21° SILUBESA

SIMPOSIO LUSO-BRASILEIRO A B E S

DE ENGENHARIA SANITARIA
E AMBIENTAL

Il - 379 - PRODUGAO DE ACIDO CAPROICO POR MEIO DE BATELADA
UNICA E SEQUENCIAL UTILIZANDO LODO DE CERVEJARIA E FLUIDO
RUMINAL COMO INOCULOS

Devson Paulo Palma Gomes®

Engenheiro Ambiental pela Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB). Mestre e doutor em
Engenharia Civil na area de Tecnologia Ambiental e Recursos Hidricos pela Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE). Parte do doutorado foi realizado na Universidade Auténoma do México (UNAM).
Professor efetivo no Instituto Federal de Pernambuco (IFPE).

Alynne Soares Cabral Antunes

Engenheira Civil pela Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Mestre em Recursos Hidricos e Tecnologia
Ambiental pela UFPE. Doutoranda em Tecnologia Ambiental e Recursos Hidricos na UFPE.

Shyrlane Torres Soares Veras

Engenheira quimica pela UFPE. Mestre em Engenharia de Processos Quimicos e Bioquimicos pela UFPE.
Doutora em Engenharia Civil na area de Tecnologia Ambiental e Recursos Hidricos em regime de co-tutela
com a Universidad Autonoma de Madrid (UAM). P6s doutora pela UFPE. Especialista na area de Eficiéncia
Operacional na concessionaria de saneamento Aguas de Teresina (Grupo AEGEA).

Maria de Lourdes Floréncio dos Santos

Engenheira Civil pela UFPE. Mestre em Hidraulica e Saneamento pela EESC-USP. Doutora em Tecnologia
Ambiental e Ciéncias da Agricultura pela WAU. Poés-doutora pela Delft University of Technology
(TUDELFT). Professora titular do Departamento de Engenharia Civil da UFPE.

Mario Takayuki Kato

Engenheiro Civil pela Universidade Federal do Parand (UFPR). Mestre em Hidraulica ¢ Saneamento pela
EESC-USP. Doutor em Tecnologia Ambiental e Ciéncias da Agricultura pela Wageningen Agricultural
University — Holanda (WAU). Professor titular do Departamento de Engenharia Civil da UFPE.

Endereco M: Av. Prof. Luiz Freire, 500 - Cidade Universitaria, Recife - PE, CEP:50740-545 - Brasil - Tel: (81)
995486172 - e-mail: devsonpalma(@recife.ifpe.edu.br

RESUMO

A crescente demanda por uma geragdo sustentavel de energia e produtos quimicos vém impulsionando a busca
por estudos baseados em processos biologicos como o alongamento de cadeia de carbono, que converte acidos
carboxilicos de cadeia curta em acidos carboxilicos de cadeia média utilizando uma cultura mista de
microrganismos. O presente estudo avaliou a producdo de acido caproico usando lodo de cervejaria e fluido
ruminal como in6culos, com acido acético e etanol como substratos sintéticos. Foram conduzidos
experimentos de batelada tnica e sequencial com o substrato sintético formado por etanol e acido acético,
utilizando o inibidor quimico 2-BES para inibi¢ao da metanogénese. Na batelada tnica, o lodo de cervejaria
apresentou uma maior producdo de acido caproico (3,95 + 0,59 g/L) em comparag¢do com o fluido ruminal
(3,56 + 0,36 g/L). Na batelada sequencial, o fluido ruminal obteve uma maior producdo na primeira batelada —
B-I (8,14 + 0,41 g/L), enquanto o lodo de cervejaria atingiu 10,05 + 0,50 g/L na terceira batelada — B-IIL.
Conclui-se, que a adi¢cdo sequencial de substratos possibilitou uma maior producdo de acido caprdico em
relacdo a batelada unica, sendo necessario explorar a substituicdo de inibidores quimicos e substratos
sintéticos para alcangar a viabilidade economica do processo.

PALAVRAS-CHAVE: Acidos Carboxilicos de Cadeia Média, Acido Hexanoico, Alongamento de Cadeia,
Fermentagdo Anaerdbia, Culturas Mistas.
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INTRODUGAO

Com o aumento da populacdo global, industrializa¢do e urbanizac¢do ¢é crescente a demanda por uma geragio
sustentavel de energia (biocombustiveis) e de commodities (produtos quimicos) em todo o mundo. Entre os
processos biologicos destinados a produgdo de subprodutos quimicos com alto valor agregado e
biocombustiveis, pode-se citar o alongamento da cadeia de carbono (Debergh e Dael, Van, 2022).

O processo de alongamento da cadeia de carbono consiste na conversdo de acidos carboxilicos de cadeia curta
(ACCC’s) em acidos carboxilicos de cadeia média (ACCM's), por meio da utilizagdo de uma cultura pura ou
mista de bactérias (Grootscholten et al., 2013). Geralmente, os ACCM’s s3o provenientes do craqueamento do
petroleo ou extraidos de 6leos de plantas e gorduras de animais; porém, sdo produzidos em pequenas
quantidades e podem acarretar impactos ao meio ambiente (ex: emissdo de poluentes, efluentes e residuos)
(Nzeteu et al., 2022). Biologicamente, as vias metabolicas responsaveis pelo alongamento da cadeia de
carbono para geragdo de ACCM’s incluem a § — oxidacdo reversa e a biossintese de acidos graxos (Spirito et
al., 2014). Por meio de um processo ciclico nas duas vias citadas, dois atomos de carbono sdo adicionados a
uma molécula inicial (acido acético ou butirico) e, da mesma forma, o ciclo se repete podendo alcangar a
producido de ACCM’s com 6 a 12 carbonos (Angenent et al., 2016).

O acido caproico, caproato (forma dissociada) ou acido hexanoico (CsH;;COOH) possui um amplo potencial
de aplicacdo no mercado como, por exemplo, agente antimicrobiano na industria farmacéutica, aditivo na
alimenta¢do animal, precursor quimico para produgdo de compostos aromatizantes, corantes, lubrificantes,
inibidores de corrosdo, combustiveis de aviacdo e bioplasticos (Cavalcante et al., 2017). Do ponto de vista
econdmico, o acido caproico apresenta um preco de mercado de aproximadamente USD $2000-2500/ton que ¢é
de trés a quatro vezes maior que o do acido acético (USD $400-800/ton) e do etanol (USD $600-800/ton)
(Bastidas-Oyanedel e Schmidt, 2018; Cavalcante et al., 2017).

Diante desse contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar os desafios e as alternativas relacionadas a
producido de acido caproico a partir de dois diferentes indculos, lodo de cervejaria e fluido ruminal, por meio
do emprego de etanol e acido acético como substratos sintéticos com a relagdo EtOH: AcOH igual a 2:1 em
modo de batelada inica e batelada sequencial.

MATERIAIS E METODOS

O substrato sintético foi composto por etanol e 4cido acético igual a 2:1, de acordo com Gavazza et al. (2021).
Para avaliar as melhores condi¢cdes de producdo de acido caproico, foram estudados os seguintes indculos:
fluido ruminal e lodo de cervejaria. Adicionou-se ao meio uma solugdo de macro e microminerais, conforme
Veras et al. (2020), tampdo de bicarbonato de sédio (2,4 g/L) e pH ajustado para 6,8 por meio da adigdo de
NaOH (1 M) e HCI (1 M). Os reatores foram inoculados com uma concentragao final de 1 gST/L no licor
misto para cada microbioma, e o gas nitrogénio (100% N) foi purgado por 120 s para garantir condi¢des
anaerébias, além de serem mantidos a uma temperatura de 30 £ 1 °C ¢ agitagdo de 100 rpm (Roghair et al.,
2018). Inicialmente, foi realizada uma batelada com adigdo unica de 4,61 g/L de etanol e 3 g/L. de acido
acético em reatores de 250 mL. Posteriormente, foram realizadas 3 bateladas sequenciais (B-I, B-II ¢ B-III)
com adi¢do de 10 g/L de etanol e 6,5 g/L de &cido acético a cada 12 dias em reatores de 610 mL. Para inibir a
metanogénese foi adicionado 1 g/L de 2-bromoetanossulfonato (2-BES). A concentracdo de alcoois e acidos
carboxilicos foi medida através de um HPLC — High-performance liquid chromatography, acoplado a um
detector de indice de refracdo modelo LC-20AT (Shimadzu). A coluna utilizada foi uma Aminex HPX-87H
(300m x 7,8 mm) com fase movel de 4cido sulfurico de 5 mM, fluxo de 0,6 mL.min"!' e temperatura do forno
igual a 40 °C.

RESULTADOS

As concentragdes de substratos consumidos e metabodlitos produzidos durante a batelada unica sdo
apresentadas nas Figura 1 (a) e (b). A partir da analise dos resultados, verifica-se o consumo total de etanol e
parcial de acido acético em todas as condi¢Ges experimentais analisadas, ocorrendo em alguns momentos a
produgdo de acido acético possivelmente por bactérias acetogénicas oxidadoras de etanol presentes no meio.
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Nos experimentos em batelada Unica, os reatores com lodo de cervejaria apresentaram uma maior produgéo de
acido caproico (3,95 + 0,59 g/L) (Figura 1 (a)) em relacdo ao fluido ruminal (3,56 = 0,36 g/L) (Figura 1 (b)).
Dessa forma, verifica-se que a diferenca na produgéo de acido caproico nao foi significativa entre os indculos
utilizados na batelada unica.

Nos experimentos em batelada sequencial, as concentragdes de substratos consumidos e metabolitos
produzidos durante as trés bateladas (B-I, B-II e B-II) para os dois indculos sdo apresentadas nas Figuras 1 (c)
¢ (d). Durante a primeira batelada — B-I (0 - 12 dias), a produ¢ao de acido caproico teve inicio apos quatro dias
de experimento nos dois indculos, revelando uma rapida adaptacdo dos microrganismos, como descrito por
Gavazza et al. (2021). Similarmente aos experimentos de Ma et al. (2021), o etanol foi convertido em acido
acético nos trés primeiros dias em detrimento da geracdo de ACCM's, provavelmente por bactérias
acetogénicas oxidadoras de etanol.

O pico de producao de acido caprodico na B-I foi alcangado apos sete dias para todos os indculos, mediante ao
consumo total de etanol e parcial de acido acético, com o fluido ruminal (8,14 g/L - Figura 1 (d)) seguido pelo
lodo de cervejaria (6,11 g/L - Figura 1 (c)).

A segunda batelada — B-II (12-24 dias) teve como objetivo atenuar a toxicidade das formas ndo-dissociadas do
acido caprdico em baixos valores de pH da batelada anterior, com ajuste do pH para 6,8 em todos os reatores
mediante a utilizacdo de NaOH e HCI. Diferentemente da B-1, a gerag@o de acido caprdico comecou antes dos
primeiros quatro dias, em razdo da adaptabilidade prévia dos indculos para o processo de alongamento da
cadeia, ja reportada por Agler et al. (2011).

O pico de produgdo de acido caproico na B-II foi alcangado apos 9 dias (dia 21 — B-II), mediante o consumo
total de etanol e parcial de acido acético, com o lodo de cervejaria apresentando o maior valor (8,8 g/L —
Figura 1 (c)), seguido pelo fluido ruminal (8,3 g/L— Figura 1(d)). A exemplo de comparagdo, Steinbusch et al.
(2011) produziram cerca de 8,2 g/ de acido caprdico com etanol (2,3 g/L), acido acético (3,0 g/L) e
hidrogénio como substratos em um reator em semi-batelada com pH 7,0 e temperatura igual a 30 °C.

O pH foi novamente ajustado para 6,8 no inicio da B-III (24-36 dias). A operacdo dos reatores em B-III
comprovou a alta capacidade de adaptacdo da comunidade microbiana para producdo de acido caprdico nos
trés inoculos utilizados no presente experimento. A maior produg¢do de acido caproico foi novamente
alcancada apos 7 dias (dia 31 — B-IIT) com o consumo total de etanol e parcial do acido acético pelo lodo de
cervejaria (10,1 g/L— Figura 1 (c)), seguido pelo fluido ruminal (9,1 g/L- Figura 1 (d)). Grootscholten et al.
(2013) produziram cerca de 11,1 g/L de acido caproico, a partir de acido acético (8,5 g/L) e etanol (26,0 g/L),
com a utilizagdo de um filtro anaerdbio ¢ lodo anaerébio como in6culo oriundo de uma estagdo de tratamento
de efluentes de cervejaria.

Os resultados obtidos durante os experimentos demonstraram uma maior produgao de acido caproico por meio
da adicdo sequencial em batelada de substratos em relagdo ao modo de batelada tnica. Possivelmente, a
elevada producdo de acido caprdico em modo de batelada sequencial para os dois indculos foi decorrente de
uma adaptacdo microbiana adequada, através do uso do inibidor de metanogénese 2-BES, do pH inicial
proximo ao neutro e da razdo entre os substratos sintéticos (etanol e acido acético), ao longo das trés bateladas
realizadas, além da diminui¢ao da toxicidade dos acidos ndo-dissociados aos microrganismos no meio.
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Figura 1: Producio de acidos carboxilicos e consumo de etanol em funciio do tempo para diferentes
in6culos em regime de batelada tinica e batelada sequencial (a) lodo de cervejaria em batelada
tnica (b) fluido ruminal em batelada tinica; (c) lodo de cervejaria em batelada sequencial (d) fluido
ruminal em batelada sequencial.

CONCLUSOES

Com base no trabalho realizado, concluiu-se que:

Os experimentos com lodo de cervejaria e fluido ruminal em batelada sequencial com adi¢ao de etanol e acido
acético resultaram em uma maior produgdo de acido caproico quando comparado com a batelada tinica. Nos
experimentos de batelada tinica, a maior producdo de acido caproico (3,95 + 0,59 g/L) foi obtida quando o
lodo de cervejaria foi utilizado como in6culo. Em relagdo aos experimentos em batelada sequencial, a primeira
batelada (B-I) apresentou o melhor resultado (8,14 = 0,41 g/L) com o fluido ruminal e na terceira batelada (B-
IIT) com o lodo de cervejaria (10,05 + 0,50 g/L). Experimentos futuros deverdo abordar o aumento gradual da
escala para reatores em batelada ou continuos seguidos por técnicas de extracdo em linha, com o objetivo de
garantir uma producdo estavel de acido caproico e diminuicdo da toxicidade de sua forma nado-dissociada.
Além disso, ressalta-se a necessidade de estudos relacionados a substituigdo do uso de inibidores quimicos (2-
BES) e substratos sintéticos em razao dos seus altos custos, com o intuito de garantir a viabilidade econdmica
da produgdo biologica de acido caprdico. Os resultados deste estudo destacam o potencial promissor da
produgdo biotecnologica de acido caproico, contribuindo para o desenvolvimento de processos mais
sustentaveis e economicamente viaveis na industria quimica e energética.
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