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RESUMO

O processo de alongamento da cadeia de carbono surge como uma
oportunidade para producao biolégica de produtos com alto valor agregado, como 0s
acidos carboxilicos de cadeia média (ACCM’'s). Entre os ACCM’s, o acido capraico,
apresenta diversas aplicacdes no mercado como, antimicrobianos (industria
farmacéutica), aditivos (ra¢éo animal) e produtos quimicos (producgéo de flavorizantes,
biocombustiveis e bioplasticos). A producéo bioldgica de acido capréico, em maiores
escalas (piloto e industrial), ainda apresenta diversos desafios, tais como: complexa
estrutura dos microbiomas, presenca de vias metabdlicas competitivas, toxicidade dos
acidos nas formas nao-dissociadas, além da viabilidade das técnicas de extracdo do
meio. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o processo de alongamento
da cadeia visando a producédo de acido caproico, por meio da utilizacdo de diferentes
indculos (fluido ruminal, lodo granular anaerdbio e manipueira), separadamente ou em
consoércio, a partir de dois experimentos com trés bateladas (B-1,B-Il e B-11l) cada. Para
tanto, reatores em diferentes escalas (reatores de 0,6 L — Artigo 1 e reator anaerdbio
de 7 L — Artigo 2) foram empregados, fazendo-se uso de acido acético e etanol como
substratos. As maiores concentracdes de acido caproéico no Artigo 1 foram obtidas na
B-1Il, de acordo com os seguintes in6culos: 10,1 g.L* para o lodo granular anaerébio,
9,6 g.L! para a manipueira e 9,1 g.L* para o fluido ruminal. As andlises microbianas
revelaram uma maior dominéncia do filo Firmicutes e do género Clostridium sensu
stricto 12 nos reatores, justificando assim, a elevada geracdo de acido capréico. No
Artigo 2, com a utilizacdo de um reator anaerébio de 7 L e in6culo misto (lodo granular
anaerébio e manipueira), atingiram-se as seguintes producdes de acido capréico: 7,5
g.L! ao final da B-Il e apds o seu ajuste de pH, 7,8 g.L!. As andlises microbianas
indicaram o predominio de microrganismos alongadores de cadeia, como
Caproiciproducens, C. sensu stricto 12, Enterococcus e Rummeliibacillus nas duas
primeiras bateladas. Dessa forma, o presente trabalho demonstrou que o aumento da
escala e o uso de diferentes indculos em condi¢des adequadas (ex: uso de inibidores,
pH inicial neutro etc.) nos reatores, favoreceram ao processo de producao biologica

de acido caproico.

Palavras-chave: acidos carboxilicos de cadeia média; acido caproico; culturas

mistas; biologia molecular; processo biolégico.



ABSTRACT

The carbon chain elongation process appears as an opportunity for the
biological production of products with high added value, such as medium chain
carboxylic acids (MCCAs). Among MCCAs, caproic acid has several applications in
the market, such as antimicrobials (pharmaceutical industry), additives (animal feed),
and chemical products (production of flavorings, biofuels, and bioplastics). The
biological production of caproic acid, on larger scales (pilot and industrial), still presents
different challenges, such as: the complex structure of microbiomes, the presence of
competitive metabolic pathways, the toxicity of the undissociated acids, in addition to
the viability of in-line extraction techniques. Thus, the objective of this work was to
evaluate the chain elongation process aiming at the production of caproic acid, through
the use of different inoculums (ruminal fluid, anaerobic granular sludge, and cassava
wastewater), separately or in the consortium, from two experiments with three batches
(B-1, B-Il, and B-lll) each. For that purpose, reactors in different scales (0.610 L
reactors — Article 1 and 7 L anaerobic reactor — Article 2) were employed, using acetic
acid and ethanol as substrates. The highest concentrations of caproic acid in article 1
were accepted in B-Ill, according to the following inocula: 10.1 g.L* for anaerobic
granular sludge, 9.6 g.L! for cassava wastewater and 9.1 g.L* for ruminal fluid.
Microbial analyses revealed a greater dominance of the phylum Firmicutes and the
genus Clostridium sensu stricto 12 in the reactors, thus justifying the high generation
of caproic acid. In article 2, using an anaerobic reactor with 7 L and mixed inoculum
(anaerobic granular sludge and cassava wastewater), the following maximum
productions of caproic acid were achieved: 7.0 g.L* at the end of B-Il and after its pH
adjustment, 7.8 g.L™1. Microbial analyses indicated the dominance of MCCA-producing
microorganisms, such as Caproiciproducens, C. sensu stricto 12, Enterococcus, and
Rummeliibacillus in the first two batches. Thus, the present work demonstrated that
the increase in scale and the use of different inoculums under adequate conditions
(e.g.: use of inhibitors, initial neutral pH, etc.) in the reactors, favored the process of

biological production of caproic acid.

Keywords: medium chain carboxylic acids; caproic acid; mixed -cultures;
molecular biology; biological process.
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1 INTRODUCAO

Com o aumento da populacdo global, industrializacdo e urbanizacdo é
crescente a demanda por uma geracgao sustentavel de energia (biocombustiveis) e de
commodities (produtos quimicos) em todo o mundo. Entre os processos biolégicos
destinados a producdo de subprodutos quimicos com alto valor agregado e
biocombustiveis, pode-se citar o alongamento da cadeia de carbono.

O processo de alongamento da cadeia de carbono consiste na converséo de
acidos carboxilicos de cadeia curta (ACCC’s) em acidos carboxilicos de cadeia média
(ACCM’s), por meio da utilizacdo de uma cultura pura ou mista de bactérias
(Grootscholten et al., 2013a). Geralmente, os ACCM’'s sdo provenientes do
craqueamento do petréleo ou extraidos de 6leos de plantas e gorduras de animais;
porém, sao produzidos em pequenas quantidades (geralmente 8-15% de rendimento)
e podem acarretar impactos ao meio ambiente (ex: emissao de poluentes) (Nzeteu et
al., 2022). Biologicamente, as vias metabdlicas responsaveis pelo alongamento da
cadeia de carbono para geragdao de ACCM’s incluem a [ — oxidacéo reversa e a
biossintese de acidos graxos (Kim et al., 2022; Spirito et al., 2014). Por meio de um
processo ciclico nas duas vias citadas, dois atomos de carbono sdo adicionados a
uma molécula inicial (&cido acético ou butirico) e, da mesma forma, o ciclo se repete
podendo alcancar a producédo de ACCM’s com 6 a 12 carbonos (Wang; Yin, 2022).

Os ACCM'’s (Ce-C12) como, por exemplo, o acido caproico (Cs), possuem uma
cadeia de carbono mais longa, menor propor¢cdo oxigénio-carbono e baixa
solubilidade em agua (solubilidade do acido capréico, 10,8 g.L*; do acido heptandico,
2,4 g.L%; e do &cido caprilico, 0,7 g.L* nas suas formas ndo-dissociadas) em relacédo
aos ACCC’s (Gazzola et al., 2022). Por conseguinte, os ACCM’s apresentam um
maior poder calorifico e melhor capacidade de extracdo do meio fermentativo devido
ao seu carater altamente apolar em relagédo aos ACCC’s (Agler et al., 2011). Dessa
maneira, o0s ACCM’s em funcdo das suas propriedades fisicas correspondem a
vantajosos intermediarios para geracao de produtos quimicos e combustiveis.

O acido caproico, caproato (forma dissociada) ou &cido hexandico
(CsH11COOH) possui um amplo potencial de aplicagdo no mercado como, por
exemplo, agente antimicrobiano na indastria farmacéutica, aditivo na alimentagéo
animal, precursor quimico para producdo de compostos aromatizantes, corantes,

lubrificantes, inibidores de corrosdo, combustiveis de aviacdo e bioplasticos (Chen et
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al., 2017; Duber et al., 2018). Do ponto de vista econdmico, o acido caproéico apresenta
um preco de mercado de aproximadamente USD $2000-2500/ton que é de trés a
quatro vezes maior que o do acetato (USD $400-800/ton) e do etanol (USD $600-
800/ton) (Bastidas-Oyanedel; Schmidt, 2018; Cavalcante et al., 2017).

Diferentes substratos sintéticos (acidos, alcoois, lactato, celulose e acgucares
etc.) e naturais (vinhaga, soro de leite, residuos de alimentos e de gramineas etc.), a
partir de diferentes culturas puras ou mistas (lodos anaerdbios, manipueira, ramens
etc.), tém sido reportados como aptos para geracdo de acido caproico a partir do
alongamento da cadeia de carbono (Grootscholten et al., 2013a; Wang; Yin, 2022;
Wang et al., 2022). Entre os microrganismos alongadores de cadeia, o Clostridium
kluyveri € frequentemente citado na literatura como responsavel pela geracéo de acido
caproico em reatores anaerbbios através de culturas puras e mistas (San-Valero et
al., 2020; Weimer et al., 2015). Outros microrganismos, tais como Megasphaera
elsdenii, Ruminococcaceae bacterium CPB6, Eubacterium limosum e pyruvativorans,
Caproiciproducens galactitolivorans e Enterococcus casseliflavus também podem ser
incluidos com a habilidade de sintese de acido caprdico com base em diversos
estudos e substratos citados anteriormente (Candry; Ganigué, 2021; Luo et al., 2022;
Wang; Yin, 2022).

Entre os principais obstaculos relacionados a difusdo e o desenvolvimento do
processo de alongamento da cadeia para maiores escalas (piloto e industrial), podem-
se citar os seguintes: complexa estrutura dos microbiomas anaerdébios, presenca de
vias metabdlicas competitivas no meio (ex: metanogénese acetotrofica e
hidrogenotrofica, sulfetogénese etc.), toxicidade dos produtos gerados nas formas
nao-dissociadas, além da viabilidade produtiva e econémica das técnicas de extracao
do meio fermentativo. Por exemplo, Debergh e Van Dael (2022), através da analise
de custo-beneficio de um sistema caprogénico em escala piloto com substratos
sintéticos (etanol e acido acético), determinaram que a produtividade de 2,5 g.L1.d?
e eficiéncia de conversao de DQO igual a 50% sao insuficientes para tornar o processo
competitivo com 0s precos atuais do acido caproico no mercado. Salienta-se que o
custo da matéria-prima, o CAPEX (despesas com equipamentos) e o consumo de
eletricidade foram identificados como sendo os principais fatores limitantes para a
viabilidade econdémica da producéo de acido caproico em escala piloto.

Diante desse contexto, este trabalho tem como objetivo avaliar os desafios e

alternativas relacionadas a producéo de acido caproico a partir de diferentes inoculos,
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separadamente ou em consorcio, em modo batelada por meio do emprego de acido
acético e etanol como substratos sintéticos em duas diferentes escalas. O
alongamento da cadeia de carbono foi efetuado mediante a utilizacdo de reatores
anaerdébios em pequena escala (0,6 L) — Artigo 1 e, sequencialmente, em um
fermentador automatico — reator anaerobio (EZ2 Control de 7 L) — Artigo 2 para

producao de acido capraico.



17

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os desafios e alternativas relacionadas a producdo de acido caproico
utilizando diferentes indculos (fluido ruminal, lodo granular anaerébio e manipueira),
separadamente ou em consércio, em reatores anaerobios em batelada com duas

diferentes escalas (reatores de 0,6 L e reator anaerébio de 7 L).

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a influéncia do in6culo em relacdo a producao de acido caproéico a partir
de substratos sintéticos (acido acético e etanol);

b) Identificar as comunidades microbianas e possiveis sintrofias entre o0s
microrganismos nos indculos em relacao a producdo de acido caproico a partir
de substratos sintéticos (acido acético e etanol);

c) Otimizar a producéo de &cido caproico por meio do uso de in6culos simples ou
mistos a partir de substratos sintéticos (acido acético e etanol);

d) Avaliar a influéncia do escalonamento dos reatores em relacdo a producéo de

acido caproico.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A presente secdo abrange a fundamentacgéo teorica (conceitos, estado da arte
e exemplos) utilizada para o desenvolvimento desta pesquisa, visando a producéo de
acido caproéico a partir de diferentes inéculos e escalas.

3.1 PLATAFORMA CARBOXILATO OU DOS ACIDOS CARBOXILICOS

A plataforma carboxilato ou dos &acidos carboxilicos reside na converséo
anaeroébia (hidrélises e fermentacdes) de matérias-primas organicas, oriundas de
residuos industriais ou de agricultura, em &cidos carboxilicos de cadeia curta e média
utilizando uma comunidade mista de microrganismos anaerébios (rumen, lodos
anaerobios, manipueira etc.)(Agler et al., 2011). Os acidos carboxilicos sdo acidos
organicos fracos, com pelo menos um grupo carboxila (COOH) em sua composi¢cao
(Spirito et al., 2014).

No inicio da plataforma carboxilato, moléculas complexas ou polimeros
(carboidratos, proteinas e lipidios) sédo hidrolisadas em mondémeros. Na fermentacéo
primaria (Figura 1), a partir dos mondmeros (acucares, peptideos e aminoacidos)
ocorre a geracdo de acidos carboxilicos de cadeia curta (ACCC’s) (acido acético,
propibnico e butirico), em conjunto com alcoois, diéxido de carbono (CO32) e hidrogénio
(Hz2) (Kucek et al., 2016; Spirito et al., 2014).

Frequentemente, os ACCC’s sdo empregados na producédo de metano (CHa),
através da metanogénese acetoclastica presente na fermentacao secundaria (Figura
1f) (Grootscholten et al., 2013a). Entretanto, o metano apresenta baixo valor de
mercado e poder calorifico inferior aos demais produtos gerados (Eng Sanchez et al.,
2021). Dessa forma, os ACCC’s podem constituir valiosos insumos para inGmeras
aplicacoes industriais mais lucrativas como, por exemplo: acido acético na producao
de vinagre, plasticos e fibras; acido propidbnico na producdo de conservantes
alimentares e racdo animal; e, &cido butirico na composicao de aditivos alimentares e
agentes de limpeza (Dams et al., 2018).

Apesar dos ACCC’s apresentarem diversas possibilidades de utilizagdo como
matéria-prima nas industrias, seu processo de extracao do caldo fermentativo é dificil
e oneroso (Grootscholten et al., 2013a). A dificuldade na extracdo dos ACCC’s

fundamenta-se em sua estrutura com elevada proporcao oxigénio-carbono (carater
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polar e hidrofilico), além de constituirem insumos de baixo poder calorifico para
producdo de biocombustiveis (Steinbusch et al., 2011). Logo, o processo de
alongamento da cadeia de carbono surge como uma possivel alternativa para geracéo
e extracdo de produtos com maior densidade energética e menores custos (Angenent
et al., 2016).

Figura 1 - Esquema das reag6es envolvidas na plataforma dos acidos carboxilicos

HIDROLISE Compostos organicos complexos
(carboidratos, lipidios e proteinas)
Compostos organicos simples
(agucares, peptideos e aminoacidos) Hao
FERMENTAGAO —» (a)
PRIMARIA
Produtos intermediarios (b) CO:
(acidos e alcoois)
i el ey | g . P e B M.
(©)  |Ac. butiricol< Ac. acético
I e I
| A ) | H, (¢))
—» |Ac. acético | Etanol |
e | |Ac. acético| |
= | — 1 =
FERMENTAGAOR = — — = _lLAc. capréico Ac. butmco_l
SECUNDARIA | H, (d) g P
| | o (h)
| — . | /3¢, aotion|
CO. | CO " |Ac butirico|
A L PR | <
T e J
H2 ou etanol —_— = =
| Etanol Iz = "
Ac. acético Butanol || :
Ac. propiénico < (i)
piople Hexanol CO2 <
|| Ac. butirico I Lactato ||
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(f) .
Ac. propiénicor ()
| CH || |
Ac. acético CO2l« Lactato
—
|
| I , |
CO: | |Ac. acéticol
Oy~ §| [

Fonte: Adaptado de Agler et al. (2011).
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O processo de alongamento da cadeia de carbono baseia-se na reagéo entre
acidos carboxilicos de cadeia curta (ACCC’s) (ex: acido acético e butirico) e doadores
de elétrons (ex: etanol, hidrogénio e lactato), oriundos da fermentacdo secundaria
(Figura 19), resultando em &cidos carboxilicos de cadeia média (ACCM’s) (Ce-C12)
(Spirito et al., 2014; Yin et al., 2017).

Os gases Hz, CO e CO2, denominados de Syngas ou gas de sintese, também
podem atuar como doadores de elétrons para o processo de alongamento da cadeia
de forma direta ou indireta, através da sua conversdo em alcoois (ex: etanol, propanol
etc.) e acidos (ex: acético, butirico etc.) (Baleeiro et al., 2019).

De forma geral, os ACCM'’s sao provenientes do cragueamento do petrdleo ou
extraido de Oleos de plantas e gorduras de animais; porém, sdo produzidos em
pequenas quantidades (usualmente 8 a 15% de rendimento) e podem acarretar
impactos ao meio ambiente (Nzeteu et al., 2022). Portanto, 0 processo de
alongamento da cadeia, através de fermentacées anaerdbias de aguas residuérias
por diferentes microrganismos, possibilita uma forma alternativa de geracédo de
ACCM’s em maior escala, com potencial viabilidade econdmica e ambiental (Wang;
Yin, 2022).

As equagbes 1 e 2 mostram as reagbes quimicas mais comumente
mencionadas como responsaveis pela geracdo de acido caprdico a partir de acido

acético e etanol (Equacéo 1) ou hidrogénio (Equacéo 2) (Yin et al., 2017).

2C2HsOH + CH3COOH — CsH11COOH + 2H20  AG® = -79 kJ/mol 1)

3CH3COOH + 4H2 + 2H* — CsH11COOH + 4H20  AG®=-177 kJ/mol (2)

AGP (kJ/mol) é o valor de AG® em pH 7,0 sob condi¢cdes padronizadas (todos
os solutos tém a concentracdo de 1 mol/L e gases tem presséo parcial de 1 atm com
temperatura igual a 25 °C).

Com a finalidade de garantir uma producéo eficiente e seletiva de ACCM’s, &
fundamental que os seguintes processos competitivos pelos substratos (acido acético

e etanol) sejam reduzidos ou minimizados:

a) Oxidacéo excessiva de etanol, no qual outros microrganismos nao-produtores

de ACCM’s oxidam o etanol em ACCC’s, como o acido acético, com uma



b)

d)
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pressdo parcial de hidrogénio relativamente baixa no meio (abaixo de 10! bar
)(Equacéo 3) (Grootscholten et al., 2014).

C2Hs0OH + H20 — CH3COOH + 2H2  AG® = +9,6 kJ/mol (3)

Metanogénese acetotrofica, em que ocorre a conversao de acido acético em
metano, diminuindo assim o substrato disponivel para o processo de
alongamento da cadeia (Equacdo 4); salienta-se que, a metanogénese
hidrogenotrofica (Equacdo 5) pode exercer um efeito indireto negativo ao
processo de alongamento da cadeia, visto que o consumo do hidrogénio do
meio é responsavel pela diminui¢cdo da sua pressao parcial, acarretando assim,
a oxidacdo excessiva do etanol em acido acético (Equacdo 3) (Candry;
Ganigué, 2021; Grootscholten et al., 2014).

CH3COOH — CO2+ CHs4  AG°=-31,0 kd/mol (4)

4H2 + CO2— CHa+ 2H20  AGP=-135,6 kd/mol (5)

Oxidacdo de ACCM’'s (ex: acido caproico) em acido acético, ocasionando
assim, a perda dos produtos de interesse (Equacao 6) (Grootscholten et al.,
2014).

CsH11COOH + 4H20— 3CH3COOH + 4H2 + 2H*  AG°%= +177 kJ/mol (6)

Reducédo de sulfato, realizada por microrganismos considerados anaerébios
estritos, conhecidos como Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS), presentes
principalmente em substratos ricos em sulfato. A reducéo de sulfato pode afetar
0 processo de alongamento da cadeia, pois as BRS competem pelos mesmos
doadores e aceptores de elétrons (hidrogénio, acido acético, acido propibnico,
acido butirico e etanol) envolvidos no alongamento da cadeia (Equagéo 7)
(Cavalcante et al., 2017).

CH3sCOOH + SO4— H2S+ 2H20 + 2CO2  AG®=-64,39 kJ/mol (7)
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3.2  VIAS BIOQUIMICAS DO ALONGAMENTO DA CADEIA DE CARBONO

As vias bioguimicas responsaveis pelo alongamento da cadeia de carbono para
geragao de ACCM'’s incluem a 3 — oxidacédo reversa e a biossintese de acidos graxos
(Kim et al., 2022; Spirito et al., 2014). As Figuras 2 e 3 exibem o fluxo de metabdlitos
e intermediarios no decorrer do processo de alongamento da cadeia para os dois
mecanismos citados.

A via B — oxidacédo reversa é o mecanismo bioquimico mais conhecido no que
se refere ao processo de alongamento da cadeia de carbono (Wang; Yin, 2022).
Segundo Spirito et al. (2014), pode-se estabelecer duas condi¢des ambientais para a

realizacdo da via B — oxidacao reversa em microbiomas anaerébios:

a) Presenca de compostos reduzidos (doadores de elétrons — ex: etanol e lactato),
com o objetivo de fornecer energia, equivalentes redutores e intermediarios

como o Acetil-Coa;

b) Pressao parcial de hidrogénio suficientemente alta para prevenir a oxidagao

dos produtos gerados, ou seja, a remocéo ou consumo dos ACCM’s.

Cavalcante et al. (2017) e Kim et al., (2022) descrevem o ciclo da  — oxidacao
reversa por meio das trés etapas descritas abaixo (Figura 2):

12 Etapa: Parte do etanol (aproximadamente 1/6) € convertido em &cido acético,
para fornecer energia inicial na forma de ATP (Adenosina Trifosfato) ao processo via
fosforilacdo a nivel de substrato;

22Etapa: O etanol remanescente (aproximadamente 5/6) é convertido
primeiramente em acetaldeido e, sequencialmente, em acetil-CoA a partir de
diferentes enzimas (etanol desidrogenase e acetaldeido desidrogenase), gerando
redutores equivalentes (NADH) com a funcdo de manter o fluxo de elétrons no
processo. Ao acetil-CoA séo acoplados dois atomos de carbono formando o Butiril —
CoA, e sequencialmente, o &cido butirico por meio da utilizacdo de NADH, FADH:2 e
enzimas (Cetoacil-CoA redutase, hidroxiacil-CoA desidratase e enoil-CoA redutase)
(Yang et al., 2021);

32Etapa: Por ultimo, em um ciclo similar ao anterior, sdo acoplados dois atomos

de carbono ao Butiril-CoA formando o Hexanoil-CoA, que ap0s sucessivas reacoes,
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converte-se em acido hexandico ou caproico a partir da acdo de diferentes enzimas
(similares as do alongamento em acido butirico). A via denominada Wood-Ljungdabhl,
responsavel pelo sequestro bioldégico de carbono, pode ser acoplada a f — oxidacao
reversa atraves da conversédo de CO2 e CO em acetil — CoA. Posteriormente, o acetil
— CoA, como ja relatado, pode ser alongado para producdo de ACCM’s (ex: acido

caproico) (Dong et al., 2023).

Figura 2 - Via B-oxidacéo reversa para producdo de acido capréico

Via Wood-Ljungdahl Lactato como doador de eletrons Etanol como doador de eletrons
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l‘j\Z[Hl CO: lactato NAD+ 6 etanol 6NAD+
Formiato 9 d)
: NADH — 6NADH
THF co piruvato 6 acetaldeido
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H:Q . _—CoA * e)
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h) Butiril-CoA desidrogenase.
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Fonte: Adaptado de Dong et al. (2023).
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Entre os microrganismos que apresentam o complexo enzimatico necessario
para producdo de ACCM’s mediante a via B — oxidac&o reversa, podem-se citar 0s
seguintes: Clostridium kluyveri, Clostridium difficile, Clostridium botulinum, Clostridium
thermocellum (Han et al. 2019), Megasphaera elsdenii e cerevisiae (Kucek et al.
2016), Enterococcus casseliflavus (Luo et al. 2022), Eubacterium pyruvativorans e
limosum (Wallace et al. 2003) e Caproiciproducens galactitolivorans (Candry et al.
2020).

A via denominada biossintese de acidos graxos (FAB) é apontada como uma
alternativa para geracdo de ACCM’s por meio do alongamento da cadeia de carbono
(Han et al., 2018; Zagrodnik et al., 2020). A biossintese de acidos graxos difere da
— oxidagao reversa, principalmente, na necessidade da conversao com gasto
energético (quebra de ATP) do intermediario acetil — CoA em malonil — CoA e,
sequencialmente, em malonil-ACP, como etapa preliminar ao processo ciclico de

adicao de carbonos (Wu et al., 2020) (Figura 3).

Figura 3 - Via biossintese de acidos graxos para producdo de &cido caproico
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Fonte: Adaptado de Han et al. (2018).

Desse modo, a via biossintese de acidos graxos (FAB) é mais longa e menos
eficiente em termos energéticos perante a B — oxidacao reversa (Kim et al., 2022).
Todavia, Han et al. (2018) ao avaliarem o processo de alongamento da cadeia, atraves

da utilizac&o de ferramentas metagendmicas e metatranscriptdbmicas, concluiram que
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a via biossintese de acidos graxos se mostrou mais ativa em relacdo a  — oxidacéo
reversa, principalmente, a partir de microrganismos pertencentes a familia

Planctomycetaceae, além da Methanolinea tarda e Bordetella avium.

3.3 PARAMETROS OU CONDICOES OPERACIONAIS QUE INFLUENCIAM A
GERACAO DE ACCM’S

Os parametros ou condi¢cdes operacionais, como temperatura, pH, pressao
parcial de Hz, presenca de aditivos (ex: extrato de levedura, ions metalicos, materiais
de carbono etc.) ou inibidores (ex: acido 2-bromoetanosulfénico, cloroférmio, etileno
etc.), razdo entre doadores e aceptores de elétrons e tempo de detencéo hidraulica
(TDH), sdo os principais fatores que afetam os mecanismos responsaveis pelo

processo de alongamento da cadeia de carbono (Wu et al., 2022c).

3.3.1 Temperatura

A temperatura pode influenciar o crescimento dos microrganismos, a atividade
enzimatica, a taxa de hidrolise dos substratos e a producao e seletividade dos ACCM’s
(Holtzapple et al., 2022). Com o objetivo de otimizar a temperatura para geracao de
ACCM’'s, Wu et al. (2020) operaram um reator EGSB (Reator anaerébio de leito
granular expandido) alimentado com um efluente oriundo da fabricacdo de bebidas
alcodlicas chinesas. Os resultados apontaram que a faixa de temperatura, entre 35 e
40 °C, propiciou uma maior concentracdo de ACCM’s (2,6 + 0,1 g.L?). Entretanto, ao
aumentar a temperatura para 45 °C, constatou-se um decréscimo na producédo de
ACCM’s e desagregacdo de parte do lodo granular do reator. Entre as possiveis
causas da diminuicdo na sintese de acido caproéico, pode-se mencionar as limitacdes
termodindmicas ocasionadas pela elevada temperatura, uma vez que dificulta a
captacdo e aproveitamento dos doadores de elétrons (Grootscholten et al., 2013b).

Dessa maneira, diversos estudos como os de Jeon et al. (2016), Wallace et al.
(2003) e Yin et al. (2017) concluiram que a temperatura ideal para o crescimento dos
microrganismos relacionados ao processo de alongamento da cadeia (C. kluyveri, E.
pyruvativorans, E. limosum e M. elsdenii) situa-se na faixa mesdfila de 37 a 39 °C.
Porém, Sakarika et al. (2022) identificaram o género Caproiciproducens como

responsavel pelo alongamento da cadeia em faixa terméfila (50 °C), com uma
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concentracdo média de 7,2 g.L! de acido caproico a partir de aglcares (xilose e
glicose) oriundos de residuos de gramineas. Frequentemente, experimentos
utilizando culturas mistas adotam a temperatura de 30 °C para garantir a presenca de
diferentes microrganismos indiretamente relacionados a producdo de acido caproico
(ex: bactérias hidroliticas e acidogénicas) (Wang; Yin, 2022).

Xu et al. (2018), com intuito de atenuar o impacto do aumento da temperatura
nos microbiomas anaerébios alongadores de cadeia, desenvolveram um reator em
dois estagios com diferentes temperaturas alimentado por efluentes da producédo de
iogurte grego. O primeiro estagio, com temperatura de 50 °C (faixa termdfila), foi ideal
para 0S microrganismos que convertem lactose e galactose em acido latico.
Sequencialmente, o efluente rico em &acido latico foi encaminhado para o segundo
estagio, com temperatura por volta de 30 °C (faixa mesdfila), favorecendo
microrganismos produtores de ACCM’s. Dessa forma, ao assegurar as temperaturas
Otimas especificas para os microbiomas, o estudo alcancou uma taxa de producéo de
1,2 mmol C.Lt.dia (1,5 g.L1.h't) de acido latico e de 81 mmol C.L*.dia (0,1 g.L't.h?)
de acido caproéico.

Para otimizar o processo de alongamento da cadeia, o pré-tratamento térmico
do in6culo pode ser utilizado com a finalidade de manter bactérias relacionadas a
geracdo de ACCM’s, como as do género Clostridium na forma de esporos, que séo
resistentes a condi¢gOes extremas de temperatura (Cavalcante et al., 2017). Zagrodnik
et al. (2020) examinaram o efeito da bioaumentagdo com Clostridium kluyveri em lodo
de digestores anaerobios tratados termicamente para producédo de acido caproéico. A
partir de um substrato misto (lactose, lactato, acetato e etanol), os autores atingiram
a concentracdo de 11,4 + 0,5 g.L ! de acido capréico na segunda batelada do
experimento. Entretanto, diversos autores, Dong et al. (2023), Wang e Yin (2022) e
Zhu et al. (2022) relataram que valores elevados de temperatura podem reduzir ou
eliminar, indiretamente, microrganismos com rela¢des sintroficas ao processo de

alongamento da cadeia de carbono.

3.3.2 pH

O pH representa um dos principais parametros operacionais responsaveis pela
geracdo de ACCM’'s (Candry et al., 2020; Holtzapple et al., 2022). A maior parte dos

estudos indicam que os valores 6timos de pH para geracdo de acido caproico sédo
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préximos a 7,0 ou da neutralidade (Grootscholten et al., 2014; Gavazza et al., 2020).
Wu et al. (2022a) avaliaram diferentes valores de pH (10,0, 7,0 e 5,5) em relacdo ao
alongamento da cadeia, a partir de um lodo aerobio coletado em uma estagcédo de
tratamento de efluentes com um sistema de lodos ativados. Os resultados apontaram
gue a maior quantidade gerada de acido capréico ocorreu em pH igual a 7,0 (4,7 g.L
1) em comparacgdo com o pH 5,5 (3,9 g.L!), ndo havendo producédo com pH igual a
10,0. Liang e Wan (2015), de maneira similar, ao analisarem a influéncia dos valores
de pH (7,0 e 10,0) na fermentacao de graos de uma cervejaria, verificaram que o pH
em condicdes neutras favoreceu o processo caprogénico, com uma concentracao
média de 0,8 g.L* de &cido capréico. San-Valero et al. (2019), por exemplo, obtiveram
uma alta concentracdo de acido capréico (acima de 20,0 g.L'') com pH igual a 6,8, a
partir de uma mistura de &cido acético e butirico como aceptores de elétrons.

Os valores de pH proximos a neutralidade também podem favorecer a
competicdo por substratos (acido acético e etanol) com 0s microrganismos
metanogénicos acetoclasticos, responséaveis pela producdo de metano. Dessa forma,
alguns trabalhos utilizam o pH 5,5 como pré-tratamento &cido com o objetivo de inibir
0 crescimento dos metanogénicos, facilitando assim a conversdo dos substratos em
ACCM’s (Agler et al., 2012; Vasudevan et al., 2014).

Ge et al. (2015), com a utilizacdo de um biorreator anaerébio adotando pH de
5,5 alimentado por efluentes de uma cervejaria, obtiveram uma producdo média de
acido caproéico igual a 3,4 £ 0,4 g.L*.d?! e seletividade de 70,3 + 8,8%. De modo
semelhante, Wu et al. (2020) observaram que, com a diminui¢cdo do pH de 6,5 para
5,4 em seu experimento, a producdo de metano ndo foi detectada (inibicdo da
metanogénese), e consequentemente, houve um aumento na concentragdo de
ACCM’s atingindo 2,9 + 0,1 g.L* (cerca de 10,8% maior do que em pH 6,5).

A diminuicdo do pH até valores similares ou abaixo do pKa (por exemplo: 4,8
para acido caproéico) das espécies de acidos presentes, proporciona uma maior
absorcdo de ions H* e, consequentemente, uma maior propor¢cdo de acidos nao-
dissociados no meio (Vasudevan et al., 2014). Devido as suas caracteristicas
lipossolUveis, os acidos ndo-dissociados podem atravessar facilmente a membrana
celular das bactérias, provocando o rompimento da sua estrutura e dificultando a
absorcao dos substratos (Yuan et al., 2022).

Dessa forma, os acidos carboxilicos nédo-dissociados apresentam um carater

hidrofébico e téxico aos microrganismos, influenciando assim a viabilidade dos
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consorcios anaerobios responsaveis pelo alongamento da cadeia (Lambrecht et al.,
2019). De acordo com Roghair et al. (2018a) e San-Valero et al. (2020), a inibicdo da
producéo de acido caproéico nos microbiomas ocorre em concentracdes acima de 20,0
g.L* de acidos dissociados e nédo-dissociados. Ge et al. (2015), por meio da utilizacdo
de um biorreator continuo alimentado com efluentes de cervejaria durante 550 dias,
afirmaram que a concentracéo limite de acido caproéico nao-dissociado € de 7,5 mM
(0,9 g.L'Y) em pH 5,5 para evitar a toxicidade aos microbiomas.

Entretanto, Duber et al., (2018) ao operarem um reator continuo alimentado
com efluentes de industrias de laticinios, verificaram que a inibicdo do processo
ocorreu quando a concentragdo de acido caproico ndo-dissociado foi superior a 17,2
mM (2,0 g.L'') com pH igual a 5,5. Portanto, a tolerancia dos microrganismos
alongadores de cadeia em relagéo a toxicidade dos &cidos ndo-dissociados, varia de
acordo com o pH e o tipo de acido organico (Dong et al., 2023).

O pH também pode influenciar no estado de dissociacdo do CO2 nas suas mais

variadas formas (H2CO3/CO2, HCO; e CO%’). Segundo Tomlinson e Barker (1954), o
CO2 é primordial no fornecimento de carbono inorganico para o crescimento de
microrganismos alongadores de cadeia, como o Clostridium kluyveri. Por meio do
emprego de radioisotopos, Jungermann et al. (1968) encontraram que 1/3 do carbono
presente no C. kluyveri foi oriundo do CO2. Além do COz2, San-Valero et al. (2020)
inferiram que a adicdo de HCO; foi responsavel pelo aumento na concentracéo de
acido caproéico em seu experimento, atingindo cerca de 21,4 g.L?, devido a sua agéo
tamponante no meio.

Entre as estratégias que podem ser empregadas com 0 objetivo de mitigar ou
eliminar a inibicdo dos acidos nao-dissociados, podem-se indicar as seguintes:
diluicdo do caldo fermentativo, ajuste de pH e extracdo dos ACCM’s gerados no meio
(Angenent et al., 2018).

3.3.3 Uso de aditivos e inibidores

Diversos aditivos vém sendo empregados com a finalidade de estimular o
processo de alongamento da cadeia de carbono através do crescimento microbiano,
atividade enzimatica e processos metabdlicos (Wang; Yin, 2022). Entre os principais

aditivos utilizados nos sistemas caprogénicos, podem-se citar 0s seguintes:
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3.33.1 Extrato de levedura

Usualmente empregado em sistemas bioldgicos com o objetivo de fornecer
nutrientes e fonte de carbono adicional para o crescimento e reproducdo dos
microrganismos (Wang; Yin, 2022). San-Valero et al. (2020) analisaram o efeito da
adicdo do extrato de levedura na geracdo de ACCM’s, a partir de acidos (acético e
butirico) e etanol com a utilizacdo do microrganismo Clostridium Kluyveri. Os autores
relataram que a presenca do extrato de levedura proporcionou um aumento na
concentracdo de &cido caproico de 18,3 para 21,4 g.L1, ao mesmo tempo que, sua
supressdo conduziu a uma diminui¢cdo do processo (12,0 g.Lt), em decorréncia do

uso dos doadores e aceptores de elétrons para o crescimento da biomassa.

3.3.3.2 lons metalicos

Participam ativamente de diferentes fungbes nas vias metabdlicas
responsaveis pelo alongamento da cadeia de carbono. Fazem parte da composicao
de enzimas (ex: niquel e ferro nas hidrogenases), coenzimas (ex: cobalto na
cianocobalamina ou B12) e transportadores de elétrons (ex: ferro na ferredoxina)
(Wang; Yin, 2022).

A influéncia de elevadas concentracbes de metais (niquel, cobalto, ferro e
zinco) na producdo de &cidos carboxilicos foi investigada no estudo realizado por
Sarkar et al. (2022). Os autores constataram que a producdo de acidos aumentou,
significativamente, com a adicdo dos metais, alcancando o valor de 0,3 gDQO.gSV-!
em comparacdo ao valor do controle (0,2 gDQO.gSV-1). Metais, como o Fe® e Fe?*,
também podem atuar diretamente (oxidacdo) ou indiretamente (geracdo de Hz) no

fornecimento de elétrons para producdo de ACCM’s (Strauber et al., 2018).

3.3.3.3 Materiais de carbono (biochar e carvao ativado)

Podem ser incorporados ao processo de alongamento da cadeia, com o
objetivo de estimular o0 aumento na geragéo e seletividade de ACCM’s e na reducéo
da fase lag dos microrganismos (Ghysels et al., 2021; Liu et al.,, 2017). Entre as
vantagens relacionadas ao uso de materiais de carbono, podem-se citar as seguintes:

melhoria na eficiéncia da transferéncia de elétrons, diminuicdo na inibicdo dos
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substratos e dos produtos, fornecimento de nutrientes e efeito tampéo ao meio (Wang;
Yin, 2022).

Ghysels et al. (2021), por exemplo, avaliaram o impacto do carvéao ativado no
crescimento e desempenho do microrganismo C. kluyveri. Os autores observaram que
a adicdo de carvdo ativado, particularmente em altas doses (30,0 g.Lt), ampliou o
consumo de etanol e, consequentemente, a geracéao e seletividade do acido caproéico

(14,2 g.L 1 e 92%, respectivamente).

3.3.34 Inibidores

A utilizacdo de inibidores seletivos metanogénicos possibilita uma maior
disponibilidade de substratos (ex: acido acético) para o processo de alongamento da
cadeia de carbono (Cavalcante et al.,, 2017). Entre os exemplos de inibidores
quimicos, podem ser mencionados 0s seguintes: acido 2-bromoetanossulfénico (2-
BES), 2-cloroetanossulfonato (CES), 2-mercaptoetanossulfonato (MES), cloroférmio,
etileno, entre outros. O 2-BES, por exemplo, pertence ao grupo de analogos
estruturais a coenzima M, ou 2-sulfaniletanossulfonato, um cofator presente em todos
0S microrganismos metanogénicos (Menon; Lyng, 2021). A coenzima M atua na etapa
final da metanogénese, ao reagir com a coenzima B (7-tioheptanoiltreoninafosfato),
gerando um dissulfeto e liberando metano para o meio (Friedrich, 2005; Wongnate et
al., 2016).

Dessa forma, o 2-BES é amplamente utilizado em diversos estudos por
apresentar um direcionamento especifico na inibicdo da producdo de metano em
culturas mistas, sem afetar outros grupos de bactérias sintroficas (acidogénicas,
acetogénicas etc.) (Grootscholten et al., 2013a; Steinbusch et al., 2011). Todavia,
devido ao alto preco dos inibidores, as seguintes op¢des podem ser implementadas,
com o intuito de inibir a metanogénese a um menor custo: reducdo do pH, deficiéncia
de nutrientes, tratamento térmico do inoculo e remogdo de CO:2 para diminuir a

metanogénese hidrogenotrofica (Cavalcante et al., 2017).
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3.3.4 Razao doadores/aceptores de elétrons

Uma razdo adequada entre doadores e aceptores de elétrons é considerada
um fator essencial na condugdo dos processos fermentativos para geragdo e
distribuicdo de ACCM'’s (Reddy et al., 2018; Wang; Yin, 2022). Uma baixa razdo entre
doadores e aceptores de elétrons resulta em uma quantidade insuficiente de redutores
equivalentes para o processo, da mesma forma que o excesso de doadores de
elétrons (ex: etanol e lactato) pode tornar o ambiente toxico para 0os microrganismos
responsaveis pelo alongamento da cadeia (Lonkar et al., 2016).

Segundo Liu et al. (2016), as razfes entre doadores e aceptores maiores que
2:1 fornecem a quantidade suficiente de elétrons para as rea¢cfes pertencentes ao
alongamento da cadeia. Logo, razdes menores que 2:1 favorecem o consumo de todo
o etanol com acido acético para geracdo de acido butirico (Agler et al., 2012).
Enquanto, para valores maiores que 2:1, o acido acético € completamente convertido
em acido butirico e, posteriormente, em acido caproico (Spirito et al., 2014).

Liu et al. (2016), por exemplo, obtiveram a maior concentracdo de &cido
caproico (3,0 g.L1) ao utilizar uma razéo entre etanol e acido acético igual a 3:1. De
forma analoga, Bao et al. (2019) alcancaram a maior concentracdo de acido caproico
(2,3 g.L'1) com uma razéo entre etanol e acido acético igual a 4:1. Vale salientar que,
do ponto de vista econdmico, uma menor relagdo entre etanol e 4cido acético (proxima
ou igual a 2:1) é mais viavel financeiramente em decorréncia da reducao na utilizagao
de recursos ou insumos (substratos, energia, inibidores etc.) (Steinbusch et al., 2011).

Diversos estudos, como os de Bao et al. (2019), Yin et al. (2017) e Villegas-
Rodriguez e Buitron (2022), recomendam a utilizacéo de elevados valores de razdo
entre doadores e aceptores de elétrons, com a finalidade de promover a formacao de
ACCM’'s com a cadeia mais longa (ex: acido caprilico) e uma maior seletividade dos
produtos gerados. Ao empregar uma razao entre etanol e acido acético igual a 10:1,
Villegas-Rodriguez e Buitron (2020) alcancaram uma concentragdo de 5,8 g.L* de
acido capréico e 2,8 g.L* de acido caprilico. Salienta-se que concentracdes de etanol
proximas a sua toxicidade (10,0 — 20,0 g.L!) podem acarretar danos a membrana
celular dos microrganismos alongadores de cadeia e, consequentemente, a inibicdo

na producéo de acido caproico (Ge et al., 2015; Wu et al., 2022c).
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3.3.5 Presséo parcial de H2

A pressao parcial de hidrogénio € um importante parametro para producédo de

ACCM’s

em culturas mistas (Cavalcante et al., 2017). Dentre as principais

contribuicdes ao alongamento da cadeia pela presséo parcial de hidrogénio, podem-

se citar as seguintes:

a)

b)

c)

A presenca de hidrogénio pode fornecer redutores equivalentes para a
caprogénese como, por exemplo, a conversdao de CO2 em ACCC’s
(homoacetogénese) e alcoois e, consequentemente, 0 alongamento para
ACCM’s (Steinbusch et al., 2011);

O hidrogénio pode atuar na inibicdo ou limitacdo do processo competitivo
de oxidacdo excessiva do etanol. De acordo com Ge et al. (2015), uma
pressdo parcial de hidrogénio acima de 10! bar é recomendada para
prevenir a oxidagdo dos ACCM’s em ACCC’s. Para Roghair et al. (2018a),
uma pressao parcial de hidrogénio acima de 14% pode impedir a oxidacao
excessiva de etanol e, consequentemente, aumentar a eficiéncia de sua
conversdo em ACCM's. Entretanto, uma elevada pressédo parcial de H2
também pode acarretar o acumulo de acido butirico e propiénico no meio,
em funcdo do aumento da razdo NADH/NAD * (Harper; Pohland,1986;
Menon; Lyng, 2021). Dessa forma, com o objetivo de manter uma proporcao
adequada de NADH/NAD?, a rota metabdlica é direcionada para geragao de
acido propidnico, por apresentar uma maior producdo de NAD* por mol de
piruvato em relacdo ao acido butirico (Cavalcante et al., 2017).

A suplementacdo com hidrogénio pode aumentar a eficiéncia da
transferéncia de elétrons para geracao de diferentes ACCM’s (caprdico,
heptanoico e caprilico). Nzeteu et al. (2018), ao investigarem o impacto de
doadores de elétrons (etanol e hidrogénio) na sintese de acido capréico a
partir de ACCC’s ( acido acético e butirico), observaram que a adicao de
0,5 bar de H2 conduziu a um acréscimo na concentracao de acido caproéico
(aproximadamente 10,5 g.L?). Steinbusch et al. (2011) constataram que a

adicdo de 200 mL.h' de hidrogénio em um reator em batelada, foi
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responsavel pelo aumento na geracéo de acido caprilico a partir de acido

acético e etanol como substratos.

3.3.6 Tempo de detencédo hidraulica

O tempo de detencdo hidraulica (TDH) € um parametro essencial para o
crescimento microbiano e producdo de ACCM’s (Cavalcante et al., 2017; Richter et
al., 2013). Por exemplo, ao reduzir os valores do TDH, dificulta-se o acumulo de
microrganismos com crescimento mais lento (ex: arqueas metanogénicas),
favorecendo assim o predominio de bactérias com rapido crescimento (acidogénicas
e alongadoras de cadeia) (Holtzapple et al., 2022). Grootscholten et al. (2013b), ao
reduzirem o TDH de 17 para 4h em seu experimento com substratos sintéticos (acido
acético e etanol), atingiram uma producéo volumétrica de ACCM’s igual a 57,7 g.L
Ldt

3.4 MICRORGANISMOS PRODUTORES DE ACCM’S

Entre os principais microrganismos citados na literatura com a capacidade de
realizar o alongamento da cadeia de carbono, podem-se indicar os seguintes:

a) Clostridium Kluyveri

A maioria dos microrganismos relacionados a geracdo de acido capréico
pertencem ao género Clostridium (C. kluyveri, C. difficile, C. botulinum, C.
thermocellum etc.), caracterizado pela presenca de bactérias anaerdbias gram-
positivas e formadoras de esporos em condicdes adversas (ex: mudancas de
temperatura e pH) (Han et al., 2019; Jeon et al., 2010; Yuan et al., 2022).

O Clostridium kluyveri foi o primeiro microrganismo identificado com a
capacidade de promover a formagdo de acido butirico e caproico, utilizando &cido
acético e etanol como fontes de energia e carbono (Barker et al., 1945; Seedorf et al.,
2008). Dessa maneira, desde 1950, tornou-se um microrganismo modelo para o
estudo da biossintese (vias ou rotas metabdlicas) de ACCC’s e ACCM’s (Dong et al.,

2023). San-Valero et al. (2019), por exemplo, ao realizarem testes em batelada com
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a razao etanol: acido aceético igual a 3,5 utilizando uma cultura pura de C. Kluyveri,
obtiveram uma concentracéo de 6,8 + 0,6 g.L™* de acido capréico. O C. kluyveri pode
ser encontrado naturalmente em lamas de pocos, leitos de rios e no rimen de bovinos
(Yuan et al., 2022).

De forma geral, grande parte dos estudos como, Coma et al. (2016), Steinbusch
et al. (2011), Villegas-Rodriguez e Buitron (2020), Yang et al. (2018) e Wang e Yin
(2022) corroboram que o C. kluyveri é dominante nos processos fermentativos
caprogénicos em culturas mistas, particularmente, com efluentes ricos em etanol (ex:
efluentes de cervejarias e vinicolas). Salienta-se que, para 0 processo de
alongamento da cadeia de carbono, o C. Kluyveri necessita de CO2 para sintese de
proteinas, ao mesmo tempo que, a presenca de altas pressfes parciais de hidrogénio
podem retardar seu crescimento (Schoberth; Gottschalk, 1969; Cavalcante et al.,
2017).

b) Megasphaera elsdenii

A Megasphaera elsdenii € uma bactéria gram-negativa, estritamente anaerobia,
encontrada principalmente em ramen de ovinos e bovinos (Yuan et al., 2022). A
Megasphaera elsdenii apresenta a capacidade de metabolizar diferentes carboidratos
e subprodutos (glicose, frutose, sucrose e lactato) para geracédo de CO2, H2 e ACCM’s
(Jeon et al., 2016; Kim et al., 2020). Choi et al. (2013), ao avaliarem o alongamento
da cadeia de carbono por intermédio da M. elsdenii com sucrose como substrato,
obtiveram a concentragdo de 28,4 g.L* de &cido caproico.

Diferentes autores como Andersen et al. (2015), Kim et al. (2020) e Nelson et
al. (2017) relataram a predominancia da M. elsdenii em culturas mistas para geracao
de acido caproico a partir de substratos com grande proporcdo de acglcares e seus
metabdlitos, como o lactato (ex: vinhaca, cereais, soro de leite etc.).

Outra bactéria pertencente ao mesmo género e com habilidades semelhantes
a M. elsdenii, denominada M. hexanoica, foi capaz de gerar 8,9 g.L de &cido caproico

a partir de lactato como Unica fonte de elétrons (Kang et al., 2022).
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c) Caproiciproducens galactitolivorans

A Caproiciproducens galactitolivorans € uma bactéria gram-positiva em forma
de bastonete, estritamente anaerdbia, encontrada em reatores anaerdbios
(Bengelsdorf et al.,, 2019). O microrganismo Caproiciproducens galactitolivorans
apresenta a habilidade de empregar o alcool galactitol como fonte de carbono para
geracao de &cido capréico (Kim et al., 2015). Jeon et al., (2013) com a utilizacdo do
C. galactitolivorans, alcancaram a concentracéo de 7,0 g.L™* de &cido caprdico, a partir
do galactitol. Além do C. galactitolivorans, outras duas bactérias do mesmo género
denominadas Caproicibacter fermentans EAl e Caproiciproducens sp. 7D4C2
também possuem a capacidade de gerar acido capréico, com a utilizacdo de
diferentes agucares (hexose, frutose, sucrose etc.) (Wang; Yin, 2022).

d) Ruminococcaceae CPB6

A Ruminococcaceae CPB6 € uma bactéria gram-positiva, estritamente
anaerobia, presente no raimen de bovinos e ovinos (Tao et al., 2017). O microrganismo
Ruminococcaceae CPB6 é capaz de fornecer acido capréico, a partir de lactato,
sucrose e acido butirico. Zhu et al. (2017), através do Ruminococcaceae CPB6,

produziram cerca de 16,6 g.L™* com o emprego de efluentes ricos em lactato.

e) Eubacterium limosum e Eubacterium pyruvativorans

As espécies Eubacterium limosum e Eubacterium pyruvativorans sao bactérias
gram-positivas, estritamente anaerdbias, presentes em reatores anaerébios e ruméns
de ovinos (Sharak Genthner et al., 1981). A bactéria Eubacterium limosum pode
produzir acido acético, butirico e capréico a partir de alcoois (metanol, adonitol,
arabitol, manitol e eritritol), acucares (frutose e glicose), aminoacidos (isoleucina,
ribose e valina), lactato e gas de sintese (H2, CO e COz), como fontes de energia e
carbono (Wang; Yin, 2022). De forma similar, a bactéria Eubacterium pyruvativorans
utiliza o piruvato, oriundo de aminoécidos ou peptideos, para geracdo de acido

valérico e caproico (Wallace et al., 2003).
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f) Enterococcus casseliflavus

A Enterococcus casseliflavus é uma bactéria anaerdbia gram-positiva, nao
formadora de esporos e com capacidade de mobilidade. O microrganismo
Enterococcus casseliflavus é reconhecido pelos seus potenciais efeitos probidticos
relacionados ao crescimento, imunidade e resisténcia a doencas para 0S seres
humanos (Luo et al.,, 2022). Em um estudo recente, Luo et al. (2022), a partir do
isolamento de cepas da bactéria Enterococcus casseliflavus de uma bebida alcodlica
chinesa, foi capaz de produzir cerca de 3,0 g.L* de acido capréico utilizando glicose
como substrato.

A Tabela 1 apresenta um resumo das principais caracteristicas dos

microrganismos alongadores da cadeia de carbono mencionados no texto.

Tabela 1 - Caracteristicas dos principais microrganismos alongadores da cadeia de carbono

Principais  Pmaxac*

) . . .
Microrganismo Fonte pHeT Substratos (9.LD) Ref.
Clostridium Sedimento 6,8 e Etanol e 8.2 Steinbusch
Kluyveri 34°C acido acético : et al. (2011)
Megasphaera Rumen 74e Glicose e 28 4 Choi et al.
elsdenii ovino 38°C sacarose ' (2013)
. Kim et al.
Caproiciproducens Reator 6,5e .
galactitolivorans  anaerobio 40°C Galactitol 0 (2015)
Ruminococcaceae Reator 5,5 e 30- Lactato 16.6 Zhu et al.
CPB6 anaerobio 40°C ' (2017)
Eubacterium RUmen 74 e Genthner
limosum ovino 39°C Metanol 0.5 etal.
(1981)
Eubacterium RUmen 70e Piruvato e 192 Wallace et
pyruvativorans ovino 39°C aminoacidos ’ al. (2003)
Enterococcus Lama de 70e . Luo et al.
casseliflavus poco 35°C CllreEsE o (2022)

*T — Temperatura; *Pmaxac - Produ¢cdo maxima de &cido caproico; *Referéncia.
Fonte: O Autor (2023).
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3.5 PRODUCAO DE ACIDO CAPROICO

3.5.1 Producéo de &cido caprdico a partir de substratos sintéticos

A seguir, sdo apresentados estudos referentes a producédo de acido caproico
com o emprego de diferentes doadores (etanol, lactato, metanol, galactitol, aglcares,

Syngas etc.) e aceptores de elétrons (acético e butirico) sintéticos.

3.5.1.1 Alcoois (etanol, metanol, galactitol e glicerol)

O etanol é amplamente empregado como fonte de carbono e energia em
processos caprogénicos (Kim et al., 2022). Desde Barker et al. (1945), quando foi
utilizado em conjunto com o &cido acético para sintese de acido caproéico, o etanol
tornou-se 0 mais estudado doador de elétrons para as reacfes ciclicas de
alongamento da cadeia (Cavalcante et al., 2017; Spirito et al., 2014).

Steinbusch et al. (2011) avaliaram a geracdo de ACCM’s com a utilizacédo de
aceptores (acido acético) e doadores de eletrons (etanol e hidrogénio) em dois valores
de pH (5,5 e 7,0). Os resultados apontaram que a maior concentracdo de acido
caproico (8,2 g.L 1) e &cido caprilico (0,3 g.L!) ocorreram em pH igual a 7,0.

Weimer e Stevenson (2012) analisaram a producéo de acido caproico a partir
de etanol, 4cido acético e succinato por intermédio do microrganismo Clostridium
kluyveri, oriundo do rimen bovino. Os autores relataram uma concentracdo maxima
igual a 12,8 g.L™* de &cido caproico.

Grootscholten et al. (2013a) investigaram a producao de ACCM’s em um filtro
anaeroébio de fluxo ascendente com TDH igual a 17 h, utilizando etanol e acido acético
como substratos sintéticos. De acordo com os autores, a retencéo de microrganismos
geradores de ACCM’s, em paralelo com a eliminacdo de metanogénicos devido as
diferencas nas cinéticas de crescimento, conduziu a altos valores de producao
volumétrica de ACCM’s, geracéo e seletividade de acido capréico (16,6 g.L*.d%, 11,1
g.Lt e 85%, respectivamente) no experimento. Com o objetivo de otimizar a geragédo
de ACCM’s, os autores realizaram outro experimento com a reducéo do TDH de 17
para 4 h, alcancando uma producéo volumétrica igual a 57,7 g.L*.d"1. Todavia, houve
uma diminuicdo nos valores da concentracéo de acido capréico (9,3 g.L ') com o TDH
igual a 4 h (Grootscholten et al., 2013Db).
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Candry et al. (2020) avaliaram a producdo de &cido caproico a partir da
utilizacdo de diferentes indculos (3 lodos anaerébios, 2 dejetos de animais e 1
microbioma produtor de acido caprdéico), com adi¢do de etanol e acido acético como
substratos em dois valores de pH (5,5 e 7,0). Os autores inferiram que a maior
concentragdo de acido caproico foi obtida em pHiguala 7,0 (6,4 £ 1,6 g.L'1) em relagcéo
ao pH 5,0 (2,3+1,8g.L?), com predominio do microrganismo Clostridium kluyveri nos
microbiomas.

Debergh e Van Dael (2022) exploraram a viabilidade econémica da conversao
de etanol e &cido acético em acido caproéico, com base em dados de um reator em
escala piloto, utilizando uma extracdo continua do produto por pertracdo. Os autores
verificaram que a produtividade de 2,5 g.Lt.d? e conversdo de 50% dos substratos
em produtos em escala piloto, aliados ao alto custo das matérias-primas e do consumo
de eletricidade, ainda ndo tornam o processo competitivo com 0s precos atuais de
mercado a partir de fontes ndo-renovaveis (combustiveis fosseis).

Os alcoois metanol, galactitol e glicerol surgem como fontes alternativas de
doadores de elétrons, ou em conjunto com etanol para producdo de ACCM’s. Chen
et al. (2016), por meio do emprego do microrganismo Eubacterium limosum, utilizaram
metanol e etanol como substratos, atingindo a concentracéo de 16,8 g.L* de &cido
butirico e 0,3 g.L* de acido capréico. Jeon et al. (2010), ao empregarem galactitol e
acidos acético e butirico como substratos, obtiveram uma concentragdo de 3,0 g.L*
de &cido capréico. Leng et al. (2017), ao adotarem uma raz&o entre acido acético e

glicerol igual a 4, alcancaram a concentracdo de 1,4 g.L* de &cido capréico.

3.5.1.2 Lactato

O lactato é considerado como o segundo doador de elétrons mais utilizado para
geracdo de ACCM’s (Han et al., 2018). Ressalta-se que, os elétrons cedidos pelo
lactato séo gerados através da oxidacao de lactato para piruvato e, sequencialmente,
em acetil-CoA, o que pode diminuir a eficiéncia na transferéncia de elétrons para
geracao de &cido caproico em relacdo ao etanol (Menon; Lyng, 2021).

Kucek et al. (2016) avaliaram a geracdo de acido caproico a partir do lactato,
em um filtro anaerdbio de fluxo ascendente com sistema de extracdo (pertracdo). Os
autores relataram que a produtividade maxima alcancada foi de 3,1 g.L*.d! de acido

caproico em pH 5,0, com uma carga organica de lactato igual a 8,5 g.L1.d2.
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Tang et al. (2022) testaram diferentes razGes entre acido acético e lactato (0,5
a 5,0) e cargas de substrato (20-180 mmol C.gSSV-1). Os autores concluiram que a
maior concentracdo de &cido caproéico (3,1 g.L!) e seletividade (49,5%) foram
encontrados em uma razdo igual a 3,0 e carga de 100 mmol C.gSSV-..

Brodowski et al. (2022) analisaram a influéncia da adicdo de acido acético no
processo alongamento de cadeia com lactato como doador de elétrons em um reator
continuo. Os resultados indicaram uma producéo estavel de acido capréico (8,0 + 0,2
g.L1.d?) e alta geracédo de hidrogénio (748 + 76 mLH2.d!) com a adicdo externa de
acido aceético, revelando uma dominancia dos microrganismos Ruminococcaceae

CPB6 e Acinetobacter ao longo do processo.

3.5.1.3 Syngas ou géas de sintese

Além do etanol e lactato, o syngas ou gas de sintese (Hz2, CO e COz2) pode
contribuir como uma fonte extra de eletrons e carbono para producdo de ACCM’s
(Baleeiro et al., 2019; Liu et al., 2020). De acordo com Richter et al. (2013), o CO
gasoso € previamente convertido em &cido acético e etanol pelo microrganismo C.
ljungdahlii e, posteriormente, transformados em ACCM’s através do microrganismo C.
Kluyveri.

Zhang et al. (2013) avaliaram a produgéo de ACCM’s a partir de H2 e CO2 em
um biorreator com membrana inoculado com uma cultura mista. Os autores
alcancaram concentracdes de acido caproico e caprilico iguais a 1,0 e 0,4 g.L?,
respectivamente. A partir de analises microbianas, verificou-se o predominio dos
microrganismos Clostridium ljungdahlii e Clostridium kluyveri nos biofilmes
anaerobios.

Vasudevan et al. (2014) ao estudarem a possibilidade de vincular a geracéo de
gas sintese com o processo de alongamento da cadeia, encontraram taxas de
producdo volumétrica de acido butirico e capréico iguais a 20,0 e 1,7 g.Lt.d?,

respectivamente.



40

3.5.14 Acucares

AcuUcares, como glicose, sacarose, frutose e lactose sdo capazes de atuar
como doadores de elétrons e fornecedores de Acetil-CoA, ATP e NADH em sistemas
caprogénicos (Kim et al., 2022).

Jeon et al. (2016) avaliaram a geracdo de ACCM’s com o emprego de uma
mistura de frutose e acidos (acético, propidnico e butirico) a partir do microrganismo
Megasphaera sp. Os resultados apontaram a concentracdo de 5,7 g.L? de éacido
valérico, 9,7 g.L* de acido caproico, 3,2 g.L* de &cido heptandico e 1,2 g L de acido
caprilico.

Kim et al. (2018) analisaram a geracao de acido caproico a partir de uma co-
cultura entre Clostridium tyrobutyricum e Megasphaera Hexanoica, em dois
biorreatores de membrana (MBR) separados com frutose, sucrose, acido acético e
butirico como substratos. Os autores alcangcaram a concentracdo e produtividade de
acido capréico iguais a 10,1 g.L* e 0,7 g.L*.h'%, respectivamente.

Duber et al. (2022) investigaram o efeito da co-fermentagdo de lactose com
lactato e etanol como doadores de eletrons em uma cultura mista. Os resultados
indicaram que a maior eficiéncia e seletividade para producéo de acido capréico (53
e 65%, respectivamente) foram encontradas quando a lactose foi utilizada em
conjunto com lactato.

Jin et al. (2023) examinaram o crescimento da biomassa e os metabdlitos
gerados pelo microrganismo Lacrimispora celerecrescens JSJ-1, através de diferentes
fontes de carbono (etanol, amido, sacarose e glicose). Os resultados apontaram uma
alta concentracao de acido capréico (9,6 g.L 1), a partir da mistura de glicose e etanol
com pH igual a 5,8 e adicao de 1% de CaCOs.

A Tabela 2 apresenta um resumo com estudos relacionados a geracao de acido
capréico a partir de diferentes substratos sintéticos e as suas respectivas

concentragdes maximas de acido caproico (g.L™):
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Tabela 2 - Resumo de estudos que avaliaram a producéo de acido caprdico com substratos sintéticos

Temperatura Concentracéo
Substratos e In6culo max. de &cido  Referéncia
pH caproico
Etanol e acido o Lodo de 1 Steinbusch et
aceético Ve @ L cervejaria 829l al. (2011)
Etanol e acido 30 °C e 6,5- Lodo de 111 a.L1 Grootscholten
acético 7,2 cervejaria =9 et al. (2013a)
Etanol e acido o Lodo de 1 Candry et al.
aceético el cervejaria S Gl (2020)
Metanol e 30°C e 5,9- Eubacterium 0.06 q.L- Chen et al.
etanol 6,5 limosum 00 8- (2016)
Galactitol e -
L Clostridium sp. Jeon et al.
(o] -1
aqdo 37°Ce?7,0 BS-1 32,09.L (2010)
aceético
Glicerol e o Lodo anaerobio 1 Leng et al.
acido acético 3r°cer0 de ETE L4 gl (2017)
Lactato e o 1 Tang et al.
Acido acético 37°Ceb5,0 Lama de poco 3,1g.L (2022)
Syngas (Hz e o C.ljungdahlii e 1 Zhang et al.
CO2) £ BEl C. Kluyveri 1.0g.L (2013)
Frutose e o Megasphaera 1 Jeon et al.
acidos srecev2 sp 79l (2016)
Frutose, : Kim et al.
C. tyrobutyricum . 2
(o] 1
sucrose e 37°Ce7,0 e M. Hexanoica 10,1 9.L (2015)
acidos
Etanol, amido, Lacrimispora Jin et al
sacarose e 34°Ceb5,8 | P 9,6 g.Lt 2023 '
glicose celerecrescens ( )

Fonte: O Autor (2023).

3.5.2 Producéo de acido caproico a partir de substratos reais (residuos e

efluentes)

A sequir, sdo descritos trabalhos relacionados a geracéo de acido capréico a

partir de residuos ou efluentes, oriundos de diversas fontes (efluentes de bebidas

alcodlicas, residuos sélidos urbanos, soro de leite &cido, culturas ricas em celulose,

solventes clorados etc.):
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3.5.2.1 Efluentes de bebidas alcodlicas (vinicolas, cervejarias e licores)

Agler et al. (2012) utilizaram o etanol proveniente do processamento de milho
em uma industria de cervejas para producao e extragcdo de ACCM’s. Os resultados
indicaram uma taxa de producéo de acido capréico igual a 1,5 g.L.dia™.

Ge et al. (2015), a partir de um biorreator anaerdbio alimentado por efluentes
de uma cervejaria, atingiram uma concentracdo de 3,4 + 0,4 g.L* de acido caproico,
com rendimento de 70,3 + 8,8% em um periodo de 55 dias.

Empregando efluentes oriundos da preparacdo de um tipo de licor chinés
denominado Yellow water, Zhu et al. (2015) obtiveram uma concentracdo e taxa
maxima especifica de acido capréico iguais a 23,4g.L?' e 3,0 g.Ltldt,
respectivamente.

Villegas-Rodriguez e Buitron (2020), ao aplicarem efluentes da producédo de
vinho tinto com substratos sintéticos (etanol e acido acético), alcancaram uma
concentragdo maxima e taxa volumétrica média de 6,0 g.L* e 263,2 g.L1.d* de acido

caproico, respectivamente.

3522 Soro de leite acido

Xu et al. (2018), através da utilizacdo de efluentes oriundos da producdo de
iogurte grego (rico em &cido latico) em um reator em dois estagios com diferentes
temperaturas, alcancaram a producéo de 0,1 g.L1.h"! de &cido caproico.

Duber et al. (2018), a partir do soro de leite acido com pH igual a 5,5, atingiram
uma taxa média de &cido capréico igual a 0,1 g.L7".h~!, com seletividade variando
entre 58 e 83%, durante 37 dias do experimento.

Chwialkowska et al. (2019) avaliaram o potencial do etanol e acido latico
oriundo de soro de leite 4cido no processo de alongamento da cadeia. Os resultados
evidenciaram que com a concentracdo de 27,0 g.L*! de acido latico, alcancaram a
concentracdo maxima de acido capréico igual a 5,0 g.L2.

3523 Residuos de alimentos

Grootscholten et al. (2013c), ao avaliarem o potencial de aplicacdo da fracéao

organica de residuos solidos urbanos na geracdo de ACCM’s, a partir da adicédo
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externa de etanol, obtiveram uma concentracdo de 2,8 g.L* de &cido caproéico e 1,6
g.L de &cido heptandico. Grootscholten et al. (2014), ao empregarem um reator em
dois estagios, com o intuito de otimizar as etapas de hidrdlise e acidogénese, atingiram
uma concentracdo de 12 g.L* de acido capréico e 0,5 g.L* de acido heptandico.

Roghair et al. (2018b), a partir de residuos de alimentos acidificados e etanol
em um reator continuo com TDH igual a 4 dias, alcangcaram uma concentracéo
maxima e taxa de producdo volumétrica iguais a 25,7 g.L' e 5,5 g.L*.d* de &cido
caproico, respectivamente.

Nzeteu et al. (2018) avaliaram a geracédo de acido caproico, utilizando um reator
semi-continuo com carga organica de 80,0 g SV.L1, a partir de residuos de alimentos.
Os autores verificaram que a maior concentracdo foi igual a 10,0 g.L* de acido
caproico, com uma elevada pressao parcial de hidrogénio no meio.

Contreras-Davila et al. (2021) analisaram a fermentacdo de residuos de
alimentos a partir dos microrganismos Lactobacillus spp. e Caproiciproducens sp,
alcancando uma concentracdo maxima de 4,5 g.L* de lactato e 5,4 g.L* de acido
capraico.

Ma et al. (2021) investigaram a influéncia de diferentes pré-tratamentos
(ultrassénico, hidrotérmico e alcalino-térmico) na geracao de acido caproéico a partir
de residuos de alimentos fermentados. Os autores concluiram que os pré-tratamentos
ultrassoénico e hidrotérmico foram eficientes na producéo de acido caproico, atingindo
uma producéo de 207,8 mg DQO.gSV! e 210,0 mg DQO.gSV?, respectivamente.

Gazzola et al. (2022) avaliaram a geracdo de ACCM’s com a utilizacdo de duas
diferentes cargas organicas (15,0 e 20,0 g DQO.L1.d?!) formadas por residuos de
alimentos. A partir de uma carga organica igual a 15,0 g DQO.L*.d%, obtiveram uma
concentracdo maxima de acido caproico igual a 8,0 g.L1, com predominio de bactérias
produtoras de lactato (Corynebacterium, Lactobacillus e Olsenella) e alongadoras de
cadeia (Clostridiaceae e Caproiciproducens) no meio.

Wang et al. (2023) analisaram a producéo de acido caproico a partir de etanol
e acidos, gerados pela fermentacdo de levedura e acidogénese hidrolitica,
respectivamente, utilizando residuos de alimentos. Os resultados apontaram que a
melhor proporcéo entre os produtos gerados pela fermentacéo e acidificagéo foi de
2:1, atingindo a maior producédo de acido caproico igual a 169,8 mg DQO.g SV, com

predominio dos microrganismos Romboutsia e Clostridium sensu stricto 12.
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3.5.24 Culturas ricas em celulose ou gramineas

Khor et al. (2017), ao empregarem uma concentracao de 4cido latico igual a 9,4
g.L! oriunda da fermentacédo de residuos de gramineas, com pH entre 5,5 e 6,2,
atingiram uma concentracdo maxima de 4,1 g.L* de &cido capréico.

Sakarika et al. (2022) avaliaram o alongamento da cadeia a partir de residuos
de gramineas em condi¢Bes termofilas (50 °C). A concentracdo maxima de acido
caproéico do experimento foi de 7,2 g.L™* no dia 197, com amplo predominio do género

Caproiciproducens na comunidade microbiana.

3.5.25 Solos contaminados (solventes clorados, alcoois, acidos)

Visando avaliar a possibilidade de empregar o processo de alongamento da
cadeia no fornecimento de hidrogénio para as reacdes de descloracdo redutora de
solos contaminados com tricloroeteno, Robles et al. (2021) verificaram uma alta taxa
de converséo de tricloroeteno em eteno (forma ndo-téxica), a partir da liberacdo de
hidrogénio oriundo da producédo de &cido capréico e butirico, com &cido acético e
etanol como substratos.

Ao avaliarem a possibilidade do alongamento da cadeia de carbono in situ em
solos ricos em processos fermentativos (geracao de alcoois e &cidos), Joshi et al.
(2021) verificaram que 58% dos substratos (etanol e acido acético) incorporados ao
solo foram convertidos em acido butirico, butanol e acido caproico.

A Tabela 3 apresenta um resumo com estudos citados relativos a geracao de
ACCM’s a partir de substratos reais (residuos e efluentes) e as suas respectivas
concentragdes maximas de acido caproico (g.L™):
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Tabela 3 - Resumo de estudos que avaliaram a producéo de acido caprdico com substratos reais

EXTRACAO DE ACCM'S

Temperatura Concentracéo
Substratos e In6culo max. de 4cido Referéncia
pH caproico
Efluentes de Lodo de 349.L1 Ge et al. (2015
= 30°Ce5,0 digestor '+ g eetal. ( )
cervejaria e
anaerobio
Licor Yellow 30 °C e 5,0- Lama de 23 4q L1 Zhu et al.
water 6,5 poco 9 (2015)
Cluertes de L megas
e , 37°Ce5,5 de 6,0 g.L de,rlguez e
el E vinicolas Buitron (2020)
acidos
. Lodo
Sorcé)lgilgc:elte 30°Ce5,5 anaerébio 10,5¢g.L™" Du(k;e(:)rleSt)al.
de ETE
Soro de leite Lodp . 500q.L"t Chwialkowska
2cido 30°Ceb5,5 anaerdbio Y Q. et al. (2019)
de ETE '
Residuos de 30°C e 6,5- Lodo de 1 Grootscholten
alimentos e . 12,0 9.L
7,0 cervejaria et al. (2014)
etanol
. Lodo de
Reslduos de 37°C e 7.0 digestor 10,0 g.L Nzeteu et al.
alimentos o (2018)
anaerobio
Residuos de Lodo de Roahair et al
alimentos e 30°Ce6,8 digestor 25,7 g.L? g '
e (2018b)
etanol anaerobio
Residuos de Lodo de Contreras-
alimentos 35°Ce6,0 digestor 549.L1 DAvila et al.
anaerobio (2021)
Residuos de o Lodo de 1 Gazzola et al.
alimentos 3r°Ce60 ETE 80glL (2022)
Residuos de 35°C e 5,5- LD ole 4 Khor et al.
. digestor 4,19.L
gramineas 6,2 i (2017)
anaerobio
. Lodo de :
Resudgos de 50 °C e 6.0 digestor 7.2 gLt Sakarika et al.
gramineas L (2022)
anaerobio
Fonte: O Autor (2023).
3.6 PRINCIPAIS APLICAQ@ES, VIABILIDADE ECONOMICA E METODOS DE

O processo de alongamento da cadeia de carbono apesar de ser muito

promissor na geragao de produtos com alto valor agregado (ACCM’s), ainda é pouco
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explorado em escala piloto e industrial. Estudos recentes em escala piloto, como o de
Zhu et al. (2022), demonstraram que um reator de 500 L com uma temperatura de 28
°C e pH igual a 6,0 foi capaz de produzir cerca de 14,5 + 0,6 g.L™* de acido capréico,
a partir de lactato como substrato.

Em nivel industrial, algumas empresas como a Chain Craft (Holanda), Afyren
(Franca), Capro-X (EUA) e Ara (EUA) ja comercializam a plataforma carboxilato e seus
derivados (bioplasticos, biocombustiveis e produtos de beleza) com diferentes
aplicacbes no mercado, como pode ser visto no Quadro 1. O &cido caproico, por
exemplo, alcancou um tamanho de mercado, que representa a quantidade maxima de
vendas no periodo de um ano, de aproximadamente 172,5 milhdes de dolares no ano
de 2020 (Millati et al., 2023).

Quadro 1 - Principais ACCM’s e seus usos

Atomos
de Nome Usos
Carbono
) Aditivo alimentar, corante e aromatizante;
Acido fabricacdo de aromas artificiais e derivados
6 Hexandico/ hexilicos; intermediario para diversos produtos
Capraico industriais como lubrificantes, tintas e
plasticos/borrachas.
Q. Producéo de ésteres utilizados em fragrancias e
Acido e o .
e aromas artificiais; fabricacéo de varios
7 Heptanoico/ . N TN
A medicamentos a base de esterdides; suplemento
Enantico -
nutricional.
Acido Producéo de corantes e perfumes, pesticidas e
8 Octanoico/ desinfetantes; suplemento dietético para perda de
Caprilico peso e tratamento da epilepsia.
AC'd,O. Producéo de herbicidas, aromatizantes,
9 Nonanoico/ ] ~
. repelentes; tratamento de convulséo.
Pelargbnico
Acido Producédo de aromas e perfumes; intermediario na
10 Decanoico/ fabricacéo de lubrificantes, tintas, produtos
Caprico farmacéuticos e plasticos/borrachas;
Acido e
11 Undecilico Agente antifungico
) Acido graxo primario presente no leite/6leo de
Acido coco, Oleo de louro e Oleo de palmiste. Utilizado
12 Dodecandico como componente de varias gorduras, 0leos,
/Laurico produtos de panificacéo e lacteos, gelatinas e
bebidas

Fonte: Adaptado de Menon; Lyng, (2021).
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A busca pelo aumento na taxa de conversdo dos substratos com alta
seletividade para geracdo de ACCM’s e a reducéo de custos (aquisicdo de matéria-
prima, consumo de eletricidade, uso de inibidores) associados ao processo, Sao
fundamentais para alcancar a viabilidade econdmica e produtiva do alongamento da
cadeia de carbono em maiores escalas. Debergh e Van Dael (2022), por exemplo,
através da andlise de custo-beneficio de um sistema caprogénico em escala piloto
com substratos sintéticos (etanol e 4cido acético), determinaram que a produtividade
de 2,5 g.L1.d?! e eficiéncia de conversdo de DQO igual a 50% s&o insuficientes para

tornar o processo competitivo com os precos atuais do acido capréico no mercado.

3.6.1 Métodos de extracéao

Entre os principais desafios relacionados a producéo e utilizacdo de ACCM’s,
pode-se citar a diminui¢cao no custo da aplicacdo de técnicas de extracao dos produtos
presentes no caldo fermentativo. As técnicas de extracdo de ACCM’s mais
comumente aplicadas nos experimentos relacionados ao processo de alongamento

da cadeia sdo descritas abaixo:

3.6.1.1 Extracao bifasica

Método baseado na separacao liquido-liquido com a utilizacdo de solventes
organicos extratores (ex: alamina 336 ou tri-n-butil fosfato) dissolvidos em diluentes
(ex: alcool oleilico), com objetivo de recuperar os acidos carboxilicos gerados no meio
(Wasewar; Shende, 2011). A reacdo com o0 solvente de extracdo resulta na
transferéncia do acido capréico ndo-dissociado da fase aguosa para o meio de
extracdo com 6leo, o que pode acarretar efeitos toxicos no contato com microbiomas

alongadores de cadeia (Cavalcante et al., 2017).

3.6.1.2 Pertragcao

Consiste na aplicacdo de membranas com o intuito de separar 0s microbiomas
anaerobios do extrator (ex: 6xido de trioctilfosfina) dissolvido em éleo mineral (Gehring
et al., 2020). A extracdo dos &cidos carboxilicos fundamenta-se na criacdo de um

gradiente de pH (5 a 9) e nas suas baixas solubilidades, que facilitam seu transporte
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do meio para uma camada de Oleo formada na superficie externa da membrana.
Sequencialmente, por meio de uma segunda membrana, os ACCM’s sdo novamente
extraidos em uma solucédo alcalina na forma de sal (Cavalcante et al., 2017; Xu et al.,
2021). No entanto, o custo do investimento em membranas hidrofébicas continua a

ser um obstaculo para a expansao do processo de pertracdo (Gehring et al., 2020).

3.6.1.3 Eletrodialise ou membrana de troca iOnica

O método de eletrodialise ou membrana de troca idnica fundamenta-se na
separacao e concentracdo da solucao eletrolitica, com base na migracao direcional
de ions sob o campo elétrico e na permeabilidade seletiva da membrana de troca
ionica (Dong et al., 2023). Dessa forma, a criagdo de um gradiente de pH entre o
catodo (pH de 9-10, devido a producédo de ions hidroxila) e &nodo (pH de 1-2, devido
a producdo de prétons), emprega a utilizacdo da energia elétrica em substituicdo a

adicao de produtos quimicos na extracdo dos ACCM’s (Andersen et al., 2015).

3.7 CONSIDERACOES FINAIS SOBRE A REVISAO BIBLIOGRAFICA

A presente revisao bibliografica foi fundamental na compreensao das principais
rotas (B—oxidacao reversa e biossintese de acidos graxos), parametros (temperatura,
pH, pressao parcial de hidrogénio, adicdo de inibidores e aditivos, TDH etc.) e
microrganismos (Clostridium Kluyveri, Megasphaera elsdenii, Ruminococcaceae
CPBE6 etc.) relacionados a producao biolégica de acido capréico a partir de diferentes
substratos sintéticos e naturais.

Como j& citado ao longo do texto, o acido caprdico oferece uma ampla
variedade de aplicacbes potenciais no mercado como agente antimicrobiano na
industria farmacéutica, aditivo na racdo animal e matéria-prima para a producao de
aromatizantes, bioplasticos e combustiveis para aviacdo. A partir da analise dos
diferentes estudos mencionados, verifica-se a necessidade da garantia da viabilidade
produtiva e econdmica nos reatores caprogénicos para maiores escalas com a
utilizacao de culturas mistas.

Entre os principais obstaculos relacionados a difusdo e desenvolvimento do

processo de alongamento da cadeia, podem-se citar 0s seguintes: (i) complexa
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estrutura dos microbiomas anaerobios; (ii) presenca de vias metabolicas competitivas
no meio (ex: metanogénese acetotréfica e hidrogenotrdfica, sulfetogénese etc.) (iii)
alto custo de inibidores quimicos; (iv) toxicidade dos produtos gerados nas formas
ndo-dissociadas e, (v) viabilidade das técnicas de extracdo do meio fermentativo.

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi investigar a producéo de acido
caproico a partir de acido acético e etanol por meio da utilizacéo de diferentes indculos
(fluido ruminal, lodo granular anaerdbio e manipueira), separadamente ou em
consorcio, em reatores em batelada com duas diferentes escalas (reatores de 0,6 L —
Artigo 1 e reator anaerébio de 7 L — Artigo 2).

Os experimentos do presente estudo foram conduzidos a partir de testes em
batelada (Figura 4), com os resultados apresentados em formato de artigo. No
experimento ou artigo 1, trés inéculos (fluido ruminal, lodo granular anaerébio e
manipueira) foram avaliados em relacdo a producdo de acido caproéico, parametros
cinéticos e analises microbianas a partir de etanol e acido acético como substratos.
No experimento ou artigo 2, a producdo de &cido caproéico, parametros cinéticos e
analises microbianas foram avaliadas em uma escala maior, a partir de um reator
anaerobio de 7 L, com uma mistura de inéculos (manipueira e lodo granular anaerobio)

a partir dos mesmos substratos sintéticos (etanol e acido acético) do artigo 1.

Figura 4 - Representacdo esquemética dos experimentos realizados no presente estudo

I Artigo 1 ]

10g.L" Etanol

6,59.L" Ac. Acético

e -

- -

4 - . Inéculo misto
Manipueira aE
10g.L" Etanol - ' 1’0 gl ttano! 2
4 6,59.L" Ac. Acético ¥
6,59.L" Ac. Acético — ) -
o ’ ) 2

!““\ —s |
10g.L" Etanol e

Fluido ruminal
6,5g.L" Ac. Acético?
Q

Lodo anaerobio
granular S =
Reator anaerdbio

Fonte: O Autor (2023).
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4 ARTIGO 1: PERCEPCOES SOBRE O ALONGAMENTO DA CADEIA DE
CARBONO, COMUNIDADE MICROBIANA E VIABILIDADE PARA PRODUCAOQO
DE ACIDO CAPROICO A PARTIR DE DIFERENTES INOCULOS

Nesta secdo, estdo descritos 0os experimentos executados com vista a avaliar
o desempenho de trés diferentes inéculos (fluido ruminal, lodo granular anaerébio e
manipueira) na producao de acido caproico utilizando etanol e 4cido acético. O artigo
encontra-se em processo de submissdo ao periédico Environmental Science &
Pollution research, com o titulo: Insights into carbon chain elongation, microbial
community and viability for caproic acid production from different inocula, sob autoria
de Devson Paulo Palma Gomes, Thaise de Souza Santos, Fabricio Motteran, Mario

T. Kato, Lourdinha Floréncio, Bruna Fernandes, Simone Machado e Savia Gavazza.

41 RESUMO

O processo de alongamento da cadeia de carbono para a producao de acidos
carboxilicos de cadeia média — ACCM’s, como o acido caprodico, destaca-se como
uma importante ferramenta para agregar valor a residuos e subprodutos sintéticos e
naturais. O acido capréico tem varias aplicacdes no mercado como, por exemplo,
agente antimicrobiano na industria farmacéutica, aditivo para racdo animal e matéria-
prima para producdo de flavorizantes, combustivel de aviacdo, biocombustiveis e
bioplasticos. Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar o desempenho
de trés diferentes indculos (fluido ruminal, lodo granular anaerébio e manipueira) na
producao de acido caproico a partir de etanol e acido acético. Os reatores anaerobios
(0,610 L), contendo os trés indculos individualmente, foram testados em trés bateladas
sequenciais alimentadas (B-1,B-1l e B-lll) de 12 dias cada, com etanol (10,0 g.L!) e
acido acético (6,5 g.L*) como substratos. A metanogénese foi inibida com a utilizagédo
do &cido 2-bromoetanossulfénico (2-BES). Ao final da terceira batelada, a maior
concentracdo de acido caproico foi obtida do reator inoculado com lodo granular
anaeroébio (10,1 g.L1), seguido da manipueira (9,6 g.L*) e fluido ruminal (9,1 g.L1). As
analises microbianas revelaram maior dominancia do filo Firmicutes e maior
abundancia relativa do género Clostridium sensu stricto 12 nos reatores, justificando
a alta geracdo de acido caproico a partir dos trés in6culos. Experimentos futuros

deveréo abordar a viabilidade produtiva e econdémica da producéo de &cido caproico
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a partir de diferentes tipos de residuos (residuos de alimentos, gramineas, bebidas
alcodlicas etc.) e escalas (piloto e industrial) com a utilizacdo do processo de

alongamento da cadeia de carbono.

Palavras-chave: acidos carboxilicos de cadeia média; acido caproico; culturas

mistas; biologia molecular.

4.2 INTRODUCAO

No campo das aplicacdes destinadas ao aproveitamento da producéo biolégica
de combustiveis e subprodutos quimicos com alto valor agregado, o processo de
alongamento da cadeia de carbono (ou plataforma carboxilato) vem se tornando uma
opcdo viavel por ndo requerer condicBes estéreis, culturas puras e substratos
especificos para sua implementacdo (Grootscholten et al., 2013a; Menon; Lyng,
2021).

O processo de alongamento da cadeia de carbono é alcancado mediante a via
B-oxidacdo reversa (RBO) ou via biossintese de acidos graxos (FAB), entre acidos
carboxilicos de cadeia curta (ACCC’s) (ex: acido acético e butirico) e doadores de
elétrons (ex: etanol, hidrogénio e lactato). Como resultado, tém-se a formacéo de
acidos carboxilicos de cadeia média (ACCM’s), como por exemplo, o acido caproico
e o caprilato (Spirito et al., 2014).

Os acidos carboxilicos de cadeia média (ACCM’s) (Cs-C12) possuem cadeia de
carbono mais longa, menor propor¢do oxigénio-carbono e menor solubilidade em
agua (solubilidade do &cido capréico, 10,8 g.L?; acido heptandico, 2,4 g.L?; e acido
caprilico, 0,7 g.L! nas suas formas ndo-dissociadas) em relacdo aos ACCC’s
(Gazzola et al., 2022; Kim et al., 2022). Dessa forma, os ACCM’s apresentam maior
poder calorifico que os ACCC’s, o que facilita sua extragdo do meio fermentativo,
tornando-se assim vantajosos intermediarios para geracdo de produtos quimicos e
combustiveis (Steinbusch et al., 2011).

O acido caproico, caproato (forma dissociada) ou &acido hexanodico
(CsH11COOH) apresenta um amplo potencial de aplicagdo no mercado como, por
exemplo, agente antimicrobiano verde na induastria farmacéutica, aditivo na

alimentacdo animal, precursor quimico para producdo de compostos flavorizantes,
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combustiveis de aviacdo e bioplasticos (Cheng et al., 2018; Duber et al., 2018). As
equacdes 1 e 2 mostram as vias metabdlicas responséaveis pela geracdo de acido
caproico a partir de etanol, hidrogénio e &cido acético (Yin et al., 2017).

A viabilidade da adicdo de etanol como doador de elétrons para a reagéo
mostrada na Equacao 1 é justificada, pois o poder calorifico de 1 mol de acido caproico
(3452 kJ) é superior ao de 2 mols de etanol (2638 kJ), necessarios para producao de
acido caproico (Steinbusch et al., 2011). Do ponto de vista econémico, 0 acido
caproico apresenta um preco de mercado de aproximadamente USD $2500-3000/ton,
gue é entre trés e quatro vezes maior que o do acetato (USD $400-900/ton) e do etanol
(USD $600-800/ton) (Cavalcante et al., 2017; Wu et al., 2022c).

2C2HsOH + CH3COOH — CsH11COOH + 2H20  AG®=-79 kJ/mol (1)

3CH3sCOOH + 4H2 + 2H* — CsH11COOH + 4H2  OAG®=-177 kJ/mol (2)

O microrganismo Clostridium kluyveri € frequentemente citado na literatura
como responséavel pela geracdo de ACCM’s em reatores anaerdbios através de
culturas puras e mistas. De acordo com Barker et al. (1945), o Clostridium kluyveri foi
um dos primeiros microrganismos identificados com a capacidade de promover a
formacdao de &cido caprdico, utilizando acido acético e etanol como fonte de energia e
carbono. Outros microrganismos tais como Megasphaera elsdenii, Ruminococcaceae
bacterium CPB6, Eubacterium limosum e pyruvativorans, Caproiciproducens
galactitolivorans e Enterococcus casseliflavus, também podem ser incluidos com a
habilidade de sintese de acido capréico com base em diversos estudos empregando
diferentes substratos (lactato, acgucares, aminoacidos, syngas etc.) (Tabela 1)
(Candry; Ganigué, 2021; Luo et al., 2022; Wang; Yin, 2022).

Espera-se que com a crescente busca por novos substratos e indculos para
geracao de ACCM’s, novos microrganismos que tenham a habilidade de realizar o
alongamento da cadeia de carbono sejam identificados. Por exemplo, nos primeiros
meses do ano de 2020 foram isoladas cinco novas bactérias produtoras de ACCM’s
(Caproicibacter fermentans; Clostridium sp. BL-3, Clostridium sp. BL-4, Clostridium sp.
BL-6, Caproiciproducens sp. 7D4C2), provenientes de reatores anaerdbios

(Stamatopoulou et al., 202
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Tabela 1 - Estudos referentes a producao de acido capréico com diferentes microrganismos

Conc. de
Substratos In6culo Microrganismo amgl_o Referéncia
caproico
(g.Lh
Acetato e Lodo de C. KIuvveri 8.4 Barker e Taha
etanol canal - KUYV ’ (1942)
Acetato ;
. ! Lodo . Steinbusch et
hidrogénio e anaerébio C. kluyveri 8,2 al. (2011)
etanol
cg;ﬁlrg;isaae AU C. Kluyveri 6.1 WS G el
bovino - Ky ; (2015)
etanol
Acetalo, RUumen Jeon et al
butirato e . M. elsdenii 9,7 '
bovino (2016)
frutose
Lactato,
butirato e Cultura R. bacterium 16,8 Zhu etal.
pura (2017)
sucrose
Arzmt?da:(;io; ’ Rumen E ruvativorans 15 Wallace et al.
pep ovino Py ' (2004)
piruvato
Glicose e Lodo o Jeon et al.
galactitol anaeroébio & ERlEET VR a0 (2013)

Fonte: O Autor (2023).

Dessa forma, recomenda-se a utilizacao de culturas mistas como inéculos, pois
nao necessitam de esterilizacdo, apresentam maior diversidade de fontes de
substratos, facilidade de controle operacional e possibilidade de intera¢cdes sintroficas
entre 0s microrganismos (Cavalcante et al., 2017; Marién et al., 2022). Gavazza et al.
(2020) apontaram que a manipueira pode fornecer cerca de 7,2 g.L* de &cido caproico
por meio da autofermentacédo com adi¢cédo de etanol, porém nédo foram feitas analises
relativas a diversidade e o papel dos microrganismos presentes no seu microbioma.
Villegas e Buitron (2020), ao avaliarem a utilizacao de diferentes indculos em relagéo
a geracao de ACCM'’s, obtiveram uma alta taxa volumétrica e especifica de producéo
de &cido caproico (263,0 g acido caproico.L1.d? e 13,0 g.g de sélidos totais*.d?), a
partir de efluentes oriundos de vinicolas.

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial para
geracdo de &cido caproéico por meio de trés indculos (fluido ruminal, lodo granular

anaerobio e manipueira), seus parametros cinéticos e suas respectivas comunidades
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microbianas, a partir da utilizacdo de substratos sintéticos (acido acético e etanol) ao

longo de trés bateladas sequenciais (B-1,B-II e B-III).

4.3 MATERIAIS E METODOS

Para avaliar o desempenho dos trés indculos na producao de acido caproéico a
partir de etanol e &cido aceético, os reatores anaerébios foram testados em 3 bateladas
sequenciais de 12 dias cada, conforme descrito abaixo:

4.3.1 Caracteristicas dos indculos

Os trés inbculos testados e os pré-tratamentos realizados no presente
experimento foram os seguintes: 1) Fluido ruminal (Peneiramento - peneiras com
granulometria de 16 mesh, centrifugacéo a 5000 rpm durante 10 minutos e retirada do
sobrenadante), oriundo de um abatedouro bovino; 2) Lodo granular anaerdbio,
proveniente de um reator de circulacdo interna (IC) localizado em uma estacéo de
tratamento de efluentes de uma cervejaria; 3) Manipueira (Fermentacéo durante 4 dias
a 28 °C, filtracdo - filtros de papel numero 103, centrifugacéo a 5000 rpm durante 10
minutos e retirada do sobrenadante), proveniente de uma casa de farinha em

Taquarana, Alagoas, Brasil. A Tabela 2 apresenta a caracterizacdo dos indculos

citados:
Tabela 2 - Caracterizagéo dos inéculos utilizados no experimento
Inécu|0 DQO* H ST** SV*** SF****
(mg.L?) PP (mgL?) (mg.L?) (mg.LY

Fluido ruminal  37.069,0£3.405,2 5,9+0,2 20,7+0,5 13,4+0,2 7,3t1,4

Lodo

. 60.317,1+1.256,9 8,4+0,1 43,9405 35,3+2/4 8,5+1,5
anaerobio

Manipueira 24.771,76+x1.854,6 3,3+0,2 212,2+0,3 185,3+*1,8 26,9+1,43

DQO* — Demanda Quimica de Oxigénio, ST** — Sélidos Totais, SV*** — Sélidos Volateis, SF**** — S¢lidos Fixos

Fonte: O Autor (2023).
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4.3.2 Método experimental

Os testes foram realizados em reatores constituidos por frascos de vidro do tipo
Duran (Wertheim, Main, Germany), com volume total de 610 mL e volume (til de 426
mL, selados com rolhas de borracha butilica e tampas de plastico. O meio sintético
utilizado como substrato foi composto por etanol (EtOH) (10,0 g.L?) e &cido acético
(AcOH) (6,5 g.LY), em uma razéo estequiométrica de EtOH/AcOH igual a 2:1 (segundo
Cavalcante et al. 2017 e Liu et al. 2016). Adicionou-se solugdo de macro e
microminerais, conforme Veras et al. (2020), tampéo de bicarbonato de sodio (2,4 g.L
1) e pH ajustado para 6,8 por meio da adi¢cdo de NaOH (1 M) e HCI (1 M). Os reatores
foram inoculados com uma concentracéo final de 1 g ST.L no licor misto para cada
microbioma, e o gas nitrogénio (100% N2) foi purgado por 120 s para garantir
condicBes anaerobias, além de serem mantidos a uma temperatura de 30 + 1 °C e
agitacdo de 100 rpm (Roghair et al., 2018a;Yu et al., 2019). O acido 2-
bromoetanosulfonico (2-BES) (1,0 g.L™?) foi utilizado como inibidor da metanogénese
(adaptado de Steinbusch et al., 2011). Os reatores foram montados em triplicata e
receberam 3 alimentacdes em bateladas sequenciais, com duracao de 12 dias cada,

nomeadas como B-I, B-Il e B-lll (Figura 1).

Figura 1 - Representagdo esquematica dos reatores nas trés bateladas (B-I, B-1l e B-Ill)

Indculos ey B-1(0-12d) B-1I (12-244d) B-IIl (24-36d)
% * |- 10gLl" Etanol =  10gl" Etanol 10gL" Etanol .
Manipueira . 6.5g.L" Ac acético 6.5g.L" Ac. acetico W 6.5g.L" Ac. acético U i
\ pH: 6.8 M opH68 T pHes u
- - ‘
R - 3 E -
i (1 -8
a4 » z it !
Fluido Ruminal - : '\
Indculo # 5, / i ’
N0 = ' = -
’ ' N S00mL « el N SR0mML
= ' E mp B ‘E
h . & - =
Lodo granular = E \=
anaerdbio r b

Fonte: O Autor (2023)
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4.3.3 Métodos Analiticos

Para a determinagdo dos alcoois e dos acidos carboxilicos, as amostras foram
centrifugadas (9300 g, 5 minutos) e o sobrenadante foi filtrado em uma membrana de
nitrocelulose (0,45 um) (Grootscholten et al., 2013a). A concentracdo de alcoois e
acucares foi medida através de um HPLC — High-performance liquid chromatography,
acoplado a um detector de indice de refragdo modelo LC-20AT (Shimadzu). A coluna
utilizada foi uma Aminex HPX-87H (300m x 7,8 mm) com fase movel de acido sulfdrico
de 5 mM, fluxo de 0,6 mL.min! e temperatura do forno igual a 40 °C. Os &cidos
carboxilicos foram analisados por um cromatdgrafo a gas com detector de ionizacao
de chama (GC-FID) modelo 7890 A — Agilent equipado com coluna DB-WAXetr (30 m
x 0,53 mm). Demais parametros como pH, ST e DQO foram analisados de acordo
com as metodologias descritas no Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (APHA, 2012).

4.3.4 Anélise cinética

Os parametros cinéticos do alongamento de cadeia dos reatores foram
analisados através do software Origin Pro (OriginLab Corporation, versédo 2022). O
potencial maximo de producao de acido capréico (P), a taxa maxima de producédo de
acido caproico (Rm) e a duragao da fase de adaptagao (A) foram determinados a partir
do modelo de regressdo de Gompertz modificado, indicado na Equacao 8 (Wang et
al., 2022):

8 o (R 241 ®

Onde H é a producdo acumulada de acido capréico (g.L), P é o potencial
maximo de producéo de &cido capréico (g.L?), Rm é a taxa maxima de producéo de
acido caproico (g.Lt.d 1), A é o intervalo de tempo (fase lag) necessario para o inicio

da producéo exponencial de acido caproico (d) e t € o tempo de experimento (d).
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4.35 Andalise dacomunidade microbiana

Amostras do licor misto coletadas no inicio do experimento (indculo) e no final
de cada batelada para todos os reatores foram caracterizadas em relacédo a sua
composicdo microbiana. Para a amostragem, foram coletados 15 mL do licor misto
em tubos de cada uma das triplicatas, em ambiente anaerobio (Glovebox), totalizando
45 mL de cada in6culo, que posteriormente foram centrifugadas e filtradas. Para
extracao do DNA, foi utilizado o kit PowerSoil (Mo Bio Laboratories Inc. Carlsbad, CA),
de acordo com as instru¢cdes do fabricante. As concentracdes de DNA em cada
amostra foram determinadas por meio da leitura em Nanodrop 2000
Espectrophotometer (Thermo Scientific, USA). Os indices de diversidade de Shannon

e de dominancia foram calculados utilizando o software PAST (versao 4).

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1 Producdo de acido caproéico e variacdo de pH nas trés bateladas

As concentra¢fes de substratos consumidos e metabdlitos produzidos durante
as trés bateladas (B-I, B-ll e B-ll) para cada in6culo sdo apresentadas na Figura 2.
Durante a primeira batelada - B-1 (0 - 12 dias — Figura 2), a producao de acido capréico
teve inicio ap0s quatro dias de experimento para todos os indculos, revelando uma
rapida adaptacdo dos microrganismos, como descrito por Fernando-Foncillas e
Varrone (2021), Gavazza et al. (2020) e Weimer et al. (2015). Similarmente aos
experimentos de Ma et al. (2021) e Grootscholten et al. (2014), o etanol foi convertido
em &cido acético nos trés primeiros dias em detrimento da geracdo de ACCM’s,
provavelmente por bactérias acetogénicas oxidadoras de etanol.

O pico de producéo de &cido caproico foi alcangcado apos sete dias para todos
os indculos, mediante ao consumo total de etanol e parcial de acido acético, com a
manipueira apresentando o maior valor (9,0 g.L'' — Figura 2c), seguido pelo fluido
ruminal (8,1 g.L- Figura 2a) e pelo lodo granular anaerébio (6,1 g.L*— Figura 2b).
Gavazza et al. (2020), por meio da autofermentacdo de uma concentragéo de 20,0 g
DQO.L* de manipueira com adi¢édo externa de etanol, produziram uma concentracao

maxima de 7,2 g.L* de acido caproico.



Figura 2 - Producao de metabdlitos em funcdo do tempo para os diferentes indculos. (a) fluido
ruminal; (b) lodo granular anaerébio; (c) manipueira. (--) etanol; (-=) acido acético; (-4-) acido

butirico; (=) acido capréico
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A menor producéo de acido caproico e, em contrapartida, a alta producédo de
acido butirico (8,4 g.L) obtida para o lodo granular anaerébio (Figura 2b), em relagéo
aos outros indculos, pode ser justificada pela origem do in6culo que operava sob
condigbes metanogénicas em uma estacao de tratamento de efluentes de cervejaria.

A inibicdo da metanogénese por meio do uso do 2-BES deve ter reduzido a
atividade de microrganismos metanogénicos consumidores de hidrogénio,
aumentando a pressao parcial do gds no headspace, deslocando a reacdo ou
equacado 9 para a esquerda, provocando assim, a producdo de acido butirico. Isso
pode ter favorecido também a primeira etapa do alongamento da cadeia, devido ao

consumo total de etanol e parcial de acido acético (Equacéao 10).

C3H7COOH + 2H20 — 2CH3COOH + 2H> AGO= +48,11 kJ/mol (9)

C2Hs0H + CH3COOH — C3H7COOH + H20 AG°= -40,70 kJ/mol (10)

O pH é um dos principais parametros responsaveis pela ativacao e manutencéo
do processo de alongamento da cadeia de carbono (Holtzapple et al., 2022). Os
valores de pH observados ao longo do experimento para os trés indculos durante as
trés bateladas podem ser vistos na Figura 3.

A maioria dos estudos indicam que os maiores valores de sintese de acido
caproico ocorrem préximo ao pH neutro, em funcdo da menor toxicidade aos
microrganismos da forma dissociada do &cido capréico (CsH11:COO") em relacdo a
nao-dissociada (CsH11COOH) (Lonkar et al., 2016; San-Valero et al., 2020).

Os niveis de tolerancia dos microrganismos alongadores de cadeia, em relacéo
aos &cidos ndo-dissociados, variam de acordo com a sua resisténcia a toxicidade e
condicBes especificas de pH (Duber et al., 2018). Ge et al. (2015), por meio da
utilizagdo de um biorreator alimentado com efluentes de cervejaria, concluiram que a
concentragdo limite de acido capréico ndo-dissociado é de 0,9 g.L* para um pH igual
a 5,5, a fim de evitar a inibicdo completa do alongamento da cadeia. Vasudevan et al.
(2014) relataram um valor ainda menor de acido capréico nédo-dissociado (0,2 g.L™)

como limite de tolerancia.
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Figura 3 - Variacéo do pH nos trés in6culos durante o experimento. (—4-) Fluido ruminal; (—-) Lodo

granular anaerébio; (—e—) Manipueira
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Fonte: O Autor (2023).

Ao final da B-I (Figura 3), com a diminui¢do do pH para 6,1 (fluido ruminal), 6,0
(lodo granular anaerdbio) e 6,4 (agua residual da mandioca), a maior concentracao de
acidos carboxilicos ndo-dissociados (0,45 g.L* para fluido ruminal, 0,4 g.L™* para lodo
granular anaerébio e 0,3 g.L™! para manipueira) e seus efeitos citotdxicos em conjunto
com a deplecéo total do etanol, conduziram a reducéo na geracao de acido caproico

e, posteriormente, sua oxidacado para acido acético (Equacéao 6).

CsH11COOH + 4H20 — 3CH3COOH + 4H:z + 2H* AG®= +177,00 kJ/mol (6)

A B-Il (12-24 dias) teve como objetivo atenuar a toxicidade das formas néao-
dissociadas do acido caproico em baixos valores de pH da batelada anterior, com
ajuste do pH para 6,8 em todos os reatores mediante a utilizacdo de NaOH e HCI.
Diferentemente da primeira batelada, a geracéo de acido capréico comecou antes dos
primeiros quatro dias, em razéo da adaptabilidade prévia dos in6culos para 0 processo

de alongamento da cadeia, ja reportada por Agler et al. (2011).
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O pico de producao de acido caproico na B-Il foi alcancado apds 9 dias (dia 21
— B-Il), mediante o consumo total de etanol e parcial de acido acético, com o lodo
granular anaerébio apresentando o maior valor (8,8 g.L"* — Figura 2b), seguido pelo
fluido ruminal (8,3 g.L"1— Figura 2a) e a manipueira (8,3 g.L™*— Figura 2c ). A exemplo
de comparacéo, Steinbusch et al. (2011) produziram cerca de 8,2 g.L'! de acido
caproico com etanol (2,3 g.Lt), acido acético (3,0 g.L ) e hidrogénio como substratos
em um reator em semi-batelada com pH 7,0 e temperatura igual a 30 °C.

Dessa forma, os resultados da B-Il refletem a selecéo e, principalmente, a
adaptacdo e o predominio dos microrganismos responsaveis pelo alongamento da
cadeia de carbono no lodo granular anaerdbio, com o aumento do consumo de acido
butirico e, consequentemente, a producdo de acido caprdico de acordo com a
Equacéo 11.

C2HsOH + C3H7COOH — CsH11COOH + H20 AG°=-38,74kJ/mol (11)

Entre as condigcbes ambientais que podem ter favorecido o processo de
alongamento da cadeia de carbono nos inéculos, podem-se citar a adigcdo do 2-BES
(inibicdo da metanogénese), o pH proximo a neutralidade e a faixa 6tima de
temperatura (30 £ 1 °C), além da relacdo adequada de EtOH: AcOH.

O pH na B-Il diminui novamente até valores proximos a 6,0, de forma similar a
B-I, restringindo a atividade dos microrganismos alongadores de cadeia em razao do
aumento da toxicidade dos acidos carboxilicos na sua forma ndo-dissociada e
deplecao total do etanol (Figura 3) (Wu et al., 2020).

O pH foi novamente ajustado para 6,8 no inicio da B-Ill (24-36 dias). A operacao
dos reatores em B-Ill comprovou a alta capacidade de adaptacdo da comunidade
microbiana para producéo de acido caproéico nos trés inéculos utilizados no presente
experimento. A maior producdo de &cido caproico foi novamente alcancada apos 7
dias (dia 31 — B-IIl) com o consumo total de etanol e parcial do acido acético pelo lodo
granular anaerébio (10,1 g.L?), seguido pela manipueira (9,6 g.L?) e o fluido ruminal
(9,1 g.L'Y). Grootscholten et al. (2013a) produziram cerca de 11,1 g.L! de &cido
caproico, a partir de 4cido acético (8,5 g.L!) e etanol (26,0 g.L?), com a utilizacdo de
um filtro anaerdbio e lodo anaerébio como inoculo oriundo de uma estacdo de

tratamento de efluentes de cervejaria.
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Neste experimento, a producdo maxima igual a 10,1 g.L'! de &cido caproéico
obtida na B-Ill a partir do lodo granular anaerdbio, foi préxima da sua maxima
solubilidade em agua (10,8 g.L!) em baixos valores de pH préoximos ao pKa. Esse
resultado aponta para a possibilidade da separacdo e extracdo de &cido caproico
através de diferentes técnicas fisico-quimicas como extracao liquido-liquido, extracéo
baseada em membrana e adsorcao de resina de troca anionica (Wang; Yin, 2022).

Além da possibilidade de extracao, ressalta-se que uma maior geracao de acido
caproico pode ter sido limitada devido a rapida deplecdo do etanol, que ocorreu no
sétimo dia de experimento, em conjunto com 0 aumento da toxicidade dos acidos néo-
dissociados aos indculos (Steinbusch et al., 2011). Vale salientar que os acidos
propidnico (Cz) e valérico (Cs) foram detectados em baixas concentracdes (<1g.L™)
ao longo do experimento, pois sdo mais comumente produzidos quando o lactato é
utilizado como doador de eletrons.

Portanto, os resultados deste experimento indicam uma boa capacidade de
alongamento da cadeia de carbono para producdo de &cido capréico pelos trés
indculos testados nas trés bateladas sequenciais. Recomenda-se a ampliacdo da
escala (piloto e industrial) para reatores em batelada ou continuos associados as
técnicas de extracdo em linha, com a finalidade de garantir uma producéo estavel de

ACCM’s e diminuicédo da toxicidade das suas formas ndo-dissociadas.

4.4.2 Andlise cinética do alongamento de cadeia

O modelo de crescimento de Gompertz modificado foi uma ferramenta para
prever a sintese de acido capréico com base nos dados experimentais da producéo
cumulativa de n-caproato, recomendado por Zuo et al. (2020).

A Tabela 3 mostra que os maiores valores do potencial maximo de producéo
de &cido caprdico (P) encontram-se na B-lll nos trés indculos testados, indicando uma
crescente adaptabilidade dos microbiomas em relagcéo as condi¢cdes operacionais do

experimento.
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Tabela 3 - Parametros cinéticos da producédo de acido caprdéico durante o alongamento da cadeia

Batelada In6culo P(g.L?) Rm (g.Lt.d?Y) A(d) R2
Fluido 7.2 63,2 3.0 0,96
Ruminal
B-| Ladoy 4.9 38.1 21 0,92
anaeroébio
Manipueira 7,9 22,1 4,6 0,94
Fluido 8.0 29.0 50 0,99
Ruminal
B-ll Lodo 8.0 4.4 38 0,98
anaeroébio
Manipueira 8,0 4,2 3,9 0,99
Fluido 8.7 4.6 21 0,99
Ruminal
B-lll Lodo 9.4 25.9 4.7 0,99
anaeroébio
Manipueira 8,6 23,7 4,6 0,98

Fonte: O Autor (2023).

Os valores de A foram inferiores a 5 dias, indicando um curto periodo de fase
lag, ou seja, os microrganismos responsaveis pelo alongamento da cadeia foram
capazes de se desenvolver rapidamente no inicio das trés bateladas. A fase lag foi
mais curta no presente experimento (A =5 dias) em relacdo a estudos anteriores com
fluido ruminal (A = 11 dias), manipueira (A = 7 dias) e lodo granular anaerdbio (A = 20
dias) (Fernando-Foncillas; Varrone, 2021; Gavazza et al., 2020; Weimer et al., 2015).
Isso pode ser atribuido ao uso do inibidor de metanogénese 2-BES, que favoreceu o

rapido desenvolvimento e predominio dos microrganismos alongadores de cadeia.

4.4.3 Andélise microbiana

As relacdes entre as comunidades microbianas desempenham um papel funda-
mental no processo de alongamento da cadeia de carbono (Han et al., 2018; Robles
et al., 2021). A Figura 4 apresenta a estrutura da comunidade microbiana ao nivel de
filo e género para os trés inoculos testados, englobando a condicéo inicial (indculo) e
as trés bateladas do experimento (B-1,B-1l e B-IIl). Ao avaliar as condic¢des iniciais dos
in6culos, verifica-se uma grande diversidade de filos e géneros devido as suas
diferentes fontes ou origens, principalmente no lodo granular anaerdbio e na

manipueira.
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Figura 4 - Classifica¢éo taxondémica da comunidade microbiana: as abundancias relativas em filo (a)
e género (b) nos trés indculos. FRU — Fluido Ruminal, MAN — Manipueira, LGA — Lodo Granular
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Fonte: O Autor (2023).

Os filos Firmicutes, Bacteroidota, Chloroflexi e Synergistota foram encontrados
nos trés indculos e sdo associados a geracao sintréfica de metano, em diferentes
microbiomas anaerdébios (Ottoni et al., 2022). Dessulfobacteriota e Campilobacterota,
presentes particularmente na manipueira e no lodo granular anaerdébio, relacionam-se
ao ciclo do enxofre por abrangerem os géneros Dessulfomicrobium (bactérias
redutoras de sulfato — BRS) e Arcobacter (bactérias oxidantes de enxofre - BOS),
respectivamente (Zhai et al., 2022). O filo Planctomycetota, aproximadamente 13,4 %
no lodo granular anaerdbio nas condicdes iniciais do experimento, representado por
microrganismos da ordem mlel-8, geralmente séo associados a oxidacao anaerdbia
de aménio (ANAMMOX), como ja relatado por Suarez et al. (2022).
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Apos a terceira batelada, com aplicacédo do 2-BES (inibidor de metanogénese)
e modificacGes nas condi¢cdes operacionais (ex: queda do pH, geracao de acidos etc.),
constatou-se uma reducao na diversidade dos filos e géneros por meio da diminuicéo
dos valores do indice de diversidade de Shannon (Figura 5) e aumento dos valores
do indice de dominancia (Tabela 4), corroborando assim para uma maior selecéo e
predominio dos microrganismos alongadores de cadeia, conforme descrito por Joshi
et al. (2021).

Firmicutes e Bacteriodota foram os filos dominantes no final do experimento (B-
[ll) para todos os inoculos testados (Figura 4). O filo Firmicutes, particularmente a
classe Clostridia, € amplamente relacionada a geracdo de ACCM’s, a partir de
diferentes reatores (continuos e em batelada) e substratos (sintéticos e naturais) (San-
Valero et al., 2019; Seedorf et al., 2008; Yin et al., 2017). Dessa forma, o aumento na
proporcao do filo Firmicutes de 7,5% para 83,9%, ao final da B-Ill no lodo granular
anaeroébio, pode justificar uma maior geracéo de acido caproico (10,1 g.L'1) em relacéo
aos outros indculos testados.

Entre os principais géneros do Filo Firmicutes associados ao alongamento da
cadeia presentes nos microbiomas anaerébios, o Clostridium sensu stricto 12 se
destaca neste experimento, por apresentar as maiores propor¢cées (57% no fluido
ruminal, 22% na manipueira e 40% no lodo granular anaerdbio) (Figura 4),
correlacionadas com a producdo de altos valores de acido capréico nos trés indculos
(Figura 2). O Clostridium Kluyveri, pertencente ao género Clostridium sensu stricto 12,
foi um dos primeiros e mais estudados microrganismos com a capacidade de
producao de acido caprdéico, mediante a via f — oxidagéo reversa, principalmente, a
partir do etanol como doador de elétrons (Coma et al., 2016; Steinbusch et al., 2011,
Yang et al., 2018). Outros géneros relacionados ao alongamento da cadeia, como C.
sensu stricto 1 e C. sensu stricto 13, também foram identificados em pequenas
proporc¢des nos indculos ao longo das bateladas (Wang et al., 2023; Yin et al., 2022).

O filo Bacteroidota, representado pelo género Protheiniphilum, presente nos
trés indéculos (17% no fluido ruminal, 13% no lodo anaerébio, 24% na manipueira) ao
final da B-Ill, pode estar relacionado a degradacao ou oxidag&o do acido caproico para
acido acético, conforme Wang et al. (2022), através da via acetogénica, apds a
deplecdo completa do etanol disponivel. O género Sporanaerobacter , presente na B-
[l dos trés in6culos (5% no fluido ruminal, 7% no lodo anaerdbio, 18% na manipueira)

€ correlacionado positivamente a producdo indireta de acido caprdico (ex: via
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homoacetogénese), exercendo papel fundamental na transferéncia de eletrons entre

as diferentes espécies nos microbiomas, conforme descrito por Zagrodnik et al. (2020)
e Baleeiro et al. (2022).

Figura 5 - indice de diversidade de Shanon para filo (a) e género (b) nos trés indculos. (-a-) Fluido
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Fonte: O Autor (2023).
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Tabela 4 - Indice de dominancia para filo e género nos trés inéculos

indice de dominancia

Inéculo Condigao B-| B-I] B-II
inicial
Filo Género Filo Género Filo Género Filo Género
Hltiels 015 015 016 012 018 012 038 022
Ruminal
Lodo 415 034 030 033 046 017 072 017
anaerobio

Manipueira 0,11 0,15 0,52 0,16 0,82 0,18 0,60 0,37

Fonte: O Autor (2023).

45 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo indicaram uma alta geracao de acido
caproico a partir dos trés inéculos testados em relacdo a outros trabalhos com
substratos sintéticos (etanol e acido acético). A maior producéo obtida foi de 10,1 g.L-
! na dltima batelada (B-11l), com o uso do lodo granular anaerébio como inéculo. A
producdo méaxima de acido caproico correspondeu a 72,5%, 79,7% e 75,9% do valor
tedrico dos substratos para os inéculos fluido ruminal, lodo granular anaerdbio e
manipueira, respectivamente. Esses valores sdo decorrentes de um eficiente
processo de adaptacdo microbiana, através do uso do inibidor de metanogénese 2-
BES, do pH inicial proximo ao neutro e de uma razao apropriada entre os substratos
sintéticos (etanol e 4cido acético).

As analises microbianas refletram bem o processo de adaptacdo dos
microrganismos as condicdes operacionais voltadas a geracéo de acido caproico, com
a dominancia do género Clostridium sensu stricto 12 do filo Firmicutes,
reconhecidamente produtor de ACCM’s, ao final das bateladas. A abundancia relativa
do género Clostridium sensu stricto 12, da condig&o inicial até a dltima batelada (B-
lll), passou de 0,1% para 57,4%, de 0,9 % a 39,2%, e de 1,0% a 22,5%, para 0s
indculos fluido ruminal, lodo granular anaerdébio e manipueira, respectivamente.

Experimentos futuros deverdo abordar o aumento gradual da escala para
reatores em batelada ou continuos seguidos por técnicas de extracdo em linha, com

0 objetivo de garantir uma producédo estavel de acido caprdico e diminuicdo da
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toxicidade de sua forma néo-dissociada. Além disso, ressalta-se a necessidade de
estudos relacionados a substituicdo do uso de inibidores quimicos (2-BES) e
substratos sintéticos em razdo dos seus altos custos, com o intuito de garantir a

viabilidade econémica da producéo biologica de acido capraico.
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5 ARTIGO 2: MANIPUEIRA E LODO GRANULAR ANAEROBIO COMO INOCULO
MISTO PARA PRODUCAO DE ACIDO CAPROICO

As informacdes contidas nesta secdo serdo publicadas em um periddico (a
definir), com titulo: Production of caproic acid in a scaled-up batch reactor using a

mixed culture from granular anaerobic sludge and cassava wastewater.

5.1 RESUMO

O &cido capréico (CsH11COOH) possui um amplo potencial de aplicagdo no
mercado como matéria-prima na geracdo de aditivos, aromatizantes, corantes,
lubrificantes, inibidores de corrosédo, combustiveis de aviacdo e bioplasticos etc. O
principal obstaculo relacionado a difusdo do processo de alongamento da cadeia para
producdo de acido capréico, reside na sua viabilidade produtiva e econdmica em
maiores escalas (piloto e industrial), com a utilizagdo de diferentes culturas mistas.
Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a producdo de acido caproico a
partir de uma mistura de indculos (lodo granular anaerébio e manipueira), em um
reator anaerobio (volume de 7 L), com trés bateladas sequenciais de 23 dias cada (B-
[, B-1l e B-ll). O substrato sintético utilizado foi composto por etanol (10,0 g.L) e &cido
acético (6,5 g.L''), com a metanogénese inibida pelo emprego do &acido 2-
bromoetanosulfénico (2-BES). A maior concentracdo de acido caproico foi atingida ao
final da B-Il, apds o ajuste de pH (7,8 g.L™); porém, o acido butirico foi predominante
na B-1 (8,5 g.L!) e B-lll (8,0 g.L1). As andlises microbianas revelaram o predominio
de microrganismos alongadores de cadeia como Caproiciproducens, Clostridium
sensu stricto 12, Enterococcus e Rummeliibacillus, nas duas primeiras bateladas. Os
resultados demonstraram que o aumento da escala e a utilizacdo de indculos mistos
nos reatores, podem favorecer a uma maior diversidade de microrganismos

responsaveis pelo alongamento da cadeia.

Palavras-chave: acidos carboxilicos de cadeia média; acido caproico; culturas

mistas; reatores anaerobios; biologia molecular.
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5.2 INTRODUCAO

O crescimento da populacdo, associado a aceleracdo da urbanizacdo nos
paises em desenvolvimento, demandam uma geracao sustentavel de energia e de
commodities verdes (produtos quimicos), em todo o mundo (Menon; Lyng, 2021;
Wang et al., 2023). Atualmente, cerca de 85% de toda energia consumida e grande
parte das matérias-primas séo obtidas a partir de fontes ndo-renovaveis e poluentes,
como carvao, gas natural e 6leo (Abdalla et al., 2018; Kili¢ Depren et al., 2022). De
forma analoga a exploracdo dos combustiveis fosseis, um dos principais desafios
globais consiste no gerenciamento dos residuos organicos, que sédo produzidos em
grandes quantidades e constituem potenciais fontes de degradacao ao meio ambiente
(Chu et al., 2022; Steinbusch et al., 2011).

Nesse cenario, 0 processo biotecnolégico de alongamento da cadeia de
carbono surge como alternativa para valoracdo ou aproveitamento de residuos
naturais e sintéticos para geracado de biocombustiveis e matérias-primas (Brodowski
et al., 2020; Wang et al., 2022). O alongamento da cadeia de carbono baseia-se na
conversdo de acidos carboxilicos de cadeia curta (ACCC’s) (ex: acido acético e
butirico) e doadores de elétrons (ex: etanol, hidrogénio e lactato) em acidos
carboxilicos de cadeia média (ACCM’s) (ex: acido capréico e caprilico) (Spirito et al.,
2014; Steinbusch et al., 2011).

Entre as vantagens relacionadas ao alongamento da cadeia a partir de
microbiomas anaerobios, podem-se destacar as seguintes: ndo requer condicdes
estéreis, culturas puras e substratos especificos para sua aplicacdo; os produtos
gerados (ACCM’s) apresentam maior poder calorifico, valor de mercado e facilidade
de extracdo do meio fermentativo em relacdo aos ACCC’s (Agler et al.,, 2011;
Grootscholten et al., 2014).

O acido caproico, por exemplo, possui um amplo potencial de utilizagdo no
mercado como agente antimicrobiano na industria farmacéutica, aditivo na
alimentacdo animal, precursor quimico para producdo de compostos aromatizantes,
corantes, lubrificantes, inibidores de corrosdo, combustiveis de aviagéo e bioplasticos
(Chen et al., 2017; Duber et al., 2018).

O principal obstaculo relacionado a difusdo do processo de alongamento da
cadeia reside na garantia da sua viabilidade produtiva e econdmica para reatores em

maiores escalas (Zhu et al., 2022). Debergh e Van Dael (2022), através da andlise de
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viabilidade de um sistema caprogénico em escala piloto com substratos sintéticos
(etanol e acido acético), determinaram que a produtividade de 2,5 g.L.d? e eficiéncia
de conversdo de DQO igual a 50% sé&o insuficientes para tornar 0 processo
competitivo com os precos atuais do acido capréico no mercado.

Entre as principais estratégias que podem ser empregadas para alcancar um
aumento na eficiéncia de conversdo dos substratos (acido acético e etanol) e,
consequentemente, uma maior geracdo de ACCM’s, destaca-se a minimizacao ou
reducdo dos seguintes bioprocessos, de acordo com Dong et al. (2023) e Zagrodnik
et al. (2020): (i) oxidacdo excessiva de etanol, no qual outros microrganismos
acetogénicos oxidam o etanol em ACCC’s (acido acético), diminuindo assim a sua
disponibilidade para o alongamento da cadeia; (ii) metanogénese acetotrofica, em que
se realiza a conversédo de acido acético em metano, diminuindo assim o substrato
disponivel para o processo de alongamento da cadeia; (iii) oxidacdo de ACCM’s em
acido aceético, ocasionando assim a perda dos produtos de interesse (ex: acido
caproico); e (iv) reducdo de sulfato, realizada por microrganismos considerados
anaerobios estritos, conhecidos como Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS),
presentes principalmente em substratos ricos em enxofre. A reducéo de sulfato pode
afetar o processo de alongamento da cadeia, pois competem pelos mesmos doadores
e aceptores de eletréns (hidrogénio, &cido acético, acido propidnico e acido butirico).

Com a inibicdo das rotas metabdlicas mencionadas através da adocao de pré-
tratamentos (adicdo de 2-BES, choque térmico, mudanca de pH, reducdo de TDH
etc.), possibilita-se o predominio das vias metabdlicas responsaveis pelo alongamento
da cadeia, que incluem a 3 — oxidacéo reversa e a biossintese de acidos graxos (Kim
et al.,, 2022; Spirito et al., 2014). Por meio de um processo ciclico nas duas vias
citadas, dois atomos de carbono séo adicionados a uma molécula inicial (acido acético
ou butirico) e, sequencialmente, o ciclo se repete podendo atingir a producdo de
ACCM’s com 6 a 12 carbonos (Equacao 1) (Holtzapple et al., 2022; Wang; Yin, 2022).

2C2HsOH + CHsCOOH — CsH11COOH + 2H20  AG? = -79 kJ/mol (1)

Diferentes microrganismos apresentam o complexo enzimatico necessario para
o alongamento da cadeia mediante a via 3 — oxidagéo reversa: (a) C. kluyveri, San-
Valero et al. (2019) e Yin et al. (2017); (b) Megasphaera elsdenii, Choi et al. (2013) e

Kim et al. 2020); (c) Enterococcus casseliflavus, Luo et al. (2022); (d) Eubacterium
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pyruvativorans, Wallace et al. 2003 e Wallace et al. 2004; (e) Caproiciproducens,
Bengelsdorf et al. (2019) e Kim et al. (2015); e (f) Ruminococcaceae bacterium CPB6,
Tao etal. 2017 e Wang et al. 2018. A via biossintese de &cidos graxos ja foi observada
em alguns microrganismos pertencentes a familia Planctomycetaceae, além da
Methanolinea tarda e Bordetella avium, conforme estudo de Han et al. (2018).

Diante desse contexto, este estudo teve como objetivo avaliar a geracdo de
acido capréico e seus parametros cinéticos, a partir de substratos sintéticos (acido
aceético e etanol) com a utilizacdo de um inéculo misto (lodo granular anaerdébio e
manipueira), em um reator anaerébio em batelada. Adicionalmente, a comunidade
microbiana foi analisada para a condicao inicial do inéculo misto e nas trés bateladas
sequenciais (B-I, B-1l e B-lll), incluindo apds os ajustes de pH nas bateladas B-Il e B-
.

5.3 MATERIAIS E METODOS

Para avaliar o desempenho do indculo misto na producéo de acido capréico a
partir de etanol e acido acético, um reator anaerébio com volume util de 4,8 L foi

utilizado, em trés bateladas sequenciais de 23 dias cada, conforme descrito abaixo:

5.3.1 Caracterizacdo do in6culo

O indculo utilizado para o presente experimento foi formado por uma mistura
de lodo granular anaer6bio e manipueira (razdo de ST 1:1), provenientes das
seguintes fontes: a) Lodo granular anaerdbio, proveniente de um reator IC localizado
em uma estacao de tratamento de efluentes de uma cervejaria na cidade de lgarassu,
Pernambuco, Brasil. b) Manipueira, proveniente de uma casa de farinha em
Taquarana, Alagoas, Brasil. A Tabela 1 apresenta a caracterizacdo dos inoculos

citados.
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Tabela 1 - Caracterizacao do indculo misto utilizado no experimento
ST** SV*** S F****

(mg.LY)  (mg.L*)  (mg.L?)

Inéculo DQO* (mg. L) pH

Lodo

anaerobio

Manipueira 24.771.7+¥1.854,6 3,3+0.2 212,2+0,4 185,30+1,80 26,9+1,4

60.317,1+1.256,9 8,4+0.1 43,9+0,6 35,38%+2,4 8,6+1,6

DQO* — Demanda Quimica de Oxigénio, ST** — Soélidos Totais, SV*** — Sélidos Totais Volateis, SF**** — Sélidos

Fixos.
Fonte: O Autor (2023).

5.3.2 Método experimental

O experimento foi realizado em um reator anaerébio (EZ2 Control 7 L,
Netherlands), com um volume util de 4,8 L. O indculo foi utilizado com uma
concentragdo de 1 gST.L? no licor misto. A Figura 1 mostra o esquema do
experimento realizado, com a utilizacdo do reator e dos acessorios para seu

funcionamento (chiller e computador).

Figura 1 - Esquema do indculo utilizado e funcionamento do reator anaerébio
INOCULO MISTO FUNCIONAMENTO DO REATOR

% Chiller - Controle da temperatura Reator anaerdbio

Manipueira

\

Computador -

Analise de dados F-j
< il
.

-3 -
-
o
Lodo granular
anaerobio

-

Fonte: O Autor (2023).

O meio sintético empregado foi composto por etanol (EtOH) e acido acético
(AcOH), na proporcédo estequiométrica de 2:1 (10,0 g.L* de EtOH e 6,5 g.L ! de

AcOH), complementado com uma solugéo de macro e micro minerais de acordo com
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Veras et al. (2020) e, ajuste inicial do pH para 6,8. Gas nitrogénio foi purgado para
garantir condi¢cdes anaerobias, e 1,0 g.L! de acido 2-bromoetanossulfonico (2-BES)
foi adicionado como inibidor da metanogénese (adaptado de Steinbusch et al., 2011).
O reator anaerobio foi mantido a uma temperatura de 30°C com agita¢do constante
de 100 rpm. Foram aplicadas trés bateladas sequenciais (B-I, B-Il e B-Ill) ao reator

anaerobio de 23 dias cada.

5.3.3 Métodos Analiticos

Para a determinacdo dos alcoois e acidos carboxilicos, as amostras foram
centrifugadas (9300 g, 5 minutos) e o sobrenadante foi filtrado com filtros de
membrana de nitrocelulose (0,45 ym) (Grootscholten et al., 2013a). As concentracdes
de alcoois e acgucares foram medidas através de um HPLC — High-performance liquid
chromatography, acoplado a um detector de indice de refracdo modelo LC-20AT
(Shimadzu). A coluna utilizada foi Aminex HPX-87H (300m x 7,8 mm), com fase mével
de &cido sulfdrico de 5 mM, fluxo de 0,6 mL.min! e temperatura do forno igual a 40
°C. Os acidos carboxilicos foram analisados por um cromatografo a gas com detector
de ionizacdo de chama (GC-FID), modelo 7890 A — Agilent, equipado com coluna DB-
WAXetr (30 m x 0,53 mm).

A determinacdo dos gases foi realizada no mesmo cromatégrafo, porém com
um detector de condutividade térmica e argénio como gas de arraste. As temperaturas
do injetor, do detector e do forno foram mantidas a 100 °C, 200 °C e 150 °C,
respectivamente. A coluna empregada foi uma Carboxen - 1010 PLOT (30 m x 0,53
mm). A presséao parcial de H foi estimada em porcentagem (%) ou subtraindo-se as
pressdes parciais de CHas, N2, O2 e CO2 da presséo total, que foi assumida como 1
atm (condicdes atmosféricas) (Grootscholten et al., 2014). Demais parametros como
pH e potencial redox foram medidos automaticamente através do reator anaerébio
EZ2 Control 7 L, Netherlands.

5.3.4 Analise cinética
Os parametros cinéticos do alongamento de cadeia nas trés bateladas foram

analisados através do software OriginPro versdo 2023 (OriginLab Corporation,

Northampton, MA, USA). O potencial maximo de producdo de acido capréico (P), a
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taxa maxima de producédo de acido capréico (Rm) e a duracédo da fase de adaptacéo
(A) foram determinados a partir do modelo de regressdao de Gompertz modificado,

indicado na equacéo 8 (Wang et al.,2022):
H=Peyp {-exp [(ARp = +1]} ®)

Onde H é a producgdo acumulada de &cido capréico (g.L), P é o potencial
maximo de producéo de acido caproéico (g.L1), Rm é a taxa maxima de producéo de
acido caproico (g.L1.d1), A é o intervalo de tempo (fase lag) necessario para o inicio

da producdo exponencial de acido caproico (d) e t € o tempo de experimento (d).
5.3.5 Analise da comunidade microbiana

As amostras coletadas no inicio do experimento (in6culo misto) e em cada
batelada no reator, incluindo apés os ajustes de pH para B-ll e B-lll, foram
caracterizadas em relacdo a sua composicdo microbiana. Para a amostragem, foram
coletados cerca de 45 mL do licor misto que, posteriormente, foram centrifugados e
filtrados. Para extragdo do DNA, foi utilizado o kit PowerSoil (Mo Bio Laboratories Inc.
Carlsbad, CA), de acordo com as instrugdes do fabricante. As concentracdes de DNA
em cada amostra foram determinadas por meio da leitura em Nanodrop 2000
Espectrophotometer (Thermo Scientific, USA). O indice de diversidade de Shannon e

dominancia foram calculados utilizando o software PAST (verséo 4).

5.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.4.1 Producdao de acido capréico e pH nas trés bateladas

As concentracbes dos substratos consumidos e metabdlitos produzidos
(incluindo a presséo parcial de Hz) durante as trés bateladas (B-I, B-Il e B-Ill), no reator
anaerobio, estdo apresentadas na Figura 2.

Apos os primeiros dois dias da primeira batelada (B-1), verificou-se um aumento

nas concentracdes de acido acético, alcancando cerca de 8,9 g.L!, em decorréncia
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da oxidacdo parcial de etanol em baixa presséo parcial de hidrogénio (<10 atm ou
<14%) (Figura 1) (Equacéao 3) (Grootscholten et al., 2014).

C2Hs0OH + H20 — CH3COOH + 2H2 AG®= +9,6 kJ/mol 3)

A producado de acido caproico teve inicio apos o sétimo dia de experimento,
indicando uma r4pida adaptacédo dos consorcios microbianos presentes no indculo
misto (lodo granular anaerdbio e manipueira), ja relatados em estudos anteriores e na

Secdao 4 (Artigo 1) (Fernando-Foncillas; Varrone, 2021; Gavazza et al., 2020).

Figura 2 - Producao de metabdlitos em funcdo do tempo para os diferentes indculos. (-e-) etanol; (

-=-) acido acético; (-a-) acido butirico; I(—) acido caproéico; (=) pressao parcial de hidrogénio
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Fonte: O autor (2023).

A concentracdo maxima de acido capréico na B-l foi de 6,5 g.L!, o que
correspondeu a um consumo total de etanol e parcial de acido acético ap6s 14 dias
de experimento (Equacao 1). Candry et al. (2020), com o emprego dos mesmos
substratos sintéticos (11,8 g.L* de etanol e 2,5 g.L "1 de acido acético), obtiveram cerca
de 6,4 g.L' de acido capréico com lodo anaerébio oriundo de uma estacédo de

tratamento de efluentes de cervejaria.
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A producédo de acido butirico foi superior a de acido caproico durante a B-I,
atingindo uma concentracdo maxima de 8,5 g.L* aos 9 dias de experimento, indicando
assim, o alongamento incompleto da cadeia de carbono no meio. O aumento da
pressédo parcial de H2 (56% ou 0,56 atm), como pode ser visto na Figura 1, em
decorréncia da inibicdo da metanogénese através do uso do 2-BES, pode ter
favorecido o deslocamento da equacao 9 para esquerda, promovendo a geracao de
acido butirico. Segundo Pan et al. (2018), altas concentracdes de acido butirico no
meio podem influenciar na inibi¢do ou limitagdo da geracao de acido caproico, o que

pode ter ocorrido na primeira batelada.

C3sH7COOH + 2H20 — 2CH3COOH + 2H2 AG®= +48.11 kJ/mol 9

O pH e o potencial redox durante as trés bateladas (B-I, B-II e B-Ill), no reator
anaerébio, podem ser vistos na Figura 3. O controle do pH constitui uma das
estratégias mais eficazes para otimizacéo do bioprocesso de alongamento da cadeia,

visando a geracao de acido caproico (Cavalcante et al., 2017; San-Valero et al., 2020).

Figura 3 - Variacdo do pH(-+-) e potencial redox (-=-) nas trés bateladas durante o experimento
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Fonte: O Autor (2023).
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Em consonancia com o pH, o potencial de oxirreducdo, ndo apenas indica a
capacidade de reducéo e oxidacao, mas também reflete a atividade ou via metabdlica
dos microrganismos no meio (metanogénese, alongamento de cadeia, reducdo de
sulfato etc.) (Stamatopoulou et al., 2020). Por exemplo, se houver excesso de poder
redutor disponivel no meio, o acido acético pode ser convertido em etanol e,
posteriormente, contribuir para geracdo de ACCM’s como doador de elétrons
(Holtzapple et al., 2022).

A variacao do pH inicial de 6,8 para 5,8 ao longo da B-I e, consequentemente,
a diminuicéo dos valores do potencial de oxirreducao (alcancando - 561 mV), justifica-
se pelo consumo de etanol e geragao de acidos (caproéico e butirico) no meio (Figura
3). Areducdo do pH acarreta uma maior absorcdo de ions H* e, por conseguinte, uma
maior proporcao de 4cidos ndo-dissociados no meio (Vasudevan et al., 2014).

O aumento da concentracdo dos acidos nao-dissociados promove uma maior
toxicidade para os microrganismos alongadores de cadeia (Dong et al., 2023). A maior
concentracéo de acido capréico ndo-dissociada (CsH11:COO) na B-I foi igual a 0,7 g.L
L como pH 5,9, valor inferior aos limites de toxicidade de 0,9 g.L*e 1,0 g.L! descritos
por Ge et al. (2015) e Weimer et al. (2015), respectivamente. Ao final da B-Il, a
deplecao total do etanol e o consumo do hidrogénio acarretaram uma diminui¢éo na
pressao parcial de Hz e, consequentemente, 0 aumento nos valores do potencial de
oxirredu¢cdo no meio. Com o aumento dos valores do potencial de oxirredugdo no

meio, o &cido caproico é prontamente oxidado em acido acético (Equacao 6).

CsH11COOH + 4H20 — 3CH3COOH + 4H2 + 2H*  AG®= +177,00 kdJ/mol  (6)

A segunda batelada (B-Il) foi caracterizada pelo predominio do alongamento
completo da cadeia, alcancando a concentracdo maxima de 7,5 g.L' de &acido
caproico aos nove dias (dia 32 — B-Il) a partir de etanol (10,0 g.L?) e &cido acético (6,5
g.LY), em paralelo, com uma elevada presséo parcial de H2 (45% ou 0,45 atm) (Figura
2). A exemplo de comparacéo, Yin et al. (2017) alcancaram a producédo de 8,4 g.L*
de acido caproico a partir de etanol (23,0 g.L?) e &cido acético (3,0 g.L!) como
substratos em uma cultura pura de Clostridium kluyveri. Diferentemente da primeira
batelada (B-I), nesta, o pH do meio decresceu rapidamente de 6,8 para 5,7, em
paralelo com a diminui¢cdo dos valores do potencial de oxirreducéo (alcangando - 583

mV) nos primeiros quatro dias.
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Dessa forma, a concentracdo de acido caproéico ndo-dissociado foi de 1,0 g.L*
no pH 5,7, valor considerado toxico para o0s sistemas caprogénicos citados
anteriormente (Ge et al., 2015; Weimer et al., 2015). Apos o ajuste do pH para 6,8, a
producdo de &cido capréico aumentou para 7,8 g.L?, a partir da utilizacdo do
hidrogénio e acido acético presentes no meio como doador e aceptor de elétrons,
respectivamente. Entretanto, com a reducdo da pressao parcial de H2 e o aumento
nos valores do potencial de oxirreducéo, o 4cido caproico foi prontamente oxidado em
acido acético (Equacéo 6).

A terceira batelada (B-Ill) diferentemente da segunda (B-Il), foi caracterizada
pelo retorno da geracédo de acido butirico, alcancando 8,0 g.L! e elevada presséo
parcial de Hz (52% ou 0,52 atm), em detrimento do acido capréico (alongamento
incompleto da cadeia), devido a problemas operacionais no reator (ex: falta de
energia, agitacdo ndo-uniforme dos substratos, variagdo na temperatura do meio etc.)
(Figura 2). O pH, de forma similar a B-Il, diminuiu rapidamente para 5,5 com a
producdo de aproximadamente 1,0 g.L* de &cido capréico ndo-dissociado aos 14 dias
de experimento.

Com o objetivo de atenuar a toxicidade dos acidos néo-dissociados para a
microbiota, o pH foi ajustado novamente para 6,8, atingindo uma producao de 6,7 g.L
1 de &cido caproico, a partir da utilizacdo do hidrogénio e acido acéticos presentes no
meio como doador e aceptor de eletréns, respectivamente. Com a reducao da pressao
parcial de H2 e 0 aumento nos valores do potencial de oxirreducdo, o acido caproico
foi oxidado para &cido acético (Equacao 6). Salienta-se que, ao final da B-lll, verificou-
se a presenca de tracos do gas metano (metanogénese - Equacdes 4 e 5), em
decorréncia da instabilidade operacional do reator anaerdbio, mencionada acima.

Portanto, os resultados deste experimento apontam a necessidade da
manutencdo de altos valores da pressao parcial de H2 no meio para producéo de
acido capréico a partir do indculo misto nas trés bateladas sequenciais. Recomenda-
se também, a manutencdo das condi¢cdes operacionais (agitacdo uniforme dos
substratos, faixa Otima de temperatura, pH neutro etc.) com a ampliacdo da escala
para reatores em batelada, com o objetivo de prevenir o surgimento de processos

competitivos como a metanogénese.
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5.4.2 Analise cinética do alongamento da cadeia

A Tabela 2 apresenta os parametros cinéticos gerados pelo modelo de
Gompertz modificado para o alongamento da cadeia nas trés bateladas (B-1,B-1l e B-
[II) no reator anaerdbio. Os valores de A foram inferiores a 6 dias nas trés bateladas,
indicando que as bactérias relacionadas ao alongamento da cadeia foram capazes de

se adaptar rapidamente ao meio, como mostrado na Sec¢éao 4 (Artigo 1).

Tabela 2 - Parametros cinéticos da producéo para alongamento da cadeia no reator anaerébio

Batelada P(g.L?Y) Rm(g.Lt.d?) A(d) R?
B-I 5,8 1,8 53 0,98
B-lI 7,0 5,0 2,1 0,97
B-IlI 5,0 1,8 3,9 0,85

Fonte: O Autor (2023).

A taxa maxima de producao (Rm) de acido capréico, em B-Il, foi cerca de 2,8
vezes maior que B-I e B-Il, ou seja, houve a necessidade de um menor tempo para
alcancar a maior producédo de &cido caproico, o que pode ser atribuido as mudancas
na composicdo microbiana do meio. De forma analoga, o maior valor do potencial
maximo de producéo de acido caproico (P) também foi verificado na segunda batelada
(B-11), demonstrando assim que as condi¢des operacionais (pH, pressao parcial de Ho,
temperatura, agitacdo, uso do 2-BES etc.) foram adequadas na sele¢éo e crescimento

dos microrganismos responsaveis pela geracdo de ACCM’s.

5.4.3 Anélise microbiana

A Figura 1 apresenta a estrutura da comunidade microbiana em nivel de filo e
género para os seguintes periodos ou condi¢des: condi¢do inicial (in6culo misto), as
trés bateladas do experimento (B-I, B-ll e B-Ill) e apos o ajuste de pH para as duas
tltimas bateladas (B-Il e B-Ill). A microbiota anaerdbia durante o experimento foi
classificada em 16 filos, 31 classes, 52 ordens, 74 familias e 135 géneros ou

respectivos taxons.
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Figura 1 - Classificac@o taxondmica da comunidade microbiana: as abundancias relativas em (a) filo

e (b) niveis de género para o inéculo e as trés bateladas (B-I,B-II e B-lll), incluindo apos os ajustes de

pH em B-1l e B-II.
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Fonte: O Autor (2023).

O filo mais abundante no in6culo misto no inicio do experimento foi o
Desulfobacterota (22,8%), seguido pelos Halobacterota (21,3%), Synergistota (19,4%)
e Firmicutes (10,1%), caracteristicos do lodo granular anaerdbio e da manipueira.
Firmicutes e Synergistota compreendem microrganismos metanogénicos ou
sintréficos que utilizam uma ampla variedade de substratos (acido acético, H2/COz,
compostos aromaticos) para producdo de metano (Lyu et al., 2018). O filo
Desulfobacterota € composto por bactérias redutoras de sulfato (BRS), que competem

com 0s microrganismos metanogénicos e alongadores de cadeia pelos mesmos
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substratos (hidrogénio e acido acético) em ambientes anaerobios (Equacdes 2,4 e 5)
(Tiong et al., 2023).

Com o decorrer das bateladas (B-I, B-1l e B-Ill), a propor¢cdo de Firmicutes
passou de 10,1 % na condic¢é&o inicial (in6culo misto) para aproximadamente 92,2%,
apos o ajuste do pH para 6,8 na B-Il, justificando assim, a alta producdo de acido
caproico (7,8 g.L!) na batelada. Por meio da utilizagédo dos indices de Shanon e de
dominéancia, verificou-se a diminui¢do na diversidade do in6culo misto, ao nivel de filo,
apos as trés bateladas, comprovando o predominio de microrganismos alongadores
de cadeia pertencentes ao filo Firmicutes (Fig. 1 e 3 e Tabela 3).

Dessa forma, o pré-tratamento quimico (adicdo de 2-BES), associado as
condicbes operacionais adequadas ao processo de alongamento da cadeia (pH,
temperatura, agitacao, pressado parcial de Hz etc.), contribuiram para inibicdo da
metanogénese, proporcionando assim, a geracdo de acido butirico e caprdico ao
longo do experimento.

Ao nivel de género, os indices de Shanon e de dominancia ndo apontou
grandes diferengas entre os valores a partir da B-I até a B-lll, incluindo as mudancas
de pH em B-ll e B-lll (Figura 3 e Tabela 3). Os géneros Rummeliibacillus,
Enterococcus, Caproiciproducens e Clostridium sensu stricto 12 se alternaram na
dominancia das bateladas, demonstrando flexibilidade dos microbiomas para
producdo de acido butirico e capréico. Por exemplo, Rummeliibacillus (32%),
Enterococcus (11,5%) e Caproiciproducens (8,7%) foram os principais géneros
presentes no periodo de maior producéo de acido caproico (B-Il apds o ajuste de pH).
De forma similar, Zhu et al. (2022) constataram que os géneros Rummeliibacillus
(37,6%) e Caproiciproducens (12,8%) foram predominantes no inéculo para producao
de 26,4 g.L! de acido caproéico, a partir de efluentes da fabricacdo de bebidas
alcoolicas com pH 6,0 e temperatura igual a 30°C.

Ao final da B-lIl, verificou-se o dominio dos géneros Sporanaerobacter (18,4%)
e Clostridium sensu stricto 13 (11,5%), além do retorno de microrganismos
metanogénicos  pertencentes aos géneros Methanosaeta (2,48%) e
Methanobacterium (1,25%), presentes no inéculo inicial. O aumento na propor¢éo do
género Sporanaerobacter na B-lll, de forma similar aquela mostrada na Secéo 4
(Artigo 1), pode estar relacionada indiretamente a producéo de acido caproico, através
da transferéncia de eletrons entre as espécies bacterianas no meio (via

homoacetogénese, por exemplo), como relatado por Zagrodnik et al. (2020) e Baleeiro
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et al. (2022). Sporanaerobacter acetigenes, por exemplo, possui a capacidade de
fermentar agucares em acetato e Hz, além de utilizar o enxofre como aceptor de
eletrons para producdo de sulfeto no meio (Hernandez-Eugenio et al., 2015). Os
microrganismos do género Clostridium sensu stricto 13, presentes em maior
proporcéo na B-lll, podem utilizar etanol, &cido lactico e &cido acético como substratos
para producao de acido butirico e acido caproico (Wang et al., 2023; Yin et al., 2022).

O decréscimo na geracdo de acido caproico na B-Ill, em paralelo com o
surgimento de microrganismos metanogénicos, podem estar correlacionadas com a
formacdo de zonas mortas no interior do reator anaerobio. As zonas mortas sédo
caracterizadas pela distribuicdo ou agitacdo n&o-uniforme dos substratos, e
microrganismos, em decorréncia de instabilidades no fornecimento de energia elétrica
no periodo (Abyaneh et al., 2022).

Dessa maneira, 0 aumento da escala pode ter gerado possiveis dificuldades
operacionais (formacgédo de zonas mortas e processos competitivos) ao processo de
alongamento da cadeia de carbono; porém, ofereceu uma maior capacidade de
resiliéncia para geracdo de acido butirico e caproico, a partir de diferentes
microrganismos (Rummeliibacillus, Enterococcus, Caproiciproducens e Clostridium
sensu stricto 12). A Figura 2 mostra 0s principais microrganismos envolvidos nas trés

bateladas e suas principais vias metabdlicas.

Figura 2 - Microrganismos envolvidos nas trés bateladas e possiveis rotas metabdlicas
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Fonte: O Autor (2023).
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Figura 3 - indice de diversidade de Shanon para filo(—*-) e género(=*) ao longo das trés bateladas a
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Fonte: O Autor (2023).

Tabela 3 - indice de dominancia para filo e género ao longo das trés bateladas e ajustes de pH

Indice de dominancia

Batelada Filo Género
In6culo 0,16 0,15
B-I 0,80 0,09
B-lI 0,57 0,10
B-1l (ajuste de pH) 0,85 0,14
B-IlI 0,67 0,08

B-lll (ajuste de pH) 0,75 0,08
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5.5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo mostraram a possibilidade da geracéo de
acido butirico e caproico, a partir da utilizagdo de um indculo misto (manipueira e lodo
granular anaerobio), em um reator anaerébio de 7 L. A maior producdo de acido
caproico obtida foi de 7,8 g.L %, apds o ajuste de pH na segunda batelada (B-Il). Entre
0s parametros analisados, verificou-se a necessidade da manutengé&o de altos valores
da pressao parcial de Hz, em paralelo, com ajustes de pH (maior propor¢éo de acidos
dissociados) para garantir uma producédo estavel de acido capréico.

As andlises microbianas indicaram o dominio de microrganismos relacionados
ao alongamento da cadeia como Caproiciproducens, Clostridium sensu stricto 12,
Enterococcus e Rummeliibacillus, nas primeiras duas bateladas. Comparando-se com
0 experimento apresentado na Secéo 4 (Artigo 1), o aumento da escala nos reatores,
bem como o uso de um inoculo misto, favoreceram uma maior diversidade de
microrganismos responsaveis pela geracdo de ACCM’s. No entanto, o aumento do
volume do reator requer um maior monitoramento das condigcbes operacionais
(agitacéo, pH, temperatura etc.) adequadas a caprogénese, com o0 objetivo de evitar
0 aparecimento de rotas competitivas no meio. Experimentos futuros deverao abordar
a substituicdo do uso de inibidores quimicos (2-BES) e substratos sintéticos em razéo
dos seus altos custos, com o intuito de garantir a viabilidade econdmica da producao
biologica de acido caprdéico em maiores escalas.
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6 CONCLUSAO GERAL

6.1 QUANTO AO USO DE DIFERENTES INOCULOS PARA PRODUCAO DE
ACIDO CAPROICO A PARTIR DE ETANOL E ACIDO ACETICO

Os resultados apresentados na Secédo 4.4.1 (Artigo 1) mostram uma elevada
geracao de acido caproico, a partir de trés inéculos (fluido ruminal, lodo granular
anaerébio e manipueira). Dentre os trés inbculos, a maior producdo de acido
caproico foi alcancada pelo lodo granular anaerébio (10,1 g.L'), seguido pela
manipueira (9,6 g.L') e o fluido ruminal (9,1 g.L!). Possivelmente, a elevada
producéo de acido caproico para os trés indculos foi decorrente de uma adaptacao
microbiana adequada, através do uso do inibidor de metanogénese 2-BES, do pH
inicial proximo ao neutro e da razdo entre os substratos sintéticos (etanol e acido
acético), ao longo das trés bateladas realizadas, além da diminuicdo da toxicidade
dos &cidos ndo-dissociados aos microrganismos no meio.

Em relacdo a andlise cinética do alongamento da cadeia de carbono,
apresentadas na Secdo 4.4.2 (Artigo 1), os maiores valores de potencial maximo
de producédo de &cido caproico (P) encontram-se na B-Ill nos trés indculos testados,
indicando uma crescente adaptabilidade dos microbiomas em relacdo as condi¢des
operacionais do experimento. Os valores de A foram inferiores a 5 dias, indicando
um curto periodo de fase lag. Em outras palavras, 0s microrganismos responsaveis
pelo alongamento da cadeia foram capazes de se desenvolver rapidamente no inicio
das trés bateladas para os trés indculos empregados.

As andlises microbianas dos indculos na Sec¢éo 4.4.3 (Artigo 1), apontaram a
dominéncia do género Clostridium sensu stricto 12 do filo Firmicutes,
reconhecidamente produtor de ACCM’s, ao final da B-Ill. A abundancia relativa do
género Clostridium sensu stricto 12, da condi¢éo inicial até a ultima batelada (B-Ill),
passou de 0,1% para 57,4%, de 0,85 % a 39,2%, e de 1,0% a 22,5%, para 0S
inéculos fluido ruminal, lodo granular anaerobio e manipueira, respectivamente.
Dessa forma, o aumento na abundancia relativa do género Clostridium sensu stricto
12 nos inoculos, pode justificar a alta geracdo de acido caprdico, ao final do
experimento. Experimentos futuros deverdo abordar a substituicAo do uso de

inibidores quimicos (2-BES) e substratos sintéticos em razdo dos seus altos custos,
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com o intuito de garantir a viabilidade econémica da producéo bioldgica de acido

caproico.

6.2 QUANTO AO AUMENTO DA ESCALA E USO DE INOCULOS MISTOS

A Secdo 5.4.1 (Artigo 2), apresenta a obtencdo da producao de acido butirico
e caproico, a partir da utilizagdo de um inéculo misto (manipueira e lodo granular
anaerobio), em um reator anaerdbio com uma maior escala empregada (7 L). A maior
producdo de acido caproéico obtida foi de 7,8 g.L, apds o ajuste de pH na segunda
batelada (B-II).

As andlises microbianas (sec¢édo 5.4.3, Artigo 2), revelaram o predominio de
microrganismos relacionados ao alongamento da cadeia, como Caproiciproducens,
Clostridium sensu stricto 12, Enterococcus e Rummeliibacillus, nas primeiras duas
bateladas. O aumento de escala e a utilizacdo de um inéculo misto no reator podem
ter favorecido uma maior diversidade de microrganismos responsaveis pelo
alongamento da cadeia. Por outro lado, possivelmente, serdo necessarias medidas
para evitar a distribuicdo nado-uniforme dos substratos e o aparecimento de rotas
competitivas no meio, como a metanogénese.

De forma geral, os resultados do presente experimento foram promissores
quanto ao emprego dos in6culos testados, separadamente ou em consorcio, em duas
diferentes escalas, para producéo de acido caproico. Experimentos preliminares com
a utilizacdo de um substrato oriundo da fermentacdo de residuos de alimentos, em
condicBes operacionais similares aqguelas apresentadas na Secao 4.3.2 (Artigo 1),
forneceram cerca de 8,6 g.L* de acido caproico, demonstrando assim a viabilidade do
uso de residuos (residuos de alimentos e de gramineas, vinhaga, soro de leite, etc.)

no processo de alongamento da cadeia de carbono.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

Avaliar a producéo de acido caproico a partir de substratos ou residuos reais
ricos em etanol ou lactato com diferentes concentracoes;

Analisar diferentes escalas (piloto e industrial) para producao de acido caproico
a partir de substratos ou residuos reais;

Verificar a influéncia de diferentes valores da pressao parcial de hidrogénio na
producdo de acido caprdico;

Examinar, através de analises metagendmicas e metatranscriptdmicas, novas
rotas possiveis para o alongamento da cadeia de carbono.

Avaliar diferentes propor¢6es de mistura entre indculos para producgéo de &cido
caproico;

Analisar diferentes pré-tratamentos com maior viabilidade econbémica para
selecédo de microrganismos alongadores de cadeia no meio;

Verificar a viabilidade técnica e econdmica para diferentes escalas de reatores
para producao de &cido caproico.
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