortas, pois ambas refratardo o feixe de luz
gerando um resultado falso-positivo. Assim, esse método sé € recomendado para
avaliacdo da concentracdo celular em amostras aquosas quando o0 crescimento
bacteriano é anterior a fase estacionaria de crescimento, onde o nimero de células

mortas se equivale ao numero de células ativas (MYTILINAIOS et al., 2012).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Coleta das amostras
As amostras dos residuos graxos foram coletadas em frigorificos

abatedouros 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.

Para os residuos de suinos e bovinos, foram coletadas amostras do
invélucro graxo dos rins dos animais, com massa aproximada de 0,6kg e 1,5kg
respectivamente, 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 pelas empresas: Frigorifico Castro
S.A. (suinos) e Frigorifico Famile S.A. (bovinos) ambos situados em Pelotas-RS.

Para os residuos de frangos, as amostras foram obtidas da operacédo de
toalete das carcacas, sendo coletados cerca de 2kg de residuo a partir da
higienizagdo do dorso das mesmas. Os residuos de frango foram doados pelo
Frigorifico COSULATI situado no municipio de Morro Redondo-RS.

As amostras foram coletadas em sacos plasticos estéreis e transportadas
em caixa térmicas com gelo para o Laboratério de Inspecdo de Produtos de Origem
Animal (LIPOA) da Universidade Federal de Pelotas. Realizado o fracionamento das
amostras, uma parcela foi congelada para futuras andlises e o restante submetidos
imediatamente a fermentacdo proposta no experimento. Todas as analises foram

realizadas em triplicata.

5.2. Teor de umidade
Para obtencédo do teor de umidade dos residuos graxos frescos de bovinos,

suinos e de frangos, 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 obtencéo de peso
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constante, conforme metodologia indicada pela Association of Official Analytical
Chemists (AOAC, 1995).

5.3. Teor de acidez livre
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 solucao de éter etilico/etanol (2:1 v/v)
como solvente. Foram adicionadas 3 gotas de solucéo alcodlica de fenolftaleina 1%
e apbés 1 h em repouso, a solucéo foi titulada com KOH 0,1N até o aparecimento e
permanéncia da cor rosea.

O indice de acidez € expresso pela massa de KOH necesséaria para
neutralizar os acidos graxos livres presentes na amostra por g de amostra (mg

KOH.g™). O teor de acidez livre foi calculado de acordo com a Eq. 1 a seguir.

1)

Onde, é o valor da acidez (mg KOH.g}), é o volume de KOH consumido
na titulacdo (mL), € a normalidade do hidroxido de potassio, e € a massa de

amostra (g).

5.4. Culturas bacterianas
Culturas estoques de S.xylosus AD1 e U5 isoladas a partir de fermentacéo de

produtos carneos, estdo armazenadas em ultra-freezer a -80°C no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos (MICROBIAL) da UFPel. Semestralmente, é realizado
repigue das colbnias para tubos inclinados com agar BHI (Brain-Heart Infusion Agar,
HIMEDIA — M211) e armazenados sob refrigeracéo (4°C). A partir destas coldnias,
foi realizado o cultivo em caldo BHI de acordo com metodologia descrita por
Fiorentini et al. (2009), até obtenc&o da concentracdo celular inicial para o processo.
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5.5. Pré-enriquecimento
Para cada operacéo, 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 alcada
de culturas estoques de S.xylosus AD1 e uma algada de S.xylosus U5 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).

Apos o periodo de um Overnight, 1L de caldo BHI previamente esterilizado foi
inoculado com 10 mL do meio pré-enriquecido e incubado a 35 + 0,1°C e 100rpm em
camara incubadora com agitacdo orbital (shaker). A fim de manter a concentracéo
inicial de células na fermentacdo constante, foi construida a curva de crescimento
bacteriana. Dessa forma foi averiguado que é necessario um tempo de incubacéo de

3h para atingir a concentragdo de 108 UFC/mL de meio de cultivo.

5.6. Crescimento bacteriano
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) e adaptado de Fiorentini et al.
(2009).

No tempo inicial, a partir da primeira hora e em intervalos de 1,5h, foram
coletadas amostras do mosto e inoculadas em agar BHI para contagem de colbnias,
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 alca de Drigalski. As diluicdes seriadas utilizadas no experimento estdo descritas

na Tab. 2 a sequir.
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Tabela 2 — Diluigbes aplicadas para confec¢ao da curva de crescimento

Tempo Diluicdes (10%)
(h) -1 -2 -3 -4 -5 -6 -7 -8 -9 -10 -11 -12
1,5 X X X X
3,0 X X X X X
4,5 X X X X X
6,0 X X X X X
7,5 X X X X X

Paralelamente a contagem em placas, foi realizada analise da densidade
Otica das amostras para cada tempo de fermentacdo em espectrofotometro (Hitachi
U 2010) a 630nm, conforme metodologia sugerida por Kanasaki et al. (1975), onde
1mL do mosto foi transferido para a cubeta especifica do espectrofotometro e

conduzida a leitura em absorbancia.

5.6.1. Curva de crescimento
Foram construidas curvas de crescimento bacteriano a partir dos resultados

obtidos do cultivo. Duas curvas foram tracadas relativas a concentracédo de unidades
formadoras de colbnias e para a analise de densidade ética, utilizando regresséao
linear com ajuste a modelo exponencial (Eq. 2) e polinomial (Eq. 3) respectivamente
utilizando o software Statistica 7.0 da StatSoft Inc. (MONTGOMERY & RUNGER,
2012; JEONG et al., 2009).

y=3 Bo.eP™ 2)
y' =3 BaxX?+ Bix + Bo (3)
Onde, y (concentracdo de colénias na amostra em UFC.mL™) e y’ (valor da

densidade o6tica em absorbancia) sao as variaveis resposta, “x” (tempo de incubacéo

em horas) a variavel independente e “B” sdo as constante do processo.
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5.7. Fermentacédo das gorduras animais
As amostras de gorduras animais foram assepticamente pesadas em sacos

plasticos estéreis e ap6s 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 fermentagéo, sob 35 + 0,1°C
e 100 rpm. As condi¢Oes de fermentacao obedeceram ao delineamento experimental

descrito na Tab. 3 a seguir.

Tabela 3 — Delineamento experimental aplicado na fermentag&o de gorduras animais

Gordura Variaveis Independentes

Animal Tempo de Concentragdo de  Variaveis Dependentes
fermentacao (h) gordura (%)
15 2
Sebo 4
1 )
bovino 6
3,0
8
10
4,5
2 23?:: 50 Ponto de fuséo
(AOCS, 2009)
60
6,0
70
"
g 75
90

3 amostras x 5 tempos x 10 concentra¢des = 150 experimentos x 3 repeticdes = 450 resultados

Ao atingir cada tempo analitico alvo, a fermentacéo foi interrompida e foram
coletadas assepticamente uma amostra de aproximadamente 1g de cada
erlenmeyer, correspondente as dez diferentes concentragdes em teste, submetendo-

as a analise de ponto de fuséo.

5.8. Anélise do ponto de fuséo
Tubos de ensaio contendo aproximadamente 1g de amostra foram

parcialmente imersos em baldo com agua e submetidos a aquecimento em manta
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térmica, elevando lentamente a temperatura desde 30°C até 80°C. Este método
adaptado da American Oil Chemists Society (AOCS, 2009) prop0e a deteccéo de
trés temperaturas que caracterizam o ponto de fusdo de acidos graxos, constatando
trés temperatura, correspondentes a trés acidos graxos, diferentes ou ndo, que
compdem um trialcilglicerol. Dessa forma, é possivel identificar uma temperatura de
inicio da fusao (Ti), que € aquela que caracteriza a fusdo do acido graxo que liquefaz
com a menor temperatura, a segunda, denominada temperatura de pico (Tpico),
caracteristica do acido graxo de ponto de fusdo intermediario, e por fim, a
temperatura da fusdo completa (Tf), onde o dltimo acido graxo do trialcilglicerol é
liquefeito, obtendo como produto final somente trialcilglicerdis cristalizados
(RODRIGUEZ-RACT et al., 2010). A Fig. 3 a seguir mostra o aparato utilizado para

obtencéo do ponto de fusao.

Figura 3 - Aparato aplicado para determinacéo do ponto de fusédo

5.9. Analise estatistica
Os dados experimentais correspondentes aos pontos de fusdo foram

tabulados, seguido de Analise 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).

Para a construcdo das superficies de resposta referente a variagdo do PF em
relacdo a temperatura de fusdo, concentracdo de gordura e tempo de fermentacao
(T x C x t), foi considerada somente a temperatura de pico das amostras, pois ambas
temperaturas iniciais e de fusdo completa sédo afetadas pela quantidade de amostra
utilizada na analise (KNOTHE & DUNN, 2009).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Teor de umidade e acidez
Através dos dados apresentados na Tab. 4 a seguir, podemos identificar que

o sebo bovino e a gordura de frango apresentaram umidade inferior a 0,02%
enguanto que a banha suina apresentou valor de umidade de 0,07%.

Os parametros encontrados podem ser explicados pela estrutura morfol6gica
das amostras coletadas. A gordura renal suina apresentou um extensivo invélucro
membranoso externo e interno, o que pode ter contribuido para uma maior retencao
de a4gua nessa amostra. Por se tratar de uma amostra in natura, a membrana
presente no tecido adiposo contribuiu ainda para a retencao de sangue no interior da
gordura. A Fig. 4 a seguir, mostra um comparativo entre as gorduras de suinos e
frangos ndo fermentados nos frascos erlenmeyers depois da adicdo do meio de

cultura.

Tabela 4 - Propriedades fisicas das gorduras animais nao fermentadas

. Sebo Banha Gordura de
Propriedades . Método
Bovino Suina Frango

Secagem em estufa
(AOAC, 1995)
Acidez Titulometria

. 0102£0,01 0204%0,01 0,102 +0,01
(mg KOH.g™?) (KS M 1SO 6618)

Umidade (%) 0,01+0,012 0,07+0,035 0,018 +0,01
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Figura 4 - Apresentacdo comparativa entre as amostras de gordura suina (esquerda) e de frangos

(direita) antes do processo fermentativo

A principal consequéncia da contaminacdo por sangue no momento da
sintese do biodiesel seria 0 aumento dos custos de processo para remocdo desse
interferente, e por consequéncia elevando a umidade da amostra, prejudicando a
separacdo do biodiesel na fase de purificacdo, e reduzindo a atividade dos
catalisadores (VAN GERPEN, 2005).

A umidade da gordura bovina e da de frango foram inferiores ao limite
maximo estabelecido pela literatura de 0,06%, portanto, dentro dos parametros
adequados para sofrerem transesterificagcdo por qualquer via catalitica sem a
necessidade de passarem por operacdo de secagem (MA et al., 1998b). Por outro
lado, a gordura suina apresentou umidade de 0,07%, sendo recomendada a
remocdo da mesma até teores dentro do limiar caso seja desejado a aplicacdo de
catalise alcalina para transesterificacdo (VAN GERPEN, 2005).

As amostras de residuo graxo bovino e de frango apresentaram indices de
acidez de 0,102mg KOH.g' enquanto que a gordura suina 0,204mg KOH.g*,
valores dentro do ideal para producéo de biocombustivel segundo Ma et al. (1998b),
que relatam que o indice de acidez das gorduras animais nao ultrapassem 1 mg
KOH.g™ para o emprego de catélise basica, caso contrario, deve ser conduzida uma
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pré-esterificacdo dos &cidos graxos livres para reduzir esse teor, ou ainda uma
saponificacdo com hidroxido de s6dio. Como as amostras foram coletadas e uma
parcela delas foi imediatamente submetidas a temperatura de refrigeracdo e
utilizadas no experimento em periodo inferior a 24h, era esperado o baixo indice de
acidez livre indicando lipidios em bom estado de conservacdo (CHEN & LUO, 2011,
CAQO et al., 2008). Alptekin e Canakci (2011) produziram biodiesel a partir de gordura
de frango depois de reduzir a acidez livre de 1,34 mg KOH.g™ para 0,22mg KOH.g™
utilizando H,SO,4 20% e metanol na proporcéo de 40:1 por 80min e 60°C.

Apesar de que a gordura bovina e suina tenha sido coletada nos mesmos
pontos dentro da linha de processamento de cada frigorifico, o residuo graxo suino
apresentou uma significante quantidade de tecido membranoso na parte externa e
principalmente, na parte interna por entre o tecido adiposo que envolve o0s rins, essa
membrana contribuiu para a captura de agua da proépria linha de processamento em
seu tecido, conforme foi verificado pela Fig. 4.

6.2. Curva de crescimento
A Fig. 5 representa a curva de crescimento bacteriano que relaciona a

concentracdo de UFC ao longo do tempo de cultivo.

C = 67019,2986 . e 2:4268x

102 F
1072 ¢
10M ]
1070 f

10° |

Concentragdo (UFC.mL")

108 3 5

107 L

108

1 2 3 4 5 6 7 8
Tempo (h)

Figura 5 - Modelo de crescimento bacteriano ao longo do tempo de pré-enriquecimento

(r* = 0,9885; p < 0,01)
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A equacgdo que caracteriza o processo apresentado pela Fig. 5, nos permite
calcular o tempo necessario para atingir a concentragdo de unidades formadoras de

col6nia desejada, assim, arbitrando C = 10® UFC.mL™ obtemos:

C = 67019,2986 . %4208 (4)
C =10° UFC.mL™*
x = 3,011h = 3h 39,6s = 3h

Desse modo, portanto, observamos que € necessario 3h de pré-
enriguecimento para obtermos a concentracao inicial de células para prosseguir com
a fermentacdo. Como uma ferramenta complementar para modelagem e controle do
processo, foi tragada também a curva da variagdo da densidade 6tica ao longo do

tempo, representada pela Fig. 6 a seguir.

DO = -0,0594x% + 0,8416x -1,1098
2.0 . : —

16| i I
14} '

12
10}

08} s

Densidade Otica (Abs)

06t

04}

02

1 2 3 B 5 6 7 8
Tempo (h)
Figura 6 - Modelo de crescimento bacteriano avaliado pela densidade 6tica ao longo do tempo de pré-

enriquecimento (r2 =0,9417; p <0,01)

A linha continua na Fig. 6 representa o perfeito ajuste ao modelo polinomial

(r* = 1) enquanto que as linhas tracejadas delineiam os limites do ajuste em nivel de
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95% de confianca (a = 0,05), mostrando adequado ajuste ao modelo pois os pontos
do intervalo estao contidos dentro desses limites. Ainda analisando a mesma figura,
podemos utilizar o tempo calculado através da Eg. 4 (x = 3h) e substituir na equacao

gue define o gréafico da Fig. 6 (Eq. 5) temos assim:

DO = -0,0594x° + 0,8416x — 1,1098 (5)
x = 3,011h ; DO =0,8893

A Fig. 6 representa a fase exponencial de crescimento bacteriano até o inicio
da fase estacionaria a partir das 7h de enriquecimento. Através da Eq. 5 obtivemos
DO = 0,8893, diferentemente da DO = 0,4 encontrada por Fiorentini et al. (2009) que
avaliaram o crescimento de culturas de S. xylosus AD1 e U5 ao longo de 24h de
fermentacdo em caldo BHI.

Quanto a concentracdo de colbnias, foi possivel chegar a 10° colénias por mL
de meio de cultura em apenas 3h de incubacdo, enquanto que o mesmo trabalho
citado anteriormente chegou a esta concentracdo em tempo superior a 5h. O fato de
0 crescimento ter sido acelerado no presente trabalho pode ser explicado, pela
submissdo das cepas de S.xylosus a um periodo de aproximadamente 14h
(Overnight) de incubacéo prévia, a fim de retirar as células do seu estado de laténcia
imposta pela refrigeracdo, dessa forma, uma multiplicacdo em menor tempo foi
possivel (MAURIELLO et al., 2004).

6.3. Ponto de fusao

6.3.1. Sebo Bovino
A Tab. 5 mostra as temperaturas médias de fusdo obtidas durante a

fermentacao de residuos graxos bovinos.
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Tabela 5 — Pontos médios de fusdo de gordura bovina ao longo da fermentacéo

PF (°C)

Concentragao (%)

Tempo de fermentacao (h)

1,5 3,0 4,5 6,0 7,0
2 65,50 12 57,75 %2 58,00 %% 57,75%% 57,2522
4 63,25 12 58,50 >2 57,50 %%  57,75%% 57,2522
6 63,75 12 57,75 22 57,5022 53,753% 54 753
8 63,75 12 59,25 22 57,2522 53,753 51004
10 62,50 12 59,25 2@ 56,75 %% 49,00 *°¢ 48,00 #Pcd
50 49,75 1° 45,75 24 46,252%° 452529 44,5029
60 52,00 1b° 45,50 24 45502%° 46,252 46,00 >
70 55,50 1P 46,5024 47,00 %" 48,75 %% 48,75 2"
80 53,50 1b° 51,50 1P 51,00 2° 49,50 %3¢ 48,25 3P
90 54,50 1P 50,50 2b° 50,50 2P 49,75 2P 47 25 3bcd

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

Com esses dados apresentados, podemos verificar uma estabilidade relativa
ao ponto de fusdo dos residuos nao fermentados até a concentracdo de 10%, no
primeiro tempo de fermentacdo. Contudo, ao aumentar a concentracdo de gordura
no meio para teor acima de 50%, uma queda significativa no ponto de fuséo foi
encontrada, passando de aproximadamente 62,5°C para 49,7°C.

E possivel averiguar também, uma elevacdo no ponto de fusio quando
aumentamos a concentracado de gordura bovina no meio para acima de 70%, ficando
esses teores, portanto, como um intermedidrio entre as concentracfes iniciais que
apresentaram ponto de fusdo mais elevado e gorduras fermentadas em
concentracbes de 50 e 60% que apresentaram as temperaturas de fusdo menores
nesse tempo de reacgao.

Através das médias dos pontos de fusdo expressos nas Tab. 5, podemos
representar na Fig. 7 a seguir, a variagdo do PF do sebo bovino fermentado em

funcdo da temperatura de fusdo, concentracédo de gordura e tempo de fermentacao -
I:)F(TxCxt)-
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Figura 7 - Grafico de superficie de resposta da variagio do PF ¢ «1 de sebo bovino

A superficie apresentada na Fig. 7 mostra um ponto de fusdo proximo ao da
gordura bovina in natura quando usado 10% ou menos de sebo bovino no caldo
fermentativo. Essa tendéncia somente comeca a apresentar mudangas apoés 7,5h de
fermentacdo quando o ponto de fusdo chega a 48°C na concentracao de 10%, faixa
de temperatura atingida ja na primeira hora e meia de reacdo quando aumentamos a
concentracdo de gordura para 50%.

Tal comportamento pode ser explicado pela maior quantidade de meio de
cultivo presente no reator, logo, em concentracdes de gorduras inferiores, ha um
grande aporte de nutrientes de facil absor¢éo, permitindo o crescimento celular sem
a necessidade de producdo de lipases para metabolizacdo da gordura animal. A
medida que o teor de gordura se eleva no meio, ha 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
guebra da cadeia carbonada dos triglicerideos e consequentemente a queda no
ponto de fusdo (HORN et al., 2007; TANO-DEBRAH et al., 1999).

O gréfico representado pela Fig. 7 pode ainda ser representado em forma de

contorno (Fig. 8) para melhor visualizacdo do comportamento do PF nas variaveis
testadas no experimento.
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Figura 8 - Grafico de contorno da varia¢éo do PFr ¢« de sebo bovino

Através da Fig. 8, é possivel identificar uma zona de convergéncia a niveis
inferiores de pontos de fusdo ja a partir da primeira hora e meia de fermentacéo
guando aumentamos a concentracao de gordura no meio de cultura para patamares
superiores a 50%, apresentando elevacdo no ponto de fusdo a partir de 70% de
gordura no mosto. Contudo, temperaturas de fusdo mais amenas podem ser obtidas
com 70% de gordura no meio a partir de 3h de fermentacdo. A queda na atividade
metabdlica e consequente ponto de fusdo mais elevado nas faixas acima de 70%
pode ser explicado pela atividade de 4gua abaixo do ideal para o desenvolvimento
do S.xylosus causada por elevada concentracdo de residuo graxo animal (CARPINE
et al., 2010; KENNEALLY et al., 1998).

Com concentracdes inferiores a 6%, a queda em 10°C no ponto de fusdo s6
foi detectada apds 7,5h de fermentacdo, essa mesma faixa de temperatura foi
detectada em 4,5h de fermentagdo com concentragfes de 8 e 10%. Como 6timo
operacional, foi possivel observar que em 3h de fermentacdo foi suficiente para
causar a queda de aproximadamente 25°C no ponto de fusdo nas concentracdes de
50 e 60% chegando ao entorno de 45°C na temperatura de pico (LIDE, 2007).

As condi¢des de processo Otimas para atingir as menores temperaturas de

fusdo de residuos graxos bovinos, foram 70% de gordura e 30% de caldo BHI,
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submetidos a fermentacdo de S.xylosus por no minimo 3h, obtendo uma reducao no
ponto de fusdo de 73°C — 75°C (gordura in natura) para 46°C (KNOTHE & DUNN,
2009). Considerando que a matéria-prima € um residuo agroindustrial, € desejada
sua maxima utilizacdo possivel sem que prejudique o processo. Se elevarmos o
tempo de fermentacdo para proximo de 7h, talvez fosse possivel utilizar uma
concentracédo de gordura no meio que tendesse a 80%, contudo, para avaliar se o
incremento na concentracdo € viavel, visto que um maior tempo de fermentacao
implica em maior consumo de energia, se faz necessaria uma analise econémica
para avaliar se o processo sob essas condigdes seria interessante do ponto de vista

econdmico, tecnolégico e ambiental.

6.3.2. Banha Suina
A Tab. 6 mostra as temperaturas meédias de fusdo obtidas durante as 7,5h de

fermentacao de residuos graxos suinos.

Tabela 6 - Pontos médios de fusé@o de gordura suina ao longo da fermentacdo

PF (°C)
Concentracio (%) Tempo de fermentacao (h)
1,5 3,0 4,5 6,0 7,0
2 65,50 1 54,75 22 42,503%°  46,753%° 57,252
4 66,25 1@ 56,25 22 45,753%®  47503%*® 57,002
6 56,50 1 45,50 23P 42,003  49,502%%® 5g25 L
8 61,75 1 47,00 3P 43,253%%® 47,003 53,752
10 58,75 1b° 44,003P 42,5030 49,75 2% 5950 La
50 57,75 1¢ 44,75 2P 44,252 475023 61,00 1%
60 58,25 12P¢ 44,25 4P 48,753%® 54,7522 60,50 1
70 63,50 1 46,00 2P 47,252 49,00 2% 60,50 1
80 57,00 2°¢ 47,00 3P 50,75%** 51,003%** 63,002
90 57,50 1¢ 47,00  4450%%® 51,002%% 48,752%°

* letras iguais nas colunas e nimeros iguais nas linhas ndo apresentam diferenca significativa, letras
diferentes nas colunas e nimeros diferentes nas linhas apresentam diferenca significativa (a = 0,05)
Ponto de fuséo inicial = 68°C + 1,2°C.

Através da Tab. 6 acima, € possivel observar uma que houve uma diferenca
significativa entre quatro pontos com pontos de fusdo mais elevados (referentes as
concentracbes 2, 4, 8 e 70%) e as cinco concentragdes com menores pontos de

fuséo (6, 50, 60, 80 e 90%) em 1,5h de processo fermentavivo. Apesar da diferenca
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entre a maior e a menor temperatura média de fusdo ser de em média 10°C, ndo h&a
indicios de que a concentracdo de gordura suina no meio seja um fator importante
no gradiente de temperatura de fusdo como foi no caso do sebo bovino.

Podemos realizar uma analise critica do processo em geral ao avaliarmos o
comportamento do ponto de fusdo, através das médias dos pontos de fuséo
expressos na Tab. 6, podemos entdo representar na Fig. 9 a seguir, a variacao do

PF do sebo bovino fermentado em funcéo da temperatura de fusdo, concentracdo de
gordura e tempo de fermentacéo - PF xc x1).

Ly ) e A

Il 70
B 65
160
[ 55
B 50
Bl 45
B 40

Figura 9 - Grafico de superficie de resposta da variacéo do PF ¢ xy de banha suina

Através da Fig. 9 podemos identificar uma mudanga no comportamento da
temperatura média de fusdo da gordura suina quando comparada a gordura bovina.
Enquanto que o processo anterior mostrou uma tendéncia de queda no ponto de
fusd@o ja a partir da 1,5h de fermentagédo e concentracdo de 50%, a gordura suina

comegou a mostrar quebra singela de cadeia carbonada apos 3h de fermentacgéo,
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sendo somente apos 4,5h que ocorrera um decréscimo no ponto de fusdo mais
significativo.
Podemos visualizar melhor o grafico representado na Fig. 9 sob forma de

contorno (Fig. 10) a seguir.

3,0 ¢

1,5

M — 52°C

2 4 6 8 10 50 60 70 80 90 48°C

Concentracdo de gordura (%)
Figura 10 - Grafico de contorno da varia¢éo do PF 4 c xy) de banha suina

Através da Fig. 10 podemos observar o desvio no padrdo encontrado
anteriormente na fermentacdo de sebo bovino. Além de apresentar variacdo de -
20°C somente a partir das 4,5h transcorridas, o aumento da concentragdo de
gordura ndo afeta positivamente a atividade microbiana sobre o tecido adiposo
suino, onde sob efeito desse tempo o teor de gordura menor (2%) apresenta o
mesmo nivel de ponto de fusdo que 60% de lipidios no meio.

Outro ponto diferencial Unico da gordura suina que merece destaque é o fato
da temperatura de fusdo voltar a se elevar a medida que o tempo de fermentacao
transcorre, mesmo em concentracfes onde o ponto de fusdo ja havia caido para
niveis inferiores a 50°C. A provavel explicacdo sdo as camadas de membranas
sucessivas encontradas na gordura do involucro renal dos suinos, formando uma
barreira a acdo do S.xylosus. Essa decadéncia e conseguinte aumento do ponto de
fusdo sugerem que, uma camada membranosa mais externa foi hidrolisada pelas

bactérias, sendo necessario cerca de 2h de reacdo metabdlica para tal quebra
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ocorrer, e somente assim a cadeia carbonada dos acidos graxos pode iniciar a ser
fracionada (COMA, 2008; COOKSEY, 2005).

O seguinte incremento no ponto de fusdo a partir de 6h de fermentacao
sugere que uma nova camada mais interna de membrana foi encontrada pelas
bactérias, cessando a acdo direta nos triglicerideos, forcando-as a adaptarem seu
metabolismo e produzir enzimas capazes de hidrolisar as membranas, permitindo
novo contato com os trialcilglicerdis, promulgando seu crescimento no meio
(MANSOUR et al., 2005; ZHOU, 2003). Zhou et al. (2012) reportam que mudancas
bruscas em condicbes de operacdo de processos industriais e laboratoriais
envolvendo micro-organismos causam distirbios em seu metabolismo e atividade
fisiol6égica podendo favorecer ou frear o crescimento microbiano devido ao tempo de
adaptacdo necessario para replicacdo do DNA e replicacdo do RNA em novos
compostos que permitam a ele se desenvolver. Diante desses resultados, a coleta
de gordura suina livre de tecidos membranosos se faz necesséaria para otimizar a
acdo das lipases do S. xylosus.

A partir de 70% de residuo graxo no mosto, podemos observar uma elevacao
no nivel de temperatura de fusdo quando comparado com as concentracdes
menores de banha suina, comportamento este, observado também nas gorduras
bovinas, sugerindo uma baixa atividade de 4gua no mosto, insuficiente para tornar a
disperséo de células homogénea na totalidade das amostras dentro dos frascos.

No caso da gordura suina, os pontos de fusdo mais baixos foram obtidos
apos 4,5h de fermentacdo, decaindo de iniciais 67°C- 68°C para temperaturas na
faixa de 42°C (KNOTHE & DUNN, 2009). Contudo, ndo houve relacdo aparente
entre a concentracdo de gordura utilizada na fermentacdo. E importante ressaltar,
gue a membrana presente em toda a extensdo da amostra de residuo graxo suino,
interferiu negativamente no processo pelo bloqueio imposto as bactérias para acéo
nos triglicerideos, imperando as células a produzirem enzimas capazes de
transpassar esse empecilho e continuar a degradar a gordura. Aliado a isso, 0s
resquicios de sangue também contribuiriam de forma negativa para a producédo de
biodiesel, sendo necesséaria uma operacédo de lavagem extra para remocéo deste
tipo de contaminante do tecido adiposo, contribuindo para o aumento da umidade da
amostra e consequentemente, obrigando o emprego de uma etapa de secagem.
Para utilizacdo de gordura suina em um futuro processo fermentativo, um estudo de

amostragem deve ser feito, considerando possiveis envoltorios presentes que
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dificultem a acdo das enzimas de S.xylosus, além de contaminantes que venham
prejudicar, tanto a fermentacdo, como a viabilidade do processo de converséo

dessas gorduras em biodiesel.

6.3.3. Gordura de Frango

Os pontos de fuséo da gordura de frango estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Pontos médios de fusédo de gordura de frango ao longo da fermentacao

PF (°C)
Concentracio (%) Tempo de fermentacao (h)

1,5 3,0 4,5 6,0 7,0
2 43,50 3P 56,50 1b° 49,0029 50,0022 46,75 22
4 43,75 3P 53,50 ¢ 49,50 12° 492522 45 7532
6 44,25 3P 53,25 ¢ 51,5013 59022 47,25 B2
8 46,25 > 56,50 1P° 55 751ac 49 752a 4625 22
10 47,251 46,2519 49,7514 49 001% 47,0012
50 45,00 2P 44,50 24 48,751 47,252 4500 %2
60 48,25 2 45,25 24 56,00 12 472522 4550 %2
70 51,5012  50,7512¢ 53 5o lacd g5 75128 48 2522
80 52,50 22 62,7513 51,5023 530022 485032
90 52,25 342 65,00 12 57,00 %% 53,5022 49,50 *2

* letras iguais nas colunas e niumeros iguais nas linhas ndo apresentam diferenca significativa, letras
diferentes nas colunas e nimeros diferentes nas linhas apresentam diferenca significativa (a = 0,05)
Ponto de fuséo inicial = 65°C + 2°C.

Através da Tab. 7 acima, podemos observar que houve diferenca significativa
entre as amostras com concentracéo de gordura superior a 70% e as inferiores a 6%
e a com 50%, mas em nivel diferente daquele averiguado nas gorduras bovinas, no
caso dos residuos graxos de frango, as menores concentragfes apresentaram uma
maior queda no ponto de fusdo apés 1,5h de fermentacéo, variando entre 43,5°C e
45°C. De qualquer forma, essa faixa de temperatura ja € mais marcante nesse tipo
de gordura do que nas demais, que precisaram passar por um maior tempo de
processo fermentativo para atingir esses niveis.

A Fig. 11 representa a variagao do PF da gordura de frango fermentado em
funcdo da temperatura de fusdo, concentracédo de gordura e tempo de fermentacéo -

PFxcxt), podendo avaliar o processo como um todo.
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Figura 11 - Grafico de superficie de resposta da variagédo do PF ¢ xy de gordura de frango

O grafico representado pela Fig.11 acima, nos permite observar um padrao
diferente de curvas de temperaturas de fusdo de residuo graxo de frango.
Destacamos a similaridade aos residuos bovinos quando identificamos uma zona de
baixo ponto de fusdo no entorno da concentracdo de 50% de gordura animal no
mosto. Podemos acrescentar ressaltar ainda, o resultado positivo apresentado nas
fermentacdes de baixa concentracdo de lipidios também ja na primeira hora e meia
de processo, tendendo a acréscimo no ponto de fusdo a medida que o tempo de
fermentacao é transcorrido.

Claramente podemos identificar um pico de alta temperatura de fusdo no
comeco da fermentacao até 4,5h nas concentracdes de 80 e 90%.

Tragcando um grafico de contorno (Fig.12), a partir da Fig. 11, podemos

analisar os niveis de temperatura de fusdo atingida ao longo do processo.
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Figura 12 - Grafico de contorno da varia¢éo do PF 4 c xy de gordura de frango

Podemos observar que o processo de fermentacdo de gordura de frango
possui um 6timo operacional na faixa de 3h de fermentacdo, onde € possivel usar
entre 50 e 60% de gordura animal. Analisando as concentracdes de 70% e
superiores, hotamos novamente uma queda infima no ponto de fusdo das amostras,
ocorrendo somente queda de niveis em tempo préximo a 7,5h, a causa principal é a
alta concentracdo de gorduras e volume de agua insuficiente para garantir a acao
bacteriana em toda a massa de gordura (OLESEN & STAHNKE, 2004).

Guru et al. (2010) relatam que aditivos e processos alternativos séao
necessarios para viabilizar o uso de residuos graxos de frangos para producéo de
biodiesel, pois ha perdas de alcool utilizado na reagcdo de transesterificacdo por
evaporacao ao atingir a temperatura de fusdo da gordura de frango que, segundo o
autor, € de 68°C, sendo necessario o uso de um volume maior de alcool, elevando
0s custos do processo. Além disso, a alta temperatura causa degradacao dos acidos
graxos, diminuindo a quantidade de matéria-prima disponivel para producdo de

biocombustivel.
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As descontinuidades do padréo da temperatura de fusdo nas concentragdes
inferiores a 60% e a partir de 3h de processo podem ser explicadas pela total
liquefacdo e diluicdo da gordura no meio de cultura, visto que a técnica do ponto de
fusao foi aplicada a massa ainda sdlida contida nos frascos erlenmeyer. A Fig. 13 a
seguir mostra 0 meio de cultivo com grandes glébulos de gordura diluidos na entao

disperséo.

@) (b)

Figura 13 — Gordura de frango liquefeita durante o processo fermentativo em (a) 4,5h e (b)

6h de reacao para a concentragdo de 50% de residuo graxo

Podemos identificar visualmente na figura acima, que uma parcela da gordura
foi liguefeita pela acdo do S.xylosus e estava presente sob a forma de 6leo em
temperatura ambiente, a formacdo dos glébulos de 6leo formados pode ser
evidenciada pela insolubilidade da gordura no meio de cultura. Este fato pode ser
explicado pela composicdo quimica dos trialcilgliceréis de frango. Comparado com
as gorduras bovinas e suinas, os triglicerideos de aves possuem um maior aporte de
acidos graxos insaturados (C18:1), conforme visto na Tab. 1 anteriormente, que
possuem um ponto de fusdo inferior aos acidos graxos saturados, indicando que
uma menor atividade lipolitica ja favoreceria que o ponto de fusdo sofresse queda.

Neste estudo, o 6leo formado pela fermentacdo ndo foi coletado e, portanto
seu ponto de fusdo néo foi determinado, justificando o fato de que os resultados dos
pontos de fusdo das amostras nao terem sido inferiores a temperatura de incubacgao
(35°C).
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Os residuos graxos de frango apresentaram a maior queda no ponto de
fusdo em 1,5h de fermentacdo e com 2% de gordura no meio de cultura. Todavia,
tendo em vista utilizar o maior volume de residuos possiveis, € viavel o uso de 50%
de gordura para esse mesmo tempo de processo. O ponto de fusdo teve queda de
iniciais 66°C para 45°C ao final de 1,5h. Uma peculiaridade observada, € que na
fermentacao de gordura de frango houve a formacéo de glébulos de éleo no meio de
cultura, sendo que este produto ndo pdde ser analisado pela metodologia proposta,
sendo necessario o emprego de uma operacao de separacao do 6leo e do meio de
cultura para determinacdo de seu ponto de fusdo, tais como centrifugacdo, ou
filtracdo por membranas (KLEN & VODOPIVEC, 2012; COUTINHO et al., 2009).

De modo geral, das trés fontes de residuo graxo estudados neste trabalho, as
gorduras de bovinos sdo as que ndo necessitam de operacdes secundarias para
ajusta-la, tanto a fermentacédo, quando a producéo de biodiesel. As gorduras de
frango também apresentam boa aplicabilidade, realizando os devidos ajustes para a
coleta do Oleo liquefeito, unindo com a gordura restante da fermentacdo, dando
seguimento para a transesterificacdo. Ambas as gorduras podem servir de alvo para
estudos futuros sobre a otimizacdo do processo aplicado neste trabalho, pois
apresentaram grande diminuicdo em seus pontos de fusdo, dessa contribuindo para
a producdo em maiores escalas de biodiesel oriundo dessas fontes.

As gorduras de suinos apresentaram uma queda no ponto de fuséo
relativamente aceitavel, no entanto, tecidos extras inerentes dessa gordura presente
no tecido adiposo do involucro renal dificulta as operacdes e reacbes que dariam
seguimento a producédo de biodiesel em escalas superiores a laboratoriais, visto que,
a etapa de higienizacdo de carcacas, da onde é coletada a amostra de residuo
graxo, é a etapa mais indicada para coleta de gordura suina sem contaminacdes de

outros residuos ou subprodutos.
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7. Conclusao

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

Os residuos graxos de bovinos e frangos podem ser submetidos a
fermentacdo de S.xylosus a fim de causar a queda de seus pontos de fuséo,
baixando a energia gasta nas proximas etapas de obtencdo de biodiesel e
aumentando o rendimento das mesmas pela amenizacdo das condicbes de
processo necessarias para producéo do biocombustivel.

A gordura suina pode passar pelo processo fermentativo e obter queda
aproximada de 24°C em sua temperatura de fusdo, no entanto alguns cuidados
guanto ao local de coleta da gordura dentro da planta agroindustrial deve ser
tomados, pois a gordura suina apresenta membranas de revestimento de seu tecido
adiposo, dificultando a acdo dos micro-organismos, prejudicando a sintese de
biodiesel pelo acumulo de umidade e favorecendo a contaminacgao por resquicios de
sangue da linha de processamento, o que eleva os custos de obtencdo de
biocombustivel dessa matéria-prima.

Com esse pré-tratamento de gorduras animais, foi possivel criar uma nova
rota para valorizacdo desses residuos agroindustriais, abrindo portas para novos
estudos na area, desviando um subproduto de baixissimo valor agregado e o
escoando para transformacdo de um produto de superior qualidade, reduzindo o
montante levado a estacdes de tratamento de efluentes e centrais de residuos da
empresa, cortando gastos, contribuindo para a manutencdo do meio ambiente e
promulgando a sustentabilidade da cadeia produtiva de forma que mais impostos,

trabalho e renda séo gerados de uma mesma atividade.
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