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RESUMO  

 

O processo de alongamento da cadeia de carbono surge como uma 

oportunidade para produção biológica de produtos com alto valor agregado, como os 

ácidos carboxílicos de cadeia média (ACCM´s). Entre os ACCM´s, o ácido capróico, 

apresenta diversas aplicações no mercado como, antimicrobianos (indústria 

farmacêutica), aditivos (ração animal) e produtos químicos (produção de flavorizantes, 

biocombustíveis e bioplásticos). A produção biológica de ácido capróico, em maiores 

escalas (piloto e industrial), ainda apresenta diversos desafios, tais como: complexa 

estrutura dos microbiomas, presença de vias metabólicas competitivas, toxicidade dos 

ácidos nas formas não-dissociadas, além da viabilidade das técnicas de extração do 

meio. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o processo de alongamento 

da cadeia visando à produção de ácido capróico, por meio da utilização de diferentes 

inóculos (fluido ruminal, lodo granular anaeróbio e manipueira), separadamente ou em 

consórcio, a partir de dois experimentos com três bateladas (B-I,B-II e B-III) cada. Para 

tanto, reatores em diferentes escalas (reatores de 0,6 L – Artigo 1 e reator anaeróbio 

de 7 L – Artigo  2) foram empregados, fazendo-se uso de ácido acético e etanol como 

substratos. As maiores concentrações de ácido capróico no Artigo 1 foram obtidas na 

B-III, de acordo com os seguintes inóculos: 10,1 g.L-1 para o lodo granular anaeróbio, 

9,6 g.L-1 para a manipueira e 9,1 g.L-1 para o fluido ruminal. As análises microbianas 

revelaram uma maior dominância do filo Firmicutes e do gênero Clostridium sensu 

stricto 12 nos reatores, justificando assim, a elevada geração de ácido capróico. No 

Artigo 2, com a utilização de um reator anaeróbio de 7 L e inóculo misto (lodo granular 

anaeróbio e manipueira), atingiram-se as seguintes produções de ácido capróico: 7,5 

g.L-1 ao final da B-II e após o seu ajuste de pH, 7,8 g.L-1. As análises microbianas 

indicaram o predomínio 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 inóculos em condições adequadas (ex: uso de inibidores, 

pH inicial neutro etc.) nos reatores, favoreceram ao processo de produção biológica 

de ácido capróico. 

 

Palavras-chave: ácidos carboxílicos de cadeia média; ácido capróico; culturas 

mistas; biologia molecular; processo biológico. 



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-I, B-II, and B-III) 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-III, according to the following inocula: 10.1 g.L-1 for anaerobic 

granular sludge, 9.6 g.L-1 for cassava wastewater and 9.1 g.L-1 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-1 at the end of B-II 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 INTRODUÇÃO  

 

Com o aumento da população global, industrialização e urbanização é 

crescente a demanda por uma geração sustentável de energia (biocombustíveis) e de 

commodities (produtos químicos) em todo o mundo. Entre os processos biológicos 

destinados à produção de subprodutos químicos com alto valor agregado e 

biocombustíveis, pode-se citar o alongamento da cadeia de carbono. 

O processo de alongamento da cadeia de carbono consiste na conversão de 

ácidos carboxílicos de cadeia curta (ACCC´s) em ácidos carboxílicos de cadeia média 

(ACCM´s), por meio da utilização de uma cultura pura ou mista de bactérias 

(Grootscholten et al., 2013a). Geralmente, os ACCM’s são provenientes do 

craqueamento do petróleo ou extraídos de óleos de plantas e gorduras de animais; 

porém, são produzidos em pequenas quantidades (geralmente 8-15% de rendimento) 

e podem acarretar impactos ao meio ambiente (ex: emissão de poluentes) (Nzeteu et 

al., 2022). Biologicamente, as vias metabólicas responsáveis pelo alongamento da 

cadeia de carbono para geração de ACCM’s incluem a β – oxidação reversa e a 

biossíntese de ácidos graxos (Kim et al., 2022; Spirito et al., 2014). Por meio de um 

processo cíclico nas duas vias citadas, dois átomos de carbono são adicionados a 

uma molécula inicial (ácido acético ou butírico) e, da mesma forma, o ciclo se repete 

podendo alcançar a produção de ACCM´s com 6 a 12 carbonos (Wang; Yin, 2022). 

Os ACCM’s (C6-C12) como, por exemplo, o ácido capróico (C6), possuem uma 

cadeia de carbono mais longa, menor proporção oxigênio-carbono e baixa 

solubilidade em água (solubilidade do ácido capróico, 10,8 g.L-1; do ácido heptanóico, 

2,4 g.L-1; e do ácido caprílico, 0,7 g.L-1 nas suas formas não-dissociadas) em relação 

aos ACCC´s (Gazzola et al., 2022). Por conseguinte, os ACCM´s apresentam um 

maior poder calorífico e melhor capacidade de extração do meio fermentativo devido 

ao seu caráter altamente apolar em relação aos ACCC’s (Agler et al., 2011). Dessa 

maneira, os ACCM’s em função das suas propriedades físicas correspondem a 

vantajosos intermediários para geração de produtos químicos e combustíveis. 

O ácido capróico, caproato (forma dissociada) ou ácido hexanóico 

(C5H11COOH) possui um amplo potencial de aplicação no mercado como, por 

exemplo, agente antimicrobiano na indústria farmacêutica, aditivo na alimentação 

animal, precursor químico para produção de compostos aromatizantes, corantes, 

lubrificantes, inibidores de corrosão, combustíveis de aviação e bioplásticos (Chen et 
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al., 2017; Duber et al., 2018). Do ponto de vista econômico, o ácido capróico apresenta 

um preço de mercado de aproximadamente USD $2000-2500/ton que é de três 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 (ácidos, álcoois, lactato, celulose e açúcares 

etc.) e naturais (vinhaça, soro de leite, resíduos de alimentos e de gramíneas etc.), a 

partir de diferentes culturas puras ou mistas (lodos anaeróbios, manipueira, rúmens 

etc.), têm sido reportados como aptos para geração de ácido capróico 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 é frequentemente citado na literatura como responsável pela geração de ácido 

capróico em reatores anaeróbios 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 

incluídos com a habilidade de síntese de ácido capróico com base em diversos 

estudos e substratos citados anteriormente (Candry; Ganigué, 2021; Luo et al., 2022; 

Wang; Yin, 2022). 

Entre os principais obstáculos relacionados a difusão e o desenvolvimento do 

processo de alongamento da cadeia para maiores escalas (piloto e industrial), podem-

se citar os seguintes: complexa estrutura dos microbiomas anaeróbios, presença de 

vias metabólicas competitivas no meio (ex: metanogênese acetotrófica e 

hidrogenotrófica, sulfetogênese etc.), toxicidade dos produtos gerados nas formas 

não-dissociadas, além da viabilidade produtiva e econômica das técnicas de extração 

do meio fermentativo. Por exemplo, Debergh e Van Dael (2022), através da análise 

de custo-benefício de um sistema caprogênico em escala piloto com substratos 

sintéticos (etanol e ácido acético), determinaram que a produtividade de 2,5 g.L-1.d-1 

e eficiência de conversão de DQO igual a 50% são insuficientes para tornar o processo 

competitivo com os preços atuais do ácido capróico 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 econômica da produção de ácido capróico em escala piloto. 

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

alternativas relacionadas a produção de ácido capróico a partir de diferentes inóculos, 
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separadamente ou em consórcio, em modo batelada por meio do emprego de ácido 

acético e etanol como substratos sintéticos em duas diferentes escalas. O 

alongamento da cadeia de carbono foi efetuado mediante a utilização de reatores 

anaeróbios em pequena escala (0,6 L) – Artigo 1 e, sequencialmente, em um 

fermentador automático – reator anaeróbio (EZ2 Control de 7 L) – Artigo 2 para 

produção de ácido capróico. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar os desafios e alternativas relacionadas à produção de ácido capróico 

utilizando diferentes inóculos (fluido ruminal, lodo granular anaeróbio e manipueira), 

separadamente ou em consórcio, em reatores anaeróbios em batelada com duas 

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

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a) Avaliar a influência do inóculo em relação a produção de ácido capróico a partir 

de substratos sintéticos (ácido acético e etanol); 

b) Identificar as comunidades microbianas e possíveis sintrofias entre os 

microrganismos nos inóculos em relação a produção de ácido capróico a partir 

de substratos sintéticos (ácido acético e etanol); 

c) Otimizar a produção de ácido capróico por meio do uso de inóculos simples ou 

mistos a partir de substratos sintéticos (ácido acético e etanol); 

d) Avaliar a influência do escalonamento dos reatores em relação a produção de 

ácido capróico. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

A presente seção abrange a fundamentação teórica (conceitos, estado da arte 

e exemplos) utilizada para o desenvolvimento desta pesquisa, visando a produção de 

ácido capróico a partir de diferentes inóculos e escalas. 

3.1 PLATAFORMA CARBOXILATO OU DOS ÁCIDOS CARBOXÍLICOS  

 

A plataforma carboxilato ou dos ácidos carboxílicos reside na conversão 

anaeróbia (hidrólises e fermentações) de matérias-primas orgânicas, oriundas de 

resíduos industriais ou de agricultura, em ácidos carboxílicos de cadeia curta e média 

utilizando uma comunidade mista de microrganismos anaeróbios (rúmen, lodos 

anaeróbios, manipueira etc.)(Agler et al., 2011). Os ácidos carboxílicos são ácidos 

orgânicos fracos, com pelo menos um grupo carboxila (COOH) em sua composição 

(Spirito et al., 2014). 

No início da plataforma carboxilato, moléculas complexas ou polímeros 

(carboidratos, proteínas e lipídios) são hidrolisadas em monômeros. Na fermentação 

primária (Figura 1), a partir dos monômeros (açúcares, peptídeos e aminoácidos) 

ocorre a geração de ácidos carboxílicos de cadeia curta (ACCC´s) (ácido acético, 

propiônico e butírico), em conjunto com álcoois, dióxido de carbono (CO2) e hidrogênio 

(H2) (Kucek et al., 2016; Spirito et al., 2014). 

 Frequentemente, os ACCC´s são empregados na produção de metano (CH4), 

através da metanogênese acetoclástica presente na fermentação secundária (Figura 

1f) (Grootscholten et al., 2013a). Entretanto, o metano apresenta baixo valor de 

mercado e poder calorífico inferior aos demais produtos gerados (Eng Sánchez et al., 

2021). Dessa forma, os ACCC´s podem constituir valiosos insumos para inúmeras 

aplicações industriais mais lucrativas como, por exemplo: ácido acético na produção 

de vinagre, plásticos e fibras; ácido propiônico na produção de conservantes 

alimentares e ração animal; e, ácido butírico na composição de aditivos alimentares e 

agentes de limpeza (Dams et al., 2018). 

Apesar dos ACCC´s apresentarem diversas possibilidades de utilização como 

matéria-prima nas indústrias, seu processo de extração do caldo fermentativo é difícil 

e oneroso (Grootscholten et al., 2013a). A dificuldade na extração dos ACCC´s 

fundamenta-se em sua estrutura com elevada proporção oxigênio-carbono (caráter 
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polar e hidrofílico), além de constituírem insumos de baixo poder calorífico para 

produção de biocombustíveis (Steinbusch et al., 2011). Logo, o processo de 

alongamento da cadeia de carbono surge como uma possível alternativa para geração 

e extração de produtos com maior densidade energética e menores custos (Angenent 

et al., 2016). 

 

               Figura 1 - Esquema das reações envolvidas na plataforma dos ácidos carboxílicos 

 

Fonte: Adaptado de Agler et al. (2011). 
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O processo de alongamento da cadeia de carbono baseia-se na reação entre 

ácidos carboxílicos de cadeia curta (ACCC´s) (ex: ácido acético e butírico) e doadores 

de elétrons (ex: etanol, hidrogênio e lactato), oriundos da fermentação secundária 

(Figura 1g), resultando em ácidos carboxílicos de cadeia média (ACCM´s) (C6-C12) 

(Spirito et al., 2014; Yin et al., 2017). 

Os gases H2, CO e CO2, denominados de Syngas ou gás de síntese, também 

podem atuar como doadores de elétrons para o processo de alongamento da cadeia 

de forma direta ou indireta, através da sua conversão em álcoois (ex: etanol, propanol 

etc.) e ácidos (ex: acético, butírico etc.) (Baleeiro et al., 2019). 

De forma geral, os ACCM’s são provenientes do craqueamento do petróleo ou 

extraído de óleos de plantas e gorduras de animais; porém, são produzidos em 

pequenas quantidades (usualmente 8 a 15% de rendimento) e podem acarretar 

impactos ao meio ambiente (Nzeteu et al., 2022). Portanto, o processo de 

alongamento da cadeia, através de fermentações anaeróbias de águas residuárias  

por diferentes microrganismos, possibilita uma forma alternativa de geração de 

ACCM´s em maior escala, com potencial viabilidade econômica e ambiental (Wang; 

Yin, 2022).  

As equações 1 e 2 mostram as reações químicas mais comumente 

mencionadas como responsáveis pela geração de ácido capróico a partir de ácido 

acético e etanol (Equação 1) ou hidrogênio (Equação 2) (Yin et al., 2017). 

 

          2C2H5OH + CH3COOH → C5H11COOH + 2H2O      ∆G0 = -79 kJ/mol             (1) 

 

          3CH3COOH + 4H2 + 2H+ → C5H11COOH + 4H2O    ∆G0 = -177 kJ/mol           (2) 

 

∆G0 (kJ/mol) é o valor de ∆G0 em pH 7,0 sob condições padronizadas (todos 

os solutos têm a concentração de 1 mol/L e gases tem pressão parcial de 1 atm com 

temperatura igual a 25 oC). 

Com a finalidade de garantir uma produção eficiente e seletiva de ACCM´s, é 

fundamental que os seguintes processos competitivos pelos substratos (ácido acético 

e etanol) sejam reduzidos ou minimizados:  

 

a) Oxidação excessiva de etanol, no qual outros microrganismos não-produtores 

de ACCM´s oxidam o etanol em ACCC´s, como o ácido acético, com uma 
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pressão parcial de hidrogênio relativamente baixa no meio (abaixo de 10-1 bar 

)(Equação 3) (Grootscholten et al., 2014). 

  

          C2H5OH + H2O → CH3COOH + 2H2       ∆G0 = +9,6 kJ/mol                               (3) 

 

b) Metanogênese acetotrófica, em que ocorre a conversão de ácido acético em 

metano, diminuindo assim o substrato disponível para o processo de 

alongamento da cadeia (Equação 4); salienta-se que, a metanogênese 

hidrogenotrófica (Equação 5) pode exercer um efeito indireto negativo ao 

processo de alongamento da cadeia, visto que o consumo do hidrogênio do 

meio é responsável pela diminuição da sua pressão parcial, acarretando assim, 

a oxidação excessiva do etanol em ácido acético (Equação 3) (Candry; 

Ganigué, 2021; Grootscholten et al., 2014). 

 

           CH3COOH  → CO2 + CH4         ∆G0 = -31,0 kJ/mol                                              (4) 

 

           4H2 + CO2 → CH4 + 2H2O      ∆G0 = -135,6 kJ/mol                                            (5) 

 

c) Oxidação de ACCM´s (ex: ácido capróico) em ácido acético, ocasionando 

assim, a perda dos produtos de interesse (Equação 6) (Grootscholten et al., 

2014).   

 

           C5H11COOH + 4H2O→ 3CH3COOH + 4H2 + 2H+      ∆G0 = +177 kJ/mol          (6) 

 

d) Redução de sulfato, realizada por microrganismos considerados anaeróbios 

estritos, conhecidos como Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS), presentes 

principalmente em substratos ricos em sulfato. A redução de sulfato pode afetar 

o processo de alongamento da cadeia, pois as BRS competem pelos mesmos 

doadores e aceptores de elétrons (hidrogênio, ácido acético, ácido propiônico, 

ácido butírico e etanol) envolvidos no alongamento da cadeia (Equação 7) 

(Cavalcante et al., 2017). 

 

           CH3COOH + SO4 → H2S+ 2H2O + 2CO2      ∆G0 = -64,39 kJ/mol                                (7) 
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3.2 VIAS BIOQUÍMICAS DO ALONGAMENTO DA CADEIA DE CARBONO 

 

As vias bioquímicas responsáveis pelo alongamento da cadeia de carbono para 

geração de ACCM’s incluem a β – oxidação reversa e a biossíntese de ácidos graxos 

(Kim et al., 2022; Spirito et al., 2014). As Figuras 2 e 3 exibem o fluxo de metabólitos 

e intermediários no decorrer do processo de alongamento da cadeia para os dois 

mecanismos citados. 

A via β – oxidação reversa é o mecanismo bioquímico 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 condições ambientais para a 

realização da via β – oxidação reversa em microbiomas anaeróbios:  

 

a) Presença de compostos reduzidos (doadores de elétrons – ex: etanol e lactato), 

com o objetivo de fornecer energia, equivalentes redutores e intermediários 

como o Acetil-Coa;  

 

b) Pressão parcial de hidrogênio suficientemente alta para prevenir a oxidação 

dos produtos gerados, ou seja, a remoção ou consumo dos ACCM´s.  

 

Cavalcante et al. (2017) e Kim et al., (2022) descrevem o ciclo da β – oxidação 

reversa por meio das três etapas descritas abaixo (Figura 2):  

1a Etapa: Parte do etanol (aproximadamente 1/6) é convertido em ácido acético, 

para fornecer energia inicial na forma de ATP (Adenosina Trifosfato) ao processo via 

fosforilação a nível de substrato;  

2aEtapa: O etanol remanescente (aproximadamente 5/6) é convertido 

primeiramente em acetaldeído e, sequencialmente, em acetil-CoA a partir de 

diferentes enzimas (etanol desidrogenase e acetaldeído desidrogenase), gerando 

redutores equivalentes (NADH) com a função de manter o fluxo de elétrons no 

processo. Ao acetil-CoA são acoplados dois átomos de carbono formando o Butiril – 

CoA, e sequencialmente, o ácido butírico por meio da utilização de NADH, FADH2 e 

enzimas (Cetoacil-CoA redutase, hidroxiacil-CoA desidratase e enoil-CoA redutase)   

(Yang et al., 2021); 

3a Etapa: Por último, em um ciclo similar ao anterior, são acoplados dois átomos 

de carbono ao Butiril-CoA formando o Hexanoil-CoA, que após sucessivas reações, 
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converte-se em ácido hexanóico ou capróico a partir da ação de diferentes enzimas 

(similares às do alongamento em ácido butírico). A via denominada Wood-Ljungdahl, 

responsável pelo sequestro biológico de carbono, pode ser acoplada à β – oxidação 

reversa através da conversão de CO2 e CO em acetil – CoA. Posteriormente, o acetil 

– CoA, como já relatado, pode ser alongado para produção de ACCM´s (ex: ácido 

capróico) (Dong et al., 2023). 

 

 

Fonte: Adaptado de Dong et al. (2023). 

Figura 2 - Via β-oxidação reversa para produção de ácido capróico 
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Entre os microrganismos que apresentam o complexo enzimático necessário 

para produção de ACCM´s mediante a via β – oxidação reversa, podem-se citar os 

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 biossíntese de ácidos graxos (FAB) é apontada como uma 

alternativa para geração de ACCM´s por meio do alongamento da cadeia de carbono 

(Han et al., 2018; Zagrodnik et al., 2020). A biossíntese de ácidos graxos difere da β 

– oxidação reversa, principalmente, na necessidade da conversão com gasto 

energético (quebra de ATP) do intermediário acetil – CoA em malonil – CoA e, 

sequencialmente, em malonil-ACP, como etapa preliminar ao processo cíclico de 

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

 

Fonte: Adaptado de Han et al. (2018). 

 

Desse modo, a via biossíntese de ácidos graxos (FAB) é mais longa e menos 

eficiente em termos energéticos perante a β – oxidação reversa (Kim et al., 2022). 

Todavia, Han et al. (2018) ao avaliarem o processo de alongamento da cadeia, através 

da utilização de ferramentas metagenômicas e metatranscriptômicas, concluíram que 

Figura 3 - Via biossíntese de ácidos graxos para produção de ácido capróico 
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a via biossíntese de ácidos graxos se mostrou mais ativa em relação a β – oxidação 

reversa, principalmente, a partir de microrganismos pertencentes a família 

Planctomycetaceae, além da Methanolinea tarda e Bordetella avium.  

 

3.3 PARÂMETROS OU CONDIÇÕES OPERACIONAIS QUE INFLUENCIAM A 

GERAÇÃO DE ACCM`S 

 

Os parâmetros ou condições operacionais, como temperatura, pH, pressão 

parcial de H2, presença de aditivos (ex: extrato de levedura, íons metálicos, materiais 

de carbono etc.) ou inibidores (ex: ácido 2-bromoetanosulfônico, clorofórmio, etileno 

etc.), razão entre doadores e aceptores de elétrons e tempo de detenção hidráulica 

(TDH), são os principais fatores que afetam os mecanismos responsáveis 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 

enzimática, a taxa de hidrólise dos substratos e a produção e seletividade dos ACCM´s 

(Holtzapple et al., 2022). Com o objetivo de otimizar a temperatura para geração de 

ACCM´s, Wu et al. (2020) operaram um reator EGSB (Reator anaeróbio de leito 

granular expandido) alimentado com um efluente oriundo da fabricação de bebidas 

alcoólicas chinesas. Os resultados apontaram que a faixa de temperatura, entre 35 e 

40 oC, propiciou uma maior concentração de ACCM´s (2,6 ± 0,1 g.L-1). Entretanto, ao 

aumentar a temperatura para 45 oC, constatou-se um decréscimo na produção de 

ACCM´s e desagregação de parte do lodo granular do reator. Entre as possíveis 

causas da diminuição na síntese de ácido capróico, pode-se mencionar as limitações 

termodinâmicas ocasionadas pela elevada temperatura, uma vez que dificulta a 

captação 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) concluíram 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 mesófila de 37 a 39 oC. 

Porém, Sakarika et al. (2022) identificaram o gênero Caproiciproducens como 

responsável pelo alongamento da cadeia em faixa termófila (50 oC), com uma 
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concentração média de 7,2 g.L-1 de ácido capróico a partir de açúcares (xilose e 

glicose) oriundos de resíduos de gramíneas. Frequentemente, experimentos 

utilizando culturas mistas adotam a temperatura de 30 oC para garantir a presença de 

diferentes microrganismos indiretamente relacionados a produção de ácido capróico 

(ex: bactérias hidrolíticas e acidogênicas) (Wang; Yin, 2022). 

Xu et al. (2018), com intuito de atenuar o impacto do aumento da temperatura 

nos microbiomas anaeróbios alongadores de cadeia, desenvolveram um reator em 

dois estágios com diferentes temperaturas alimentado por efluentes da produção de 

iogurte grego. O primeiro estágio, com temperatura de 50 oC (faixa termófila), foi ideal 

para os microrganismos que convertem lactose e galactose em ácido lático. 

Sequencialmente, o efluente rico em ácido lático foi encaminhado para o segundo 

estágio, com temperatura por volta de 30 oC (faixa mesófila), favorecendo 

microrganismos produtores de ACCM´s. Dessa forma, ao assegurar as temperaturas 

ótimas específicas para os microbiomas, o estudo alcançou uma taxa de produção de 

1,2 mmol C.L-1.dia (1,5 g.L-1.h-1) de ácido lático e de 81 mmol C.L-1.dia (0,1 g.L-1.h-1) 

de ácido capróico. 

Para otimizar o processo de alongamento da cadeia, o pré-tratamento térmico 

do inóculo pode ser utilizado com a finalidade de manter bactérias relacionadas à 

geração de ACCM´s, como as do gênero Clostridium na forma de esporos, que são 

resistentes a condições extremas de temperatura (Cavalcante et al., 2017). Zagrodnik 

et al. (2020) examinaram o efeito da bioaumentação com Clostridium kluyveri em lodo 

de digestores anaeróbios tratados termicamente para produção de ácido capróico. A 

partir de um substrato misto (lactose, lactato, acetato e etanol), os autores atingiram 

a concentração de 11,4 ± 0,5 g.L-1 de ácido capróico 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 relações sintróficas ao processo de 

alongamento da cadeia de carbono. 

 

3.3.2 pH 

 

O pH representa um dos principais parâmetros operacionais responsáveis pela 

geração de ACCM´s (Candry et al., 2020; Holtzapple et al., 2022). A maior parte dos 

estudos indicam que os valores ótimos de pH para geração de ácido capróico são 
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próximos 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 relação ao 

alongamento da cadeia, a partir de um lodo aeróbio coletado em uma estação de 

tratamento de efluentes com um sistema de lodos ativados. Os resultados apontaram 

que a maior quantidade gerada de ácido capróico ocorreu em pH igual a 7,0 (4,7 g.L-

1) em comparação com o pH 5,5 (3,9 g.L-1), não havendo produção com pH igual a 

10,0. Liang e Wan (2015), de maneira similar, ao analisarem a influência dos valores 

de pH (7,0 e 10,0) na fermentação de grãos de uma cervejaria, verificaram que o pH 

em condições neutras favoreceu o processo caprogênico, com uma concentração 

média de 0,8 g.L-1 de ácido capróico. San-Valero et al. (2019), por exemplo, obtiveram 

uma alta concentração de ácido capróico (acima de 20,0 g.L-1) com pH igual a 6,8, a 

partir de uma mistura de ácido acético e butírico como aceptores de elétrons. 

Os valores de pH próximos à neutralidade também podem favorecer a 

competição por substratos (ácido acético e etanol) com os microrganismos 

metanogênicos acetoclásticos, responsáveis pela produção de metano. Dessa forma, 

alguns trabalhos utilizam o pH 5,5 como pré-tratamento ácido com o objetivo de inibir 

o crescimento dos metanogênicos, facilitando assim a conversão dos substratos em 

ACCM´s (Agler et al., 2012; Vasudevan et al., 2014).  

Ge et al. (2015), com a utilização de um biorreator anaeróbio adotando pH de 

5,5 alimentado por efluentes de uma cervejaria, obtiveram uma produção média de 

ácido capróico igual a 3,4 ± 0,4 g.L-1.d-1 e seletividade de 70,3 ± 8,8%. De modo 

semelhante, Wu et al. (2020) observaram que, com a diminuição do pH de 6,5 para 

5,4 em seu experimento, a produção de metano não foi detectada (inibição da 

metanogênese), e consequentemente, houve um aumento na concentração de 

ACCM´s atingindo 2,9 ± 0,1 g.L-1 (cerca de 10,8% maior do que em pH 6,5). 

A diminuição do pH até valores similares ou abaixo do pKa (por exemplo: 4,8 

para ácido capróico) das espécies de ácidos presentes, proporciona uma maior 

absorção de íons H+ e, consequentemente, uma maior proporção de ácidos não-

dissociados no meio (Vasudevan et al., 2014). Devido às suas características 

lipossolúveis, os ácidos não-dissociados podem atravessar facilmente a membrana 

celular das bactérias, provocando o rompimento da sua estrutura e dificultando a 

absorção dos substratos (Yuan et al., 2022). 

Dessa forma, os ácidos carboxílicos não-dissociados apresentam um caráter 

hidrofóbico e tóxico aos microrganismos, influenciando assim a viabilidade dos 
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consórcios anaeróbios responsáveis pelo alongamento da cadeia (Lambrecht et al., 

2019). De acordo com Roghair et al. (2018a) e San-Valero et al. (2020), a inibição da 

produção de ácido capróico nos microbiomas ocorre em concentrações acima de 20,0 

g.L-1 de ácidos dissociados e não-dissociados. Ge et al. (2015), por meio da utilização 

de um biorreator contínuo alimentado com efluentes de cervejaria durante 550 dias, 

afirmaram que a concentração limite de ácido capróico não-dissociado é de 7,5 mM 

(0,9 g.L-1) em pH 5,5 para evitar a toxicidade aos microbiomas.  

Entretanto, Duber et al., (2018) ao operarem um reator contínuo alimentado 

com efluentes de indústrias de laticínios, verificaram que a inibição do processo 

ocorreu quando a concentração de ácido capróico não-dissociado foi superior a 17,2 

mM (2,0 g.L-1) com pH igual a 5,5. Portanto, a tolerância dos microrganismos 

alongadores de cadeia em relação a toxicidade dos ácidos não-dissociados, varia de 

acordo com o pH e o tipo de ácido orgânico (Dong et al., 2023). 

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

variadas formas (H2CO3/CO2, HCO3
-
 e CO3

2-
). Segundo Tomlinson e Barker (1954), o 

CO2 é primordial no fornecimento de carbono inorgânico para o crescimento de 

microrganismos alongadores de cadeia, como o Clostridium kluyveri. Por meio do 

emprego de radioisótopos, Jungermann et al. (1968) encontraram que 1/3 do carbono 

presente no C. kluyveri foi oriundo do CO2. Além do CO2, San-Valero et al. (2020) 

inferiram que a adição de HCO3
-
 foi responsável pelo aumento na concentração de 

ácido capróico em seu experimento, atingindo cerca de 21,4 g.L-1, devido a sua ação 

tamponante no meio.  

Entre as estratégias que podem ser empregadas com o objetivo de mitigar ou 

eliminar a inibição dos ácidos não-dissociados, podem-se indicar as seguintes:  

diluição do caldo fermentativo, ajuste de pH e extração dos ACCM´s gerados no meio 

(Angenent et al., 2018).  

 

3.3.3 Uso de aditivos e inibidores 

 

Diversos aditivos vêm sendo empregados com a finalidade de estimular o 

processo de alongamento da cadeia de carbono através do crescimento microbiano, 

atividade enzimática e processos metabólicos (Wang; Yin, 2022). Entre os principais 

aditivos utilizados nos sistemas caprogênicos, podem-se citar os seguintes:  
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3.3.3.1 Extrato de levedura  

 

Usualmente empregado em sistemas biológicos com o objetivo de fornecer 

nutrientes e fonte de carbono adicional para o crescimento e reprodução dos 

microrganismos (Wang; Yin, 2022). San-Valero et al. (2020) analisaram o efeito da 

adição do extrato de levedura na geração de ACCM´s, a partir de ácidos (acético e 

butírico) e etanol com a utilização do microrganismo Clostridium Kluyveri. Os autores 

relataram que a presença do extrato de levedura proporcionou um aumento na 

concentração de ácido capróico de 18,3 para 21,4 g.L-1, ao mesmo tempo que, sua 

supressão conduziu a uma diminuição do processo (12,0 g.L-1), em decorrência do 

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

 

3.3.3.2 Íons metálicos 

 

Participam ativamente de diferentes funções nas vias metabólicas 

responsáveis pelo alongamento da cadeia de carbono. Fazem parte da composição 

de enzimas (ex: níquel e ferro nas hidrogenases), coenzimas (ex: cobalto na 

cianocobalamina ou B12) e transportadores de elétrons (ex: ferro na ferredoxina) 

(Wang; Yin, 2022).   

A influência de elevadas concentrações de metais (níquel, cobalto, ferro e 

zinco) na produção de ácidos carboxílicos foi investigada no estudo realizado por 

Sarkar et al. (2022). Os autores constataram que a produção de ácidos aumentou, 

significativamente, com a adição dos metais, alcançando o valor de 0,3 gDQO.gSV-1 

em comparação ao valor do controle (0,2 gDQO.gSV-1). Metais, como o Fe0 e Fe2+, 

também podem atuar diretamente (oxidação) ou indiretamente (geração de H2) no 

fornecimento de elétrons para produção de ACCM´s (Sträuber et al., 2018). 

 

3.3.3.3 Materiais de carbono (biochar e carvão ativado) 

 

Podem ser incorporados ao processo de alongamento da cadeia, com o 

objetivo de estimular o aumento na geração e seletividade de ACCM´s e na redução 

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 eficiência da transferência de elétrons, diminuição na inibição dos 
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substratos e dos produtos, fornecimento de nutrientes e efeito tampão ao meio (Wang; 

Yin, 2022).  

Ghysels et al. (2021), por exemplo, avaliaram o impacto do carvão ativado no 

crescimento e desempenho do microrganismo C. kluyveri. Os autores observaram que 

a adição de carvão ativado, particularmente em altas doses (30,0 g.L-1), ampliou o 

consumo de etanol e, consequentemente, a geração e seletividade do ácido capróico 

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

 

3.3.3.4 Inibidores  

 

A utilização de inibidores seletivos metanogênicos possibilita uma maior 

disponibilidade de substratos (ex: ácido acético) para o processo de alongamento da 

cadeia de carbono (Cavalcante et al., 2017). Entre os exemplos de inibidores 

químicos, podem ser mencionados os seguintes: ácido 2-bromoetanossulfônico (2-

BES), 2-cloroetanossulfonato (CES), 2-mercaptoetanossulfonato (MES), clorofórmio, 

etileno, entre outros. O 2-BES, por exemplo, pertence ao grupo de análogos 

estruturais a coenzima M, ou 2-sulfaniletanossulfonato, um cofator presente em todos 

os microrganismos metanogênicos (Menon; Lyng, 2021). A coenzima M atua na etapa 

final da metanogênese, 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 específico na inibição da produção de metano em 

culturas mistas, sem afetar outros grupos de bactérias sintróficas (acidogênicas, 

acetogênicas etc.) (Grootscholten et al., 2013a; Steinbusch et al., 2011). Todavia, 

devido ao alto preço dos inibidores, as seguintes opções podem ser implementadas, 

com o intuito de inibir a metanogênese a um menor custo: redução do pH, deficiência 

de nutrientes, tratamento térmico do inóculo e remoção de CO2 para diminuir a 

metanogênese hidrogenotrófica (Cavalcante et al., 2017). 
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3.3.4 Razão doadores/aceptores de elétrons 

 

Uma razão adequada entre doadores e aceptores de elétrons é considerada 

um fator essencial na condução dos processos fermentativos para geração e 

distribuição de ACCM’s (Reddy et al., 2018; Wang; Yin, 2022). Uma baixa razão 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 tóxico para os microrganismos 

responsáveis pelo alongamento da cadeia (Lonkar et al., 2016). 

Segundo Liu et al. (2016), as razões entre doadores e aceptores maiores que 

2:1 fornecem a quantidade suficiente de elétrons para as reações pertencentes ao 

alongamento da cadeia. Logo, razões menores que 2:1 favorecem o consumo de todo 

o etanol com ácido acético para geração de ácido butírico (Agler et al., 2012). 

Enquanto, para valores maiores que 2:1, o ácido acético é completamente convertido 

em ácido butírico e, posteriormente, em ácido capróico (Spirito et al., 2014).  

Liu et al. (2016), por exemplo, obtiveram a maior concentração de ácido 

capróico (3,0 g.L-1) ao utilizar uma razão entre etanol e ácido acético igual a 3:1. De 

forma análoga, Bao et al. (2019) alcançaram a maior concentração de ácido capróico 

(2,3 g.L-1) com uma razão entre etanol e ácido acético igual a 4:1. Vale salientar que, 

do ponto de vista econômico, uma menor relação entre etanol e ácido acético (próxima 

ou igual a 2:1) é mais viável financeiramente em decorrência da redução na utilização 

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-

Rodríguez e Buitrón (2022), recomendam a utilização de elevados valores de razão 

entre doadores e aceptores de elétrons, com a finalidade de promover a formação de 

ACCM´s com a cadeia mais longa (ex: ácido caprílico) e uma maior seletividade dos 

produtos gerados. Ao empregar uma razão entre etanol e ácido acético igual a 10:1, 

Villegas-Rodríguez e Buitrón (2020) alcançaram uma concentração de 5,8 g.L-1 de 

ácido capróico e 2,8 g.L-1 de ácido caprílico. Salienta-se que concentrações de etanol 

próximas a sua toxicidade (10,0 – 20,0 g.L-1) podem acarretar danos à membrana 

celular dos microrganismos alongadores de cadeia e, consequentemente, a inibição 

na produção de ácido capróico (Ge et al., 2015; Wu et al., 2022c). 
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3.3.5 Pressão parcial de H2  

 

A pressão parcial de hidrogênio é um importante parâmetro para produção de 

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

contribuições ao alongamento da cadeia pela pressão parcial de hidrogênio, podem-

se citar as seguintes: 

 

a) A presença de hidrogênio pode fornecer redutores equivalentes para a 

caprogênese como, por exemplo, a conversão de CO2 em ACCC´s 

(homoacetogênese) e álcoois e, consequentemente, o alongamento para 

ACCM´s (Steinbusch et al., 2011); 

 

b) O hidrogênio pode atuar na inibição ou limitação do processo competitivo 

de oxidação excessiva do etanol. De acordo com Ge et al. (2015), uma 

pressão parcial de hidrogênio acima de 10-1 bar é recomendada para 

prevenir a oxidação dos ACCM´s em ACCC´s. Para Roghair et al. (2018a), 

uma pressão parcial de hidrogênio acima de 14% pode impedir a oxidação 

excessiva de etanol e, consequentemente, aumentar a eficiência de sua 

conversão em ACCM´s. Entretanto, uma elevada pressão parcial de H2 

também pode acarretar o acúmulo de ácido butírico e propiônico no meio, 

em função do aumento da razão NADH/NAD + (Harper; Pohland,1986; 

Menon; Lyng, 2021). Dessa forma, com o objetivo de manter uma proporção 

adequada de NADH/NAD+, a rota metabólica é direcionada para geração de 

ácido propiônico, por apresentar uma maior produção de NAD+ por mol de 

piruvato em relação ao ácido butírico (Cavalcante et al., 2017).  

 

c) A suplementação com hidrogênio pode aumentar a eficiência da 

transferência de elétrons para geração de diferentes ACCM´s (capróico, 

heptanóico e caprílico). Nzeteu et al. (2018), ao investigarem o impacto de 

doadores de elétrons (etanol e hidrogênio) na síntese de ácido capróico a 

partir de ACCC´s ( ácido acético e butírico), observaram que a adição de 

0,5 bar de H2 conduziu a um acréscimo na concentração de ácido capróico 

(aproximadamente 10,5 g.L-1). Steinbusch et al. (2011) constataram que a 

adição de 200 mL.h-1 de hidrogênio em um reator em batelada, foi 
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responsável pelo aumento na geração de ácido caprílico a partir de ácido 

acético e etanol como substratos. 

 

3.3.6 Tempo de detenção hidráulica  

 

O tempo de detenção hidráulica (TDH) é um parâmetro essencial para o 

crescimento microbiano e produção de ACCM´s (Cavalcante et al., 2017; Richter et 

al., 2013). Por exemplo, ao reduzir os valores do TDH, dificulta-se o acúmulo de 

microrganismos com crescimento mais lento (ex: arqueas metanogênicas), 

favorecendo assim o predomínio de bactérias com rápido crescimento (acidogênicas 

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 (ácido 

acético e etanol), atingiram uma produção volumétrica de ACCM´s igual a 57,7 g.L-

1.d-1.  

 

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 à geração de ácido capróico 

pertencem ao gênero Clostridium (C. kluyveri, C. difficile, C. botulinum, C. 

thermocellum etc.), caracterizado pela presença de bactérias anaeróbias gram-

positivas e formadoras de esporos em condições adversas (ex: mudanças 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 formação de ácido butírico e capróico, utilizando ácido 

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 biossíntese (vias ou rotas metabólicas) 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 razão etanol: ácido acético igual a 3,5 utilizando uma cultura pura de C. Kluyveri, 

obtiveram uma concentração de 6,8 ± 0,6 g.L-1 de ácido capróico. O C. kluyveri pode 

ser encontrado naturalmente em lamas de poços, leitos de rios e no rúmen de bovinos 

(Yuan et al., 2022). 

De forma geral, grande parte dos estudos como, Coma et al. (2016), Steinbusch 

et al. (2011), Villegas-Rodríguez e Buitrón (2020), Yang et al. (2018) e Wang e Yin 

(2022) corroboram que o C. kluyveri é dominante nos processos fermentativos 

caprogênicos em culturas mistas, particularmente, com efluentes ricos em etanol (ex: 

efluentes de cervejarias e vinícolas). Salienta-se que, para o processo de 

alongamento da cadeia de carbono, o C. Kluyveri necessita de CO2 para síntese de 

proteínas, ao mesmo tempo que, a presença de altas pressões parciais de hidrogênio 

podem retardar seu crescimento (Schoberth; Gottschalk, 1969; Cavalcante et al., 

2017). 

 

b) Megasphaera elsdenii 

 

A Megasphaera elsdenii é uma bactéria gram-negativa, estritamente anaeróbia, 

encontrada principalmente em rúmen 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 geração 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 concentração de 28,4 g.L-1 de ácido capróico. 

Diferentes autores como Andersen et al. (2015), Kim et al. (2020) e Nelson et 

al. (2017) relataram a predominância da M. elsdenii em culturas mistas para geração 

de ácido capróico a partir de substratos com grande proporção de açúcares e seus 

metabólitos, como o lactato (ex: vinhaça, cereais, soro de leite etc.).  

Outra bactéria pertencente ao mesmo gênero e com habilidades semelhantes 

a M. elsdenii, denominada M. hexanoica, foi capaz de gerar 8,9 g.L-1 de ácido capróico 

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

 

A Caproiciproducens galactitolivorans é uma bactéria gram-positiva em forma 

de bastonete, estritamente anaeróbia, encontrada em reatores anaeróbios 

(Bengelsdorf et al., 2019). O microrganismo Caproiciproducens galactitolivorans 

apresenta a habilidade de empregar o álcool galactitol como fonte de carbono para 

geração de ácido capróico (Kim et al., 2015). Jeon et al., (2013) com a utilização do 

C. galactitolivorans, alcançaram a concentração de 7,0 g.L-1 de ácido capróico, a partir 

do galactitol. Além do  C. galactitolivorans, outras duas bactérias do mesmo gênero 

denominadas Caproicibacter fermentans EA1 e Caproiciproducens sp. 7D4C2 

também possuem a capacidade de gerar ácido capróico, com a utilização de 

diferentes açúcares (hexose, frutose, sucrose etc.) (Wang; Yin, 2022).  

 

d) Ruminococcaceae CPB6 

 

A Ruminococcaceae CPB6 é uma bactéria gram-positiva, estritamente 

anaeróbia, presente no rúmen de bovinos e ovinos (Tao et al., 2017). O microrganismo 

Ruminococcaceae CPB6 é capaz de fornecer ácido capróico, a partir de lactato, 

sucrose e ácido butírico.  Zhu et al. (2017), através do Ruminococcaceae CPB6, 

produziram cerca de 16,6 g.L−1 com o emprego de efluentes ricos em lactato. 

 

e) Eubacterium limosum e Eubacterium pyruvativorans  

 

As espécies Eubacterium limosum e Eubacterium pyruvativorans são bactérias 

gram-positivas, estritamente anaeróbias, presentes em reatores anaeróbios e ruméns 

de ovinos (Sharak Genthner et al., 1981). A bactéria Eubacterium limosum pode 

produzir ácido acético, butírico e capróico a partir de álcoois (metanol, adonitol, 

arabitol, manitol e eritritol), açúcares (frutose e glicose), aminoácidos (isoleucina, 

ribose e valina), lactato e gás de síntese (H2, CO e CO2), como fontes de energia e 

carbono (Wang; Yin, 2022). De forma similar, a bactéria Eubacterium pyruvativorans 

utiliza o piruvato, oriundo de aminoácidos ou peptídeos, para geração de ácido 

valérico e capróico (Wallace et al., 2003). 

 

 



36 
 

f) Enterococcus casseliflavus 

 

A Enterococcus casseliflavus é uma bactéria  anaeróbia gram-positiva, não 

formadora de esporos e com capacidade de mobilidade. O microrganismo 

Enterococcus casseliflavus é reconhecido pelos seus potenciais efeitos probióticos 

relacionados ao crescimento, imunidade e resistência a doenças para os 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 alcoólica 

chinesa, foi capaz de produzir cerca de 3,0 g.L-1 de ácido capróico utilizando glicose 

como substrato. 

A Tabela 1 apresenta um resumo das principais características dos 

microrganismos alongadores da cadeia de carbono mencionados no texto. 

 

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

Microrganismo Fonte pH e T*  
Principais 
Substratos 

Pmáxac* 
(g.L-1) 

*Ref. 

Clostridium 
kluyveri 

Sedimento 
6,8 e 
34oC 

Etanol e 
ácido acético 

8,2  
Steinbusch 
et al. (2011) 

Megasphaera 
elsdenii 

Rúmen 
ovino 

7,4 e 
38oC 

Glicose e 
sacarose 

28,4  
Choi et al. 

(2013) 

Caproiciproducens 
galactitolivorans 

Reator 
anaeróbio 

6,5 e 
40oC 

Galactitol 7,0  
Kim et al. 

(2015) 

Ruminococcaceae 
CPB6 

Reator 
anaeróbio 

5,5 e 30-
40oC 

Lactato 16,6  
Zhu et al. 

(2017) 

Eubacterium 
limosum 

Rúmen 
ovino 

7,4 e 
39oC 

Metanol 0,5  
Genthner 

et al. 
(1981) 

Eubacterium 
pyruvativorans 

Rúmen 
ovino 

7,0 e 
39oC 

Piruvato e 
aminoácidos 

1,2  
Wallace et 
al. (2003) 

Enterococcus 
casseliflavus 

Lama de 
poço 

7,0 e 
35oC 

Glicose 3,0  
Luo et al. 

(2022) 

*T – Temperatura; *Pmáxac - Produção máxima de ácido capróico; *Referência.  

Fonte: O Autor (2023). 
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3.5 PRODUÇÃO DE ÁCIDO CAPRÓICO  

 

3.5.1 Produção de ácido capróico a partir de substratos sintéticos 

 

A seguir, são apresentados estudos referentes à produção de ácido capróico 

com o emprego de diferentes doadores (etanol, lactato, metanol, galactitol, açúcares, 

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

 

3.5.1.1 Álcoois (etanol, metanol, galactitol e glicerol) 

 

O etanol é amplamente empregado como fonte de carbono e energia em 

processos caprogênicos (Kim et al., 2022). Desde Barker et al. (1945), quando foi 

utilizado em conjunto com o ácido acético para síntese de ácido capróico, o etanol 

tornou-se o mais estudado doador de elétrons para as reações cíclicas de 

alongamento da cadeia (Cavalcante et al., 2017; Spirito et al., 2014). 

Steinbusch et al. (2011) avaliaram a geração de ACCM´s com a utilização de 

aceptores (ácido acético) e doadores de eletróns (etanol e hidrogênio) em dois valores 

de pH (5,5 e 7,0). Os resultados apontaram que a maior concentração de ácido 

capróico (8,2 g.L-1) e ácido caprílico (0,3 g.L-1) ocorreram em pH igual a 7,0. 

Weimer e Stevenson (2012) analisaram a produção de ácido capróico a partir 

de etanol, ácido acético e succinato por intermédio do microrganismo Clostridium 

kluyveri, oriundo do rúmen bovino. Os autores relataram uma concentração máxima 

igual a 12,8 g.L-1 de ácido capróico.  

Grootscholten et al. (2013a) investigaram a produção de ACCM´s em um filtro 

anaeróbio de fluxo ascendente com TDH igual a 17 h, utilizando etanol e ácido acético 

como substratos sintéticos. De acordo com os autores, a retenção de microrganismos 

geradores de ACCM´s, em paralelo com a eliminação de metanogênicos devido as 

diferenças nas cinéticas de crescimento, conduziu a altos valores de produção 

volumétrica de ACCM´s, geração e seletividade de ácido capróico (16,6 g.L-1.d-1, 11,1 

g.L-1 e 85%, respectivamente) no experimento. Com o objetivo de otimizar a geração 

de ACCM´s, os autores realizaram outro experimento com a redução do TDH de 17 

para 4 h, alcançando uma produção volumétrica igual a 57,7 g.L-1.d-1. Todavia, houve 

uma diminuição nos valores da concentração de ácido capróico (9,3 g.L-1) com o TDH 

igual a 4 h (Grootscholten et al., 2013b). 
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Candry et al. (2020) avaliaram a produção de ácido capróico a partir da 

utilização de diferentes inóculos (3 lodos anaeróbios, 2 dejetos de animais e 1 

microbioma produtor de ácido capróico), com adição de etanol e ácido acético como 

substratos em dois valores de pH (5,5 e 7,0). Os autores inferiram que a maior 

concentração de ácido capróico foi obtida em pH igual a 7,0 (6,4 ± 1,6 g.L-1) em relação 

ao pH 5,0 (2,3 ± 1,8 g.L-1), com predomínio do microrganismo Clostridium kluyveri nos 

microbiomas. 

Debergh e Van Dael (2022) exploraram a viabilidade econômica da conversão 

de etanol e ácido acético em ácido capróico, com base em dados de um reator em 

escala piloto, utilizando uma extração contínua do produto por pertração. Os autores 

verificaram que a produtividade de 2,5 g.L-1.d-1 e conversão de 50% dos substratos 

em produtos em escala piloto, aliados ao alto custo das matérias-primas e do consumo 

de eletricidade, ainda não tornam o processo competitivo com os preços atuais de 

mercado a partir de fontes não-renováveis (combustíveis fósseis). 

Os álcoois metanol, galactitol e glicerol surgem como fontes alternativas de 

doadores de elétrons, ou em conjunto com etanol para produção de ACCM´s. Chen 

et al. (2016), por meio do emprego do microrganismo Eubacterium limosum, utilizaram 

metanol e etanol como substratos, atingindo a concentração de 16,8 g.L-1 de ácido 

butírico e 0,3 g.L-1 de ácido capróico. Jeon et al. (2010), ao empregarem  galactitol e 

ácidos acético e butírico como substratos, obtiveram uma concentração de 3,0 g.L-1 

de ácido capróico. Leng et al. (2017), ao adotarem uma razão entre ácido acético e 

glicerol igual a 4, alcançaram a concentração de 1,4 g.L-1 de ácido capróico. 

 

3.5.1.2 Lactato  

 

O lactato é considerado como o segundo doador de elétrons mais utilizado para 

geração de ACCM´s (Han et al., 2018). Ressalta-se que, os elétrons cedidos pelo 

lactato são gerados através da oxidação de lactato para piruvato e, sequencialmente, 

em acetil-CoA, o que pode diminuir a eficiência na transferência de elétrons para 

geração de ácido capróico em relação ao etanol (Menon; Lyng, 2021). 

Kucek et al. (2016) avaliaram a geração de ácido capróico a partir do lactato, 

em um filtro anaeróbio de fluxo ascendente com sistema de extração (pertração). Os 

autores relataram que a produtividade máxima alcançada foi de 3,1 g.L-1.d-1 de ácido 

capróico em pH 5,0, com uma carga orgânica de lactato igual a 8,5 g.L-1.d-1. 
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Tang et al. (2022) testaram diferentes razões entre ácido acético e lactato (0,5 

a 5,0) e cargas de substrato (20-180 mmol C.gSSV-1). Os autores concluíram que a  

maior concentração de ácido capróico (3,1 g.L-1) e seletividade (49,5%) foram 

encontrados em uma razão igual a 3,0 e carga de 100 mmol C.gSSV-1. 

Brodowski et al. (2022) analisaram a influência da adição de ácido acético no 

processo alongamento de cadeia com lactato como doador de elétrons em um reator 

contínuo. Os resultados indicaram uma produção estável de ácido capróico (8,0 ± 0,2 

g.L-1.d-1) e alta geração de hidrogênio (748 ± 76 mLH2.d-1) com a adição externa de 

ácido acético, revelando uma dominância dos microrganismos Ruminococcaceae 

CPB6 e Acinetobacter ao longo do processo. 

 

3.5.1.3 Syngas ou gás de síntese 

 

Além do etanol e lactato, o syngas ou gás de síntese (H2, CO e CO2) pode 

contribuir como uma fonte extra de eletróns e carbono para produção de ACCM´s 

(Baleeiro et al., 2019; Liu et al., 2020). De acordo com Richter et al. (2013), o CO 

gasoso é previamente convertido em ácido acético e etanol pelo microrganismo C. 

ljungdahlii e, posteriormente, transformados em ACCM´s através do microrganismo C. 

kluyveri. 

Zhang et al. (2013) avaliaram a produção de ACCM´s a partir de H2 e CO2 em 

um biorreator com membrana inoculado com uma cultura mista. Os autores 

alcançaram concentrações de ácido capróico e caprílico iguais a 1,0 e 0,4 g.L-1, 

respectivamente. A partir de análises microbianas, verificou-se o predomínio dos 

microrganismos Clostridium ljungdahlii e Clostridium kluyveri nos biofilmes 

anaeróbios.  

Vasudevan et al. (2014) ao estudarem a possibilidade de vincular a geração de 

gás síntese com o processo de alongamento da cadeia, encontraram taxas de 

produção volumétrica de ácido butírico e capróico iguais a 20,0 e 1,7 g.L-1.d-1, 

respectivamente. 
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3.5.1.4 Açúcares 

 

Açúcares, como glicose, sacarose, frutose e lactose são capazes de atuar 

como doadores de elétrons e fornecedores de Acetil-CoA, ATP e NADH em sistemas 

caprogênicos (Kim et al., 2022). 

Jeon et al. (2016) avaliaram a geração de ACCM´s com o emprego de uma 

mistura de frutose e ácidos (acético, propiônico e butírico) a partir do microrganismo 

Megasphaera sp. Os resultados apontaram a concentração de 5,7 g.L-1 de ácido 

valérico, 9,7 g.L-1 de ácido capróico, 3,2 g.L-1 de ácido heptanóico e 1,2 g L-1 de ácido 

caprílico. 

Kim et al. (2018) analisaram a geração de ácido capróico a partir de uma co-

cultura entre Clostridium tyrobutyricum e Megasphaera Hexanoica, em dois 

biorreatores de membrana (MBR) separados com frutose, sucrose, ácido acético e 

butírico como substratos. Os autores alcançaram a concentração e produtividade de 

ácido capróico iguais a 10,1 g.L-1 e 0,7 g.L-1.h-1, respectivamente. 

Duber et al. (2022) investigaram o efeito da co-fermentação de lactose com 

lactato e etanol como doadores de eletróns em uma cultura mista. Os resultados 

indicaram que a maior eficiência e seletividade para produção de ácido capróico (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 metabólitos 

gerados pelo microrganismo Lacrimispora celerecrescens JSJ-1, através de diferentes 

fontes de carbono (etanol, amido, sacarose e glicose). Os resultados apontaram uma 

alta concentração de ácido capróico (9,6 g.L-1), a partir da mistura de glicose e etanol 

com pH igual a 5,8 e adição de 1% de CaCO3. 

A Tabela 2 apresenta um resumo com estudos relacionados a geração de ácido 

capróico a partir de diferentes substratos sintéticos e as suas respectivas 

concentrações máximas de ácido capróico (g.L-1): 
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Tabela 2 - Resumo de estudos que avaliaram a produção de ácido capróico com substratos sintéticos 

Substratos 
Temperatura 

e 
pH 

Inóculo 
Concentração 
máx. de ácido 

capróico 
Referência 

Etanol e ácido 
acético 

30 oC e 7,0 
Lodo de 

cervejaria 
8,2 g.L-1 

Steinbusch et 
al. (2011) 

Etanol e ácido 
acético 

30 oC e 6,5-
7,2 

Lodo de 
cervejaria 

11,1 g.L-1 
Grootscholten 
et al. (2013a) 

Etanol e ácido 
acético 

34 oC e 7,0 
Lodo de 

cervejaria 
6,4 g.L-1 

Candry et al. 
(2020) 

Metanol e 
etanol 

30 oC e 5,9-
6,5 

Eubacterium 
limosum 

0,06 g.L-1 
Chen et al. 

(2016) 
Galactitol e 

ácido 
acético 

37 oC e 7,0 
Clostridium sp. 

BS-1 
32,0 g.L-1 

Jeon et al. 
(2010) 

Glicerol e 
ácido acético 

37 oC e 7,0 
Lodo anaeróbio 

de ETE 
1,4  g.L-1 

Leng et al. 
(2017) 

Lactato e 
ácido acético 

37 oC e 5,0 Lama de poço 3,1 g.L-1 
Tang et al. 

(2022) 
Syngas (H2 e 

CO2) 
35 oC e 6,0 

C.ljungdahlii e 
C. kluyveri 

1,0 g.L-1 
Zhang et al. 

(2013) 

Frutose e 
ácidos 

37 oC e 7,2 
Megasphaera 

sp 
9,7 g.L-1 

Jeon et al. 
(2016) 

Frutose, 
sucrose e 

ácidos 
37 oC e 7,0 

C. tyrobutyricum 
e M. Hexanoica 

10,1 g.L-1 
Kim et al., 

(2015) 

Etanol, amido, 
sacarose e 

glicose 
34 oC e 5,8 

Lacrimispora 
celerecrescens 

9,6 g.L-1 
Jin et al. 
(2023) 

Fonte: O Autor (2023). 

 

3.5.2 Produção de ácido capróico a partir de substratos reais (resíduos e 

efluentes) 

 

A seguir, são descritos trabalhos relacionados à geração de ácido capróico a 

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

alcoólicas, resíduos sólidos urbanos, soro de leite ácido, culturas ricas em celulose, 

solventes clorados etc.): 
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3.5.2.1 Efluentes de bebidas alcoólicas (vinícolas, cervejarias e licores) 

 

Agler et al. (2012) utilizaram o etanol proveniente do processamento de milho 

em uma indústria de cervejas para produção e extração de ACCM´s. Os resultados 

indicaram uma taxa de produção de ácido capróico igual a 1,5 g.L-1.dia-1.  

Ge et al. (2015), a partir de um biorreator anaeróbio alimentado por efluentes 

de uma cervejaria, atingiram uma concentração de 3,4 ± 0,4 g.L-1 de ácido capróico, 

com rendimento de 70,3 ± 8,8% em um período de 55 dias. 

Empregando efluentes oriundos da preparação de um tipo de licor chinês 

denominado Yellow water, Zhu et al. (2015) obtiveram uma concentração e taxa 

máxima específica de ácido capróico iguais a 23,4 g.L-1 e 3,0 g.L-1.d-1, 

respectivamente. 

Villegas-Rodríguez e Buitrón (2020), ao aplicarem efluentes da produção de  

vinho tinto com substratos sintéticos (etanol e ácido acético), alcançaram uma 

concentração máxima e taxa volumétrica média de 6,0 g.L-1 e 263,2 g.L-1.d-1 de ácido 

capróico, respectivamente. 

 

3.5.2.2 Soro de leite ácido 

 

Xu et al. (2018), através da utilização de efluentes oriundos da produção de 

iogurte grego (rico em ácido lático) em um reator em dois estágios com diferentes 

temperaturas, alcançaram a produção de 0,1 g.L-1.h-1 de ácido capróico. 

Duber et al. (2018), a partir do soro de leite ácido com pH igual a 5,5, atingiram 

uma taxa média de ácido capróico igual a 0,1 g.L−1.h−1, com seletividade variando 

entre 58 e 83%, durante 37 dias do experimento. 

Chwialkowska et al. (2019) avaliaram o potencial do etanol e ácido lático 

oriundo de soro de leite ácido no processo de alongamento da cadeia. Os resultados 

evidenciaram que com a concentração de 27,0 g.L-1 de ácido lático, alcançaram a 

concentração máxima de ácido capróico igual a 5,0 g.L-1. 

 

3.5.2.3 Resíduos de alimentos 

 

Grootscholten et al. (2013c), ao avaliarem o potencial de aplicação da fração 

orgânica de resíduos sólidos urbanos na geração de ACCM´s, a partir da adição 
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externa de etanol, obtiveram uma concentração de 2,8 g.L-1 de ácido capróico e 1,6 

g.L-1 de ácido heptanóico.  Grootscholten et al. (2014), ao empregarem um reator em 

dois estágios, com o intuito de otimizar as etapas de hidrólise e acidogênese, atingiram 

uma concentração de 12 g.L-1 de ácido capróico e 0,5 g.L-1 de ácido heptanóico. 

Roghair et al. (2018b), a partir de resíduos de alimentos acidificados e etanol 

em um reator contínuo com TDH igual a 4 dias, alcançaram uma concentração 

máxima e taxa de produção volumétrica iguais a 25,7 g.L-1 e 5,5 g.L-1.d-1 de ácido 

capróico, respectivamente. 

Nzeteu et al. (2018) avaliaram a geração de ácido capróico, utilizando um reator 

semi-contínuo com carga orgânica de 80,0 g SV.L-1, a partir de resíduos de alimentos. 

Os autores verificaram que a maior concentração foi igual a 10,0 g.L-1 de ácido 

capróico, com uma elevada pressão parcial de hidrogênio no meio. 

Contreras-Dávila et al. (2021) analisaram a fermentação de resíduos de 

alimentos a partir dos microrganismos Lactobacillus spp. e Caproiciproducens sp, 

alcançando uma concentração máxima de 4,5 g.L-1 de lactato e 5,4 g.L-1 de ácido 

capróico. 

Ma et al. (2021) investigaram a influência de diferentes pré-tratamentos 

(ultrassônico, hidrotérmico e alcalino-térmico) na geração de ácido capróico a partir 

de resíduos de alimentos fermentados. Os autores concluíram que os pré-tratamentos 

ultrassônico e hidrotérmico foram eficientes na produção de ácido capróico, atingindo 

uma produção de 207,8 mg DQO.gSV-1 e 210,0 mg DQO.gSV-1, respectivamente. 

Gazzola et al. (2022) avaliaram a geração de ACCM´s com a utilização de duas 

diferentes cargas orgânicas (15,0 e 20,0 g DQO.L-1.d-1) formadas por resíduos de 

alimentos. A partir de uma carga orgânica igual a 15,0 g DQO.L-1.d-1, obtiveram uma 

concentração máxima de ácido capróico igual a 8,0 g.L-1, com predomínio de bactérias 

produtoras de lactato (Corynebacterium, Lactobacillus e Olsenella) e alongadoras de 

cadeia (Clostridiaceae e Caproiciproducens) no meio. 

Wang et al. (2023) analisaram a produção de ácido capróico a partir de etanol 

e ácidos, gerados pela fermentação de levedura e acidogênese hidrolítica, 

respectivamente, utilizando resíduos de alimentos. Os resultados apontaram que a 

melhor proporção entre os produtos gerados pela fermentação e acidificação foi de 

2:1, atingindo a maior produção de ácido capróico igual a 169,8 mg DQO.g SV-1, com 

predomínio dos microrganismos Romboutsia e Clostridium sensu stricto 12. 
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3.5.2.4 Culturas ricas em celulose ou gramíneas 

 

Khor et al. (2017), ao empregarem uma concentração de ácido lático igual a 9,4 

g.L-1 oriunda da fermentação de resíduos de gramíneas, com pH entre 5,5 e 6,2, 

atingiram uma concentração máxima de 4,1 g.L-1 de ácido capróico. 

Sakarika et al. (2022) avaliaram o alongamento da cadeia a partir de resíduos 

de gramíneas em condições termófilas (50 oC). A concentração máxima de ácido 

capróico do experimento foi de 7,2 g.L-1 no dia 197, com amplo predomínio do gênero 

Caproiciproducens na comunidade microbiana. 

 

3.5.2.5 Solos contaminados (solventes clorados, álcoois, ácidos) 

 

Visando avaliar a possibilidade de empregar o processo  de alongamento da 

cadeia no fornecimento de hidrogênio para as reações de descloração redutora de 

solos contaminados com tricloroeteno, Robles et al. (2021) verificaram uma alta taxa 

de conversão de tricloroeteno em eteno (forma não-tóxica), a partir da liberação de 

hidrogênio oriundo da produção de ácido capróico e butírico, com ácido acético e 

etanol como substratos. 

Ao avaliarem a possibilidade do alongamento da cadeia de carbono in situ em 

solos ricos em processos fermentativos (geração de álcoois e ácidos), Joshi et al. 

(2021) verificaram que 58% dos substratos (etanol e ácido acético) incorporados ao 

solo foram convertidos em ácido butírico, butanol e ácido capróico. 

A Tabela 3 apresenta um resumo com estudos citados relativos à geração de 

ACCM´s a partir de substratos reais (resíduos e efluentes) e as suas respectivas 

concentrações máximas de ácido capróico (g.L-1): 
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Tabela 3 - Resumo de estudos que avaliaram a produção de ácido capróico com substratos reais 

Substratos 
Temperatura 

e 
pH 

Inóculo 
Concentração 
máx. de ácido 

capróico 
Referência 

Efluentes de 
cervejaria 

30 oC e 5,0 
Lodo de 
digestor 

anaeróbio 

3,4 g.L-1 Ge et al. (2015) 

Licor Yellow 
water 

30 oC e 5,0-
6,5 

Lama de 
poço 

23,4 g.L-1 
Zhu et al. 

(2015) 
Efluentes de 

vínicolas, 
etanol e 
ácidos 

37 oC e 5,5 
Efluentes 

de 
vinícolas 

6,0 g.L-1 
Villegas-

Rodríguez e 
Buitrón (2020) 

Soro de leite 
ácido 

30 oC e 5,5 
Lodo 

anaeróbio 
de ETE 

10,5 g.L−1 
Duber et al. 

(2018) 

Soro de leite 
ácido 

30 oC e 5,5 
Lodo 

anaeróbio 
de ETE 

5,0 g.L-1 Chwialkowska 
et al. (2019) 

Resíduos de 
alimentos e 

etanol 

30 oC e 6,5-
7,0 

Lodo de 
cervejaria 

12,0 g.L-1 
Grootscholten 
et al. (2014) 

Resíduos de 
alimentos 

37 oC e 7,0 
Lodo de 
digestor 

anaeróbio 
10,0 g.L-1 

Nzeteu et al. 
(2018)   

Resíduos de 
alimentos e 

etanol 
30 oC e 6,8 

Lodo de 
digestor 

anaeróbio 
25,7 g.L-1 

Roghair et al. 
(2018b) 

Resíduos de 
alimentos 

35 oC e 6,0 
Lodo de 
digestor 

anaeróbio 
5,4 g.L-1 

Contreras-
Dávila et al. 

(2021) 
Resíduos de 

alimentos 
37 oC e 6,0 

Lodo de 
ETE 

8,0 g.L-1 
Gazzola et al. 

(2022) 

Resíduos de 
gramíneas 

35 oC e 5,5-
6,2 

Lodo de 
digestor 

anaeróbio 
4,1 g.L-1 

Khor et al. 
(2017) 

Resíduos de 
gramíneas 

50 oC e 6,0 
Lodo de 
digestor 

anaeróbio 
7,2 g.L-1 

Sakarika et al. 
(2022) 

Fonte: O Autor (2023). 

3.6 PRINCIPAIS APLICAÇÕES, VIABILIDADE ECONÔMICA E MÉTODOS DE 

EXTRAÇÃO DE ACCM´S  

 

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

promissor na geração 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-1 de ácido capróico, 

a partir de lactato como substrato.  

Em nível industrial, algumas empresas como a Chain Craft (Holanda), Afyren 

(França), Capro-X (EUA) e Ara (EUA) já comercializam a plataforma carboxilato e seus 

derivados (bioplásticos, biocombustíveis e produtos de beleza) com diferentes 

aplicações no mercado, como pode ser visto no Quadro 1. O ácido capróico, por 

exemplo, alcançou um tamanho de mercado, que representa a quantidade máxima de 

vendas no período de um ano, de aproximadamente 172,5 milhões de dólares no ano 

de 2020 (Millati et al., 2023). 

 

Quadro 1 - Principais ACCM’s e seus usos 

Átomos 
de 

Carbono 
Nome Usos 

6 
Ácido 

Hexanóico/ 
Capróico 

Aditivo alimentar, corante e aromatizante; 
fabricação de aromas artificiais e derivados 

hexílicos; intermediário para diversos produtos 
industriais como lubrificantes, tintas e 

plásticos/borrachas. 

7 
Ácido 

Heptanóico/ 
Enântico 

Produção de ésteres utilizados em fragrâncias e 
aromas artificiais; fabricação de vários 

medicamentos à base de esteróides; suplemento 
nutricional. 

8 
Ácido 

Octanóico/ 
Caprílico 

Produção de corantes e perfumes, pesticidas e 
desinfetantes; suplemento dietético para perda de 

peso e tratamento da epilepsia. 

9 
Ácido 

Nonanóico/ 
Pelargônico 

Produção de herbicidas, aromatizantes, 
repelentes; tratamento de convulsão. 

10 
Ácido 

Decanóico/ 
Cáprico 

Produção de aromas e perfumes; intermediário na 
fabricação de lubrificantes, tintas, produtos 

farmacêuticos e plásticos/borrachas; 

11 
Ácido 

Undecílico 
Agente antifúngico 

12 
Ácido 

Dodecanóico 
/Láurico 

Ácido graxo primário presente no leite/óleo de 
coco, óleo de louro e óleo de palmiste. Utilizado 

como componente de várias gorduras, óleos, 
produtos de panificação e lácteos, gelatinas e 

bebidas 
Fonte: Adaptado de Menon; Lyng, (2021). 
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A busca pelo aumento na taxa de conversão dos substratos com alta 

seletividade para geração de ACCM´s e a redução de custos (aquisição de matéria-

prima, consumo de eletricidade, uso de inibidores) associados ao processo, são 

fundamentais para alcançar a viabilidade econômica e produtiva do alongamento da 

cadeia de carbono em maiores escalas. Debergh e Van Dael (2022), por exemplo, 

através da análise de custo-benefício de um sistema caprogênico em escala piloto 

com substratos sintéticos (etanol e ácido acético), determinaram que a produtividade 

de 2,5 g.L-1.d-1 e eficiência de conversão de DQO igual a 50% são insuficientes para 

tornar o processo competitivo com os preços atuais do ácido capróico no mercado. 

 

3.6.1 Métodos de extração  

 

Entre os principais desafios relacionados a produção e utilização de ACCM´s, 

pode-se citar a diminuição no custo da aplicação de técnicas de extração dos produtos 

presentes no caldo fermentativo. As técnicas de extração de ACCM´s mais 

comumente aplicadas nos experimentos relacionados ao processo de alongamento 

da cadeia são descritas abaixo: 

 

3.6.1.1 Extração bifásica 

 

Método baseado na separação líquido-líquido com a utilização de solventes 

orgânicos extratores (ex: alamina 336  ou tri-n-butil fosfato) dissolvidos em diluentes 

(ex: álcool oleílico), com objetivo de recuperar os ácidos carboxílicos gerados no meio 

(Wasewar; Shende, 2011). A reação com o solvente de extração resulta na 

transferência do ácido capróico não-dissociado da fase aquosa para o meio de 

extração com óleo, o que pode acarretar efeitos tóxicos no contato com microbiomas 

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

 

3.6.1.2 Pertração 

 

Consiste na aplicação de membranas com o intuito de separar os microbiomas 

anaeróbios do extrator (ex: óxido de trioctilfosfina) dissolvido em óleo mineral (Gehring 

et al., 2020). A extração dos ácidos carboxílicos fundamenta-se na criação 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 óleo formada na superfície externa da membrana. 

Sequencialmente, por meio de uma segunda membrana, os ACCM´s são novamente 

extraídos em uma solução alcalina na forma de sal (Cavalcante et al., 2017; Xu et al., 

2021). No entanto, o custo do investimento em membranas hidrofóbicas continua a 

ser um obstáculo para a expansão do processo de pertração (Gehring et al., 2020). 

 

3.6.1.3 Eletrodiálise ou membrana de troca iônica 

 

O método de eletrodiálise ou membrana de troca iônica fundamenta-se na 

separação e concentração da solução eletrolítica, com base na migração direcional 

de íons sob o campo elétrico e na permeabilidade seletiva da membrana de troca 

iônica (Dong et al., 2023). Dessa forma, a criação de um gradiente de pH entre o 

cátodo (pH de 9-10, devido à produção de íons hidroxila) e ânodo (pH de 1-2, devido 

a produção de prótons), emprega a utilização da energia elétrica em substituição a 

adição de produtos químicos na extração dos ACCM´s  (Andersen et al., 2015). 

 

3.7 CONSIDERAÇÕES FINAIS SOBRE A REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

A presente revisão bibliográfica foi fundamental na compreensão das principais 

rotas (β–oxidação reversa e biossíntese de ácidos graxos), parâmetros (temperatura, 

pH, pressão parcial de hidrogênio, adição de inibidores e aditivos, TDH etc.)  e 

microrganismos (Clostridium Kluyveri, Megasphaera elsdenii, Ruminococcaceae 

CPB6 etc.) relacionados a produção biológica de ácido capróico a partir de diferentes 

substratos sintéticos e naturais. 

Como já citado ao longo do texto, o ácido capróico oferece uma ampla 

variedade de aplicações potenciais no mercado como agente antimicrobiano na 

indústria farmacêutica, aditivo na ração animal e matéria-prima para a produção de 

aromatizantes, bioplásticos e combustíveis para aviação. A partir da análise dos 

diferentes estudos mencionados, verifica-se a necessidade da garantia da viabilidade 

produtiva e econômica nos reatores caprogênicos para maiores escalas com a 

utilização de culturas mistas.  

Entre os principais obstáculos relacionados a difusão e desenvolvimento do 

processo de alongamento da cadeia, podem-se citar os seguintes: (i) complexa 
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estrutura dos microbiomas anaeróbios; (ii) presença de vias metabólicas competitivas 

no meio (ex: metanogênese acetotrófica e hidrogenotrófica, sulfetogênese etc.) (iii) 

alto custo de inibidores químicos; (iv) toxicidade dos produtos gerados nas formas 

não-dissociadas e, (v) viabilidade das técnicas de extração do meio fermentativo. 

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi investigar a produção de ácido 

capróico a partir de ácido acético e etanol por meio da utilização de diferentes inóculos 

(fluido ruminal, lodo granular anaeróbio e manipueira), separadamente ou em 

consórcio, em reatores em batelada com duas diferentes escalas (reatores de 0,6 L – 

Artigo 1 e reator anaeróbio 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, três inóculos (fluido ruminal, lodo granular anaeróbio e 

manipueira) foram avaliados em relação a produção de ácido capróico, parâmetros 

cinéticos e análises microbianas a partir de etanol e ácido acético como substratos. 

No experimento ou artigo 2, a produção de ácido capróico, parâmetros cinéticos e 

análises microbianas foram avaliadas em uma escala maior, a partir de um reator 

anaeróbio de 7 L, com uma mistura de inóculos (manipueira e lodo granular anaeróbio) 

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

 

Figura 4 - Representação esquemática dos experimentos realizados no presente estudo 

 

Fonte: O Autor (2023). 



50 
 

4 ARTIGO 1: PERCEPÇÕES SOBRE O ALONGAMENTO DA CADEIA DE 

CARBONO, COMUNIDADE MICROBIANA E VIABILIDADE PARA PRODUÇÃO 

DE ÁCIDO CAPRÓICO A PARTIR DE DIFERENTES INÓCULOS 

 

Nesta seção, estão descritos os experimentos executados com vista a avaliar 

o desempenho de três diferentes inóculos (fluido ruminal, lodo granular anaeróbio e 

manipueira) na produção de ácido capróico utilizando etanol e ácido acético. O artigo 

encontra-se em processo de submissão ao periódico Environmental Science & 

Pollution research, com o título: 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, Fabrício Motteran, Mario 

T. Kato, Lourdinha Florêncio, Bruna Fernandes, Simone Machado e Sávia Gavazza. 

4.1 RESUMO 

 

O processo de alongamento da cadeia de carbono para a produção de ácidos 

carboxílicos de cadeia média – ACCM´s, como o ácido capróico, destaca-se como 

uma importante ferramenta para agregar valor à resíduos e subprodutos sintéticos e 

naturais. O ácido capróico tem várias aplicações no mercado como, por exemplo, 

agente antimicrobiano na indústria farmacêutica, aditivo para ração animal e matéria-

prima para produção de flavorizantes, combustível de aviação, biocombustíveis e 

bioplásticos. Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar o desempenho 

de três diferentes inóculos (fluido ruminal, lodo granular anaeróbio e manipueira) na 

produção de ácido capróico a partir de etanol e ácido acético. Os reatores anaeróbios 

(0,610 L), contendo os três inóculos individualmente, foram testados em três bateladas 

sequenciais alimentadas (B-I,B-II e B-III) de 12 dias cada, com etanol (10,0 g.L-1) e 

ácido acético (6,5 g.L-1) como substratos. A metanogênese foi inibida com a utilização 

do ácido 2-bromoetanossulfônico (2-BES). Ao final da terceira batelada, a maior 

concentração de ácido capróico foi obtida do reator inoculado com lodo granular 

anaeróbio (10,1 g.L-1), seguido da manipueira (9,6 g.L-1) e fluido ruminal (9,1 g.L-1). As 

análises microbianas revelaram maior dominância do filo Firmicutes e maior 

abundância relativa do gênero Clostridium sensu stricto 12 nos reatores, justificando 

a alta geração de ácido capróico a partir dos três inóculos. Experimentos futuros 

deverão abordar a viabilidade produtiva e econômica da produção de ácido capróico 
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a partir de diferentes tipos de resíduos (resíduos de alimentos, gramíneas, bebidas 

alcoólicas etc.) e escalas (piloto e industrial) com a  utilização do processo de 

alongamento da cadeia de carbono. 

 

Palavras-chave: ácidos carboxílicos de cadeia média; ácido capróico; culturas 

mistas; biologia molecular. 

 

4.2 INTRODUÇÃO 

 

No campo das aplicações destinadas ao aproveitamento da produção biológica 

de combustíveis e subprodutos químicos com alto valor agregado, o processo de 

alongamento da cadeia de carbono (ou plataforma carboxilato) vem se tornando uma 

opção viável por não requerer condições estéreis, culturas puras e substratos 

específicos para sua implementação (Grootscholten et al., 2013a; Menon; Lyng, 

2021). 

O processo de alongamento da cadeia de carbono é alcançado mediante a via 

β-oxidação reversa (RBO) ou via biossíntese de ácidos graxos (FAB), entre ácidos 

carboxílicos de cadeia curta (ACCC´s) (ex: ácido acético e butírico) e doadores de 

elétrons (ex: etanol, hidrogênio e lactato). Como resultado, têm-se a formação de 

ácidos carboxílicos de cadeia média (ACCM´s), como por exemplo, o ácido capróico 

e o caprilato (Spirito et al., 2014).  

Os ácidos carboxílicos de cadeia média (ACCM´s) (C6-C12) possuem cadeia de 

carbono mais longa, menor proporção oxigênio-carbono e menor solubilidade em 

água (solubilidade do ácido capróico, 10,8 g.L-1; ácido heptanóico, 2,4 g.L-1; e ácido 

caprílico, 0,7 g.L-1 nas suas formas não-dissociadas) em relação aos ACCC´s 

(Gazzola et al., 2022; Kim et al., 2022). Dessa forma, os ACCM´s apresentam maior 

poder calorífico que os ACCC´s, o que facilita sua extração do meio fermentativo, 

tornando-se assim vantajosos intermediários para geração de produtos químicos e 

combustíveis (Steinbusch et al., 2011). 

O ácido capróico, caproato (forma dissociada) ou ácido hexanóico 

(C5H11COOH) apresenta um amplo potencial de aplicação no mercado como, por 

exemplo, agente antimicrobiano verde na indústria farmacêutica, aditivo na 

alimentação animal, precursor químico para produção de compostos flavorizantes, 
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combustíveis de aviação e bioplásticos (Cheng et al., 2018; Duber et al., 2018). As 

equações 1 e 2 mostram as vias metabólicas responsáveis pela geração de ácido 

capróico a partir de etanol, hidrogênio e ácido acético (Yin et al., 2017).  

A viabilidade da adição de etanol como doador de elétrons para a reação 

mostrada na Equação 1 é justificada, pois o poder calorífico de 1 mol de ácido capróico 

(3452 kJ) é superior ao de 2 mols de etanol (2638 kJ), necessários para produção de 

ácido capróico (Steinbusch et al., 2011). Do ponto de vista econômico, o ácido 

capróico apresenta um preço de mercado de aproximadamente USD $2500-3000/ton, 

que é entre três 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). 

 

          2C2H5OH + CH3COOH → C5H11COOH + 2H2O      ∆G0 = -79 kJ/mol             (1) 

 

          3CH3COOH + 4H2 + 2H+ → C5H11COOH + 4H2      O∆G0 = -177 kJ/mol           (2) 

 

O microrganismo Clostridium kluyveri é frequentemente citado na literatura 

como responsável pela geração de ACCM´s em reatores anaeróbios 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 

formação de ácido capróico, utilizando ácido 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 incluídos com a 

habilidade de síntese de ácido capróico com base em diversos estudos empregando 

diferentes substratos (lactato, açúcares, aminoácidos, 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 inóculos para 

geração 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 anaeróbios 

(Stamatopoulou et al., 202 
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Tabela 1 - Estudos referentes à produção de ácido capróico com diferentes microrganismos 

Substratos Inóculo Microrganismo 

Conc. de 
ácido 

capróico  
(g.L-1) 

Referência 

Acetato e 
etanol 

Lodo de 
canal 

C. kluyveri 8,4 
Barker e Taha 

(1942) 
Acetato, 

hidrogênio e 
etanol 

Lodo 
anaeróbio 

C. kluyveri 8,2 
Steinbusch et 

al. (2011) 

Biomassa 
celulósica e 

etanol 

Rúmen 
bovino 

C. kluyveri 6,1 
Weimer et al. 

(2015) 

Acetato, 
butirato e 

frutose 

Rúmen 
bovino 

M. elsdenii 9,7 
Jeon et al. 

(2016) 

Lactato, 
butirato e 
sucrose 

Cultura 
pura 

R. bacterium 16,8 
Zhu et al. 

(2017) 

Aminoácidos, 
peptídeos e 

piruvato 

Rúmen 
ovino 

E. pyruvativorans 1,5 
Wallace et al. 

(2004) 

Glicose e 
galactitol 

Lodo 
anaeróbio 

C. galactitolivorans 32,0 
Jeon et al. 

(2013) 
Fonte: O Autor (2023). 

 

Dessa forma, recomenda-se a utilização de culturas mistas como inóculos, pois 

não necessitam de esterilização, apresentam maior diversidade de fontes de 

substratos, facilidade de controle operacional e possibilidade de interações sintróficas 

entre os microrganismos (Cavalcante et al., 2017; Mariën et al., 2022). Gavazza et al. 

(2020) apontaram que a manipueira pode fornecer cerca de 7,2 g.L-1 de ácido capróico 

por meio da autofermentação com adição de etanol, porém não foram feitas análises 

relativas à diversidade e o papel dos microrganismos presentes no seu microbioma. 

Villegas e Buitrón (2020), ao avaliarem a utilização de diferentes inóculos em relação 

a geração de ACCM’s, obtiveram uma alta taxa volumétrica e específica de produção 

de ácido capróico (263,0 g ácido capróico.L-1.d-1 e 13,0 g.g de sólidos totais-1.d-1), a 

partir de efluentes oriundos de vinícolas. 

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial para 

geração de ácido capróico por meio de três inóculos (fluido ruminal, lodo granular 

anaeróbio e manipueira), seus parâmetros cinéticos e suas respectivas comunidades 
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microbianas, a partir da utilização de substratos sintéticos (ácido acético e etanol) ao 

longo de três bateladas sequenciais (B-I,B-II e B-III). 

 

4.3 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

Para avaliar o desempenho dos três inóculos na produção de ácido capróico a 

partir de etanol e ácido acético, os reatores anaeróbios foram testados em 3 bateladas 

sequenciais de 12 dias cada, conforme descrito abaixo: 

 

4.3.1 Características dos inóculos 

 

Os três inóculos testados e os pré-tratamentos realizados no presente 

experimento foram os seguintes: 1) Fluido ruminal (Peneiramento - peneiras com 

granulometria de 16 mesh, centrifugação a 5000 rpm durante 10 minutos e retirada do 

sobrenadante), oriundo de um abatedouro bovino; 2) Lodo granular anaeróbio, 

proveniente de um reator de circulação interna (IC) localizado em uma estação de 

tratamento de efluentes de uma cervejaria; 3) Manipueira (Fermentação durante 4 dias 

a 28 oC, filtração - filtros de papel número 103, centrifugação 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 caracterização dos inóculos 

citados: 

 

Tabela 2 - Caracterização dos inóculos utilizados no experimento 

DQO* – Demanda Química de Oxigênio, ST** – Sólidos Totais, SV*** – Sólidos Voláteis, SF**** – Sólidos Fixos 

Fonte: O Autor (2023). 

 

 

 

Inóculo 
DQO*  

(mg.L-1) 
pH 

ST**  

(mg.L-1) 
SV*** 

(mg.L-1) 
SF****  

(mg.L-1) 

Fluido ruminal 37.069,0±3.405,2 5,9±0,2 20,7±0,5 13,4±0,2 7,3±1,4 

Lodo 
anaeróbio 

60.317,1±1.256,9 8,4±0,1 43,9±0,5 35,3±2,4 8,5±1,5 

Manipueira 24.771,76±1.854,6 3,3±0,2 212,2±0,3 185,3±1,8 26,9±1,43 
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4.3.2 Método experimental  

 

Os testes foram realizados em reatores constituídos por frascos de vidro do tipo 

Duran (Wertheim, Main, Germany), com volume total de 610 mL e volume útil de 426 

mL, selados com rolhas de borracha butílica e tampas de plástico. O meio sintético 

utilizado como substrato foi composto por etanol (EtOH) (10,0 g.L-1)  e ácido acético 

(AcOH) (6,5 g.L-1), em uma razão estequiométrica de EtOH/AcOH igual a 2:1 (segundo 

Cavalcante et al. 2017 e Liu et al. 2016). Adicionou-se solução de macro e 

microminerais, conforme Veras et al. (2020), tampão de bicarbonato de sódio (2,4 g.L-

1) e pH ajustado para 6,8 por meio da adição de NaOH (1 M) e HCl (1 M). Os reatores 

foram inoculados com uma concentração final de 1 g ST.L-1 no licor misto para cada 

microbioma, e o gás nitrogênio (100% N2) foi purgado por 120 s para garantir 

condições anaeróbias, além de serem mantidos a uma temperatura de 30 ± 1 ºC e 

agitação de 100 rpm (Roghair et al., 2018a;Yu et al., 2019). O ácido 2-

bromoetanosulfonico (2-BES) (1,0 g.L-1) foi utilizado como inibidor da metanogênese 

(adaptado de Steinbusch et al., 2011). Os reatores foram montados em triplicata e 

receberam 3 alimentações em bateladas sequenciais, com duração de 12 dias cada, 

nomeadas como B-I, B-II e B-III (Figura 1). 

 

 

Fonte: O Autor (2023) 

 

. 

Figura 1 - Representação esquemática dos reatores nas três bateladas (B-I, B-II e B-III) 
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4.3.3 Métodos Analíticos 

 

Para a determinação dos álcoois e dos ácidos carboxílicos, as amostras foram 

centrifugadas (9300 g, 5 minutos) e o sobrenadante foi filtrado em uma membrana de 

nitrocelulose (0,45 μm) (Grootscholten et al., 2013a). A concentração de álcoois e 

açúcares foi medida através de um HPLC – High-performance liquid chromatography, 

acoplado a um detector de índice de refração modelo LC-20AT (Shimadzu). A coluna 

utilizada foi uma Aminex HPX-87H (300m x 7,8 mm) com fase móvel de ácido sulfúrico 

de 5 mM,  fluxo de 0,6 mL.min-1 e temperatura do forno igual a 40 oC. Os ácidos 

carboxílicos foram analisados por um cromatógrafo a gás com detector de ionização 

de chama (GC-FID) modelo 7890 A – Agilent equipado com coluna DB-WAXetr (30 m 

x 0,53 mm). Demais parâmetros 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 Análise cinética 

 

Os parâmetros cinéticos do alongamento de cadeia dos reatores foram 

analisados através do software Origin Pro (OriginLab Corporation, versão 2022). O 

potencial máximo de produção de ácido capróico (P), a taxa máxima de produção de 

ácido capróico (Rm) e a duração da fase de adaptação (λ) foram determinados a partir 

do modelo de regressão de Gompertz modificado, indicado na Equação 8 (Wang et 

al., 2022): 

                                                H=Pexp {-exp [(λ-t)Rm
e

P
+1]}                                                (8) 

 

Onde H é a produção acumulada de ácido capróico (g.L-1), P é o potencial 

máximo de produção de ácido capróico (g.L-1), Rm é a taxa máxima de produção de 

ácido capróico (g.L-1.d-1), λ é o intervalo de tempo (fase lag) necessário para o início 

da produção exponencial de ácido capróico (d) e t é o tempo de experimento (d). 
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4.3.5 Análise da comunidade microbiana 

 

Amostras do licor misto coletadas no início do experimento (inóculo) e no final 

de cada batelada para todos os reatores foram caracterizadas em relação a sua 

composição microbiana. Para a amostragem, foram coletados 15 mL do licor misto 

em tubos de cada uma das triplicatas, em ambiente anaeróbio (Glovebox), totalizando 

45 mL de cada inóculo, que posteriormente foram centrifugadas e filtradas. Para 

extração do DNA, foi utilizado o kit PowerSoil (Mo Bio Laboratories Inc. Carlsbad, CA), 

de acordo com as instruções do fabricante. As concentrações de DNA em cada 

amostra foram determinadas por meio da leitura em Nanodrop 2000 

Espectrophotometer (Thermo Scientific, USA). Os índices de diversidade de Shannon 

e de dominância foram calculados utilizando o software PAST (versão 4). 

 

4.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.4.1 Produção de ácido capróico e variação de pH nas três bateladas 

 

As concentrações de substratos consumidos e metabólitos produzidos durante 

as três bateladas (B-I, B-II e B-II) para cada inóculo são apresentadas na Figura 2. 

Durante a primeira batelada - B-I (0 - 12 dias – Figura 2), a produção de ácido capróico 

teve início após quatro dias de experimento para todos os inóculos, revelando uma 

rápida adaptação 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 ácido acético nos três primeiros dias em detrimento da geração de ACCM´s, 

provavelmente por bactérias acetogênicas oxidadoras de etanol. 

O pico de produção de ácido capróico foi alcançado após sete dias para todos 

os inóculos, mediante ao consumo total de etanol e parcial de ácido acético, com a 

manipueira apresentando o maior valor (9,0 g.L-1 – Figura 2c), seguido pelo fluido 

ruminal (8,1 g.L-1– Figura 2a) e pelo lodo granular anaeróbio (6,1 g.L-1– Figura 2b). 

Gavazza et al. (2020), por meio da autofermentação de uma concentração de 20,0 g 

DQO.L-1 de manipueira com adição externa de etanol, produziram uma concentração 

máxima de 7,2 g.L-1 de ácido capróico. 
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Fonte: O Autor (2023). 

Figura 2 - Produção de metabólitos em função do tempo para os diferentes inóculos. (a) fluido 

ruminal; (b) lodo granular anaeróbio; (c) manipueira. ( ) etanol; ( ) ácido acético; ( ) ácido 

butírico; ( ) ácido capróico 
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A menor produção de ácido capróico e, em contrapartida, a alta produção de 

ácido butírico (8,4 g.L-1) obtida para o lodo granular anaeróbio (Figura 2b), em relação 

aos outros inóculos, pode ser justificada pela origem do inóculo que operava sob 

condições metanogênicas em uma estação de tratamento de efluentes de cervejaria. 

A inibição da metanogênese por meio do uso do 2-BES deve ter reduzido a 

atividade de microrganismos metanogênicos consumidores de hidrogênio, 

aumentando a pressão parcial do gás no headspace, deslocando a reação ou 

equação 9 para a esquerda, provocando assim, a produção de ácido butírico. Isso 

pode ter favorecido também a primeira etapa do alongamento da cadeia, devido ao 

consumo total de etanol e parcial de ácido acético (Equação 10). 

 

            C3H7COOH + 2H2O → 2CH3COOH + 2H2              ∆G0= +48,11 kJ/mol           (9) 

 

            C2H5OH + CH3COOH → C3H7COOH + H2O     ∆G0= -40,70 kJ/mol        (10) 

 

O pH é um dos principais parâmetros responsáveis pela ativação e manutenção 

do processo de alongamento da cadeia de carbono (Holtzapple et al., 2022). Os 

valores de pH observados ao longo do experimento para os três inóculos durante as 

três bateladas podem ser vistos na Figura 3.  

A maioria dos estudos indicam que os maiores valores de síntese de ácido 

capróico ocorrem próximo ao pH neutro, em função da menor toxicidade aos 

microrganismos da forma dissociada do ácido capróico (C5H11COO-) em relação a 

não-dissociada (C5H11COOH) (Lonkar et al., 2016; San-Valero et al., 2020).  

Os níveis de tolerância dos microrganismos alongadores de cadeia, em relação 

aos ácidos não-dissociados, variam de acordo com a sua resistência à toxicidade e 

condições específicas de pH  (Duber et al., 2018). Ge et al. (2015), por meio da 

utilização de um biorreator alimentado com efluentes de cervejaria, concluíram que a 

concentração limite de ácido capróico não-dissociado é de 0,9 g.L-1 para um pH igual 

a 5,5, a fim de evitar a inibição completa do alongamento da cadeia. Vasudevan et al. 

(2014) relataram um valor ainda menor de ácido capróico não-dissociado (0,2 g.L-1) 

como limite de tolerância.  
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Fonte: O Autor (2023). 

 

Ao final da B-I (Figura 3), com a diminuição do pH para 6,1 (fluido ruminal), 6,0 

(lodo granular anaeróbio) e 6,4 (água residual da mandioca), a maior concentração de 

ácidos carboxílicos não-dissociados (0,45 g.L-1 para fluido ruminal, 0,4 g.L-1 para lodo 

granular anaeróbio e 0,3 g.L-1 para manipueira) e seus efeitos citotóxicos em conjunto 

com a depleção total do etanol, conduziram à redução na geração de ácido capróico 

e, posteriormente, sua oxidação para ácido acético (Equação 6). 

 

C5H11COOH + 4H2O → 3CH3COOH + 4H2 + 2H+ ∆G0= +177,00 kJ/mol             (6) 

 

A B-II (12-24 dias) teve como objetivo atenuar a toxicidade das formas não-

dissociadas do ácido capróico em baixos valores de pH da batelada anterior, com 

ajuste do pH para 6,8 em todos os reatores mediante a utilização de NaOH e HCl. 

Diferentemente da primeira batelada, a geração de ácido capróico começou antes dos 

primeiros quatro dias, em razão da adaptabilidade prévia dos inóculos para o processo 

de alongamento da cadeia, já reportada por Agler et al. (2011).  

Figura 3 - Variação do pH nos três inóculos durante o experimento. ( ) Fluido ruminal; ( ) Lodo 

granular anaeróbio; ( ) Manipueira 

 

, 

, 
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O pico de produção de ácido capróico na B-II foi alcançado após 9 dias (dia 21 

– B-II), mediante o consumo total de etanol e parcial de ácido acético, com o lodo 

granular anaeróbio apresentando o maior valor (8,8 g.L-1 – Figura 2b), seguido pelo 

fluido ruminal (8,3 g.L-1 – Figura 2a) e a manipueira (8,3 g.L-1 – Figura 2c ). A exemplo 

de comparação, Steinbusch et al. (2011) produziram cerca de 8,2 g.L-1 de ácido 

capróico com etanol (2,3 g.L-1), ácido acético (3,0 g.L-1) e hidrogênio como substratos 

em um reator em semi-batelada com pH 7,0 e temperatura igual a 30 oC.  

Dessa forma, os resultados da B-II refletem a seleção e, principalmente, a 

adaptação e o predomínio dos microrganismos responsáveis pelo alongamento da 

cadeia de carbono no lodo granular anaeróbio, com o aumento do consumo de ácido 

butírico e, consequentemente, a produção de ácido capróico de acordo com a 

Equação 11.  

 

           C2H5OH + C3H7COOH → C5H11COOH + H2O      ∆G0= -38,74kJ/mol          (11) 

 

Entre as condições ambientais que podem ter favorecido o processo de 

alongamento da cadeia de carbono nos inóculos, podem-se citar a adição do 2-BES 

(inibição da metanogênese), o pH próximo a neutralidade e a faixa ótima de 

temperatura (30 ± 1 ºC), além da relação adequada de EtOH: AcOH.  

O pH na B-II diminui novamente até valores próximos a 6,0, de forma similar a 

B-I, restringindo a atividade dos microrganismos alongadores de cadeia em razão do 

aumento da toxicidade dos ácidos carboxílicos na sua forma não-dissociada e 

depleção total do etanol (Figura 3) (Wu et al., 2020).  

O pH foi novamente ajustado para 6,8 no início da B-III (24-36 dias). A operação 

dos reatores em B-III comprovou a alta capacidade de adaptação da comunidade 

microbiana para produção de ácido capróico nos três inóculos utilizados no presente 

experimento. A maior produção de ácido capróico foi novamente alcançada após 7 

dias (dia 31 – B-III) com o consumo total de etanol e parcial do ácido acético pelo lodo 

granular anaeróbio (10,1 g.L-1), seguido pela manipueira (9,6 g.L-1) e o fluido ruminal 

(9,1 g.L-1). Grootscholten et al. (2013a) produziram cerca de 11,1 g.L-1 de ácido 

capróico, a partir de ácido acético (8,5 g.L-1) e etanol (26,0 g.L-1), com a utilização de 

um filtro anaeróbio e lodo anaeróbio como inóculo oriundo de uma estação de 

tratamento de efluentes de cervejaria. 
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Neste experimento, a produção máxima igual a 10,1 g.L-1 de ácido capróico 

obtida na B-III a partir do lodo granular anaeróbio, foi próxima da sua máxima 

solubilidade em água (10,8 g.L-1) em baixos valores de pH próximos ao pKa. Esse 

resultado aponta para a possibilidade da separação e extração de ácido capróico 

através de diferentes técnicas físico-químicas como extração líquido-líquido, extração 

baseada em membrana e adsorção de resina de troca aniônica (Wang; Yin, 2022). 

Além da possibilidade de extração, ressalta-se que uma maior geração de ácido 

capróico pode ter sido limitada devido à rápida depleção do etanol, que ocorreu no 

sétimo dia de experimento, em conjunto com o aumento da toxicidade dos ácidos não-

dissociados aos inóculos (Steinbusch et al., 2011). Vale salientar que os ácidos 

propiônico (C3) e valérico (C5) foram detectados em baixas concentrações (<1g.L-1) 

ao longo do experimento, pois são mais comumente produzidos quando o lactato é 

utilizado como doador de eletróns. 

Portanto, os resultados deste experimento indicam uma boa capacidade de 

alongamento da cadeia de carbono para produção de ácido capróico pelos três 

inóculos testados nas três bateladas sequenciais. Recomenda-se a ampliação da 

escala (piloto e industrial) para reatores em batelada ou contínuos associados as 

técnicas de extração em linha, com a finalidade de garantir uma produção estável de 

ACCM´s e diminuição da toxicidade das suas formas não-dissociadas.  

 

4.4.2 Análise cinética do alongamento de cadeia 

 

O modelo de crescimento de Gompertz modificado foi uma ferramenta para 

prever a síntese de ácido capróico com base nos dados experimentais da produção 

cumulativa de n-caproato, recomendado por Zuo et al. (2020).  

A Tabela 3 mostra que os maiores valores do potencial máximo de produção 

de ácido capróico (P) encontram-se na B-III nos três inóculos testados, indicando uma 

crescente adaptabilidade dos microbiomas em relação às condições operacionais do 

experimento.  

 

 

 

 

 



63 
 

Tabela 3 - Parâmetros cinéticos da produção de ácido capróico durante o alongamento da cadeia 

Fonte: O Autor (2023). 

 

Os valores de λ foram inferiores a 5 dias, indicando um curto período de fase 

lag, ou seja, os microrganismos responsáveis pelo alongamento da cadeia foram 

capazes de se desenvolver rapidamente no início das três bateladas. A fase lag foi 

mais curta no presente experimento (λ = 5 dias) em relação a estudos anteriores com 

fluido ruminal (λ = 11 dias), manipueira (λ = 7 dias) e lodo granular anaeróbio (λ = 20 

dias) (Fernando-Foncillas; Varrone, 2021; Gavazza et al., 2020; Weimer et al., 2015). 

Isso pode ser atribuído ao uso do inibidor de metanogênese 2-BES, que favoreceu o 

rápido desenvolvimento e predomínio dos microrganismos alongadores de cadeia. 

 

4.4.3 Análise microbiana 

 

As relações 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 nível de 

filo e gênero para os três inóculos testados, englobando a condição inicial (inóculo) e 

as três bateladas do experimento (B-I,B-II e B-III). Ao avaliar as condições iniciais dos 

inóculos, verifica-se uma grande diversidade de filos e gêneros devido as suas 

diferentes fontes ou origens, principalmente no lodo granular anaeróbio e na 

manipueira.  

Batelada Inóculo P (g.L-1) Rm (g.L-1.d-1) λ(d) R2 

B-I 

Fluido 
Ruminal 

7,2 63,2 3,0 0,96 

Lodo 
anaeróbio 

4,9 38,1 2,1 0,92 

Manipueira 7,9 22,1 4,6 0,94 

B-II 

Fluido 
Ruminal 

8,0 29,0 5,0 0,99 

Lodo 
anaeróbio 

8,0 4,4 3,8 0,98 

Manipueira 8,0 4,2 3,9 0,99 

B-III 

Fluido 
Ruminal 

8,7 4,6 2,1 0,99 

Lodo 
anaeróbio 

9,4 25,9 4,7 0,99 

Manipueira 8,6 23,7 4,6 0,98 
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Fonte: O Autor (2023). 

 

Os filos Firmicutes, Bacteroidota, Chloroflexi e Synergistota foram encontrados 

nos três inóculos e são associados à geração sintrófica de metano, em diferentes 

microbiomas anaeróbios (Ottoni et al., 2022). Dessulfobacteriota e Campilobacterota, 

presentes particularmente na manipueira e no lodo granular anaeróbio, relacionam-se 

ao ciclo do enxofre por abrangerem os gêneros 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 anaeróbio nas condições iniciais do experimento, representado por 

microrganismos da ordem mle1-8, geralmente são associados à oxidação anaeróbia 

de amônio (ANAMMOX), como já relatado por Suarez et al. (2022). 

Figura 4 - Classificação taxonômica da comunidade microbiana: as abundâncias relativas em  filo (a) 

e gênero (b) nos três inóculos. FRU – Fluido Ruminal, MAN – Manipueira, LGA – Lodo Granular 

Anaeróbio 
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Após a terceira batelada, com aplicação do 2-BES (inibidor de metanogênese) 

e modificações nas condições operacionais (ex: queda do pH, geração de ácidos etc.), 

constatou-se uma redução na diversidade dos filos e gêneros por meio da diminuição  

dos valores do índice de diversidade de Shannon (Figura 5) e aumento dos valores 

do índice de dominância (Tabela 4), corroborando assim para uma maior seleção e 

predomínio dos microrganismos alongadores de cadeia, conforme descrito por Joshi 

et al. (2021). 

Firmicutes e Bacteriodota foram os filos dominantes no final do experimento (B-

III) para todos os inóculos testados (Figura 4). O filo Firmicutes, particularmente a 

classe Clostridia, é amplamente relacionada à geração de ACCM´s, a partir de 

diferentes reatores (contínuos 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 

proporção do filo Firmicutes de 7,5% para 83,9%, ao final da B-III no lodo granular 

anaeróbio, pode justificar uma maior geração de ácido capróico (10,1 g.L-1) em relação 

aos outros inóculos testados. 

Entre os principais gêneros do Filo Firmicutes associados ao alongamento da 

cadeia presentes nos microbiomas anaeróbios, o Clostridium sensu stricto 12 se 

destaca neste experimento, por apresentar as maiores proporções (57% no fluido 

ruminal, 22% na manipueira e 40% no lodo granular anaeróbio) (Figura 4), 

correlacionadas com a produção de altos valores de ácido capróico nos três inóculos 

(Figura 2). O Clostridium Kluyveri, pertencente ao gênero Clostridium sensu stricto 12, 

foi um dos primeiros e mais estudados microrganismos com a capacidade de 

produção de ácido capróico, mediante a via β – oxidação reversa, principalmente, a 

partir do etanol como doador de elétrons (Coma et al., 2016; Steinbusch et al., 2011; 

Yang et al., 2018). Outros gêneros relacionados ao alongamento da cadeia, como C. 

sensu stricto 1 e C. sensu stricto 13, também foram identificados em pequenas 

proporções nos inóculos ao longo das bateladas (Wang et al., 2023; Yin et al., 2022). 

O filo Bacteroidota, representado pelo gênero Protheiniphilum, presente nos 

três inóculos (17% no fluido ruminal, 13% no lodo anaeróbio, 24% na manipueira) ao 

final da B-III, pode estar relacionado à degradação ou oxidação do ácido capróico para 

ácido acético, conforme Wang et al. (2022), através da via acetogênica, após a 

depleção completa do etanol disponível. O gênero Sporanaerobacter , presente na B-

III dos três inóculos (5% no fluido ruminal, 7% no lodo anaeróbio, 18% na manipueira) 

é correlacionado positivamente a produção indireta de ácido capróico (ex: via 
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homoacetogênese), exercendo papel fundamental na transferência de eletróns entre 

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

e Baleeiro et al. (2022). 

 

 

Fonte: O Autor (2023). 

 

 

 

Figura 5 - Índice de diversidade de Shanon para filo (a) e gênero (b) nos três inóculos. ( ) Fluido 

ruminal;  ( ) Lodo granular anaeróbio; ( ) Manipueira 
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Tabela 4 - Indice de dominância para filo e gênero nos três inóculos 

Fonte: O Autor (2023). 

 

4.5 CONCLUSÕES 

 

Os resultados obtidos no presente  estudo indicaram uma alta geração de ácido 

capróico a partir dos três inóculos testados em relação a outros trabalhos com 

substratos sintéticos (etanol e ácido acético). A maior produção obtida foi de 10,1 g.L-

1 na última batelada (B-III), com o uso do lodo granular anaeróbio como inóculo. A 

produção máxima de ácido capróico correspondeu a 72,5%, 79,7% e 75,9% do valor 

teórico dos substratos para os inóculos fluido ruminal, lodo granular anaeróbio e 

manipueira, respectivamente. Esses valores são decorrentes de um eficiente 

processo de adaptação microbiana, através do uso do inibidor de metanogênese 2-

BES, do pH inicial próximo ao neutro e de uma razão apropriada entre os substratos 

sintéticos (etanol e ácido acético).  

As análises microbianas refletiram bem o processo de adaptação dos 

microrganismos às condições operacionais voltadas à geração de ácido capróico, com 

a dominância do gênero Clostridium sensu stricto 12 do filo Firmicutes, 

reconhecidamente produtor de ACCM´s, ao final das bateladas. A abundância relativa 

do gênero Clostridium sensu stricto 12, da condição inicial até a última batelada (B-

III), passou de 0,1% para 57,4%, de 0,9 % a 39,2%, e de 1,0% a 22,5%, para os 

inóculos fluido ruminal, lodo granular anaeróbio e manipueira, respectivamente. 

Experimentos futuros deverão abordar o aumento gradual da escala para 

reatores em batelada ou contínuos seguidos por técnicas de extração em linha, com 

o objetivo de garantir uma produção estável de ácido capróico e diminuição da 

Inóculo 

Índice de dominância 

Condição 

inicial 
B-I B-II B-III 

Filo Gênero Filo Gênero Filo Gênero Filo Gênero 

Fluido 

Ruminal 
0,15 0,15 0,16 0,12 0,18 0,12 0,38 0,22 

Lodo 

anaeróbio 
0,12 0,34 0,30 0,33 0,46 0,17 0,72 0,17 

Manipueira 0,11 0,15 0,52 0,16 0,82 0,18 0,60 0,37 
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toxicidade de sua forma não-dissociada. Além disso, ressalta-se a necessidade de 

estudos relacionados a substituição do uso de inibidores químicos (2-BES) e 

substratos sintéticos em razão dos seus altos custos, com o intuito de garantir a 

viabilidade econômica da produção biológica de ácido capróico. 
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5 ARTIGO 2: MANIPUEIRA E LODO GRANULAR ANAERÓBIO COMO INÓCULO 

MISTO PARA PRODUÇÃO DE ÁCIDO CAPRÓICO 

 

As informações contidas nesta seção serão publicadas em um periódico (a 

definir), com título: 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 ácido capróico (C5H11COOH) possui um amplo potencial de aplicação no 

mercado como matéria-prima na geração de aditivos, aromatizantes, corantes, 

lubrificantes, inibidores de corrosão, combustíveis de aviação e bioplásticos etc. O 

principal obstáculo relacionado à difusão do processo de alongamento da cadeia para 

produção de ácido capróico, reside na sua viabilidade produtiva e econômica em 

maiores escalas (piloto e industrial), com a utilização de diferentes culturas mistas. 

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a produção de ácido capróico a 

partir de uma mistura de inóculos (lodo granular anaeróbio e manipueira), em um 

reator anaeróbio (volume de 7 L), com três bateladas sequenciais de 23 dias cada  (B-

I, B-II e B-III). O substrato sintético utilizado foi composto por etanol (10,0 g.L-1) e ácido 

acético (6,5 g.L-1), com a metanogênese inibida pelo emprego do ácido 2-

bromoetanosulfônico (2-BES). A maior concentração de ácido capróico foi atingida ao 

final da B-II, após o ajuste de pH (7,8 g.L-1); porém, o ácido butírico foi predominante 

na B-I (8,5 g.L-1) e B-III (8,0 g.L-1). As análises microbianas revelaram o predomínio 

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 utilização de inóculos mistos 

nos reatores, podem favorecer a uma maior diversidade de microrganismos 

responsáveis pelo alongamento da cadeia.  

 

Palavras-chave: ácidos carboxílicos de cadeia média; ácido capróico; culturas 

mistas; reatores anaeróbios; biologia molecular. 
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5.2 INTRODUÇÃO  

 

O crescimento da população, associado à aceleração da urbanização nos 

países em desenvolvimento, demandam uma geração sustentável de energia e de 

commodities verdes (produtos químicos), 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 são obtidas a partir de fontes não-renováveis e poluentes, 

como carvão, gás natural e óleo (Abdalla et al., 2018; Kiliç Depren et al., 2022). De 

forma análoga à exploração dos combustíveis fósseis, um dos principais desafios 

globais consiste no gerenciamento dos resíduos orgânicos, que são produzidos em 

grandes quantidades e constituem potenciais fontes de degradação ao meio ambiente 

(Chu et al., 2022; Steinbusch et al., 2011).  

Nesse cenário, o processo biotecnológico de alongamento da cadeia de 

carbono surge como alternativa para valoração ou aproveitamento de resíduos 

naturais e sintéticos para geração de biocombustíveis e matérias-primas (Brodowski 

et al., 2020; Wang et al., 2022). O alongamento da cadeia de carbono baseia-se na 

conversão de ácidos carboxílicos de cadeia curta (ACCC´s) (ex: ácido acético e 

butírico) e doadores de elétrons (ex: etanol, hidrogênio e lactato) em ácidos 

carboxílicos de cadeia média (ACCM´s) (ex: ácido capróico e caprílico) (Spirito et al., 

2014; Steinbusch et al., 2011). 

Entre as vantagens relacionadas ao alongamento da cadeia a partir de 

microbiomas anaeróbios, podem-se destacar as seguintes: não requer condições 

estéreis, culturas puras e substratos específicos para sua aplicação; os produtos 

gerados (ACCM´s) apresentam maior poder calorífico, valor de mercado e facilidade 

de extração do meio fermentativo em relação aos ACCC´s (Agler et al., 2011; 

Grootscholten et al., 2014).  

O ácido capróico, por exemplo, possui um amplo potencial de utilização no 

mercado como agente antimicrobiano na indústria farmacêutica, aditivo na 

alimentação animal, precursor químico para produção de compostos aromatizantes, 

corantes, lubrificantes, inibidores de corrosão, combustíveis de aviação e bioplásticos 

(Chen et al., 2017; Duber et al., 2018). 

O principal obstáculo relacionado à difusão do processo de alongamento da 

cadeia reside na garantia da sua viabilidade produtiva e econômica para reatores em 

maiores escalas (Zhu et al., 2022). Debergh e Van Dael (2022), através da análise de 
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viabilidade de um sistema caprogênico em escala piloto com substratos sintéticos 

(etanol e ácido acético), determinaram que a produtividade de 2,5 g.L-1.d-1 e eficiência 

de conversão de DQO igual a 50% são insuficientes para tornar o processo 

competitivo com os preços atuais do ácido capróico no mercado.  

Entre as principais estratégias que podem ser empregadas para alcançar um 

aumento na eficiência de conversão dos substratos (ácido acético e etanol) e, 

consequentemente, uma maior geração de ACCM´s, destaca-se a minimização ou 

redução dos seguintes bioprocessos, de acordo com Dong et al. (2023) e Zagrodnik 

et al. (2020): (i) oxidação excessiva de etanol, no qual outros microrganismos 

acetogênicos oxidam o etanol em ACCC´s (ácido acético), diminuindo assim a sua 

disponibilidade para o alongamento da cadeia; (ii) metanogênese acetotrófica, em que 

se realiza a conversão de ácido acético em metano, diminuindo assim o substrato 

disponível para o processo de alongamento da cadeia; (iii) oxidação de ACCM´s em 

ácido acético, ocasionando assim a perda dos produtos de interesse (ex: ácido 

capróico); e (iv) redução de sulfato, realizada por microrganismos considerados 

anaeróbios estritos, conhecidos como Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS), 

presentes principalmente em substratos ricos em enxofre. A redução de sulfato pode 

afetar o processo de alongamento da cadeia, pois competem pelos mesmos doadores 

e aceptores de eletróns (hidrogênio, ácido acético, ácido propiônico e ácido butírico). 

Com a inibição das rotas metabólicas mencionadas através da adoção de pré-

tratamentos (adição de 2-BES, choque térmico, mudança de pH, redução de TDH 

etc.), possibilita-se o predomínio das vias metabólicas responsáveis pelo alongamento 

da cadeia, que incluem a β – oxidação reversa e a biossíntese de ácidos graxos (Kim 

et al., 2022; Spirito et al., 2014). Por meio de um processo cíclico nas duas vias 

citadas, dois átomos de carbono são adicionados a uma molécula inicial (ácido acético 

ou butírico) e, sequencialmente, o ciclo se repete podendo atingir a produção de 

ACCM´s com 6 a 12 carbonos (Equação 1) (Holtzapple et al., 2022; Wang; Yin, 2022). 

 

          2C2H5OH + CH3COOH → C5H11COOH + 2H2O      ∆G0 = -79 kJ/mol             (1) 

 

Diferentes microrganismos apresentam o complexo enzimático necessário para 

o alongamento da cadeia mediante a via β – oxidação 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 et al. 2017 e Wang et al. 2018. A via biossíntese de ácidos graxos já foi observada 

em alguns microrganismos pertencentes a família 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 geração de 

ácido capróico e seus parâmetros cinéticos, a partir de substratos sintéticos (ácido 

acético e etanol) com a utilização de um inóculo misto (lodo granular anaeróbio e 

manipueira), em um reator anaeróbio em batelada. Adicionalmente, a comunidade 

microbiana foi analisada para a condição inicial do inóculo misto e nas três bateladas 

sequenciais (B-I, B-II e B-III), incluindo após os ajustes de pH nas bateladas B-II e B-

III. 

 

5.3 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

Para avaliar o desempenho do inóculo misto na produção de ácido capróico a 

partir de etanol e ácido acético, um reator anaeróbio com volume útil de 4,8 L foi 

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

 

5.3.1 Caracterização do inóculo 

 

O inóculo utilizado para o presente experimento foi formado por uma mistura 

de lodo granular anaeróbio e manipueira (razão de ST 1:1), provenientes das 

seguintes fontes: a) Lodo granular anaeróbio, proveniente de um reator IC localizado 

em uma estação de tratamento de efluentes de uma cervejaria na cidade de Igarassu, 

Pernambuco, Brasil. b) Manipueira, proveniente de uma casa de farinha em 

Taquarana, Alagoas, Brasil. A Tabela 1 apresenta a caracterização dos inóculos 

citados. 
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Tabela 1 - Caracterização do inóculo misto utilizado no experimento 

Inóculo DQO* (mg. L-1) pH 
ST** 

(mg. L-1) 

SV*** 

(mg. L-1) 

SF**** 

(mg.L-1) 

    Lodo 

anaeróbio 
60.317,1±1.256,9 8,4±0.1 43,9±0,6 35,38±2,4 8,6±1,6 

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

DQO* – Demanda Química de Oxigênio, ST** – Sólidos Totais, SV*** – Sólidos Totais Voláteis, SF**** – Sólidos 

Fixos.  

Fonte: O Autor (2023). 

 

5.3.2 Método experimental  

 

O experimento foi realizado em um reator anaeróbio (EZ2 Control 7 L, 

Netherlands), com um volume útil de 4,8 L. O inóculo foi utilizado com uma 

concentração de 1 gST.L-1 no licor misto. A Figura 1 mostra o esquema do 

experimento realizado, com a utilização do reator e dos acessórios para seu 

funcionamento (chiller e computador).  

 

Fonte: O Autor (2023). 

 

O meio sintético empregado foi composto por etanol (EtOH) e ácido acético 

(AcOH), na proporção estequiométrica de 2:1 (10,0 g.L-1 de EtOH e 6,5 g.L-1 de 

AcOH), complementado com uma solução de macro e micro minerais de acordo com 

Figura 1 - Esquema do inóculo utilizado e funcionamento do reator anaeróbio 
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Veras et al. (2020) e, ajuste inicial do pH para 6,8. Gás nitrogênio foi purgado para 

garantir condições anaeróbias, e 1,0 g.L-1 de ácido 2-bromoetanossulfônico (2-BES) 

foi adicionado como inibidor da metanogênese (adaptado de Steinbusch et al., 2011). 

O reator anaeróbio foi mantido a uma temperatura de 30°C com agitação constante 

de 100 rpm. Foram aplicadas três bateladas sequenciais (B-I, B-II e B-III) ao reator 

anaeróbio de 23 dias cada. 

 

5.3.3 Métodos Analíticos 

 

Para a determinação dos álcoois e ácidos carboxílicos, as amostras foram 

centrifugadas (9300 g, 5 minutos) e o sobrenadante foi filtrado com filtros de 

membrana de nitrocelulose (0,45 μm) (Grootscholten et al., 2013a). As concentrações 

de álcoois e açúcares foram medidas através de um HPLC – High-performance liquid 

chromatography, acoplado a um detector de índice de refração modelo LC-20AT 

(Shimadzu). A coluna utilizada foi Aminex HPX-87H (300m x 7,8 mm), com fase móvel 

de ácido sulfúrico de 5 mM, fluxo de 0,6 mL.min-1 e temperatura do forno igual a 40 

oC. Os ácidos carboxílicos foram analisados por um cromatógrafo a gás com detector 

de ionização de chama (GC-FID), modelo 7890 A – Agilent, equipado com coluna DB-

WAXetr (30 m x 0,53 mm).  

A determinação dos gases foi realizada no mesmo cromatógrafo, porém com 

um detector de condutividade térmica e argônio como gás 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 pressão parcial de H2 foi estimada em porcentagem (%) ou subtraindo-se as 

pressões parciais de CH4, N2, O2 e CO2 da pressão total, que foi assumida como 1 

atm (condições atmosféricas) (Grootscholten et al., 2014). Demais parâmetros como 

pH e potencial redox foram medidos automaticamente através do reator anaeróbio 

EZ2 Control 7 L, Netherlands. 

 

5.3.4 Análise cinética 

 

Os parâmetros cinéticos do alongamento de cadeia nas três bateladas foram 

analisados através do software OriginPro versão 2023 (OriginLab Corporation, 

Northampton, MA, USA). O potencial máximo de produção de ácido capróico (P), a 
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taxa máxima de produção de ácido capróico (Rm) e a duração da fase de adaptação 

(λ) foram determinados a partir do modelo de regressão de Gompertz modificado, 

indicado na equação 8 (Wang et al.,2022): 

  

                              H=Pexp {-exp [(λ-t)Rm
e

P
+1]}                                              (8) 

 

Onde H é a produção acumulada de ácido capróico (g.L-1), P é o potencial 

máximo de produção de ácido capróico (g.L-1), Rm é a taxa máxima de produção de 

ácido capróico (g.L-1.d-1), λ é o intervalo de tempo (fase lag) necessário para o início 

da produção exponencial de ácido capróico (d) e t é o tempo de experimento (d). 

 

5.3.5 Análise da comunidade microbiana 

 

As amostras coletadas no início do experimento (inóculo misto) e em cada 

batelada no reator, incluindo após os ajustes de pH para B-II e B-III, foram 

caracterizadas em relação a sua composição microbiana. Para a amostragem, foram 

coletados cerca de 45 mL do licor misto que, posteriormente, foram centrifugados e 

filtrados. Para extração do DNA, foi utilizado o kit PowerSoil (Mo Bio Laboratories Inc. 

Carlsbad, CA), de acordo com as instruções do fabricante. As concentrações de DNA 

em cada amostra foram determinadas por meio da leitura em Nanodrop 2000 

Espectrophotometer (Thermo Scientific, USA). O índice de diversidade de Shannon e 

dominância foram calculados utilizando o software PAST (versão 4). 

 

5.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

5.4.1 Produção de ácido capróico e pH nas três bateladas 

 

As concentrações dos substratos consumidos e metabólitos produzidos 

(incluindo a pressão parcial de H2) durante as três bateladas (B-I, B-II e B-III), no reator 

anaeróbio, estão apresentadas na Figura 2.  

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

nas concentrações de ácido acético, alcançando cerca de 8,9 g.L-1, em decorrência 
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da oxidação parcial de etanol em baixa pressão parcial de hidrogênio (<10-1 atm ou 

<14%) (Figura 1) (Equação 3) (Grootscholten et al., 2014). 

 

C2H5OH + H2O → CH3COOH + 2H2  ∆G0= +9,6 kJ/mol                                (3) 

 

A produção de ácido capróico teve início após o sétimo dia de experimento, 

indicando uma rápida adaptação dos consórcios microbianos presentes no inóculo 

misto (lodo granular anaeróbio e manipueira), já relatados em estudos anteriores e na 

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

 

 

Fonte: O autor (2023). 

 

A concentração máxima de ácido capróico na B-I foi de 6,5 g.L-1, o que 

correspondeu a um consumo total de etanol e parcial de ácido acético após 14 dias 

de experimento (Equação 1). Candry et al. (2020), com o emprego dos mesmos 

substratos sintéticos (11,8 g.L-1 de etanol e 2,5 g.L-1 de ácido acético), obtiveram cerca 

de 6,4 g.L-1 de ácido capróico com lodo anaeróbio oriundo de uma estação de 

tratamento de efluentes de cervejaria.  

Figura 2 - Produção de metabólitos em função do tempo para os diferentes inóculos. ( ) etanol;   (

) ácido acético; ( ) ácido butírico; ( ) ácido capróico; ( ) pressão parcial de hidrogênio 
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A produção de ácido butírico foi superior à de ácido capróico durante a B-I, 

atingindo uma concentração máxima de 8,5 g.L-1 aos 9 dias de experimento, indicando 

assim, o alongamento incompleto da cadeia de carbono no meio. O aumento da 

pressão parcial de H2 (56% ou 0,56 atm), como pode ser visto na Figura 1, em 

decorrência da inibição da metanogênese através do uso do 2-BES, pode ter 

favorecido o deslocamento da equação 9 para esquerda, promovendo a geração de 

ácido butírico. Segundo Pan et al. (2018), altas concentrações de ácido butírico no 

meio podem influenciar na inibição ou limitação da geração de ácido capróico, o que 

pode ter ocorrido na primeira batelada.  

 

C3H7COOH + 2H2O → 2CH3COOH + 2H2              ∆G0= +48.11 kJ/mol               (9) 

 

O pH e o potencial redox durante as três bateladas (B-I, B-II e B-III), no reator 

anaeróbio, podem ser vistos na Figura 3. O controle do pH constitui uma das 

estratégias mais eficazes para otimização do bioprocesso de alongamento da cadeia, 

visando a geração de ácido capróico (Cavalcante et al., 2017; San-Valero et al., 2020).  

 

Figura 3 - Variação do pH( ) e potencial redox ( ) nas três bateladas durante o experimento 

 

Fonte: O Autor (2023). 
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Em consonância com o pH, o potencial de oxirredução, não apenas indica a 

capacidade de redução e oxidação, mas também reflete a atividade ou via metabólica 

dos microrganismos no meio (metanogênese, alongamento de cadeia, redução de 

sulfato etc.) (Stamatopoulou et al., 2020). Por exemplo, se houver excesso de poder 

redutor disponível no meio, o ácido acético pode ser convertido em etanol e, 

posteriormente, contribuir para geração de ACCM´s como doador de elétrons 

(Holtzapple et al., 2022). 

A variação do pH inicial de 6,8 para 5,8 ao longo da B-I e, consequentemente, 

a diminuição dos valores do potencial de oxirredução ( alcançando - 561 mV), justifica-

se pelo consumo de etanol e geração de ácidos (capróico e butírico) no meio (Figura 

3). A redução do pH acarreta uma maior absorção de íons H+ e, por conseguinte, uma 

maior proporção de ácidos não-dissociados no meio (Vasudevan et al., 2014). 

 O aumento da concentração dos ácidos não-dissociados promove uma maior 

toxicidade para os microrganismos alongadores de cadeia (Dong et al., 2023). A maior 

concentração de ácido capróico não-dissociada (C5H11COO-) na B-I foi igual a 0,7 g.L-

1 com o pH 5,9, valor inferior aos limites de toxicidade de 0,9 g.L-1 e 1,0 g.L-1 descritos 

por Ge et al. (2015) e Weimer et al. (2015), respectivamente. Ao final da B-I, a 

depleção total do etanol e o consumo do hidrogênio acarretaram uma diminuição na 

pressão parcial de H2 e, consequentemente, o aumento nos valores do potencial de 

oxirredução no meio. Com o aumento dos valores do potencial de oxirredução no 

meio, o ácido capróico é prontamente oxidado em ácido acético (Equação 6). 

 

C5H11COOH + 4H2O → 3CH3COOH + 4H2 + 2H+    ∆G0= +177,00 kJ/mol     (6) 

 

A segunda batelada (B-II) foi caracterizada pelo predomínio do alongamento 

completo da cadeia, alcançando a concentração máxima de 7,5 g.L-1 de ácido 

capróico aos nove dias (dia 32 – B-II) a partir de etanol (10,0 g.L-1) e ácido acético (6,5 

g.L-1), em paralelo, com uma elevada pressão parcial de H2 (45% ou 0,45 atm) (Figura 

2). A exemplo de comparação, Yin et al. (2017) alcançaram a produção de 8,4 g.L-1 

de ácido capróico a partir de etanol (23,0 g.L-1) e ácido acético (3,0 g.L-1) 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 diminuição dos valores do potencial de oxirredução (alcançando - 583 

mV) nos primeiros quatro dias.  



79 
 

Dessa forma, a concentração de ácido capróico não-dissociado foi de 1,0 g.L-1 

no pH 5,7, valor considerado tóxico para os sistemas caprogênicos citados 

anteriormente (Ge et al., 2015; Weimer et al., 2015). Após o ajuste do pH para 6,8, a 

produção de ácido capróico aumentou para 7,8 g.L-1, a partir da utilização do 

hidrogênio e ácido acético presentes no meio como doador e aceptor de elétrons, 

respectivamente. Entretanto, com a redução da pressão parcial de H2 e o aumento 

nos valores do potencial de oxirredução, o ácido capróico foi prontamente oxidado em 

ácido acético (Equação 6). 

A terceira batelada (B-III) diferentemente da segunda (B-II), foi caracterizada 

pelo retorno da geração de ácido butírico, alcançando 8,0 g.L-1 e elevada pressão 

parcial de H2 (52% ou 0,52 atm), em detrimento do ácido capróico (alongamento 

incompleto da cadeia), devido a problemas operacionais no reator (ex: falta de 

energia, agitação não-uniforme dos substratos, variação na temperatura do meio etc.) 

(Figura 2). O pH, de forma similar a B-II, diminuiu rapidamente para 5,5 com a 

produção de aproximadamente 1,0 g.L-1 de ácido capróico não-dissociado aos 14 dias 

de experimento.  

Com o objetivo de atenuar a toxicidade dos ácidos não-dissociados para a 

microbiota, o pH foi ajustado novamente para 6,8, atingindo uma produção de 6,7 g.L-

1 de ácido capróico, a partir da utilização do hidrogênio e ácido acéticos presentes no 

meio como doador e aceptor de eletróns, respectivamente. Com a redução da pressão 

parcial de H2 e o aumento nos valores do potencial de oxirredução, o ácido capróico 

foi oxidado para ácido acético (Equação 6). Salienta-se que, ao final da B-III, verificou-

se a presença de traços do gás metano (metanogênese - Equações 4 e 5), em 

decorrência da instabilidade operacional do reator anaeróbio, mencionada acima. 

Portanto, os resultados deste experimento apontam a necessidade da 

manutenção de  altos valores da pressão parcial de H2 no meio para produção de 

ácido capróico a partir do inóculo misto nas três bateladas sequenciais. Recomenda-

se também, a manutenção das condições operacionais (agitação uniforme dos 

substratos, faixa ótima de temperatura, pH neutro etc.) com a ampliação da escala 

para reatores em batelada, com o objetivo de prevenir o surgimento de processos 

competitivos como a metanogênese. 
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5.4.2 Análise cinética do alongamento da cadeia 

 

A Tabela 2 apresenta os parâmetros cinéticos gerados pelo modelo de 

Gompertz modificado para o alongamento da cadeia nas três bateladas (B-I,B-II e B-

III) no reator anaeróbio. Os valores de λ foram inferiores a 6 dias nas três bateladas, 

indicando que as bactérias relacionadas ao alongamento da cadeia foram capazes de 

se adaptar rapidamente ao meio, como mostrado na Seção 4 (Artigo 1).  

 

Tabela 2 - Parâmetros cinéticos da produção para alongamento da cadeia no reator anaeróbio 

Batelada P(g.L-1) Rm(g.L-1.d-1) λ(d) R2 
B-I 5,8 1,8 5,3 0,98 
B-II 7,0 5,0 2,1 0,97 
B-III 5,0 1,8 3,9 0,85 

Fonte: O Autor (2023). 

 

A taxa máxima de produção (Rm) de ácido capróico, em B-II, foi cerca de 2,8 

vezes maior que B-I e B-II, ou seja, houve a necessidade de um menor tempo para 

alcançar a maior produção de ácido capróico, o que pode ser atribuído às mudanças 

na composição microbiana do meio. De forma análoga, o maior valor do potencial 

máximo de produção de ácido capróico (P) também foi verificado na segunda batelada 

(B-II), demonstrando assim que as condições operacionais (pH, pressão parcial de H2, 

temperatura, agitação, uso do 2-BES etc.) foram adequadas na seleção e crescimento 

dos microrganismos responsáveis pela geração de ACCM´s. 

 

5.4.3 Análise microbiana  

 

A Figura 1 apresenta a estrutura da comunidade microbiana em nível de filo e 

gênero para os seguintes períodos ou condições: condição inicial (inóculo misto), as 

três bateladas do experimento (B-I, B-II e B-III) e após o ajuste de pH para as duas 

últimas bateladas (B-II e B-III). A microbiota anaeróbia durante o experimento foi 

classificada em 16 filos, 31 classes, 52 ordens, 74 famílias e 135 gêneros ou 

respectivos táxons.  
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Figura 1 -  Classificação taxonômica da comunidade microbiana: as abundâncias relativas em (a) filo 

e (b) níveis de gênero para o inóculo e as três bateladas (B-I,B-II e B-III), incluindo após os ajustes de 

pH em B-II e B-III. 

 

Fonte: O Autor (2023). 

 

O filo mais abundante no inóculo misto no início do experimento foi o 

Desulfobacterota (22,8%), seguido pelos Halobacterota (21,3%), Synergistota (19,4%) 

e Firmicutes (10,1%), característicos do lodo granular anaeróbio e da manipueira. 

Firmicutes e Synergistota compreendem microrganismos metanogênicos ou 

sintróficos que utilizam uma ampla variedade de substratos (ácido acético, H2/CO2, 

compostos aromáticos) para produção de metano (Lyu et al., 2018). O filo 

Desulfobacterota é composto por bactérias redutoras de sulfato (BRS), que competem 

com os microrganismos metanogênicos e alongadores de cadeia pelos mesmos 
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substratos (hidrogênio e ácido acético) em ambientes anaeróbios (Equações 2,4 e 5) 

(Tiong et al., 2023). 

Com o decorrer das bateladas (B-I, B-II e B-III), a proporção de Firmicutes 

passou de 10,1 % na condição inicial (inóculo misto) para aproximadamente 92,2%, 

após o ajuste do pH para 6,8 na B-II, justificando assim, a alta produção de ácido 

capróico (7,8 g.L-1) na batelada. Por meio da utilização dos índices de Shanon e de 

dominância, verificou-se a diminuição na diversidade do inóculo misto, ao nível de filo, 

após as três bateladas, comprovando o predomínio de microrganismos alongadores 

de cadeia pertencentes ao filo Firmicutes (Fig. 1 e 3 e Tabela 3). 

 Dessa forma, o pré-tratamento químico (adição de 2-BES), associado às 

condições operacionais adequadas ao processo de alongamento da cadeia (pH, 

temperatura, agitação, pressão parcial de H2 etc.), contribuíram para inibição da 

metanogênese, proporcionando assim, a geração de ácido butírico e capróico ao 

longo do experimento.  

Ao nível de gênero, os índices de Shanon e de dominância não apontou 

grandes diferenças entre os valores a partir da B-I até a B-III, incluindo as mudanças 

de pH em B-II e B-III (Figura 3 e Tabela 3). Os gêneros Rummeliibacillus, 

Enterococcus, Caproiciproducens e Clostridium sensu stricto 12 se alternaram na 

dominância das bateladas, demonstrando flexibilidade dos microbiomas para 

produção de ácido butírico e capróico. Por exemplo, Rummeliibacillus (32%), 

Enterococcus (11,5%) e Caproiciproducens (8,7%) foram os principais gêneros 

presentes no período de maior produção de ácido capróico (B-II após o ajuste de pH). 

De forma similar, Zhu et al. (2022) constataram que os gêneros Rummeliibacillus 

(37,6%) e Caproiciproducens (12,8%) foram predominantes no inóculo para produção 

de 26,4 g.L-1 de ácido capróico, a partir de efluentes da fabricação de bebidas 

alcoólicas com pH 6,0 e temperatura igual a 30oC. 

Ao final da B-III, verificou-se o domínio dos gêneros Sporanaerobacter (18,4%) 

e Clostridium sensu stricto 13 (11,5%), além do retorno de microrganismos 

metanogênicos pertencentes aos gêneros Methanosaeta (2,48%) e 

Methanobacterium (1,25%), presentes no inóculo inicial. O aumento na proporção do 

gênero Sporanaerobacter na B-III, de forma similar àquela mostrada na Seção 4 

(Artigo 1), pode estar relacionada indiretamente à produção de ácido capróico, através 

da transferência de eletróns entre as espécies bacterianas no meio (via 

homoacetogênese, 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 açúcares em acetato e H2, além de utilizar o enxofre como aceptor de 

eletróns para produção de sulfeto no meio (Hernandez‐Eugenio et al., 2015). Os 

microrganismos do gênero Clostridium sensu stricto 13, presentes em maior 

proporção na B-III, podem utilizar etanol, ácido láctico e ácido acético como substratos 

para produção de ácido butírico e ácido capróico (Wang et al., 2023; Yin et al., 2022). 

O decréscimo na geração de ácido capróico na B-III, em paralelo com o 

surgimento de microrganismos metanogênicos, podem estar correlacionadas com a 

formação de zonas mortas no interior do reator anaeróbio. As zonas mortas são 

caracterizadas pela distribuição ou agitação não-uniforme dos substratos, e 

microrganismos, em decorrência de instabilidades no fornecimento de energia elétrica 

no período (Abyaneh et al., 2022).  

Dessa maneira, o aumento da escala pode ter gerado possíveis dificuldades 

operacionais (formação de zonas mortas e processos competitivos) ao processo de 

alongamento da cadeia de carbono; porém, ofereceu uma maior capacidade de 

resiliência para geração de ácido butírico e capróico, a partir de diferentes 

microrganismos (Rummeliibacillus, Enterococcus, Caproiciproducens e Clostridium 

sensu stricto 12). A Figura 2 mostra os principais microrganismos envolvidos nas três 

bateladas e suas principais vias metabólicas. 

 

Figura 2 - Microrganismos envolvidos nas três bateladas e possíveis rotas metabólicas 

 

Fonte: O Autor (2023). 
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Figura 3 - Índice de diversidade de Shanon para filo( ) e gênero( ) ao longo das três bateladas a 

ajustes de pH.* ajustes de pH 

 

Fonte: O Autor (2023). 

 

Tabela 3 - Índice de dominância para filo e gênero ao longo das três bateladas e ajustes de pH 

Batelada 

Índice de dominância 

Filo Gênero 

Inóculo 0,16 0,15 

B-I 0,80 0,09 

B-II 0,57 0,10 

B-II (ajuste de pH) 0,85 0,14 

B-III 0,67 0,08 

B-III (ajuste de  pH) 0,75 0,08 
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5.5 CONCLUSÕES 

 

Os resultados obtidos neste estudo mostraram a possibilidade da geração de 

ácido butírico e capróico, a partir da utilização de um inóculo misto (manipueira e lodo 

granular anaeróbio), em um reator anaeróbio de 7 L. A maior produção de ácido 

capróico obtida foi de 7,8 g.L-1, após o ajuste de pH na segunda batelada (B-II). Entre 

os parâmetros analisados, verificou-se a necessidade da manutenção de altos valores 

da pressão parcial de H2, em paralelo, com ajustes de pH (maior proporção de ácidos 

dissociados) para garantir uma produção estável de ácido capróico.  

As análises microbianas indicaram o domínio de microrganismos relacionados 

ao alongamento da cadeia como Caproiciproducens, Clostridium sensu stricto 12, 

Enterococcus e Rummeliibacillus, nas primeiras duas bateladas. Comparando-se com 

o experimento apresentado na Seção 4 (Artigo 1), o aumento da escala nos reatores, 

bem como o uso de um inóculo misto, favoreceram uma maior diversidade de 

microrganismos responsáveis pela geração de ACCM´s. No entanto, o aumento do 

volume do reator requer um maior monitoramento das condições operacionais 

(agitação, pH, temperatura etc.) adequadas a caprogênese, com o objetivo de evitar 

o aparecimento de rotas competitivas no meio. Experimentos futuros deverão abordar 

a substituição do uso de inibidores químicos (2-BES) e substratos sintéticos em razão 

dos seus altos custos, com o intuito de garantir a viabilidade econômica da produção 

biológica de ácido capróico em maiores escalas. 
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6 CONCLUSÃO GERAL 

 

6.1 QUANTO AO USO DE DIFERENTES INÓCULOS PARA PRODUÇÃO DE 

ÁCIDO CAPRÓICO A PARTIR DE ETANOL E ÁCIDO ACÉTICO 

 

Os resultados apresentados na Seção 4.4.1 (Artigo 1) mostram uma elevada 

geração de ácido capróico, a partir de três inóculos (fluido ruminal, lodo granular 

anaeróbio e manipueira). Dentre os três inóculos, a maior produção de ácido 

capróico foi alcançada pelo lodo granular anaeróbio (10,1 g.L-1), seguido pela 

manipueira (9,6 g.L-1) e o fluido ruminal (9,1 g.L-1). Possivelmente, a elevada 

produção de ácido capróico para os três inóculos foi decorrente de uma adaptação 

microbiana adequada, através do uso do inibidor de metanogênese 2-BES, do pH 

inicial próximo ao neutro e da razão entre os substratos sintéticos (etanol e ácido 

acético), ao longo das três bateladas realizadas, além da diminuição da toxicidade 

dos ácidos não-dissociados aos microrganismos no meio. 

Em relação a análise cinética do alongamento da cadeia de carbono, 

apresentadas na  Seção  4.4.2 (Artigo 1), os maiores valores de potencial máximo 

de produção de ácido capróico (P) encontram-se na B-III nos três inóculos testados, 

indicando uma crescente adaptabilidade dos microbiomas em relação às condições 

operacionais do experimento. Os valores de λ foram inferiores a 5 dias, indicando 

um curto período de fase lag. Em outras palavras, os microrganismos responsáveis 

pelo alongamento da cadeia foram capazes de se desenvolver rapidamente no início 

das três bateladas para os três inóculos empregados. 

As análises microbianas dos inóculos na Seção 4.4.3 (Artigo 1),  apontaram a 

dominância do gênero Clostridium sensu stricto 12 do filo Firmicutes, 

reconhecidamente produtor de ACCM´s, ao final da B-III. A abundância relativa do 

gênero Clostridium sensu stricto 12, da condição inicial até a última batelada (B-III), 

passou de 0,1% para 57,4%, de 0,85 % a 39,2%, e de 1,0% a 22,5%, para os 

inóculos fluido ruminal, lodo granular anaeróbio e manipueira, respectivamente. 

Dessa forma, o aumento na abundância relativa do gênero Clostridium sensu stricto 

12 nos inóculos, pode justificar a alta geração de ácido capróico, ao final do 

experimento. Experimentos futuros deverão abordar a substituição do uso de 

inibidores químicos (2-BES) e substratos sintéticos em razão dos seus altos custos, 
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com o intuito de garantir a viabilidade econômica da produção biológica de ácido 

capróico. 

 

6.2 QUANTO AO AUMENTO DA ESCALA E USO DE INÓCULOS MISTOS 

 

A Seção 5.4.1 (Artigo 2), apresenta a obtenção da produção de ácido butírico 

e capróico, a partir da utilização de um inóculo misto (manipueira e lodo granular 

anaeróbio), em um reator anaeróbio com uma maior escala empregada (7 L). A maior 

produção de ácido capróico obtida foi de 7,8 g.L-1, após o ajuste de pH na segunda 

batelada (B-II).  

As análises microbianas (seção 5.4.3, Artigo 2), revelaram o predomínio 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 utilização de um inóculo misto no reator podem 

ter favorecido uma maior diversidade de microrganismos responsáveis pelo 

alongamento da cadeia. Por outro lado, possivelmente, serão necessárias medidas 

para evitar a distribuição não-uniforme dos substratos e o aparecimento de rotas 

competitivas no meio, como a metanogênese. 

De forma geral, os resultados do presente experimento foram promissores 

quanto ao emprego dos inóculos testados, separadamente ou em consórcio, em duas 

diferentes escalas, para produção de ácido capróico. Experimentos preliminares com 

a utilização de um substrato oriundo da fermentação de resíduos de alimentos, em 

condições operacionais similares àquelas apresentadas na Seção 4.3.2 (Artigo 1), 

forneceram cerca de 8,6 g.L-1 de ácido capróico, demonstrando assim a viabilidade do 

uso de resíduos (resíduos de alimentos e de gramíneas, vinhaça, soro de leite,  etc.) 

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

 

1) Avaliar a produção de ácido capróico a partir de substratos ou resíduos reais 

ricos em etanol ou lactato com diferentes concentrações; 

2) Analisar diferentes escalas (piloto e industrial) para produção de ácido capróico 

a partir de substratos ou resíduos reais; 

3) Verificar a influência de diferentes valores da pressão parcial de hidrogênio na 

produção de ácido capróico; 

4) Examinar, através de análises metagenômicas e metatranscriptômicas, novas 

rotas possíveis para o alongamento da cadeia de carbono. 

5) Avaliar diferentes proporções de mistura entre inóculos para produção de ácido 

capróico; 

6) Analisar diferentes pré-tratamentos com maior viabilidade econômica para 

seleção de microrganismos alongadores de cadeia no meio; 

7) Verificar a viabilidade técnica e econômica para diferentes escalas de reatores 

para produção de ácido capróico. 
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