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RESUMO

A crescente demanda global e os desafios de escassez de recursos naturais tornam
importante a producdo sustentavel de produtos quimicos e biocombustiveis. Um método
promissor é o alongamento da cadeia de carbono pela plataforma de carboxilato, que converte
substratos com alta matéria organica em &cidos carboxilicos de cadeia média, como o acido
caproico. A vinhaca gerada pela fermentacdo de residuos alimentares (subproduto do etanol
obtido a partir desses residuos) geralmente descartada, pode servir como substrato para
producdo de &cido caproico, promovendo a bioeconomia circular. Para isso, € importante
inibir rotas concorrentes ao alongamento da cadeia carbdnica. Este trabalho avalia diferentes
indculos microbianos para producdo de acido caproico a partir da vinhaca do residuo de
alimentos. Os inéculos microbianos testados foram o lodo UASB, manipueira e rimen
bovino, com concentracdo de 1 gSV/L. O residuo de alimentos passou pelas etapas de
hidrolise &cida, fermentacdo alcodlica por leveduras e destilacdo de parte do etanol obtido, a
partir de um evaporador rotativo. Foram verificados 5 cenéarios de dilui¢do, em triplicata, com
0 objetivo de avaliar a ocorréncia da concentracdo limite de lactato para a inibigéo da via do
acrilato. Utilizou-se microcosmos de 120 mL com volume reacional de 65 mL, sendo
mantidos com temperatura de 35 °C e agitacdo de 100 rpm. A producdo maxima de &cido
caproico foi alcancada na diluicdo 1:5 com manipueira, produzindo 3.468 mmolC/KgDQO L.
O lodo UASB produziu mais acido propanoico que caproico em todas as diluicdes, com
producdo maxima de 1.741 mmolC/KgDQO L na diluigdo 1:5, em detrimento da producéo de
caproico (433,9 mmolC/KgDQO L), indicando desvio de rota para um alongamento impar
indesejado. O ajuste de pH com o tampdo de fosfato 55 mM inibiu a metanogénese
acetoclastica. A cinética de producdo de caproico que melhor se adequou foi de ordem zero,
com valor maximo de k, de 5,736 mmolC/L d, para o rimen, na diluicdo 3:5. Este estudo
provou que a utilizacdo da vinhaca de residuo de alimentos, interligando dois processos
distintos, o de biorrefinaria e o de alongamento da cadeia de carbono, é possivel, sendo uma
visdo muito promissora. Alguns cuidados, todavia, tém que ser tomados, como a avaliagdo de
processos concorrentes e a concentracdo limite de lactato para inibir a rota do acrilato. Dentre
as possibilidades para a continuidade deste trabalho, sugere-se: andlise da comunidade

microbiana e teste com novos parametros operacionais.

Palavras-chave: alongamento de cadeia de carbono; acido caproico; residuo de

alimentos; &cidos carboxilicos; plataforma de carboxilato.



ABSTRACT

The growing global demand and challenges of natural resource scarcity make
sustainable production of chemicals and biofuels important. A promising method is carbon
chain elongation via the carboxylate platform, which converts substrates with high organic
matter into medium-chain carboxylic acids, such as caproic acid. The vinasse generated by
fermenting food waste (a byproduct of ethanol derived from these residues), usually
discarded, can serve as a substrate for producing caproic acid, promoting a circular
bioeconomy. For this, it is important to inhibit competing routes to carbon chain elongation.
This work evaluates different microbial inoculum for caproic acid production from food waste
vinasse. The microbial inoculum tested were UASB sludge, cassava wastewater, and bovine
rumen, with a concentration of 1 gVS/L. The food waste underwent acid hydrolysis, alcoholic
fermentation by yeast, and partial ethanol distillation using a rotary evaporator. Five dilution
scenarios were tested, in triplicate, to assess the occurrence of the lactate concentration limit
for acrylate pathway inhibition. Microcosms of 120 mL with a reaction volume of 65 mL
were maintained at 35°C and 100 rpm agitation. The maximum caproic acid production was
achieved at the 1:5 dilution with cassava wastewater, producing 3,468.5 mmolC/KgDQO L.
UASB sludge produced more propanoic acid than caproic acid in all dilutions, with a
maximum of 1,741.6 mmolC/KgDQO L at the 1:5 dilution, disfavoring caproic acid
production 433.9 mmolC/KgDQO L, indicating an unwanted odd-chain elongation pathway.
pH adjustment with 5.5 mM phosphate buffer inhibited acetoclastic methanogenesis. The
zero-order kinetic model best fitted caproic acid production, with a maximum ko value of
5.736 mmolC/L d for rumen, at the 3:5 dilution. This study demonstrated that using food
waste vinasse, linking two distinct processes, biorefinery and carbon chain elongation, is
feasible and highly promising. However, care must be taken toevaluate competing processes
and determine the lactate concentration limit that inhibits the acrylate pathway. Future work

should focus on analyzing the microbial community and testing new operational parameters.

Keywords: carbon chain elongation; caproate; food waste; carboxylic acid;

carboxylate platform.
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1 INTRODUCAO

Os residuos solidos urbanos sdo produzidos por atividades domésticas e comerciais,
normalmente monitorados e gerenciados pelo servico de coleta municipal (Associagdo
Internacional de Residuos Solidos, 2024). O desperdicio de alimentos € um dos grandes
geradores de residuos organicos e correspondem de 25,9 a 66,1% do volume total dos
residuos solidos urbanos (Painel Intergovernamental sobre Mudangas Climaticas, 2019).
Segundo a Organizacdo das NacGes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (2023a), um terco
de todos os alimentos produzidos para consumo humano no mundo é perdido e se transforma
em residuo de alimentos. Este valor corresponde a cerca de 1,3 bilhdo de toneladas de
alimento por ano, o que equivale a 1 bilhdo de refei¢cdes diarias. O desperdicio de alimentos
impacta significativamente varias areas da sociedade, interferindo diretamente na seguranca
alimentar mundial (Organizacao das NagOes Unidas para Alimentacéo e Agricultura, 2023b).

O residuo de alimentos contém diversos componentes, como lipidios, carboidratos,
proteinas, cinzas, lignina, aminoacidos, fosfatos, vitaminas e extrativos (como ceras e
carboidratos de baixo peso molecular) (Matsakas et al., 2014; Sharma et al., 2021). A
utilizacdo desses residuos como matéria prima na producdo de biocombustiveis e outros
subprodutos quimicos com alto valor agregado é uma abordagem nova e promove a
sustentabilidade a partir da promocdo da bioeconomia circular (Chen et al.,, 2017). Uma
alternativa para a producdo de biocombustiveis a partir do residuo de alimentos pode ser a
fermentacdo alcodlica com o emprego de leveduras (Jin et al., 2019). Apds a destilacdo do
etanol, todo o material restante da mistura inicial se torna um subproduto denominado vinhaga
(Hafid et al., 2017). Devido a alta carga organica, pH consideravelmente acido e presenca de
alguns compostos como o sulfato, o descarte desse residuo sem tratamento pode causar
problemas ambientais (Balakrishnan, 2024). Outro aspecto relevante é a producdo abundante
desse residuo em relacéo a fabricacdo de etanol. No caso da vinhaga de cana-de-agUcar, uma
das mais comuns, a propor¢do é aproximadamente de 10 a 15 litros de vinhaga para cada litro
de etanol produzido (Almeida; Rizzatto, 2022). A recuperagcdo de recursos a partir desse
residuo pode ser uma alternativa em relacdo ao descarte inadequado e aos usos tradicionais,
incluindo seu uso para produgéo de quimicos de valor agregado (Sanchez et al., 2021)

Em virtude da demanda global e dos desafios associados a disponibilidade restrita de
recursos naturais, a escassez de produtos quimicos emerge como uma questdo significativa
(Warner, 2020). Dentre os metodos bioldgicos para a producdo de subprodutos quimicos de

alto valor agregado, destaca-se o processo de alongamento da cadeia de carbono, a partir da
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plataforma de carboxilato (Holtzapple et al., 2009). A plataforma de carboxilato consiste na
formacdo de produtos a partir de residuos com alta concentracdo de matéria organica. O
alongamento da cadeia de carbono é alcangado mediante diferentes rotas metabdlicas, como,
principalmente, a 3-oxidacdo reversa e a biossintese dos acidos graxos, produzindo os acidos
carboxilicos de cadeia média (ACCM) a partir de acidos carboxilicos de cadeia curta (ACCC)
e doadores de elétrons, como lactato e etanol (Spirito et al., 2014).

Dentre os ACCM, o éacido caproico tem sido amplamente utilizado em diversas
aplicacdes industriais, incluindo a industria de alimentos, cosméticos, farmacéutica e de
polimeros (Menon et al., 2021). A rota convencional para obtencdo do &cido caproico ocorre
através do craqueamento do petréleo ou extracdo de 6leos de plantas e animais (Cavalcante et
al., 2017). No entanto, esses métodos de producdo limitam sua producdo, por ndo apresentar
viabilidade do seu uso em larga escala, além de causar impactos ambientais (Yin et al., 2018).
A producdo de acido caproico a partir da plataforma de carboxilato, utilizando o alongamento
da cadeia carbdnica, ja foi investigada em estudos percussores no grupo de pesquisa do
Laboratério de Saneamento ambiental da Universidade Federal de Pernambuco, como
Amorim (2018) e Gomes (2023), utilizando, respectivamente, aguas residuarias da producéo
de farinha de mandioca (manipueira) e substratos sintéticos (etanol e acido acético).

Um aspecto de notavel importancia no contexto do processo de alongamento da cadeia
carbonica para a sintese do &cido caproico, mediante a utilizacdo de lactato como doador de
elétrons, € a necessidade de avaliar sua concentracdo limite adequada ou toxica (Tang et al.,
2022). Tal consideracao é essencial, uma vez que sua acumulacdo excessiva e 0 uso exclusivo
do lactato como doador de elétrons pode induzir a formacdo de rotas concorrentes ao
alongamento da cadeia carbdnica, como a formacdo de acidos carboxilicos indesejados, entre
eles o propanoico e o pentanoico (Dong et al., 2023; Prabhu et al., 2012; Zhang et al., 2023a).
Portanto, o presente estudo busca avaliar a producdo de é&cido caproico a partir do
alongamento da cadeia carbnica em conjunto com a plataforma de carboxilato, utilizando-se
da vinhaca da fermentacdo de residuo de alimentos, para assim, verificar aspectos

importantes, como a concentragdo limite de lactato no processo inicial de alongamento.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos foram divididos em geral e especificos.

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o desempenho de diferentes indculos microbianos anaerébios para produgdo
de é&cido caproico utilizando a vinhagca da producdo de etanol a partir de residuos de

alimentos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar a diluicdo ideal do substrato para a produgdo maxima de cido caproico;

b) Auvaliar o rendimento das reacdes de transformacao do substrato em &cido caproico;

c) Estabelecer pardmetros cinéticos para a producdo de &cido caproico a partir de
diferentes inoculos; e

d) Identificar possiveis rotas concorrentes ao processo de alongamento da cadeia de

carbono.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Visando uma melhor compreensao do cenario no qual este estudo esta inserido, se faz
necessario apresentar alguns conceitos relativos ao tema, abordando os impactos dos residuos
solidos urbanos oriundos do desperdicio de alimentos, além do funcionamento e da

importancia da plataforma carboxilato para geracdo de produtos com valor agregado.

3.1 RESIDUOS SOLIDOS URBANOS

Os residuos solidos urbanos sdo produzidos por atividades domésticas e comerciais,
normalmente monitorados e gerenciados pelo servigo de coleta municipal, sendo considerados
subprodutos indiretos do consumo (ISWA, 2024). O gerenciamento dos residuos sélidos
urbanos € um grande dilema desde o surgimento dos centros urbanos (Fratta, et al. 2020).
Entretanto, a urbanizacdo, o desenvolvimento tecnologico, a globalizacdo dos mercados e 0
aumento populacional promoveram um aumento significativo na quantidade e diversidade
desses residuos (Fidelis et al., 2023). Por serem ligados aos padrGes de consumo, sua
composicdo pode variar bastante em relacdo aos locais no qual sdo produzidos (Silva et al.,
2020). No geral, sdo compostos por residuos organicos (como os ligados ao desperdicio
alimentar e que representam em média a maior parte dos residuos solidos urbanos), plasticos e
papéis (em boa parte presentes em diversas embalagens), vidros, metais e até mesmo
materiais descartados de forma irregular, como residuos da industria e de hospitais
(Associacdo Internacional de Residuos Sélidos, 2024).

A relacdo entre a economia e a producdo dos residuos solidos urbanos é bastante
complexa. Ao mesmo tempo em que o crescimento econdmico permite maiores investimentos
na coleta e destinacdo adequada dos residuos, ele também acaba aumentando o consumo,
resultando numa maior producdo (Guerrero; Maas; Hogland, 2013). De acordo com a
Associacao Internacional de Residuos Solidos (2024), essa combinag&o, junto com o aumento
populacional, € a principal responsavel pelo crescimento na producdo desses residuos,
estimando-se uma elevagdo mundial de 2,1 bilhGes de toneladas em 2020 para 3,8 bilhdes em
2050.

A destinagdo inadequada dos residuos sélidos urbanos resulta em impactos ambientais
negativos significativos. Os depdsitos a ceu aberto, conhecidos popularmente como lixdes,
foram por muito tempo o principal destino dos residuos solidos urbanos (Cseh; Goncalves-

Dias; Silva et al., 2020). Até meados da década de 60, a Unica alternativa vista como
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adequada para a destinacdo dos residuos solidos urbanos consistia na incineracdo. Entretanto,
0s gases produzidos por esse processo ndo eram tratados e ndo havia recuperagdo energética
(Fratta, et al., 2020). Com o passar dos anos, a crescente preocupacdo em torno das
implicacdes ambientais e 0s avancos nas questdes tecnologicas levaram a alternativas que
diminuissem esses impactos. Surgiram alternativas como a reciclagem, a compostagem e a
valorizacdo de residuos (Serafini et al., 2023). Portanto, diante do aumento da producdo e
diversificacdo dos residuos sélidos urbanos, é necessaria a implementacdo de uma gestdo
eficaz que promova a sustentabilidade ambiental e econémica e aponte solucGes eficientes
(Henry, et al. 2006). A valorizacdo de residuos e o aproveitamento energético sdo uma das
mais importantes solucdes a serem consideradas atualmente, pois oferecem a oportunidade de

converter os residuos sélidos urbanos em produtos de valor agregado (Shovon et al., 2024).

3.1.1 Residuos solidos urbanos no brasil

No Brasil, a legislacéo relativa aos residuos sélidos urbanos é estabelecida na Politica
Nacional de Residuos Solidos, instituida pela Lei Federal n° 12.305/2010. Essa politica
estabelece as diretrizes e principios para uma gestdo integrada dos residuos sélidos urbanos no
pais. Alguns dos principais pontos dessa politica sdo: a responsabilidade compartilhada entre
as partes da cadeia produtiva, a exigéncia do Plano de Gerenciamento de Residuos Sdlidos
para 0s municipios e empresas, a extin¢do dos depositos a céu aberto e a logistica reversa.

O panorama em relacdo aos residuos solidos urbanos no Brasil € divulgado de forma
regular pela Associacdo Brasileira de Residuos e Meio Ambiente. O mais recente a ser
divulgado foi o de 2023, relativo ao ano de 2022. Nesse panorama, estimou-se a geracdo de
residuos solidos urbanos no Brasil em 81,8 milhdes de toneladas por ano, com uma média
anual de 381 quilos por habitante. Em relacdo a coleta, foram registradas 76,1 milhGes de
toneladas coletadas, com uma cobertura de coleta equivalente a 93%. Quanto a destinacdo
final dos residuos sélidos urbanos coletados, foi visto que 60,5% tiveram disposicdo
considerada adequada, principalmente em aterros sanitarios, enquanto 39,5% tiveram a
disposicdo considerada inadequada. Conforme pode ser visto na figura 1, em relacdo a
regionalizacdo desse panorama, € visto que as regifes Sudeste, Sul e Centro-Oeste estdo
acima da média nacional de 93,4% em relacdo a coleta, diferente das regides Nordeste e
Norte, onde os servicos de coleta se aproximam de 83% (ver Figura 1), comprometendo o

acesso de boa parte da populacdo aos servicos de coleta regular. Panorama bastante parecido
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também ¢é visto em relacdo a disposicdo final, onde somente as regides Sudeste e Sul possuem
indices acima da média nacional.

Figura 1 — Coleta e disposicéo final dos residuos sélidos urbanos por regido e média no Brasil
100
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Residuos sdlidos urbanos (%)

Brasil | Sudeste | Sul |Centr0-oeste| Norte | Nordeste

Il Cobertura de coleta [ | Disposigéo final adequada
Fonte: adaptado de Associacdo Brasileira de Residuos e Meio Ambiente (2023).

Também € possivel observar uma conexdo entre o poder econdmico e a eficiéncia
logistica quanto aos residuos solidos urbanos. Isso é evidenciado nas regides sudeste e sul do
Brasil, cujo Produto Interno Bruto ultrapassa a média nacional, e que também apresentam
indices mais elevados do que a média nacional em termos de cobertura de coleta e disposi¢do
final adequada dos residuos (Associacdo Brasileira de Residuos e Meio Ambiente, 2023).

A composicdo dos residuos solidos urbanos no Brasil, assim como na realidade
mundial, varia de acordo com os padrbes de consumo de cada regido. Por isso, é necessario
realizar analises gravimétricas regularmente em nivel regional (Lino, et al. 2023). Porém, em
linhas gerais, os residuos solidos urbanos brasileiros consistem em residuos organicos, que
representam a sua maior parte, papel e papeldo, plasticos, vidros e materiais perigosos
(Associacao Brasileira de Residuos e Meio Ambiente, 2023). A gestdo dos residuos solidos
urbanos no Brasil enfrenta desafios que estdo diretamente relacionados a efetiva aplicacédo da
Politica Nacional de Residuos Solidos, especialmente em areas com poder econdmico menor,

como nas regides Nordeste e Norte (Silva et al., 2020). E primordial, portanto, implementar
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uma logistica eficiente e incentivar alternativas que reduzam os impactos, como a reciclagem

e a valorizagdo dos residuos (Esmaeilian et al., 2018).

3.1.2 Desperdicio de alimentos

Dentro dos residuos organicos, podemos identificar o desperdicio de alimentos a partir
do residuo de alimentos. Segundo a Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura (2023a), um terco de todos os alimentos produzidos para consumo humano no
mundo é perdido e se transforma em residuo de alimentos, correspondendo a cerca de 1,3
bilhdo de toneladas de alimento por ano, o que equivale a 1 bilhdo de refei¢cdes diarias. O
desperdicio de alimentos impacta significativamente varias areas, interferindo diretamente na
seguranca alimentar mundial (Organizacdo das NagOes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura, 2023a). Do ponto de vista econdémico, o desperdicio de alimentos representa um
aumento nos custos de producao. 1sso ocorre devido ao uso ineficiente de recursos pela cadeia
produtiva, que incluem médo de obra, a&gua, energia e insumos agricolas. Além disso, o
desperdicio leva a uma perda de receita para os produtores, comércio e consumidores
(Elimelech et al., 2018). Segundo a Organizacdo das Nagdes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura (2023a), mais de 1 trilhdo de ddlares em alimentos sdo desperdi¢ados por ano no
mundo.

Os impactos ambientais estdo relacionados a maiores emissdes de gases de efeito
estufa (GEE) devido a decomposicdo de alimentos em aterros sanitarios e depositos a céu
aberto, além de contaminac@es do solo e da agua (Leal Filho et al., 2023). De acordo com a
Organizacdo das NacGes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (2023b), aproximadamente
8-10% das emissGes globais dos GEE sdo atribuidas ao desperdicio de alimentos. A
ineficiéncia produtiva também leva ao aumento do consumo de recursos naturais para a
producdo adicional de alimentos, a fim de substituir aqueles que foram desperdicados (Yu;
Jaenicke, 2020). Do ponto de vista social, o desperdicio de alimentos reduz a disponibilidade
de alimentos para as populacBes mais vulneraveis, aumentando a inseguranca alimentar e a
desnutricdo, refletindo a desigualdade e destacando as disparidades na distribuicdo dos
alimentos (Wani et al., 2024). Enquanto alimentos s@o descartados, muitos deles em perfeito
estado, a fome afeta uma parte significativa da populagédo mundial. A Organizacao das Nagoes
Unidas para Alimentagdo e Agricultura (2023a) estima que mais de 783 milhdes de pessoas

no mundo sdo afetadas pela fome, e cerca de 150 milhdes de criangas com menos de cinco
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anos tém seu crescimento e desenvolvimento prejudicados pela falta de nutrientes em sua
alimentacéo.

O desperdicio de alimentos ocorre em varias etapas da cadeia alimentar. Inicialmente,
é observado na producdo agricola, onde praticas ineficientes e infraestrutura inadequada
contribuem para perdas significativas. Em seguida, durante o processamento e fabricagéo,
onde falhas nos processos e na gestdo da cadeia de suprimentos resultam em desperdicio
adicional. No setor varejista, praticas de gestdo inadequadas e politicas de datas de validade
desempenham um papel importante nesse desperdicio. Nos servicos de alimentacdo, como
restaurantes e hotéis, o desperdicio também é comum. Por fim, os consumidores finais
contribuem para o desperdicio de alimentos por meio de comportamentos como compras
excessivas, armazenamento inadequado e descarte de sobras (Organizacao das Nacdes Unidas
para Alimentacdo e Agricultura, 2023a; Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura, 2023b)

Apesar de levantamentos regionais pontuais, ndo se tem uma estatistica precisa sobre o
desperdicio de alimentos nos @mbitos nacionais de forma comparativa. Porém, paises com
sistemas alimentares mais complexos, com padrdes de consumo divergentes e préatica de
descarte de alimentos mais presente, sdo apontados com niveis mais significativos de
desperdicio. Nesse grupo, estdo Estados Unidos, Reino Unido, Canada, Japdo e outros paises
europeus mais desenvolvidos (Organizacdo das NacbGes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura, 2023a; Organizacdo das Nac¢des Unidas para Alimentacdo e Agricultura, 2023Db).

O Obijetivo de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) 12.3 visa reduzir pela metade o
desperdicio de alimentos per capita global até 2030, através da implementacdo de estratégias
para reduzir o desperdicio em todas as etapas da cadeia alimentar (Organizacdo das Nacdes
Unidas para Alimentacdo e Agricultura, 2023a). Algumas dessas estratégias incluem
educacdo e conscientizacdo sobre os impactos do desperdicio de alimentos, promocdo de
praticas de compra e armazenamento sustentaveis, melhoria na gestdo da cadeia de
suprimentos desde a producdo, adocdo de inovagbes tecnologicas como aplicativos de
rastreamento de alimentos e embalagens inteligentes, redistribuicdo de alimentos através de
programas especificos para direcionar 0s excedentes para pessoas necessitadas e a
compostagem e valorizagdo do residuo de alimentos para reduzir a quantidade de material
enviado para aterros sanitarios e criar beneficios economicos (Abubakar et al., 2022; Girotto;
Alibardi; Cossu, 2015).
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3.1.3 Composicao e aproveitamento dos residuos de alimentos

O residuo de alimentos representa a fracdo de matéria organica composta pelos restos
de comida descartados ao longo de toda a cadeia alimentar, desde os produtores até os
consumidores finais (Redlingshofer; Barles; Weisz, 2020). Essa parcela inclui alimentos que
ndo atendem aos padrdes estéticos de producdo, os produzidos em excesso, 0s perdidos
durante o transporte, os vencidos, os deteriorados devido a condi¢Ges inadequadas de
armazenamento, e até mesmo aqueles que néo sdo utilizados pelos consumidores finais, como
cascas e sobras de comida (Misiak et al., 2023). O residuo de alimentos tem uma alta
concentracdo de matéria organica, possuindo, normalmente, uma grande variedade de
nutrientes, pois depende da composicdo dos alimentos descartados. Alguns dos nutrientes
mais comuns a serem encontrados no residuo de alimentos sdo: carboidratos, proteinas,
lipidios, fibras, vitaminas e minerais (Elimelech; Ayalon; Ert, 2018).

Diante das consequéncias negativas do desperdicio de alimentos, alternativas devem
ser desenvolvidas para seu reaproveitamento. Redlingshofer et al. (2020) avaliaram politica
dos 3R (reduzir, reutilizar e reciclar) e sua eficacia em relacdo a melhoria da gestdo do residuo
de alimentos, sendo visto que a valorizagdo dos residuos desempenha papel importante para
reduzir os impactos ambientais associados. A valorizacdo do residuo de alimentos acontece
através de praticas como compostagem, reciclagem e recuperacdo de energia e recursos (de
Medina-Salas et al., 2019). A adocdo dessas praticas pode mitigar os impactos das emissdes
de GEE decorrentes da decomposi¢do de residuos organicos em aterros sanitarios controlados
e nao controlados (Knorr; Augustin, 2022). Outro importante impacto positivo é a
possibilidade de recircular a economia, reintroduzindo-se os residuos na cadeia produtiva
COmMO recursos ou matérias-primas secundarias, promovendo um ciclo sustentavel de
utilizacdo de recursos. Por fim, essa valorizagdo pode ainda resultar na producao de energia e
recursos, aproveitando a energia e 0s nutrientes contidos nos residuos (Jones et al., 2022).

A bioconversdo de residuo de alimentos em energia oferece vantagens econdmicas e
ambientais comparadas aos métodos tradicionais de disposicdo final. Do ponto de vista
econdmico, essa abordagem possibilita a producédo de energia renovavel, através da criacao de
biocombustiveis, reduzindo a dependéncia de combustiveis fosseis (Kiran et al., 2014). Alem
disso, pode ser gerado receita adicional pela venda dessa energia produzida e diminuicdo dos
custos de eliminacdo dos residuos. Essa conversao permite a producdo de biocombustiveis
com baixo empreendimento de carbono, contribuindo para a reducdo das emissdes de GEE.

Além disso, aproveitar os nutrientes e energia contidos no residuo de alimentos, em vez de
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descarté-los, representa uma abordagem mais eficiente e sustentavel para o gerenciamento de
residuos e o uso dos recursos naturais (Talan et al., 2021; Kiran et al., 2014).

Em relagcdo a producdo de biocombustiveis, a composicdo do residuo de alimentos,
com elevada concentracdo de compostos organicos, torna-o fonte ideal, através de processos
de fermentacdo, para a producéo de biogés, hidrogénio, etanol, biodiesel e outros subprodutos
(Talan et al., 2021). Isso acontece devido a facilidade de degradacdo da matéria organica do
residuo de alimentos que é facilmente metabolizada por microorganismos. Além disso, 0
residuo de alimentos geralmente possui alta relagdo Carbono/Nitrogénio (C/N), favorecendo a
atividade microbiana e a producéo de biogés (Gazzola et al., 2022).

A digestdo anaerdbia pode ser utilizada para a recuperacao de recursos do residuo de
alimentos, como produtos de valor agregado. Primeiramente, ocorre a preparacdo do residuo
de alimentos, onde ha a coleta e 0s processos iniciais como dessecacdo e trituracdo, que
podem facilitar a decomposi¢do posterior (Ong et al., 2018). Posteriormente, ocorrem as
etapas de digestdo anaerdbia. A primeira etapa é a hidrélise, na qual ocorre a quebra das
moléculas complexas em moléculas menores, como aglUcares e aminoacidos, através das
enzimas ja presentes no residuo de alimentos ou produzidas por microrganismos (Assis;
Gongcalves, 2022; Ong et al., 2018). A partir dessa fase, alguns caminhos podem ser seguidos,
podendo-se controlar as caracteristicas do substrato e a otimizacdo das condi¢es existentes
para se chegar a um determinado objetivo de producdo.

Um processo para a formacdo de subprodutos na digestdo anaerdbia do residuo de
alimentos é o alongamento da cadeia carbdnica. Neste processo, microrganismos anaerébios
convertem compostos organicos de cadeia curta, em compostos organicos de cadeia média, a
partir de reacBes bioquimicas (Wang et al., 2023b; Zhang et al., 2021). Essa conversdo
acontece a partir da adicdo de unidades de carbono a cadeia carbénica. O alongamento pode
ser controlado para ocorrer em varios momentos da digestdo anaerébia, como logo apos a
acidogénese ou logo depois a fermentacdo alcodlica (Long et al. 2023). Uma abordagem
recente baseia-se na vinhaca, que é o residuo resultante da destilacdo do etanol apds sua
producdo por fermentacdo com leveduras. Geralmente descartado, a vinhaca da fermentacéo
de residuos de alimentos tem o potencial de ser empregada em processos de alongamento da
cadeia carbbnica (Wang et al., 2023c). A Figura 2 mostra as principais estratégias atuais para

a valorizacéo dos residuos de alimento.
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Figura 2 — Estratégias para a valorizagdo do Residuo de alimentos
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Fonte: Adaptado de Suhartini et al. (2022).
3.2 BIORREFINARIA E PRODUCAO DE BIOCOMBUSTIVEIS

A biorrefinaria consiste em uma instalacdo que reune processos de conversdo de
biomassa para a producdo de biocombustiveis. A producdo de biocombustiveis a partir desse
sistema é utilizada para substituir ou complementar o uso dos combustiveis fosseis
tradicionais, reduzindo a dependéncia desta matriz energética (Gaur et al., 2024). Além disso,
seu uso contribui para a reducdo das emissbes de GEE, pois, em geral, os biocombustiveis
emitem menos didxido de carbono (CO,), além de se destacarem por serem uma fonte de
energia renovavel, uma vez que a biomassa necessaria pode ser cultivada continuamente
(Amanful et al., 2024; Gaur et al., 2024).

Os biocombustiveis sdo divididos em diferentes geragGes. A primeira geragdo tem
como base produtiva culturas alimentares, como milho e cana-de-agucar, entretanto, esse
cenario cria uma competicdo com a producédo de alimentos, possivelmente elevando os pre¢os
e aumentando a inseguranca alimentar. As tecnologias utilizadas nessa geragéo, contudo, séo
bem estabelecidas e utilizadas em larga escala (Padder et al. 2024). Na segunda geracao, 0s
biocombustiveis sdo produzidos a partir de biomassas residuais, como o residuo de alimentos,
residuos florestais e agricolas. Seu uso, porém, ainda ndo atingiu grandes proporcées devido a

dificil implementacdo de tecnologias mais complexas. Entretanto, essa geragdo favorece a
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bioeconomia circular e acaba diminuindo a competicdo com a producdo de alimentos. J& a
terceira e quarta geracbes a producdo dos biocombustiveis sdo ligadas, respectivamente, a
organismos geneticamente modificados e combustiveis sintéticos. Seu uso, entretanto,
enfrenta entraves em relacdo a falta de desenvolvimento tecnoldgico e aos altos custos de
producdo (Padder et al., 2024; Shokravi et al., 2022; Yang et al., 2021).

A producdo de biocombustiveis a partir do residuo de alimentos faz parte da segunda
geracdo, sendo capaz de produzir uma variedade de produtos, como biogas, biodiesel e etanol.
Seu uso permite reduzir a quantidade de residuos destinados aos aterros sanitarios, além de
promover a bioeconomia circular. Alguns estudos ja exploraram o uso de residuo de
alimentos para a producdo de biocombustiveis. Por exemplo, o estudo apresentado por Suresh
et al. (2020), foca na intensificacdo do processo e producdo de etanol a partir do residuo de
alimentos, comparando a hidrélise acida assistida por ultrassom e a hidrélise enzimatica. Por
sua vez, a pesquisa de Ntaikou et al. (2023) aborda a fermentacdo de residuos alimentares
ricos em amido e a subsequente producdo de etanol utilizando novas cepas de leveduras néo

convencionais.

3.2.1 Destilacéo do etanol e questdes ambientais

A destilacdo do biocombustivel etanol, o qual é utilizado principalmente pelas
industrias de bebidas e abastecimento, é realizada em larga escala. Esse processo consiste na
extracdo e purificacdo do etanol em uma mistura liquida, a partir de um aquecimento
controlado e condensagéo, sendo dividido em algumas etapas (Busic et al., 2018). A primeira
etapa consiste na vaporizacdo do etanol através do aquecimento. Devido a possuir ponto de
ebulicdo mais baixo que muitas das substancias da mistura inicial, como a agua, o etanol
evapora primeiro, junto com outros componentes também volateis. Posteriormente, esse vapor
é condensado. Para garantir um nivel maior de pureza, é feito o fracionamento desse liquido a
partir de novas etapas de aquecimento e condensacdo aliadas a colunas de fracionamento
(destilacao fracionada) (Li et al., 2020; Ramirez-Mérquez et al., 2013; Cantero et al., 2022).

A vinhaga é todo o liquido restante da mistura inicial apos a destilacéo do etanol. Esse
residuo € composto principalmente por dgua, matéria organica ndo fermentada, tracos de
etanol e outros componentes que nao foram destilados (Almeida; Rizzatto, 2022). Por possuir
elevada concentracdo de matéria organica, caso a vinhaca seja lancada diretamente nos corpos
hidricos, pode deteriorar as condic¢des fisico-quimicas, como o nivel de oxigénio dissolvido,

aumentando a demanda por oxigénio, além de promover a eutrofizacdo através da liberacédo
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de nutrientes (Kirshner et al., 2022). Outro aspecto relevante é a produc¢do abundante desse
residuo em relacdo a fabricacdo de etanol. No caso da vinhaca de cana-de-agUcar, uma das
mais comuns, a propor¢do é aproximadamente de 10 a 15 litros de vinhaca para cada litro de
etanol produzido (Almeida; Rizzatto, 2022; Kirshner et al., 2022). Diante dessa
superproducdo, esse subproduto acaba sendo utilizado em alguns processos, destacando-se a
fertirrigacdo, com a finalidade de melhorar as condic¢des fisicas do solo. Esse uso, porém,
enfrenta alguns entraves como alto custo de transporte devido ao grande volume produzido e
alto potencial de poluicdo do solo (Almeida; Rizzatto, 2022). Ja em estudos que produzem
biocombustiveis a partir da fermentacdo do residuo de alimentos, é visto que apds a destilagdo
do biocombustivel, essa vinhaca € descartada (Jin et al., 2019).

A recuperacdo de recursos a partir vinhaca pode ser uma alternativa em relacdo ao
descarte irregular e aos usos tradicionais (Sanchez et al., 2021). Sanchez et al. (2021)
investigou o potencial do uso da vinhacga de cana-de-aglicar como substrato na fermentacdo
para recuperacdo de metabdlitos sollveis através da abordagem de biorrefinaria, produzindo
acido caproico e seus intermediarios. Ja Wang et al. (2023b) verificou o uso do residuo de
alimentos fermentado com leveduras na plataforma de carboxilato, para a producédo de acido
caproico, por ndo passar por um processo de destilacdo, o etanol, com elevada concentracédo
nesse estudo, foi o principal doador de elétrons, sem levar em conta a importancia do lactato
para o alongamento da cadeia de carbono.

3.3 VALOR COMERCIAL E USOS INDUSTRIAIS DOS ACIDOS CARBOXILICOS

Os acidos carboxilicos possuem propriedades e caracteristicas que o0s tornam
essenciais para a producédo industrial (Liu et al., 2024). Entre essas caracteristicas, destacam-
se: sua versatilidade, que permite sua utilizacdo em diversos setores industriais; suas
propriedades funcionais Unicas, como a capacidade de formar sais, ésteres ou amidas; € a
solubilidade de muitos desses compostos, o que facilita sua manipulagéo, sendo fundamentais
para diversos segmentos industriais (Battista et al., 2024). Na industria de combustiveis, sdo
utilizados na fabricacdo de biocombustiveis. Ja na industria quimica, sdo essenciais para a
producdo de ésteres e amidas, além de plésticos, fibras e polimeros. No setor farmacéutico e
de cosmeéticos, os é&cidos carboxilicos sdo utilizados na sintese de medicamentos, na
fabricacdo de fragréncias e em produtos de cuidados pessoais. Na inddstria alimenticia, eles
sdo empregados como conservantes e acidulantes, além de serem usados na formulacdo de

ragdes animais (Menon; Lyng, 2021).
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A producéo anual de ACCM é em torno de 25.000 toneladas, seu mercado em 2023
foi avaliado em 8 bilhdes de ddlares (Liu et al., 2024). E estimado que o mercado de producéo
dos ACCM atinja 13 bilhdes de dolares em 2027, representando um aumento de 62,5% em
quatro anos (Zhang et al., 2024). Dentre os ACCM, o acido caproico € um dos que possuem
maior valor, seu mercado foi equivalente a US$ 176,7 milhdes no ano de 2020 e estimado que
atinja US$ 283,6 milhdes até 2027, representando um crescimento de 60,49% (Battista et al.,
2024). Um ponto de comparacdo importante entre a recuperacao energética e a de recursos em
relacdo sdo os valores mais elevados, como o etanol (0,8 $/kg), acido latico (0,9 $/kg) e os
ainda mais elevados dos ACCM (média 4,4 $/kg) (Wang et al., 2022), em relacdo aos
produtos da recuperacgdo energética (Tonanzi et al., 2024; Zhang et al., 2024).

O método mais comum para a recuperacdo energética dos residuos através da
fermentacdo é a producdo de metano. Entretanto, seu lucro comparado a producao dos acidos
carboxilicos por esse processo é substancialmente menor, equivalente em média a 6,4%,
correspondendo aproximadamente US$ 19/t COD em comparagdo a US$ 296/t COD dos
acidos carboxilicos (Tonanzi et al., 2024). Devido a essas razdes, nos ultimos anos, a
fermentacdo tem sido amplamente investigada para a producdo de ACCC e ACCM a partir
dos residuos organicos, fazendo uso de comunidades microbianas mistas. Uma fabrica de
iogurte grego em Nova lorque, por exemplo, tem uma produgdo anual de cerca 8.620
toneladas de &cidos carboxilicos, gerando aproximadamente 32 milhdes de dblares em receita,
utilizando os residuos gerados por sua producdo principal (Liu et al., 2024). O aumento da
producdo dos ACCC e ACCM se da devido a importancia industrial desses compostos,

primordiais para muitos segmentos. A Figura 3, resume a importancia de cada composto.
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Figura 3 — Resumo dos usos dos ACCC e ACCM
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3.4 PLATAFORMA DE CARBOXILATO

O termo plataforma de carboxilato ou dos &cidos carboxilicos refere-se a um sistema
de producdo bioldgica capaz de converter, de forma anaerdbia, substratos organicos em
ACCM, através do alongamento de cadeia carb6nica (Agler et al., 2011). Esse termo foi
criado em 2009 por Holtzapple e Granda (2009). Os substratos organicos podem advir dos
residuos organicos industriais, agricolas e domésticos. Os &cidos carboxilicos sdo acidos
organicos dissociados com a presenca de um ou mais grupos carboxila (—-COOH) (Hegner et
al., 2017). Produzir &cidos carboxilicos através da plataforma de carboxilato promove a
sustentabilidade, especialmente no contexto da bioeconomia circular (Wu et al., 2019). A
valorizacdo dos residuos organicos, resulta na reducdo de custos de aquisi¢do e na diminuigao
dos impactos ambientais associados aos métodos convencionais de produgdo (Nelson et al.,
2017).
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3.4.1 Etapas da plataforma de carboxilato

A plataforma de carboxilato pode ser dividida em trés etapas. A primeira consiste na
hidrélise das moléculas complexas presentes inicialmente nos residuos organicos, como
carboidratos, lipidios e proteinas, e sua conversdo em mondmeros. Na segunda fase, 0s
mondmeros produzidos, através da fermentacdo primaria, ddo origem aos ACCC, que
possuem de 2 a 5 carbonos, além de alcoois, CO, e hidrogénio (H,). Os ACCC possuem valor
agregado, mas sua alta proporcdo oxigénio-carbono (carater polar e hidrofilico) torna a
extracdo dificil e, consequentemente, invidvel do ponto de vista econdmico. No entanto, 0s
ACCC produzidos podem continuar na cadeia produtiva e, biologicamente, dar origem a
compostos com maior valor agregado (Baleeiro, 2022; Njokweni et al., 2019; Wu et al.,
2022). A terceira etapa da cadeia produtiva é a fermentacdo secundaria. Diferente das outras
etapas, a fermentacdo secundaria tem um contexto mais especifico devido aos diferentes
produtos desejados, fazendo com que cada processo tenha condigdes diferentes (Agler et al.,
2011; Baleeiro, 2022; Wang et al., 2023c). A Figura 4 descreve as principais etapas da

plataforma de carboxilato.

Figura 4 — Esquema das reac@es envolvidas na plataforma de carboxilato
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Uma das principais alternativas para a plataforma de carboxilato € a producdo de
metano (CH,), através da metanogénese acetoclastica. Comparado aos demais produtos que

podem ser obtidos através da fermentagdo secundaria, 0 metano, entretanto, possui menor
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valor agregado, através do seu baixo valor de mercado (Cavalcante et al., 2017). Os ACCM
podem ser obtidos através do alongamento de cadeia dos ACCC, em processo semelhante a
metanogénese acetoclastica, também na fermentacdo secundaria. Os ACCM, entretanto, tém
menor proporcdo oxigénio-carbono, por possuirem maior quantidade de carbonos em sua
cadeia, facilitando a extracdo do caldo de fermentagdo. Além disso esses &cidos possuem
maior valor econdmico que os ACCC e metano, sendo mais interessantes para producao
industrial (Cavalcante et al., 2017; Jones; Massanet-Nicolau; Guwy, 2021; Mirabella;
Castellani; Sala, 2014).

3.4.2 Alongamento de cadeia carbdnica para a producao de &cido caproico

O 4&cido caproico, acido carboxilico de cadeia média de seis carbonos, é um dos
produtos de maior valor agregado que podem ser produzidos pela plataforma de carboxilato
(Kang et al., 2022). O processo tradicional de producdo do acido caproico classico &,
juntamente com a maioria dos ACCM, derivado da indudstria petroquimica ou extraidos de
plantas, sendo produzidos em pequena quantidade e com rendimentos muito baixos (Dong et
al., 2023; Wu et al., 2022). O alongamento de cadeia carbonica é, dentro da PC, o principal
mecanismo para producdo de &cido caproico a partir da fermentacdo anaerdbia dos ACCC,
diminuindo os impactos ambientais da producdo tradicional (Cavalcante et al., 2017). Os
experimentos iniciais desse mecanismo foram relatados no inicio da década de 40, utilizando
uma cultura pura do microrganismo Clostridium kluyveri, alcangcando a conversao de etanol e
acido acético em 4&cido caproico. Inicialmente, ndo se sabia qual a via e 0s mecanismos
especificos do alongamento. Entretanto, 0s experimentos posteriores provaram tratar se de
uma reacao redox. Posteriormente, foi visto que o lactato também pode ser utilizado como
substrato inicial (Dong et al., 2023).

O processo de alongamento de cadeia é baseado na reacdo entre os ACCC e 0s
doadores de elétrons, advindos da fermentacdo secundaria da plataforma de carboxilato. S&o
doadores de elétrons, o etanol e o lactato. Entretanto, os gases de sintese, H,, CO, e CO,
também podem atuar como doadores, através da sua conversdo em alcoois e é&cidos
(Cavalcante et al., 2017; Dong et al., 2023). As equagfes 1 e 2 mostram as rea¢fes quimicas
mais comumente mencionadas como responsaveis pela geracdo de acido caproico a partir do
acético e etanol (Equacédo 1) ou lactato (Equacdo 2), considerando pH neutro sob condices

padronizadas de concentragéo, presséo e temperatura , segundo Cavalcante et al. (2017).
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2CH,CH,O0H + CH;C00™ - CH;(CH,),C00™ + 2H,0 AG,° = —79.0 k] mol~? (1)

3CH;CHOHCOO™ + 2H* —» CH4(CH,),C00™ +2H, AG°=-123.1kmol"! (2
+ 2H,0 + 2CO,

O alongamento via lactato é menos eficiente comparado ao etanol, principalmente
devido & perda de um carbono na forma de CO, durante a conversdo de piruvato em acetil-
CoA e a possibilidade de conversdo do lactato em &cido propanoico atraves da via do acrilato,
que compete com o processo de alongamento (Cavalcante et al., 2017). No entanto, em
residuos com alta concentracdo de lactato, como no residuo de alimentos, ndo é necessario
adicionar doadores ou aceptores de elétrons adicionais, pois os proprios ACCC e o lactato
presentes atuam como doadores e receptores de elétrons. Por outro lado, quando apenas o
etanol esta disponivel como substrato, pode ser necessario ajustar a relacdo etanol/acetato
através da adicdo de acetato (Wang; Yin, 2022; Wu et al., 2022).

3.4.3 Inibicdo das rotas concorrentes ao alongamento de cadeia carbénica

Para alcancar uma producdo eficiente e seletiva de acidos carboxilicos de cadeia
média, é fundamental inibir parcial ou totalmente processos competitivos relacionados aos

substratos de alongamento (Cavalcante et al., 2017; Wu et al., 2022). Estes incluem:

a) Oxidacdo excessiva dos doadores de elétrons em aceptores

Ocorre tipicamente em baixas pressdes parciais de H, . Nestas condigdes, os doadores
de elétrons param de ser produzidos pela conversdo do substrato, o qual passa a formar
aceptores de elétrons, desequilibrando as rela¢bes estequiométricas do alongamento de cadeia,
resultando na perda dos produtos de interesse em acidos graxos de cadeia curta (Cavalcante et
al., 2017).

b) Metanogénese acetotrofica ou acetoclastica
Os metanogénicos acetoclasticos convertem &cido acético em metano. Essa rota

concorrente € superada a partir da regulacdo de pH, pois em meios acidos inibem esses
microrganismos (DONG et al., 2023).
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¢) Reducéo de sulfato

Envolve bactérias redutoras de sulfato em meios com concentracfes elevadas em
sulfato, competindo pelos mesmos doadores de elétrons necessarios para o alongamento da
cadeia carbonica. Essa rota concorrente € superada a partir da reducdo da concentracdo de

sulfato (Assis; Gongalves, 2022).

3.4.4 Vias bioquimicas do alongamento de cadeia carboénica

As principais vias bioquimicas para o alongamento de cadeias carbdnicas sdo a f-
oxidacdo reversa e a biossintese de acidos graxos. Embora ambas sejam consideradas reacdes
circulares, possuem processos de conversdes diferentes (Lian; Zhao, 2015). A Figura 5

descreve e compara as duas principais rotas para o alongamento de cadeia.

Figura 5 — Esquema das rotas bioquimicas para o alongamento de cadeia
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a) Viada pB-oxidagéo reversa

Essa via tem duas condi¢Ges ambientais para sua realizacdo. A primeira é a existéncia
de uma pressdo parcial de hidrogénio suficientemente alta para evitar a remogdo ou consumo
dos ACCM produzidos e a presenca de doadores de elétrons classicos. Esses compostos sdo
principalmente o etanol e o lactato, ambos gerados a partir da hidrélise inicial na plataforma
de carboxilato (Wang; Yin, 2022). Os ACCM produzidos pela B-oxidacdo reversa incluem

acidos carboxilicos pares e impares. Essa conversdo depende do grupo inicial a ser produzido.
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Se a conversdo inicial dos substratos resultar em acetil-CoA, o alongamento sera par, C2
(acético) — C4 (butanoico) — C6 (caproico). Caso 0s substratos forem convertidos
inicialmente em propionil-CoA, o alongamento serd impar, C3 (propanoico) — C5 (valérico)
— C7 (enantico) (Wu et al., 2022). A formacéo de propionil-CoA pode ocorrer em situacdes
de auséncia do etanol como doador de elétrons, quando o lactato é predominante. Essa via
pode ser denominada de acrilato (Dong et al., 2023). A via do acrilato, ocorre quando o
lactato é utilizado como unico doador de elétrons, ocorrendo o alongamento impar com a
producdo de acido acrilico, através dessa rota bioquimica concorrente (Cavalcante et al.,
2017; Dong et al., 2023; Han et al., 2018). Altas concentracdes de lactato mantém essa rota
competitiva ativa, resultando na falta de doadores de elétrons para 0s microrganismos
produtores de acido caproico (Dong et al., 2023).

Em relacdo ao etanol, observa-se que primeiro ocorre sua oxidacdo em acetaldeido,
mediada pela enzima etanol desidrogenase, e posteriormente em acetil-CoA, catalisada pela
acetaldeido desidrogenase. Ja o lactato passa por uma conversao inicial a piruvato, que, por
sua vez, é convertido em acetil-CoA, liberando CO, com auxilio da enzima piruvato
desidrogenase. Apés essas etapas iniciais de conversdo, o ciclo ndo se diferencia entre 0s
substratos (Assis; Gongalves, 2022; Cavalcante et al., 2017; Dong et al., 2023).

Na etapa inicial de conversdo dos dois substratos em acetil-CoA, ocorre a producéo de
Fosfato de dinucledtido de nicotinamida e adenina (NADPH). Este NADPH € entdo utilizado
para fornecer energia inicial na forma de ATP (adenosina trifosfato) ao processo. O acetil-
CoA restante é direcionado para a formacdo de carboxilatos de cadeia C4 e C6, atuando como
doador de elétrons. Embora a estequiometria ndo seja fixa e seja influenciada por condi¢6es
operacionais, a modelagem cléssica sugere que cerca de 1/6 do acetil-CoA é convertido em
acetato, enquanto os 5/6 restantes entram na p-oxidacdo reversa como doadores de elétrons
(Cavalcante et al., 2017; Dong et al., 2023).

Ao acetil-CoA formado séo adicionados dois 4&tomos de carbono, formando o butiril-
CoA, que posteriormente e convertido em acido butirico através da utilizacdo de NADH,
FADH, e varias enzimas (Yang et al., 2021). Em seguida, em um ciclo semelhante, mais dois
atomos de carbono sdo adicionados ao butiril-CoA, formando o hexanoil-CoA, que é
convertido posteriormente em &cido caproico através de reagbes mediadas por enzimas
semelhantes as do alongamento anterior (Han et al., 2019). A B-oxidacdo reversa pode ser
considerada a rota mais relatada e estudada do alongamento de cadeia carb6nica (Han et al.,
2019). Segundo Wang e Yin (2022), os microrganismos capazes de produzir ACCM atraves



36

da via B-oxidacdo reversa incluem diversas espécies de Clostridium, como C. kluyveri, C.
difficile, C. botulinum, C. thermocellum, além de Megasphaera elsdenii e Caproiciproducens.

b) Biossintese dos acidos graxos

A Biossintese dos cidos graxos diferencia-se da B-oxidacéo reversa devido ao uso de
proteina transportadora de acila ou Acyl-Carrier Protein (ACP), ao invés da coenzima A
(CoA), alem da condensacao descarboxilativa para o alongamento da cadeia de carbono. Na
Biossintese dos &cidos graxos, o primeiro passo envolve a sintese de malonil-CoA a partir de
acetil-CoA, que consome 1 ATP por molécula, seguida pela transferéncia para ACP e a
formagdo de intermediarios como B-cetoacil-ACP e B-hidroxiacil-ACP, consumindo energia
na forma de ATP e NADPH (Dong et al., 2023). E justamente essa necessidade de converter
o0 acetil-CoA em um intermediério baseado em ACP antes de entrar no ciclo da via da
biossintese dos &cidos graxos que torna essa via mais extensa e com maior consumo de
energia do que a rota da B-oxidacao reversa. Essa complexidade e o alto consumo de energia
podem limitar a eficiéncia na producdo de acidos carboxilicos, a partir dessa via. Os estudos
sobre a producdo de ACCM através dessa via foram relacionados principalmente a culturas
puras, entre elas os microrganismos pertencentes a familia Planctomycetaceae e 0s géneros

Methanolinea tarda e Bordetella avium (Han et al., 2018).

3.4.5 Parametros influenciadores para o alongamento de cadeia carbénica

Os parametros ou condicBes operacionais afetam diretamente 0s mecanismos
responsaveis pelo processo de alongamento de cadeia carbonica (Dong et al., 2023). Os

principais pardmetros sobre a produgdo dos ACCM, é mostrado na Figura 6.
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Figura 6 — Resumo dos parametros influenciadores para o alongamento de cadeia carb6nica
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a) pH

O pH é um dos principais parametros responsaveis pela geracdo dos ACCM. Boa parte
da literatura indica que o rendimento maximo para a producdo de acido caprdico ocorre com 0
pH em torno da neutralidade (Dong et al., 2023). Porém, essa condi¢cdo operacional favorece a
competicdo com a producdo de metano a partir da rota da metanogénese acetoclastica,
principalmente com etanol e acetato como fontes de carbono (Han et al., 2019). Devido a essa
questdo, um pH mais baixo pode ser utilizado, entre 5,0 e 6,0, resultando em menor producéo
do &cido caprdico, porém com inibicdo praticamente completa da metanogénese acetoclastica
(Dong et al., 2023). Isso ocorre por que 0s acidos presentes no liquido neste pH estdo na
forma ndo ionizada e 0s microrganismos metanogénicos possuem uma parede celular
ndo dissociados (Jones; Massanet-Nicolau; Guwy, 2021). J& para valores de pH menores ou
similares ao pKa dos &cidos presentes no meio, ha uma maior absorcdo de fons H*,
deslocando o equilibrio para a forma acida ndo dissociada. Os &cidos ndo dissociados

possuem caracteristicas lipossollveis, podendo avancar sobre a membrana celular das
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bactérias, rompendo sua estrutura e sendo assim considerados toxicos aos microrganismos
(Cavalcante et al., 2017).

Muitos estudos ja avaliaram os efeitos do pH para a producéo do acido caproico. San-
Valero et al. (2020) utilizaram-se de uma faixa de pH entre 6,8 e 7,5, obtendo o melhor
cenario de producdo do &cido caproico no pH ligeiramente alcalino (7,5). Allaart et al., 2021
avaliaram uma faixa de pH entre 5,5 e 7,0, sendo verificado que houve predominancia de
acido butanoico no pH mais &cido e de acido caprdico na condicdo neutra. Porém, foi
utilizado o inibidor de metanogénese acido 2-bromoetanossulfénico (BES), extinguindo a rota
metabdlica concorrente. J& Radadiya et al. (2023) observou um faixa de pH mais abrangente,
entre 55 e 8,5, para o alongamento de cadeia e ndo utilizou de nenhum inibidor de
metanogénsese, sendo visto que o melhor cenario para a producdo de acido caproico foi no
pH mais acido.

O uso do tampéo de pH em processos de alongamento de cadeia é utilizado por varios
estudos, sendo considerado importante para manter um desempenho estavel do sistema,
evitando variacdes bruscas desse parametro (Bolaji; Dionisi, 2017). No alongamento de
cadeia, a producdo dos ACCM pode reduzir o pH do meio, podendo até mesmo inibir as
atividades microbianas. A maioria dos tampOes vistos na literatura s@o solucdes de
bicarbonato de sédio ou fosfato. Sdo exemplos do uso bem-sucedidos de tamponamento em
reatores com o objetivo do alongamento de cadeia os trabalhos de Bolaji; Dionisi (2017),Fu et
al. (2021), Yanget al. (2023) e Regueira-Marcos (2023).

b) Temperatura

A temperatura nos sistemas de alongamento da cadeia carbdnica é ligada
principalmente a atividade enzimatica dos microrganismos, pois em um valor considerado
6timo, a atividade é maxima (Jiang et al., 2013). Temperaturas mais elevadas aumentam a
velocidade das reacGes quimicas e bioquimicas, entretanto podem fazer com que ocorra a
perda das estruturas enzimaticas, levando & diminuicdo na taxa de producdo dos ACCM por
desnaturacdo enzimética (Cavalcante et al., 2017; Dong et al., 2023). Cada microrganismo
envolvido na producdo dos ACCM tem uma faixa de temperatura otima diferente para seu
crescimento e atividade metabdlica. J& em relacdo ao produto pretendido e seletividade dos
ACCM por cada processo de alongamento, pode haver uma maximizacdo para favorecer as
rotas metabdlicas desejadas. Em relacdo a producdo maximizada de acido caproico, € visto
que a faixa de temperatura fica entre 30 e 40 °C, tendo em vista que a maioria dos
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microrganismos que participam do processo de alongamento sdo mesofilicos (Heil et al.,
2019; Xu et al., 2018).

De tal forma, alguns estudos avaliaram a relacdo entre temperatura e producédo
méaxima de acido caproico por alongamento de cadeia. Kurniawan et al. (2024) identificaram
a predominancia de Caproiciproducens sp. como género dominante, com pico de produgéo
entre temperaturas de 37 °C e 42 °C. Em relagdo ao género Clostridium sp. e especificamente
a espécie Clostridium kluyveri, Wang et al. (2022) verificaram a temperatura 6tima entre 30 e
40° C. Apesar da maior parte da literatura apontar a faixa meséfila como Otima para 0s
microrganismos alongadores de cadeia, Sakarita et al. (2022) observaram 0 género
Caproiciproducens sp. como capaz de ter uma melhor producdo sob condi¢cdes termdfilas
(50° C).

c) Efeito do substrato e relacdo entre doadores e aceptores de elétrons

As diferentes concentracdes e proporcdes de substrato afetam a sintese do &cido
caproico, pois 0s microrganismos produtores desse composto s6 podem metabolizar
substratos especificos como doadores e aceptores de elétrons. Em relacdo ao etanol, observa-
se que, quando utilizado como Unico doador de elétrons, é necessaria a suplementacdo com
CO, como fonte de carbono para sintetizar os compostos necessarios (Cavalcante et al., 2017,
Dong et al., 2023). No entanto, altas concentragdes de etanol, acima de 40 g/L, podem inibir
0S microrganismos responsaveis pelo alongamento de cadeia. Por outro lado, concentracdes
baixas de etanol reduzem a eficiéncia da producdo de acido capréico. A presenca simultanea
de etanol e acido caproico pode resultar no alongamento para a producdo de acido caprilico
(Dong et al., 2023).

A relacdo entre doadores e aceptores de elétrons desempenha papel fundamental para a
producdo de acido capréico a partir do alongamento de cadeia. Para a producdo de &cido
caproico, a proporcdo molar entre doadores e aceptores, no caso da relacdo etanol: acetato,
deve superar 2:1, tendo em vista que abaixo dessa faixa 0 acético tende a reagir com todo o
etanol disponivel para formar &cido butandico. Entretanto em propor¢des molares maiores, é
esperado um excedente de etanol que permite o alongamento para acido caproico (Han et al.,
2018). Maiores proporgdes molares entre esses dois compostos tornam o alongamento da
cadeia carbdnica mais termodinamicamente favoravel. Todavia, € visto que, em uma relagédo
em que ha uma quantidade de doadores de elétrons demasiadamente excessiva, pode ocorrer a

formacdo de um ambiente toxico para os microrganismos responsaveis pelo alongamento de
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cadeia. Em um estudo recente, Fernandez-Blanco et al. (2024) investigou diferentes razbes
molares entre etanol e acetato, especificamente 1:1, 2:1 e 4:1. Foi observado que a relacdo que
proporcionou a melhor producdo de &cido caprdico foi a de 2:1, além de reduzir a fase lag dos
microrganismos. Ja Fu et al. (2023) analisou razGes molares de 1,5:1 e 3:1 desses compostos,
constatando que a producéo de acido caproéico foi maior na relacdo de 3:1.

Diferente da relagdo molar etanol: acetato, a relagdo molar lactato:acetato ainda néo
foi totalmente elucidada. Brodowski et al. (2022) investigaram se a adicdo de acetato externo
afetaria a conversdo de lactato em ACCC e, posteriormente, em ACCM. Para isso, foram
utilizados dois biorreatores alimentados continuamente: um serviu como controle e o outro
recebeu adicdo externa de acetato em diferentes fases, com relagdes de 2:1, 3:1, 9:2 e 13,5:2.
Observou-se que a adicdo externa de acetato favoreceu a producdo de ACCM de numeracédo
par, com predominancia de acido caproico. Houve também um consumo residual de lactato e
a restauracdo de uma producdo estavel de acido caprdico. Além disso, verificou-se que, na
situacdo em que o lactato era a Unica fonte de carbono, houve desestabilizacdo na producéo
dos acidos carboxilicos. Estudos também comprovaram maior conversao em ACCM quando

houve a presenca simultanea dos dois doadores (Cavalcante et al., 2017; Dong, 2018).

d) Pressdo parcial de H,

Outro parametro importante para a producdo de 4&cido capréico na plataforma
carboxilato é a pressdo parcial de H,. Para evitar a oxidacdo dos &cidos carboxilicos
produzidos, deve-se manter a pressdo parcial de H, acima de 10~* bar. Pressdes mais altas,
auxiliam na conversdo do etanol em acidos graxos volateis (AGVSs), favorecendo a sintese de
acido caprdico (Cavalcante et al., 2017). Contudo, pressdes superiores a 1,0 bar podem inibir
a oxidacao do etanol e do &cido acético, essenciais para o alongamento de cadeia. Pressdes
excessivamente altas podem levar a producdo de acido propanoico, resultando em um
alongamento impar e alterando a rota do alongamento de cadeia, além de modificar 0s
microrganismos presentes. Idealmente, a pressdo deve ser mantida entre 0,03 e 0,1 bar para
evitar a oxidagéo excessiva do etanol (Dong, 2018).

Chen et al. (2022) estudaram a relacdo entre diferentes pressdes parciais de H, e a
producdo de acido caproico, utilizando etanol como doador de elétrons, em intervalos que
variaram entre 0,03 e 0,24 bar. Observou-se que a produ¢do maxima desse composto ocorreu

com a presséo de 0,24 bar.
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d) Outros fatores de influéncia

O tempo de detencéo hidraulica (TDH) é essencial para o crescimento microbiano e
producdo dos ACCM. Valores baixos de TDH dificultam o acimulo de microrganismos com
maiores fases latentes e favorece o predominio de bactérias com rapido crescimento. Nesse
primeiro grupo, entram as metanogénicas e, no segundo, as acidogénicas e alongadoras de
cadeia (Dong, 2018).

O uso de inibidores também pode ser um parametro importante para o alongamento da
cadeia carbonica, pois vém sendo utilizados com a finalidade de aumentar o rendimento na
producdo dos ACCM, através da inibicdo de rotas concorrentes. Entre os principais aditivos

estdo: extrato de levedura, ions metalicos, materiais de carbono e os inibidores (Han, 2019).

3.4.6 Producao de acido caproico a partir de subprodutos organicos

Ainda no contexto da plataforma do carboxilato, ao longo dos anos, diversos
subprodutos organicos foram testados e utilizados como substratos ou para inocular sistemas

de alongamento de cadeia carbonica. Alguns desses subprodutos serdo destacados a seguir:

a) Lodo

O lodo é proveniente de processos de tratamentos, tanto industriais, quanto
domeésticos. Esses processos de tratamentos, estdo associados, em geral, as aguas residuarias
industriais e o tratamento de esgoto, sendo um subproduto final depositado nos sistemas de
tratamento (Xiao; Zhou, 2020). O manejo adequado do lodo é uma questdo bastante
importante no tratamento de aguas residuarias industriais e esgotos domésticos (Wu et al.,
2023).

O uso de diferentes tipos de lodo para inocular reatores com 0 objetivo de
alongamento de cadeia ja foi avaliado por diversos autores (ver tabela 1), como Yang et al.
(2018a), Brodowski et al. (2020), Zhang et al. (2023b) e Tonanzi et al. (2024). Outra técnica
utilizada é o emprego de lodos previamente utilizados em processos de alongamento de cadeia
carbonica, conhecidos como lodos especializados adaptados, conforme descrito por Roghair
et al. (2016), Chen et al. (2020), Zhang et al. (2022).
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b) Manipueira

A manipueira é o liquido residuério resultante da producédo de farinha de mandioca ou
tapioca. Ela é obtida quando a mandioca brava (Manihot esculenta) é ralada e passa por um
processo de prensagem para remover o excesso de agua. Este liquido apresenta uma alta carga
organica, incluindo carboidratos (20 a 40 g/L) e proteinas, além de alguns acidos organicos e
microrganismos (Amorim, 2018). Entre os acidos presentes, destaca-se o acido cianidrico, que
é toxico em altas concentracBes. O descarte geralmente ocorre sem tratamento prévio, o que
pode causar impactos ambientais significativos devido a alta carga organica e a presenca de
acido cianidrico (Amorim, 2018; Gavazza, 2018). Portanto, é fundamental buscar alternativas
gue promovam a bioeconomia circular em torno desse efluente, além de aumentar seu valor
agregado (Niz et al., 2020).

Por possuir um alto teor de carga organica facilmente degradavel, a manipueira é
comumente utilizado em processos biotecnoldgicos fermentativos. Apesar de ser utilizada
usualmente como substrato, a manipueira contém microrganismos naturais que podem
potencialmente atuar como inéculo no alongamento de cadeia. Esse fato foi comprovado
pelos experimentos desenvolvidos por Gavazza et al. (2021) e Sanchez et al. (2021) que se

utilizaram da autofermentacéo desse subproduto para o alongamento de cadeia carbénica.

c) RuUmen

O rumen é um dos quatro compartimentos presentes no intestino dos animais
ruminantes, principalmente os equinos e ovinos. Sua funcdo é armazenar, fermentar e digerir
alimentos fibrosos, principalmente a celulose presente em larga escala na dieta desses animais
(Nerdahl; Weimer, 2015; Reddy; Mohan; Chang, 2018). Para isso, possui um efluente
composto por uma comunidade complexa de microrganismos de todos os tipos (bactérias,
protozodrios e fungos) especializados nessa fungdo (Weimer; Kohn, 2016).

O rumen possui géneros de microrganismos, como bactérias dos géneros Prevotella
sp. e Succiniclasticum sp., que frequentemente sdo vistas na producdo e metabolismo de
acidos graxos, a primeira desempenha papel essencial na degradagdo dos carboidratos
complexos e a segunda é relacionada aos produtos de fermentacdo (Wallace, R. J. et al., 2003;
Yuan et al., 2022). O rimen pode possuir em sua composi¢do Clostridium kluyveri também
microrganismo importantes para o alongamento dos ACCC para os ACCM (Weimer e
Stevenson, 2012).
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Dentre os estudos que utilizaram o efluente do rimen como indculo para 0s processos
de alongamento de cadeia, destacam-se: Nerdahl et al. (2015), Weimer et al. (2016), Reddy et
al. (2018), Njokweni et al. (2019), Lin et al. (2019), Ma et al. (2022) e Undiandeye et al.

(2023). Ja 0 uso do riumen como substrato é visto em Yin et al. (2024).

d) Residuo de alimentos

O residuo de alimentos é considerado um substrato crucial para a recuperacdo de
energia e a producdo de substancias de alto valor agregado, como biogés, etanol e ACCC
(Zhang et al., 2021). A producdo de biogas a partir deste residuo através de digestdo
anaerdbia é amplamente documentada na literatura (Zhang et al., 2022). Neste contexto, a
utilizacdo do residuo de alimentos como substrato para plataforma do carboxilato esta sendo
cada vez mais estudada. Na plataforma do carboxilato, o residuo de alimentos pode ser fonte
para recuperacdo de recursos, inicialmente por hidrolise e depois, por processos de
fermentacdo acidogénica para a producdo de substdncias como etanol, ACCC e,
principalmente, lactato, que sdo intermediarios importantes para processos de alongamento de
cadeia carbbnica (Agler et al., 2011; Gazzola et al., 2022). A composi¢do do residuo de
alimentos, rica em carboidratos, proteinas e lipidios rapidamente biodegradaveis, é
particularmente adequada para a producdo de ACCM (Strazzera et al., 2021; Wang et al.,
2023c).

A producao de etanol a partir da fermentacdo por leveduras do residuo de alimentos é
amplamente discutido pela literatura. No entanto, o residuo ap6s a fermentacdo e destilacao
do etanol, que pode ser chamado de vinhaca do residuo de alimentos € normalmente
descartada (Wang et al., 2023a). Essa vinhaca, entretanto, pode ser utilizada em processos de
alongamento de cadeia, tendo em vista que a composi¢do do residuo de alimentos posterior a
fermentacdo pode possuir grandes quantidades de lactato, intermediario utilizado como
doador de elétrons no mecanismo de alongamento (Tang et al., 2023; Wang et al., 2023b).

Os tipos de indculos exercem uma influéncia significativa na produgdo de ACCM. Em
sistemas abertos, culturas especializadas no alongamento de cadeia, como as do género
Clostridium sp., enfrentam desafios devido a dificuldade de adaptagéo a substratos complexos
e a sensibilidade a variagcdes nos parametros operacionais. Para o residuo de alimentos, 0 uso
de culturas mistas é mais favoravel devido a sua estabilidade, robustez e capacidade de
metabolismo diversificado. Muitos estudos sobre o alongamento de cadeia a partir do residuo

de alimentos tém empregado indculos mistos, principalmente lodos anaerobios, que possuem
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uma maior diversidade de microrganismos (Tang et al., 2023). O quadro 1 descreve
experimentos que tiveram como substrato o residuo de alimentos em diferentes estagios de
pré-tratamento com foco na producdo do acido caproico. O presente estudo se diferencia dos
reportados no Quadro 1 ao focar na utilizacdo da vinhaga do residuo de alimento para
producdo de compostos de valor agregado, como parte de uma biorrefinaria de residuo de

alimentos, que primeiro produz etanol e depois converte a vinhaga em &cido caproico.
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Quadro 1 — Resumo de estudos anteriores que avaliaram a producéo de 4cidos carboxilicos de cadeia média a partir do residuo de alimentos

Pré- 3
. Producéo
_ tratamento | Concentragéo ] .
Referéncia | Tipo de reator | Temperatura . Indculo TDH pH maxima de
do residuo de | dos substratos .
] caproico
alimentos
) Anaerdbio Hidrolise,
Roghair et o Lodo granular )
Reator 30°C acidogénese e - L 147 dias| 6,5a7,0 25,7 g/L
al. (2018) ; o anaerébio
continuo esterilizacdo
Anaerdbio em o
Zhan et al. Hidrolise e _ )
batelada 37°C o - C. kluyveri | 30 dias 7,4 15,8 g/L
(20214a) _ esterilizagéo
sequencial
o Trituracdo, | 15 gCOD/L.dia Lodo
Gazzolaet | Anaerobio _ .
) ) 37°C centrifugacéo e 20 anaerdbio 336 hs | 6,0+£0,15 ~ 10 gVFA/L
al. (2022) | semi-continuo o ) o
e esterilizacdo | gCOD/L.dia digerido
h . Anaerobio em Hidrolise, RA solidos | Lodo de pogo
ang e
I (2322) batelada 55°C ultrassome | (10% Volume e licor de 2dias | 6.0x0.3 | 10,23 gCOD/L
al.
sequencial esterilizacéo total) fermentacéo
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L o Microbiota
Anaerdbio em Sacarificagéo o
Tang et al. indigena )
batelada 37+1°C e ultrassom a 50dias | 4,5e6 136,48 mg/g-SV
(2023) _ presente no
sequencial 20°C
RA
L Sacarificacéo, Lodo UASB
Anaerobio em o
Wang et al. fermentacéo especializado ) 210,1 mg COD/g
batelada 30°C e 35°C 8dias | 50e6,0
(2023Db) _ de levedura e em SV
sequencial L
esterilizagéo alongamento
Anaerobio de _ ) Lodo
Yang et al. 3 Trituracao e o )
fermentacdo 37°C L anaerobio 50 dias 7,0 50 mmol/L
(2023) ) ) esterilizagdo o
semi-continua digerido
Anaerobio em Lodo
Huo et al. - . )
(2024) batelada 36°C Esterilizacdo anaerébio 8 dias 6,0 8,3+0,2¢g/L
sequencial digerido
) Anaerobio de ) )
Battista et ) Desidratacao Digestato )
tanque agitado 37°C N ] 25 dias 7,0 ~ 50 gCOD/L
al. (2024) e esterilizagdo agricola

continuamente

Fonte: O autor (2024).




47

4 MATERIAIS E METODOS

Nos topicos a seguir estdo dispostas as metodologias laboratoriais e de anélises

utilizadas durante a pesquisa.

4.1 REAGENTES QUIMICOS UTILIZADOS

Foram utilizados os compostos: peptona bacteriolégica de soja (CAS #91079-46-8,
Himedia, Curitiba, Brasil), glicose anidra, C4H;,0, (CAS #50-99-7, Synth, Sdo Paulo,
Brasil), extrato de levedura (CAS #8013-01-2, Himedia, india), &cido sulfarico, H,SO, (CAS
#7664-93-9, 95-97% de pureza, Merck, Alemanha), éter etilico, C,H,,0, (CAS #60-29-7, 97-
87% de pureza, Vetec, Duque de Caxias, Brasil) e acido croténico, C4,H¢0, (CAS #107-93-7,
98% de pureza, Sigma-Aldrich, Alemanha).

4.2 INOCULOS

Os inoculos utilizados no presente experimento foram os seguintes: (i) manipueira,
proveniente da producdo da farinha de mandioca do estado do Ceara; (ii) lodo especializado
adaptado proveniente de um reator anaerobio de manta de lodo de fluxo ascendente (UASB),
em escala de bancada, alimentado continuamente com vinhaca de cana-de-agucar e utilizado
para 0 alongamento de cadeia carbénica; e (iii) liquido (fluido) ruminal bovino, proveniente
de abatedouro. Todos os in6culos foram caracterizados quanto a concentracdo DQO, sélidos e

fons.

4.3 PRODUCAO DA VINHACA DO RESIDUO DE ALIMENTOS

A producdo do residuo de alimentos utilizado para o alongamento de cadeia passou
por diversas fases: trituracdo, secagem, hidrdlise acida, fermentacdo e destilagdo. Todas 0s
substratos resultantes dessas fases foram caracterizados quanto a DQO, s6lidos e ions, sendo
possivel ver as diferencgas entre os produtos dos diferentes processos, conforme relatado por
Abreu (2022).
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4.3.1 Fonte do residuo de alimentos

O residuo de alimentos utilizado neste estudo foi coletado em setembro de 2020 pela
empresa Logica Ambiental. A empresa realiza a coleta desse residuo proveniente de diversas
fontes, como restaurantes e shoppings. O material foi separado internamente pela empresa e
identificado como residuo de refeitorio. Na ocasido da coleta, o residuo encontrava-se em
estagio inicial de degradacao, contendo feijdo, arroz, macarrao, legumes, verduras e cascas de
frutas.

O material coletado foi transportado em bombona de pléstico até a Biorrefinaria
Experimental de Residuos Sdlidos Organicos, situada na Universidade Federal de
Pernambuco. Nesse local, o residuo foi triturado inicialmente em um triturador de alimentos
(Triturador ¥2 HP, Franke, Aarburg, Suica). Aproximadamente 40 kg da amostra foi pesada
utilizando uma balanca (AUY?220, Shimadzu, Quioto, Japdo). Em seguida, a amostra foi
separada e seca em estufa com circulacdo e renovagdo de ar (TE-394/1, Tecnal, Piracicaba,
Brasil) a 65 °C (Figura 7) ao longo de uma semana. Posteriormente, o material foi triturado
em moinho tipo Willey (TE-394/1, Tecnal, Piracicaba, Brasil) até atingir granulometria de 30

mesh (Figura 8).

os adicionados a estufa para secagem a 65°C durante 1 semana

Figura 7 — Residuo de alimentos de refeitori

Fonte: Abreu (2022, p. 40).

Figura 8 — Residuo de alimentos obtidos apds secagem e trituragdo em moinho tipo Willey até granulometria de
30 mesh

Fonte: Abreu (2022, 5.‘41).
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4.3.2 Hidrolise acida

Posteriormente, foi feita a hidrolise acida do residuo de alimentos, utilizando uma
concentracdo de 1,5% de &cido sulfirico, 15% de carga de sélidos, a partir do residuo de
alimentos triturado e seco, a 127 °C por 1 h, conforme especificado por Abreu (2022). As
amostras foram pesadas e transferidas para Erlenmeyers de 500 mL, sendo adicionado o acido
sulfurico no volume calculado pela concentracdo de solidos. A amostra foi esterilizada em
autoclave horizontal de bancada, por 1 h, a 127°C. Apds o periodo de reacdo, o material foi
filtrado por filtro qualitativo e a fracdo liquida foi utilizada para a fermentagéo posterior.

4.3.3 Fermentacao

Antes de iniciar a fermentacdo, foi preparado um meio denominado Yeast Extract
Peptone Dextrose (YEPD) para promover o crescimento das leveduras. Cada 100 mL deste
meio recebeu 2 g de peptona bacterioldgica, 2 g de glicose e 1 g de extrato de levedura
(Souza, 2011). Em seguida, o meio foi esterilizado em autoclave (AB-19, Phoenix) a 121 °C
por 30 min. O crescimento dos microrganismos se deu ao longo de 2 dias. Ao término do
crescimento, o material foi centrifugado a 10000 rpm por 10 min e o sobrenadante foi
descartado. A fermentacao foi conduzida em frascos do tipo erlenmeyer de 500 mL, contendo
400 mL de residuo de alimentos hidrolisado e uma carga de leveduras de 10% (m/v). O pH do
hidrolisado foi anteriormente ajustado para 4,8 com NaOH 6,5 M. Os frascos foram mantidos

por 24 h em repouso na bancada do laborato6rio, a uma temperatura ambiente entre 25 e 30 °C.

4.3.4 Destilacéo

Por fim, a partir do residuo fermentado, foi realizada a destilacdo do etanol utilizando
um evaporador rotativo, seguindo a metodologia descrita por Romao (2011) com 80 rotac¢des
por minuto a 80 °C por 1 h e bomba a vacuo com pressédo de 0,6 atm. Posteriormente, 0
volume de etanol e o residuo restante foi contabilizado para calcular o rendimento do
processo. A Figura 9 descreve todas as etapas para a producdo do etanol a partir do residuo de

alimentos.
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Figura 9 — Resumo da producdo do etanol a partir do residuo de alimentos
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Fonte: O autor (2024).

4.4 MONTAGEM DOS MICROCOSMOS E CONFIGURACAO EXPERIMENTAL

A partir do destilado de residuo de alimentos, foi feita a avaliacdo da concentracédo
limite adequada do substrato para o alongamento da cadeia carbénica até o acido caproico. No
experimento, foram utilizados cinco cenarios de diluicdo com agua deionizada como solvente,
considerando a proporcéo entre o soluto (vinhaca do residuo de alimento) e a solucéo total. Os
cenarios foram: 1:1 (ndo diluido - ND), 4:5 (diluicdo de 80%), 3:5 (diluicdo de 60%), 2:5
(diluicdo de 40%) e 1:5 (diluicdo de 20%). Cada cenario foi realizado em triplicata para cada
inéculo, conforme mostrado nas Figuras 10 e 11. Os microcosmos foram mantidos com

temperatura de 37,5 °C e agitacdo de 160 rpm por 41 dias.

Figura 10 — Resumo do experimento de concentragdes maximas

5 diluiges, triplicata /% ;% R

/\ _;:,'f':“': /—\
[ £55
Substrato: Vinhaga do Residuo
de alimentos
Inéculos: Manipueira, Lodo
X 984 h UASB e Rumen
§ 375°C

160 RPM

Fonte: O autor (2024).
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Figura 11 — Microcosmos do experimento de diluicdes

Fonte: O autor (2024).

Foram montados quarenta e cinco reatores com volume reacional de 65 mL, volume
total de 120 mL, sendo quinze para cada inéculo. Os microcosmos continham 1 gSV/L de
cada indculo e 65 mL do residuo da destilacdo do etanol produzido a partir do RA, a vinhaca
de residuo de alimentos. O headspace foi purgado com gas N2 (100%), a fim de proporcionar
anaerobiose aos reatores. O pH inicial para cada reator foi de 5,5, sendo utilizado como
tampédo uma solucéo fosfato 5 mM, conforme utilizado por Menezes et al. (2021). O esquema

de montagem dos reatores esta presente na Figura 12.

Figura 12 — Esquema de montagem dos microcosmos de producéo do acido caproico

Cj <—  Tampa de butila + lacre metalico

«— Headspace em N2
«—— Inéculo (1 gSSVIL)

<« Vinhacga do residuo de alimentos (65 mL)

Fonte: O autor (2024).

As amostras foram coletadas duas vezes por semana para anéalise de alcoois, agtcares e
AGVs. Além disso, foi avaliada a composicdo do biogas gerado, com a remoc¢do da
sobrepressdo dos reatores para igualar a pressdo atmosférica. Ao final dos experimentos, foi

realizada a analise da DQO final, a fim de verificar uma possivel reducdo em seu valor.
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4.5 METODOS ANALITICOS

As caracterizagdes fisico-quimicas de DQO e sdlidos volateis totais do substrato e dos
inéculos foram feitas de acordo com a metodologia descrita no Standard Methods (AWWA,
1998). O método de DQO foi colorimétrico, utilizando o dicromato de potassio 1N e o &cido
sulfurico 1N com sulfato de prata para oxidar a matéria organica da amostra em um bloco
digestor a 150°C, por 2 h, sendo medido por espectrofotdmetro (MN nanocolor VIS I,
Macherey Nagel, Diiren, Alemanha). Ja para solidos, foi utilizado estufa de secagem por 1 d
(TE-394/1, Tecnal, Piracicaba, Brasil), posteriormente mufla por 1 h (318 D24, Quimis, Sdo
Paulo, Brasil), sendo utilizada balanca analitica (BL 2105, Sartorius, Gottingen, Alemanha)
para analise de todos 0s pesos.

Para as analises de ions foram utilizados cromatografos de ions, para céations (Dionex
ICS-1100, Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) e para anions (Metronm 930 Compact
IC Flex, Metrohm, Herisau, Suica). Para anions, utilizou-se a coluna Dionex lon PacTM
AS23 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) (2 x 250 nm). O sistema operou com uma
fase movel de carbonato de sodio (4,5 mM) e bicarbonato de sédio (0,8 mM) a uma taxa de
fluxo de 0,25 mL/min por 20 minutos. Os tempos de retengéo para anions foram: 5,3 min para
o cloreto, 1,0 min para o nitrato, 12,4 min para o fosfato e 12,5 min para o sulfato. Ja para
cations, foi utilizado uma coluna Dionex lon PacTM CS12A (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, EUA) (2 x 250 nm). O sistema operou com uma fase mdvel de acido sulfarico (11
mM) a uma taxa de fluxo de 0,7 mL/min por 16 minutos. Os tempos de retencdo para cations
foram: 5,9 min para o sodio, 6,6 min para amonio, 7,8 min para potassio, 9,9 min para
magnésio e 11,7 min para o calcio.

Os AGVs foram medidos por cromatografia gasosa com detector de ionizacdo de
chama (GC-FID, Agilent Technologies, Santa Clara, EUA) modelo 7890A. Uma coluna
Agilent DB-WAXETR 30m x 0,53 mm, 1,0 micron (Agilent Technologies, Santa Clara,
EUA) foi usada para quantificar os acidos. Os parametros sdo: temperatura do injetor: 250°C;
volume de injecdo: 2 uL; modo de injecdo: Split 10:1; gas de arraste: H,; Fluxo: 1 mL/min;
temperatura do detector: 300 °C; rampa de temperatura: temperatura inicial de 100°C por 1
min, seguida de 8°C/min até 150°C por 1 minuto e 35°C/min até 200°C por 1 min. Cada
corrida durou 11 min. Os tempos de retencdao foram: 4,9 min para o etanoico, 5,8 min para o
propanoico, 6,2 min para o isobutanoico, 6,9 min para o butanoico, 7,5 min para o

isopentanoico, 8,4 min para o pentanoico e 9,5 min para o caproico.
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Os acucares e alcoois foram medidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC, Shimadzu, Kyoto, Japdo) modelo LC-20AT com detector de indice de refragdo
(RID). Uma coluna Aminex HPX-87H (Bio-Rad, Hercules, EUA) separou 0s compostos para
analise de acido carboxilico em temperatura de forno de 40°C com fluxo de 0,6 mL/min de
acido sulfurico 5mM como fase moével e 20 uL de volume de inje¢do. Os tempos de retengdo
foram: 8,2 min para a sacarose, 9,3 min para a glicose, 9,9 min para a frutose, 12,5 min para o
lactato, 14,8 min para o acetato e 20,8 min para o etanol.

Para 0 monitoramento da producdo de biogas, utilizou-se um cromatédgrafo gasoso
com detector de condutividade térmica (GC-TCD, Shimadzu, Kyoto, Japdo), com coluna 30m
x 0.53mm (Carboxen 1010Plot, Supelco, Bellefonte) utilizando argénio como gas de arraste
numa vazao de 5,66 mL/min. A temperatura do injetor foi de 220 °C e a do detector 230 °C. O
método de injecdo foi o split 5:1, com volume de amostra de 200 pL e forno a temperatura de
100 °C. Os gases detectados foram descritos em volume (uL) de gas existente em 200 pL do
headspace, sendo detectados N,, CH,, CO, e H,. Para a coleta das amostras de headspace dos
reatores, foram utilizadas seringas do tipo GASTIGHT de 200 puL com trava de seguranca,
evitando a contaminacdo pelo ar atmosférico. O tipo de injecdo utilizado nos experimentos
envolvendo o GC-TCD foi manual.

As analises de cromatografia para os microcosmos estdo explicadas na figura 13:

Figura 13 — Resumo das andlises cromatograficas para o experimento de concentra¢cdes maximas

Acucares e alcoois: AGVs:
Cromatografia liquida de alta Cromatografo g'asoso-FID

precisao - RID Cox e
Composicao Biogas:

Cromatografo gasoso-TCD
Fonte: O autor (2024).
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4.6 RENDIMENTO DAS REACOES

O rendimento da reacdo foi calculado como descrito por Romans-Casas et al. (2021),
sendo definida como a razéo entre a quantidade efetivamente produzida e a quantidade que
poderia ter sido produzida teoricamente, com base no consumo de substrato.

4.7 AJUSTE DE PARAMETROS CINETICOS

Analises cinéticas dos microcosmos foram realizadas para avaliar a producao de acido
caproico, conforme descrito por Almeida (2022b). A velocidade (r) de produgdo ou consumo
é dada pela razdo da variacdo da concentra¢do do composto em razdo ao tempo. A equagdo 4
demonstra essa relacdo, onde m € a ordem da reacdo, C é a concentracdo e t é o tempo
(Levenspiel, 2000). A constante k ajusta a curva aos dados obtidos.

Para reacdes de ordem zero (m=0), a equacao 4 é integrada e se transforma na equacao
5, considera-se os limites de integracdo o tempo inicial (to) até um tempo qualquer (t). A
constante cinética k, representa a declividade da reta, e Co representa a concentracdo no
tempo to. ReacBes de ordem zero indicam que ndo ha relacdo entre a velocidade da reacéo e a
concentracdo do composto.

_d€_ m
r=Sekc (4)

C = Cy+ko(t-to) ®)

O coeficiente R? foi utilizado para determinar a qualidade do ajuste da reta aos dados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir serdo discutidos os resultados e analises desta pesquisa.

51 PRODUGAO E CARACTERIZAGAO FISICO-QUIMICA DO DESTILADO DE
RESIDUO DE ALIMENTOS

Inicialmente, foram produzidos 10 L de hidrolisado a partir de 150 g de residuos de
alimentos ressecados e triturados. Apos a filtracao, o volume foi reduzido para 8,8 L, com um
rendimento de 88,3%. Na etapa seguinte, envolvendo fermentacdo alcodlica por leveduras e
uma nova filtragdo, o volume foi reduzido para 7,5 L, resultando em um rendimento de 84,7%
para esta fase. Finalmente, na etapa de destilacdo, restou 6,9 L de subproduto da destilacdo.
Em relacdo ao etanol hidratado, foi obtido 540 mL de produto, com graduacdo de 23,4°. Para
a obtencdo de etanol de maior graduacao, demais processos de purificagcdo deveriam ser feitos
além dessa destilacdo inicial, podendo incluir agentes azeotropicos, para aumentar a sua
graduacdo (Krzysztof; Pawel, 2020). A Tabela 1 apresenta o resultado das caracterizacdes

fisico-quimicas do fermentado de residuo de alimentos e do destilado de residuo de alimentos.

Tabela 1 — Caracterizagdes fisico-quimicas do residuo de alimentos em todos seus estagios

Fermentado de

Hidrolisado acido do Vinhaca do residuo

Parametros residuo de alimentos re§|duo o de alimentos
alimentos
pH 1,8 4,5 4,3
bQO E[‘f)ta (Mg 373.006 + 30483 102.227 + 4.997 81.080 + 2.661
Sélidos Totais
(ST) (Mg STL ) 138.593 + 1.535 86.895 + 488 88.577 +1.040
Sédio (mg L) 8.532 252.599 225.082
Aménio (mg L) 737 11.466 12.996
Potassio (mg L) 5.446 35.390 34.784
Magnésio (mg L) 659 30.150 36.765
Calcio (mg L) 1.978 10.613 14.761
Cloreto (mg L") 1.821 651 1.275
Fosfato (mg L) 1.018 1.047 1.170
Sulfato (mg L) 16.180 22.938 21.086

Fonte: O autor (2024).
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A elevada condicdo acida do hidrolisado do residuo de alimentos foi resultado do
processo de hidrdlise acida, com a presenca do acido sulfdrico, diminuindo consideravelmente
0 pH. Posteriormente, o pH foi corrigido para 4,5 e se manteve praticamente 0 mesmo até a
destilacio. A DQO observada inicialmente foi bastante elevada, porém, esse valor foi
reduzido em 72,6% com o processo de hidrolise e 26,1% pela destilagdo. Um dado a ser
observado com atencdo foi a concentracdo de sulfatos, que, apesar de uma leve diminuicdo
com a destilacédo, ultrapassou 20 g L'. Tal condicéo de elevada concentracdo de compostos?
pode ser propicia ao surgimento de microrganismos redutores de sulfato (Dong, 2023). Exceto
a DQO, o processo de destilagdo manteve as demais caracterizagdes praticamente inalteradas.
A Tabela 2 apresenta o resultado das caracterizacbes de agUcares e alcoois do hidrolisado

acido, fermentado e destilado de residuo de alimentos.

Tabela 2 — Caracterizagdes de agUcares e alcoois do residuo de alimentos em todos seus estagios

Acucares e Hidrolisado acido do Fermentado do Vinhaca do residuo
alcoois (mg L") residuo de alimentos  residuo de alimentos de alimentos
Sacarose 2.674 0 0
Glicose 28.903 0 0
Lactato 4.344 9.538 11.099
Acético 228 981 1.221
1,3 propanodiol 38 59 99
Propanoico 499 956 1.103
Etanol 0 24.616 8.361
Butanoico 0 111 196

Fonte: O autor (2024).

Observa-se que a fermentagdo alcodlica reduziu completamente os agUcares iniciais e
aumentou a concentragdo de lactato e acetato. Em relacdo ao objetivo de obtencéo de etanol,
obteve-se uma concentracdo de 24,6 g L' deste composto. Quanto a destilacdo, a reducdo na
concentracédo de etanol foi de 66,0%. A concentracdo de lactato e acetato aumentou devido a
reducdo no volume total do liquido, causada pela evaporacdo do etanol. A relacéo
etanol:acetato final foi de 8,7:1,0 e a lactato:acetato foi de 6,0:1,00. Quanto a relacdo
etanol:acetato, é visto que essa proporcdo inicial apresenta excesso de etanol, quando se
observa as relacGes recomendadas por Fu et al. (2023) e Fernandez-Blanco et al. (2024).
Todavia, a razéo lactato:acetato esta dentro da faixa de recomendacdo por Brodowski et al.
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(2022). A coexisténcia entre os dois doadores de elétrons pode permitir a producdo mais
estavel do &cido caproico (Cavalcante et al., 2017). Com base nas concentracfes de lactato e
etanol, que atuam como doadores de elétrons na plataforma de carboxilato, observa-se que o
alongamento da cadeia carbénica para acidos carboxilicos de cadeia média e longa € possivel

a partir do residuo produzido.

5.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS INOCULOS

A Tabela 3 apresenta o resultado das caracterizac¢des fisico-quimicas dos indculos.

Tabela 3 — Caracterizagdes fisico-quimicas dos inéculos

Parametros Lodo UASB Manipueira Rumen
pH 5,6 4,8 7,5

DQO bruta (mg L™) 164.509 * 24.267 124.775 + 6.166 79.830 £ 8.280

Solidos Totais (ST)

(mg ST L) 65.093 £ 76 20.193 £ 154 29.990 £ 107
Sélidos Totais
Volateis (STV) (mg 55.247 =77 16.820 + 180 17.680 + 109
STVLY)
DQO/SV 2,5 6,2 2,7
SVIST 84,8% 83,3% 58,9%
Sodio (mg L) 10.131 1.033 37.100
Amonio (mg L) 577 223 1.672
Potassio (mg L™) 6.055 2.255 2.425
Magnésio (mg L) 1.080 321 340
Célcio(mg L) 3.252 442 2.738
Cloreto (mg L) 3.129 241 956
Fosfato (mg L) 247 682 3.886
Sulfato (mg L) 2.816 3.544 209

Fonte: O autor (2024).

E visto que o pH tanto do lodo quanto da manipueira é acido, enquanto o do rimen é
levemente basico. A DQO de todos os indculos € bastante elevada, sendo a maior a do lodo
UASB. Exceto pela DQO do rdamen, todos possuem DQO mais elevada que o substrato
inicial. A elevada razdo entre solidos totais e solidos totais volateis dos indculos indica uma
alta quantidade de matéria organica e, justamente por isso, a ordem de valor entre os inéculos

coincide com a ordem da DQO. Os demais parametros sdo, em sua maioria, de menor
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concentracdo do que o substrato inicial. Isso acontece porque a vinhaga da destilagdo do
residuo de alimentos, em geral, possui uma carga ibnica muito maior em comparagao com 0s
indculos. Por fim, € visto que o rumen possui maior concentracdo de fosfato, o que pode
ocorrer devido ao tampéo de pH natural inerente dos ruminantes, utilizado para neutralizar 0s
acidos produzidos durante a acidose ruminal, sendo também importante para a sintese de ATP

desses animais (Valente et al., 2017).

5.3 ENSAIOS EM MICROCOSMOS

Para a montagem dos microcosmos, foi determinada a quantidade inicial de inéculo
para cada reator com base na quantidade de solidos volateis. Sendo a concentracdo de
indculos de 1 gSV/L. Por fim, foi observada a diferenca de apenas 1,0% entre os valores de
DQO de todos os reatores. Estatisticamente, essa baixa variacdo de DQO inicial sugere que as
condicdes experimentais iniciais foram homogéneas entre os diferentes inéculos, permitindo
uma comparacdo valida dos resultados. Essa consisténcia é ideal para a validade dos
experimentos e para a interpretacdo precisa das diferencas observadas na producéo dos acidos
carboxilicos entre os diferentes tipos de microcosmos. A Tabela 4 apresenta a DQO inicial de

cada reator.

Tabela 4 — Concentra¢do de DQO (mg L™) inicial dos reatores

Diluigdes Lodo UASB Manipueira Rumen
ND 83.416 82.304 81.045
4:5 66.733 65.843 64.836
35 50.050 49.382 48.627
2:5 33.366 32.921 32.418
1:5 16.683 16.461 16.209

Fonte: O autor (2024).

5.4 PRODUCAO DOS ACIDOS CARBOXILICOS

Foi verificado a producéo de &cidos carboxilicos para todos os cenérios avaliados.

5.4.1 Producao dos &cidos carboxilicos por diferentes indculos

A producéo e consumo da concentracdo total dos acidos carboxilicos dos microcosmos

estdo presentes na Figura 14.
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Figura 14 — Producéo e consumo dos cidos carboxilicos totais
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Fonte: O autor (2024).

A maior quantidade de &cidos carboxilicos foi produzida nos microcosmos inoculados
com o lodo UASB (painel a), principalmente nas dilui¢des 3:5 e 4:5, com produgdes méaximas
de, respectivamente, 504,5 e 387,8 mmolC L1, havendo um aumento nas concentragdes até o
final do experimento. As flutuacdes iniciais, que indicam producdo e consumo rapidos, podem
ser explicadas pela adaptacdo inicial dos microrganismos ou pela possivel competicéo inicial
com outros microrganismos. A maior producdo pode ter ocorrido devido a presenca de
microrganismos bem adaptados ao ambiente anaerébio e ao alongamento de cadeia. A
manipueira (painel b) obteve a menor producdo comparada aos outros inéculos e as
concentragfes permaneceram estaveis ao longo do tempo, obtendo produgdo méaxima de 148,4
mmolC L1, na diluicdo 1:5. Essa baixa producdo e consumo de écidos carboxilicos totais
podem ser atribuidos a uma comunidade microbiana menos eficaz em relag&o ao alongamento
de cadeia carbonica, tendo em vista que o substrato e as condigdes sdo iguais para todos 0s
indculos. Para o rimen (painel c), a producdo foi maior nas diluigdes 2:5 e 3:5, obtendo valor

maximo de, respectivamente, 212,8 e 330,7 mmolC L~1. Entretanto, houve uma diminuicéo
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significativa na concentracdo a partir do tempo 768 h. A producgdo de &cidos carboxilicos, em

média, foi maior que a da manipueira e menor que a do lodo UASB.

5.4.2 Producéo de &cido caproico utilizando o lodo UASB como inoculo

As concentragdes dos AGVs e alcoois dos microcosmos inoculados com rimen estdo

presentes na Figura 15.

Figura 15 — Produgéo e consumo de AGVs e é&lcoois nos microcosmos inoculados com o lodo UASB
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Foi observado que o lactato, exceto no microcosmo sem diluicdo (painel a) foi

rapidamente consumido. O tempo total de consumo seguiu a mesma ordem das dilui¢des,

sendo que o mais diluido foi também o primeiro a ser consumido. A concentracdo de etanol
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diminuiu continuamente de forma lenta em todos os reatores. No entanto, sob nenhuma
condigdo ele foi completamente consumido. Em todas as situacbes, o acido acético foi
inicialmente produzido devido ao consumo de lactato. Sua concentracdo diminuiu levemente
posteriormente, devido a producdo dos acidos carboxilicos. O acido butanoico foi o &cido
carboxilico, além do acetato, de maior produgdo em todas as condi¢Bes, com suas maiores
concentragdes observadas nas dilui¢des 4:5 (painel b) e 3:5 (painel c), correspondendo a 311,9
e 266,9 mmolC L1, respectivamente, no tempo de 984 h. Outro comportamento a ser
observado é que sua producdo precedeu o inicio da producdo de &cido caproico, devido a
ordem de alongamento da cadeia de quatro para seis &tomos de carbono. Portanto, como para
as diluicdes 4:5, 3:5 e 1:5 (painel e), a produ¢do maxima de butanoico se deu no ultimo ponto
medido, possivelmente haveria uma producdo de caproico superior a maxima medida, no
tempo posterior ao experimento.

Quanto ao &cido caproico, observou-se que sua producdo maxima ocorreu na diluicdo
3:5 (painel c¢), no tempo 408 h, obtendo-se uma concentracdo méaxima de 23,5 mmolC
L1, seguida pela condicdo 2:5 (painel d), com uma concentracdo de 15,24 mmolC L™ no
mesmo tempo da anterior. O maior rendimento na producédo de caproico ocorreu na dilui¢éo
2:5, com um valor de 8,5%, sequido pelas dilui¢cdes 3:5, 1:5, 4:5 e ND, com 6,6%, 3,3%,
0,4% e 0,3%, respectivamente. O baixo rendimento dessas reagdes pode ser explicado pelo
fato de que, mesmo com o consumo total de lactato em praticamente todos os reatores, houve
sua conversdao em outros acidos carboxilicos, como o propanoico, que foi produzido em
concentragdes maiores que o caproico em todas as dilui¢Bes testadas, indicando a existéncia
da rota do acrilato. Outra explicacéo seria a ndo continuidade do alongamento de cadeia para
0 caproico, quando se chegou no butanoico.

A producdo de propanoico em relacdo ao caproico foi maior em todas as diluicdes.
Uma das causas para 0 baixo rendimento € a conversdo do acetato em propanoico, resultando
em um alongamento impar. Outro ponto que corrobora com essa hip6tese é que em todos 0s
cenarios, a producdo de pentanoico foi maior que a de caproico. J& a diminui¢do da conversao
de butanoico em caproico pode ter ocorrido devido a auséncia de doadores de elétrons, o que
pode ser explicado pela falta da conversdo do etanol restante em acetil-CoA, limitando a
reacdo (DONG et al., 2023; VERAS et al., 2020). Outras hipoteses a serem levadas em conta
pode ser a existéncia de rotas competitivas, como a metanogénese acetoclastica e a redugédo de

sulfato.
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5.4.3 Producao de &cido caproico utilizando a manipueira como indculo

As concentraces dos AGVs e alcoois dos microcosmos inoculados com manipueira

estdo presentes na Figura 16.

Figura 16 — Producéo e consumo de AGVs e alcoois nos microcosmos inoculados com manipueira
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Fonte: O autor (2024).

Os substratos lactato e etanol ndo foram completamente utilizados em nenhum dos
cenarios avaliados, ocorrendo deple¢do ao longo do experimento, com suas conversées em
acetato. Esse intermediario foi responsével pela formacdo de acido butanoico, precursor do

acido caproico. Embora ndo estivesse presente inicialmente, o acido butanoico foi produzido
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em todos os microcosmos, precedendo a producdo de &cido caproico. A maior producdo de
acido butanoico ocorreu na diluicdo de 1:5 (painel €), com 90,5 mmolC L™, porém, sua
producdo diminuiu em relacdo as diluicdes maiores.

Os resultados revelam que a producdo méaxima total de acido caproico foi alcancada as
720 h de diluicéo de 2:5 (painel d), resultando em 67,0 mmolC L. Considerando a conversao
estequiométrica tedrica dos substratos (lactato e etanol) para acido caproico, observa-se que 0
rendimento da reacédo foi de 68,5% em relacdo ao rendimento tedrico esperado, caso houvesse
a conversdo completa em caproico do substrato que foi consumido. A diluicdo de 1:5 revelou
a segunda maior producdo de &cido caproico, atingindo um pico de 57,0 mmolC L™ ao longo
de 384 h, o rendimento desse microcosmo nesse ponto especifico alcancou 66,0%,
porcentagem bastante proxima da diluicdo de 2:5. Nas demais dilui¢bes, 3:5 (painel c), 4:5
(painel b) e ND (painel a), os rendimentos foram menores, registrando-se 18,4%, 13,6% e
1,5%, respectivamente. Torna-se evidente que o rendimento da produgdo de &cido caproico
utilizando a manipueira como inéculo € ligado a diluicdo, justificado por condic¢des toxicas do
meio. Exceto os microcosmos de 1:5 e 2:5 que tiveram rendimento muito préximo um do
outro, provou-se que microcosmos mais diluidos apresentaram rendimentos superiores de
producdo de acido caproico.

Nenhuma das dilui¢bes produziu propanoico ou pentanoico, o que invalida a hipétese
de alongamento de cadeia impar na presenca de lactato, a partir da via do acrilato, quando a
manipueira foi utilizada como inéculo. Como os outros indculos produziram esse acido e
houve a existéncia dessa rota, pode-se inferir que a composi¢cdo dos microrganismos presentes
neste indculo ndo tem a capacidade de fazer o alongamento pela rota do acrilato. Os
resultados também corroboram Wu et al. (2018), que indicaram que a presenca simultanea de
etanol e acido lactico como doadores de elétrons pode permitir a conversao dos substratos em
acidos carboxilicos de cadeia média, pois ha limitacdes quando ha apenas um doador de

elétrons.

5.4.4 Producao de 4cido caproico com o ramen como inoculo

As concentracdes dos AGVs e alcoois dos microcosmos inoculados com rumen estéo

presentes na Figura 17.
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Figura 17 — Producéo e consumo de AGVs e alcoois inoculados com rimen
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Fonte: O autor (2024).

Foi observado um comportamento similar ao lodo UASB. O lactato, exceto nos
microcosmos ndo diluido e na diluicdo 4:5 (painel b), foi rapidamente consumido. O tempo
total de consumo também seguiu a mesma ordem das dilui¢Ges, sendo que o mais diluido foi
também o primeiro a ser consumido, indicando uma concentracgdo toxica da quantidade dos
substratos. A concentragdo de etanol diminuiu continuamente de forma lenta em todos os
reatores, no entanto, ndo houve sua conversao completa. Houve uma situagdo atipica no
microcosmo 3:5 (painel C), ocorrendo um aumento na concentragdo de etanol entre 288 e 480
h. Esse aumento pode ter algumas explicacdes, como a conversdo do acetil-CoA, ou outro
intermediario, de volta ao etanol, sob condi¢des reduzidas. Em todas as situagdes, 0 acetato
foi inicialmente produzido, possivelmente pelo consumo de lactato. Sua concentracdo foi

diminuindo posteriormente, a medida que houve conversdo para os acidos carboxilicos. O
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butanoico foi o &cido carboxilico de maior producdo em todas as condi¢fes, com suas maiores
concentragdes observadas nas diluicdes 3:5 e 2:5 (painel d), correspondendo, respectivamente,
a 217,2 e 129,6 mmolC L', no tempo de 240 e 144 h. Sua producao antecedeu o inicio da
producdo de acido caproico.

A producdo méaxima de &cido caproico foi alcancada as 624 h na diluicdo de 3:5,
resultando em 87,4 mmolC L. Foi observado que o rendimento da reagdo foi de 18,2% em
relacdo ao rendimento tedrico esperado. A diluicdo de 2:5 foi a de segunda maior producéo,
com um pico de 43,3 mmolC L™ no tempo de 408 h, e o rendimento desse microcosmo
alcancou 13,5%. Nas demais diluicdes, 1:5 (painel e), 4:5 e ND (painel a), os rendimentos
foram menores, registrando-se, respectivamente, 4,7%, 0,2% e 0,4%. Houve a conversédo do
lactato em outros &cidos carboxilicos, como o propanoico, que foi produzido em
concentragdes maiores que o caproico nas menores dilui¢bes testadas, ND e 4:5. Esse
comportamento evidencia a existéncia da rota do acrilato. A auséncia de aceptores de elétrons
n&o permitiu conversao posterior do butanoico em caproico.

A producdo de propanoico em relacdo ao caproico foi maior nas menores diluicdes
(ND e 4:5), justamente os rendimentos de caproico mais baixos, chegando a produzir 37,5
vezes mais que 0 caproico no microcosmo 4:5. Uma das causas, entdo, para esse baixo
rendimento é a conversdo do acetato em propanoico, ao invés de butanoico, resultando em um
alongamento impar. Ja a estagnacdo da conversdo de butanoico em caproico ocorreu, assim
como o lodo UASB, possivelmente, pela auséncia de doadores de elétrons, que acabou
limitando a reacdo (Cavalcante et al., 2017; Dong et al., 2023). A metanogénese acetoclastica
e a reducdo de sulfato também podem ser rotas competitivas e diminuir a eficiéncia do

processo.

5.4.5 Comparacdo da producao de &cido caproico por diferentes indculos

E visto que houve a producdo total de &cido caproico em todos os cenarios estudados.
O microcosmo de diluicdo 3:5 inoculado com rumen (painel c¢), obteve a maior producéo, 87,4
mmolC L1, sequido pelas diluices 2:5 e 1:5 com a presenca da manipueira (painel b), que
produziram, respectivamente, 67,0 e 57,1 mmolC L. A producéo de caproico foi mais baixa
com o lodo UASB (painel a), com a maior producdo sendo 23,5 mmolC L™1. Esses picos
notaveis de producdo, aconteceram entre 400 e 800 h do experimento.

Em relagéo ao rendimento das reacGes para a produgéo de caproico, observa-se que 0

indculo de manipueira obteve os maiores rendimentos em todas as diluicbes, com um
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rendimento maximo de 68,5% na diluicdo 2:5. Em seguida, o indculo de rimen apresentou o
maior rendimento de 18,2% na diluigdo 3:5. Por fim, o inoculo de lodo UASB teve um
rendimento maximo de 8,5% na diluicdo 2:5. Isso indica que cada indculo possui uma
diluicdo ideal diferente.

Em relacdo a estudos que se utilizaram do residuo de alimentos fermentado para a
producéo de &cido caproico, o valor méximo obtido pelo rimen e a manipueira foram maiores
que a Jin et al. (2019), que conseguiu 54,1 mmolC L™ de caproico, utilizando o produto da
fermentacdo enzimatica, inoculado com lodo de efluentes domésticos e menores que a
producdo maxima de 183,4 mmolC L™ e o rendimento maximo de 68,2% de Wang et
al.(2023b) que utilizaram o residuo de alimentos fermentado por leveduras e inoculado com
lodo de sementes. As pesquisas citadas, entretanto, ndo realizaram o processo de destilacéo,
sendo a sua quantidade de etanol inicial elevada e sendo esse o principal doador de elétrons. A
producédo e consumo da concentragdo total do &cido caproico normalizada por carga organica
dos microcosmos estéo presentes na Figura 18.

Figura 18 — Producdo e consumo de acido caproico normalizada por carga organica
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Fonte: O autor (2024).

Como hé diluicdes diferentes entre os microcosmos, ao avaliar a producdo de acido
caproico por carga organica, todas as diluicbes sdo normalizadas, proporcionando uma
comparacdo mais equilibrada que a producéo total por microcosmo. Para esta situacdo, a
maior producdo de acido caproico ocorreu na diluicdo 1:5, na qual se utilizou manipueira

painel b), produzindo mmo g L)™", seguido pela diluicdo 2:5 também de
(painel b) duzindo 3468 IC (KgDQO ! id la diluicdo 2:5 bem d
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manipueira, que produziu 2034 mmolC (KgDQO L)~1. Neste caso, a tendéncia representou
uma inversao entre esses microcosmos em relacdo a comparagdo utilizando a producéo total,
quando 2:5 produziu mais. Para o ramen (painel c¢), a producéo por carga organica foi melhor
na diluicdo 3:5, que produziu 1798 mmolC (KgDQO L)~t. O microcosmo com lodo UASB
produziu ainda menos que 0s outros indculos nessa comparagdo, tendo atingido seu valor
maximo em 470 mmolC (KgDQO L)~!. A diferenca entre a maior produgéo e a menor
producdo nessa comparacdo foi de 1870% para o lodo UASB (4:5 x ND), 11840% para o
rumen (3:5 x 4:5) e 2594% para a manipueira (1:5 x ND).

5.4.6 Producéo de &cido propanoico por inoculo

A maior concentracdo de propanoico € vista na diluicdo 3:5 nos reatores inoculados
com lodo UASB adaptado, correspondendo a 58,5 mmolC L1, sendo esse também, o indculo
que produziu menos caproico, corroborando a ideia da ocorréncia da rota do acrilato, tendo
em vista que esse reator também produziu as maiores quantidades de &cidos carboxilicos no
total. Logo em seguida vem 0s microcosmos inoculados com rdmen, no qual as menores
diluicdes ND e 4:5 produziram as maiores quantidades desse composto, respectivamente, 36,8
e 36,4 mmolC L~1. Para o rimen, a concentracdo de 3:5 do lactato presente inicialmente no
residuo da destilacéo, equivalente a 6,7 mg L1, foi considerada como ideal para ndo ocorrer a
predominancia da via do acrilato. J& a manipueira ndo produziu nenhum valor significante
significativode propanoico, provavelmente por conta dos microrganismos que a compdem,
que ndo possuem a caracteristica do alongamento impar. A producdo de propionato
utilizando-se do residuo de alimentos, ja foi elucidada por Zhang et al., (2023b), que concluiu
gue o aumento da producdo desse composto esta ligado a um pH neutro, com a existéncia da
rota do acrilato.

A producdo e consumo da concentracdo total do acido propanoico normalizada por

carga organica dos microcosmos estdo presentes na Figura 19.
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Figura 19 — Producdo e consumo de acido propanoico normalizada por carga organica
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Fonte: O autor (2024).

Quando se observa a producdo por carga organica do propanoico, é visto que dilui¢bes
maiores foram as que mais produziram propanoico. A maior produgdo ocorreu com o lodo
UASB (painel a), indculo que menos produziu caproico por carga organica, com uma
producéo de 1742 mmolC (KgDQO L)1, na diluicdo 1:5. Em relagdo ao rdmen (painel c), é
visto que essa mesma diluicdo foi a que mais produziu propanoico por carga organica, com
uma producdo de 1741 mmolC (KgDQO L)~1. Ja a manipueira (painel b) ndo produziu
propanoico.

5.5 AVALIACAO DE ROTAS COMPETITIVAS

As rotas competitivas ao alongamento de cadeia carbdnica, foi avaliada a partir das
analises que as indentificam.

5.5.1 Producéo de biogas

A producdo e consumo da concentracdo de biogas dos indculo estdo presentes na
Figura 20, 21 e 22.
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Figura 20 — Analise da composicdo do Biogas nos microcosmos inoculados com lodo UASB
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Figura 21 — Anélise da composicdo do Biogas nos microcosmos inoculados com manipueira
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Figura 22 — Analise da composi¢do do Biogas nos microcosmos inoculados com rimen
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Né&o foi constatada a presenca de metano em nenhum dos microcosmos, significando

que ndo houve a rota competitiva da metanogénese acetoclastica. Conclui-se o ajuste do pH

para 5,5, conforme descrito por Cavalcante et al. (2017), pode ter sido suficiente para inibir

essa rota, entretanto, pode ndo ser o Gnico motivo. Também n&o foi constatada uma producao

relevante de H,, embora provavelmente tenha ocorrido entre o inicio do experimento e a

primeira medi¢do. Tanto na transformacéo do etanol em acetaldeido, quanto na do lactato em

piruvato, a primeira etapa de todo o processo de alongamento da cadeia carb6nica, ocorre a
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transformagdo do NAD* em NADH, produzindo hidrogénio (Jiao et al., 2023). Segundo
Spirito (2014), o hidrogénio inicialmente presente pode acabar sendo utilizado por
microrganismos homoacetogénicos, que o utilizam como doadores de elétrons para converter
CO: em acetato, um aceptor de elétrons. Todos os microcosmos produziram CO.. Nos
sistemas de alongamento da cadeia carbonica, esse gas é gerado a partir dos gases da sintese,
uma mistura de hidrogénio, monoxido de carbono e o proprio didxido de carbono, e a

dissociacdo de outros compostos presentes na fermentacdo (San-Valero et al., 2020).

5.5.2 Avaliagao da reducéo de sulfato

As concentracgdes iniciais e finais de sulfato estdo presentes na Figura 23.

Figura 23 — Concentragdo inicial e final de sulfato (mg L™1)
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Fonte: O autor (2024).

Devido a alta concentracdo de sulfato presente inicialmente na vinhaca do residuo de
alimento, tornou-se necessario verificar a quantidade de sulfato nos microcosmos no inicio e
no final do experimento, devido a possibilidade de existéncia e favorecimento de
microrganismos redutores de sulfato, que competem com as rotas do alongamento da cadeia

carbonica. Entretanto, a diminuicéo significativa na concentracao de sulfatos so foi observada
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no microcosmo sem dilui¢do inoculado com a manipueira, onde houve uma redugéo de 31,2%
na concentracdo inicial de sulfato. Sendo um dos motivos para que essa condi¢do produzisse
baixas concentracdes de caproico, 0,78 mmolC (KgDQO L)™1, a menor producéo entre todos

0s microcosmos. Na dilui¢do 3:5, também ocorreu uma reducéo consideravel de 24,6%.

5.5.3 Avaliagéo do pH

A tabela 5 apresenta a varaicdo de pH ao longo do experimento.

Tabela 5 — pH dos microcosmos

In6culos Lodo Uasb  Manipueira Rumen

ND Inicial 5,50 5,50 5,50
Final 5,75 5,45 5,83

. Inicial 5,50 5,50 5,50
04:05 Final 5,21 5,41 5,83
. Inicial 5,50 5,50 5,50
03:05 Final 5,62 5,65 5,75
. Inicial 5,50 5,50 5,50
02:05 Final 5,81 5,45 5,40
. Inicial 5,50 5,50 5,50
01:05 Final 5,31 5,32 5,25

Fonte: O autor (2024).

A partir dos resultados do pH, observou-se que o uso do tampao de fosfato contribuiu
para baixas variacdes ao longo do experimento, em compara¢do com estudos que ndo o
utilizaram, como o de Gomes (2023), os quais apresentaram reducles drasticas desse
parametro. Os dois principais pontos positivos desse controle sdo a inibicdo da metanogénese
acetoclastica, que ocorreria em ambientes proximos a neutralidade, e o deslocamento do
equilibrio para a forma &cida indissociada no meio. Os &acidos ndo dissociados possuem

caracteristicas lipossoluveis, sendo toxicos aos microrganismos.
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5.6 AVALIACAO DOS PARAMETROS CINETICOS

A Tabela 6 apresenta os parametros cinéticos avaliados no experimento.

Tabela 6 — Cinética de producéo de acido caproico

Co Cs Ordem Zero
In6culo  Diluicdo (mmolC (mmolC Fete e -1 4-1
-1 1) (d) ko (mmoIC L™ d™") R2
ND 0,1 2,1 19+3 0,160 + 0,004 87,3%
Lodo 4:5 0,2 4,1 17+4 0,419 + 0,028 94,8%
UASB 3:5 0,8 23,5 10+£0 3,251 + 0,049 100,0%
2:5 1,6 15,3 712 1,943 + 0,246 100,0%
1:5 2,9 7,0 26 +4 0,281 + 0,143 95,3%
ND 0,0 9,7 210 1,406 + 0,096 99,5%
4:5 3,0 16,0 7+3 1,432 + 0,122 100,0%
Manipueira  3:5 0,0 24,7 210 0,786 + 0,146 90,4%
2:5 91 67,0 7+3 2,449 + 0,155 93,7%
1:5 5,6 57,1 2+0 3,605 + 0,235 99,8%
ND 0,3 2,9 19+0 1,022 + 0,172 100,0%
4:5 0,0 1,0 200 0,162 + 0,041 100,0%
Rdmen 3.5 0,0 87,4 8+2 5,736 + 0,700 95,8%
2:5 0,0 43,3 10+£3 5,982 + 0,790 99,0%
1:5 0,0 10,3 3+0 3,311+ 1,164 99,5%

Fonte: O autor (2024).

A partir da avaliacdo dos parametros cinéticos, pode-se ver que a cinética de ordem
zero foi a que melhor se adequou em relacdo a producdo de acido caproico, sendo melhor que
a de primeira ordem em todos os cenarios, que obtiveram valores de R2 variando de 40,5% a
90,6%. Cinética de ordem zero descreve reacdes cujas taxas sdo constantes e independentes
da concentracéo dos reagentes. As fases lag variaram bastante entre os resultados, indo de 2 d
no microcosmo sem diluicdo da manipueira, até 26 d na maior dilui¢do (1:5) do microcosmo
inoculado com lodo UASB. Essa variacao indica que as diferentes dilui¢fes e inoculos foram
significativamente importantes para esse parametro. Em relacdo ao K, é visto que os maiores
valores para a taxa de producgéo de caproico foram relativos ao rimen nas diluigdes 2:5 e 3:5.
A maior taxa de producdo em relagdo a manipueira foi na diluicdo 1:5 e do lodo UASB na
diluicdo 3:5. J& as menores taxas de producdo de caproico foram vistas no lodo UASB, no
microcosmo sem dilui¢do e na diluicdo 4:5 a partir do microcosmo inoculado com riamen.

Em relacdo a estudos que utilizaram o residuo de alimentos fermentado por leveduras,

sem, contudo, passar pelo processo de destilacdo, como neste estudo, é visto que a ordem de
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reacdo foi diferente, tendo em vista que Wang et al. (2023b) e Wang et al. (2023d) reportaram
reacOes de primeira ordem. Wang et al. (2023b) verificaram fase lag de menor duracdo em
relacdo a este trabalho, que variou de 0 a 3 dias, com valor maximo de k; para a producéo de
caporico de 3,876 mmolC L1 d~1. JA Wang et al. (2023d) reportaram duracdes da fase lag
entre 4,74 e 48,75 dias, com valor maximo de k; equivalente a 0,810 mmolC L1 d~?! para a

producdo de caproico.

6 CONCLUSOES

Levando em conta a producdo de caproico normalizada por carga organica, a maxima
producdo ocorreu na diluicdo 1:5, inoculado com manipueira. Existiu uma tendéncia de
inversdo entre a producdo e a diluicdo: quanto maior a dilui¢cdo, maior a producao de caproico
por carga organica. A diluicdo é importante, pois, altas concentracdes de lactato, limitam o
alongamento de cadeia, diminuindo a produgédo. Os microcosmos inoculados com lodo UASB
produziram menos que 0s outros indculos em todas as diluicdes.

A via do acrilato, que produz acido propanoico, deve ser levada em conta quando o
lactato é o principal doador de elétrons, tendo em vista que as menores dilui¢gdes inoculadas
com rumen e lodo UASB foram as que tiveram maiores producBes de propanoico, em
detrimento da producdo de caproico. Os microcosmos inoculados com a manipueira ndo
produziram &cido propanoico, criando condicBes favoraveis para 0 aumento nos rendimentos
da producdo de acido caproico, sendo o uso desse indculo positivo para a producdo de
caproico. Entretanto, a via da reducdo de sulfato precisa ser inibida, pois houve uma
diminuicdo significativa na concentracdo de sulfato no microcosmo sem diluicdo, que
apresentava a maior concentracdo de sulfato, para o in6culo da manipueira. Isso contribuiu
para a menor producdo de caproico em comparagdo com todos 0S outros microcosmos
testados em todos os indculos.

Em todas as condigdes, a metanogénese acetoclastica foi inibida completamente a
partir da regulacdo do pH para 5,5, sem ser necessario o uso de inibidores como o BES. O uso
de tampdo de fosfato resultou em menores varia¢des de pH ao longo do experimento, inibindo
a metanogénese acetoclastica e ndo permitindo a ocorréncia da forma acida indissociada no
meio, que é toxica para microrganismos.

Este estudo mostrou que a utilizacdo da vinhaga de residuo de alimentos, interligando
dois processos distintos, o de biorrefinaria e o de alongamento da cadeia de carbono, é

possivel, sendo uma visdo recente e muito promissora, pois, 0s principais estudos em relacéo
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ao alongamento da cadeia carbbnica utilizam o residuo de alimentos fermentado sem o
processo de destilagdo. Alguns cuidados, todavia, tém que ser tomados, como a avaliacdo de
processos concorrentes e a concentracdo limite de lactato para inibir a rota do acrilato, que
proporciona um alongamento da cadeia impar e indesejado.

Por se tratar de uma abordagem recente, ha alguns pontos a serem investigados sobre a
vinhaca do residuo de alimentos para a producdo de &cido caproico. Dentre as possibilidades
para a continuidade deste trabalho, sugere-se a analise da comunidade microbiana com o
objetivo de verificar os principais microrganismos presentes no alongamento da cadeia
carbonica, sendo possivel avaliar as principais rotas bioquimicas, e testes com novos

parametros operacionais, como 0 uso de diferentes tipos de reatores.
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