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Resumo

A significante produgao brasileira de carne de frango impulsiona o pais para o topo da lista de
paises produtores e exportadores desse produto alimenticio, o que enaltece a importancia de
um gerenciamento adequado dos residuos gerados principalmente pelo grande volume dos
mesmos. Dessa forma, a busca por agregar valor a um residuo de forma que ele se torne um
produto nobre, que gere de renda para a empresa, € um importante incentivo para a
manuten¢do dessa atividade agroindustrial. Assim, o objetivo desse trabalho foi utilizar
micro-organismos como tratamento microbiolégico de residuos graxos de frangos para
posterior producdo de biodiesel, de forma a tornar estes residuos liquidos a temperaturas mais
amenas possibilitando que reacdes de transesterificacdo ocorram em condi¢des brandas de
operacio.

Palavras-chave: Residuo Graxo, Tratamento, Biocombustivel, Biotécnicas.

Area Tematica: Residuos Sélidos.

Microbiological treatment of chicken fatty slaughterhouse waste:
modification for production of biodiesel

Abstract

The significant domestic production of chicken meat boosts our country to the top of the list of
countries producing and exporting this kind of product, which elevates the importance of
proper waste management generated mainly by the large amount of it. Therefore, the search
for adding value to a waste so that it becomes a valuable product revenue generator for the
company is an important incentive for the maintenance of this agroindustrial activity. Thus,
the aim of this study was to use micro-organisms such as microbiological treatment of
chickens fatty waste for subsequent production of biodiesel in order to turn these wastes into
liquid at warmer temperatures allowing transesterification reactions occur under mild
operational conditions.
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1 Introducao

z

A cadeia produtiva de carne de frango € uma das mais importantes do complexo
agroindustrial brasileiro. Com uma producdo de 12,645 milhdes de toneladas em 2012, e
movimentando cerca de 7,7 bilhdes de ddlares em exportacdes, o que representa 31% do total,
o Brasil € o maior exportador e terceiro maior produtor mundial, atrds apenas de China e
Estados Unidos. Além disso, esta cadeia de producdo é a que apresenta melhor projecao de
crescimento entre todas as carnes, chegando a 4,2% anuais, o que alcancgaria a uma produ¢do
estimada de 20,332 milhdes de toneladas em 2022 (UBABEF, 2013).

Com a produgd@o em larga escala da avicultura nacional sdo gerados residuos sélidos
tais como pele, penas, visceras, sangue, 0ssos e gordura, que sdo biomassas que possuem
proteinas, enzimas e dcidos graxos, os quais podem causar degradacdo ambiental e possuem
um valor agregado em potencial se tratados de forma correta (ZHU et al., 2010; LASEKAN et
al., 2013). Atualmente a valorizacdo destes residuos € feita normalmente por unidades
independentes de processamento de residuos, como graxarias, nos quais a matéria animal
sofre uma série de transformacdes fisicas e quimicas em processos que envolvem
aquecimento, desidratagcdo, separacdo e moagem de 0ssos, carnes, gorduras e outros materiais,
entrando no processo a matéria-prima e o calor, e tendo como saidas os 6leos, gorduras,
solidos ricos em proteinas, efluentes e residuos de transformagao (SALMINEN & RINTALA,
2002).

Por outro lado, a consciéncia das mudangas climdticas tem servido como um
importante fator para o incentivo da produg¢do de biodiesel como substituinte dos
combustiveis fosseis, por ter potencial para diminuir a emissdo de gases de efeito estufa e
estimular diversos setores produtivos agregando valor aos seus subprodutos, porém ainda
existem dificuldades a serem contornadas para que esta atividade seja economicamente
atrativa perante o uso de combustiveis fosseis, sendo a principal razdo delas o alto custo de
Oleos vegetais como matéria-prima e sua concorréncia por dreas férteis para producdo de
combustivel/alimentos, o que pressiona o pre¢o dos alimentos envolvidos, como o caso da
soja no Brasil, pois a demanda por energia sempre converge para patamares cada vez mais
elevados (TIMILSINA et al., 2011). Os residuos graxos animais podem ser um substituto
vidvel dos Oleos vegetais ndo apenas por ser uma matéria-prima de baixo custo, mas também
por ndo competir com a producao de alimentos em termos de dreas produtivas, e por valorizar
um residuo que necessita de tratamento adequado (MARULANDA et al., 2010).

No entanto, diferentemente dos 6leos vegetais, as gorduras animais apresentam-se no
estado sdlido a temperatura ambiente até patamares proximos a 70°C, o que prejudica reacoes
quimicas com esse substrato pela indisponibilidade de solvente a fim de promover a
aproximacao e reacdo das moléculas (ALPTEKIN & CANAKCI, 2011).

Fiegler & Briickner (1997) identificaram em Staphylococcus xylosus o gene
responsdavel pela producdao da enzima serina acetil transferase (E.C.3.1.1.3), capaz de
hidrolisar especificamente acidos graxos com cadeia carbonada acima de 10 carbonos.
Biologicamente, ¢ uma exoenzima capaz de promover a quebra inicial de trialcilglicerdis para
posterior metabolizacao celular.

Dessa forma, este trabalho teve por objetivo utilizar biotécnicas em residuos graxos de
frangos com uso de Staphylococcus xylosus, reduzindo seu ponto de fusdo e promover um
material com melhores condicdes para ser transformado em biodiesel.

2 Materiais e Métodos

2.1. Coleta de amostras
As amostras dos residuos graxos foram coletadas em um frigorifico abatedouro da
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regido sul do estado do Rio Grande do Sul, de animais recém abatidos, ap6s o toalete das
carcacas, onde o residuo majoritariamente produzido € da gordura dorsal das aves. Os
residuos foram gentilmente doados pela empresa Frigorifico COSULATI S.A. situada em
Morro Redondo-RS (Latitude: 31° 35° 18" Sul; Longitude: 52° 37 55°° Oeste).

2.2. Teor de umidade e acidez

Para obtencdo do teor de umidade dos residuos graxos frescos 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 obtencdo 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 solucgdo 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 € expresso pela massa de KOH necessdria para neutralizar os
4cidos 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.

5611 xa xF
A= 5 (1)

Onde, “A” é o valor da acidez (mg KOH.g'l), “a” € o volume de KOH consumido na
titulacdo (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 agitacdo 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 mesdfila,
gram-positiva, em aerobiose apresenta crescimento 6timo, podendo ainda ser anaerdbio
facultativo, porém com desenvolvimento menos significativo. E amplamente empregado pela
industria de alimentos em produtos fermentados. Esta dltima caracteristica é conferida devido
a sua capacidade de produzir compostos corantes, flavorizantes e de reducdo de nitratos, a
partir da hidrélise 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).

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
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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 concentragao inicial
de células na fermentagdo constante, foi construida a curva de crescimento bacteriana. Dessa
forma foi averiguado que € necessdario um tempo de incubacdo de 3h para atingir a
concentracao 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 fermentagdo 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 colonias, 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 e incubadas a 35 + 0,1°C
por 24h para realizacdo da contagem de coldnias e determinagdo do tempo de enriquecimento
necessario para atingir a concentragao desejada de colonias no inoculo.

2.5. Fermentacao das gorduras de frangos

As amostras de gorduras das aves 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 condi¢des de
fermentacao obedeceram ao delineamento experimental descrito na Tab. 1 a seguir.

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

Residuo Tempo de Concentracio de Variaveis Dependentes
fermentacao (h) gordura (%)
1,5 2,0
3,0 4.0 Ponto de fusdo (AOCS,
Gordura de aves 4.5 6,0 2009)
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, a fermentacdo foi interrompida e foi coletada
assepticamente uma amostra de aproximadamente 1g de cada erlenmeyer, correspondente as
cinco diferentes concentracdes em teste, submetendo-as a andlise de ponto de fusao.

2.6. Ponto de fusao

A anélise 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 nao. Dessa forma, foi adotado como ponto de fusdo a temperatura de pico, ou
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intermedidria, restando somente a fragdo cristalizada de gordura no tubo de ensaio
(RODRIGUEZ-RACT et al., 2010).

2.7. Tratamento estatistico

Os dados experimentais foram analisados por Andlise de Varidncia (ANOVA). A
Diferenca Minima Significativa (DMS) entre as médias dos resultados foram analisadas por
teste de Tukey a nivel de 5% de significincia (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 de
frangos antes da fermentacdo. A umidade da gordura de frango foi inferior ao limite méximo
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 &acidos
graxos livres resultantes da decomposi¢ao natural dos lipidios para emprego de uma catélise
alcalina em gorduras animais com indice de acidez acima de 1 mg KOH. g'l.

Tabela 2 - Propriedades fisicas das gorduras animais in natura

Propriedades Gordura de frango* Método
Umidade (%) 0,018 £ 0,01 Secagem em estufa (AOAC, 1995)
Acidez (mg KOH. g'l) 0,102 +£0,01 Titulometria (KS M ISO 6618)

*- Média e desvio padrdo de trés repeticdes

Ambos os pardmetros sdo simples e pré-seletivos para produgao de biodiesel a partir
de gorduras animais, pois indicam seu grau de degradacao e se seu estado fisico-quimico é ou
nao prejudicial a produgdo do biocombustivel.

3.2. Ponto de fusido
Os resultados encontrados para os pontos de fusdo apds o tratamento biolégico estao
apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Pontos médios de fusdo de gordura de frango ao longo da fermentacgdo

PF (°C)
~ Tempo de fermentacio (h)

Concentracao (%) 15 3.0 45 6.0 75
2 43,50 > 56,50 ' 49,00 *° 50,00 >* 46,75 >
4 43,75 3 53,50 14 49,50 2 4925 % 45,75 3
6 4425 3 53,2514 51,50 50,00 '** 4725 3
8 46,25 ** 56,50 ' 55,75 1@ 49,75 >* 46,25 **
10 4725 46,25 ' 49,75 1 49,00 " 47,00

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

Analisando os dados apresentados na Tabela 3, podemos averiguar que houve uma
queda do ponto de fusdo dos residuos graxos animais tratados pela fermentacdo das bactérias
no primeiro tempo de fermentagdo analisado (1,5h), onde uma queda de aproximadamente
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20°C pdde ser averiguada sem diferenga significativa entre as concentracdes de gordura
utilizadas (p < 0,05). Em relagdo ao tempo, as gorduras apresentaram uma maior queda no
ponto de fusdo em 1,5h em todas as concentragdes, mantendo sem diferenga significativa o
mesmo patamar para a concentracdo de 10%, contudo, as concentragdes inferiores
apresentaram uma menor queda no ponto de fusdo a partir de 3h de processo. A
descontinuidade do padrdo da temperatura pode ser explicada pela liquefacdo e diluicdao da
gordura no meio de cultura, visto que a técnica para andlise do ponto de fusdo foi aplicada a
massa solida contida nos frascos, dessa forma, a gordura foi liquefeita no primeiro momento e
a partir dai, a atividade microbiana foi direcionada a metabolizac¢do do residuo agora liquido e
consequentemente de mais facil absor¢do pelas células. Através da Figura 1 podemos
observar a formagao dos glébulos de gorduras em meio ao caldo de cultivo.

(a) (b)

Figura 1 — Gordura de frango liquefeita durante o processo fermentativo de residuo graxo de frango

Considerando que a matéria-prima € um residuo agroindustrial, é desejada sua maxima
utilizacdo possivel sem que prejudique o processo. Dessa maneira, como 6timo operacional,
podemos observar que em 1,5h de fermentacdo foi suficiente para causar a queda de
aproximadamente 17°C no ponto de fusdo nas concentracdes de 10% chegando ao entorno de
47°C na temperatura de pico (LIDE, 2007).

4 Conclusao

Concluimos que a fermentacdo causada por Staphylococcus xylosus em gorduras de
frangos causam uma queda significativa em seu ponto 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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