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Alguns produtos de valor acrescentado (alcoois ,

antibioticos , aminoacidos e enzimas ) sao
produzidos por técnicas de fermentacao
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Optimizar a producao ao nivel da biotecnologia

U

Processo aerdbio ou anaeroébio e decorre num

Microrganismo
selecionado

Preparo do
indculo: etapa
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Preparo do
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Industrial
(germinadores)

Meio de cultura
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Matérias-primas

Células

Esterilizagao
do ar
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Optimizar as condi¢cOes de producao de metabolitos:
v" Temperatura

pH

O, dissolvido

Fornecimento adequado de nutrientes

Etapas de recuperacéo e purificacéo do produto




Optimizagao dos processos que decorrem em
bioreactores

Aumentar a quantidade de
oxigénio disponivel para gt
as células em processos =

aerobios por adicao de
uma segunda fase

Extraccao selectiva de
metabolitos e/ou
produtos de processos
fermentativos usando um
solvente organico com

organica com maior elevada capacidade de
afinidade para o gas solvatacio
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Fluorocarbonetos Liquidos Iénicos

Sistemas Multifasicos



2.1. Introducao

C8F18

Temperatura de Ebulicao (°C)
Tensdo Supetficial a 25 °C (mN/m) 72.0

Solubilidade de O, a25°C e 1 atm 0.03
(mLOZ/ mLsolugﬁo)

Solubilidade de CO, a25°Ce1latm BEIKK
(mL¢q,/mL

solugﬁo)

Pressdo de Vapor (mmHg) 23.6

Densidade a 25 °C (g/cm?) im0

Viscosidade a 25 °C (mPa.s™) 0.9

100 126 106
21.6 14.47
sl 0.50
2.02 2.28
13.9 28.0
0.7 o
0.5 1.26

Elevada electronegatividade do atomo de F

v" Ligacdes intramoleculares fortes e intermoleculares fracas

v Quimica e biologicamente inertes



2.2. Propriedades estudadas

» TensoOes superficiais e viscosidades de FCs

~ Solubilidades mutuas entre FCs e agua (e efeito
de sais comuns em meios de cultura)

» Solubilidade de oxigenio em emulsbes de PFCs
» Estabilidade de emulsdes de PFCs
» Optimizacao do k,a do oxigénio num bioreactor



2.3. Fluorocarbonetos estudados
Perfluorocarbonetos (PFCs) Lineares

My oy W%

CeFi4 C-Fi

Fluorocarbonetos (FCs) Substituidos

CgF,,Br CgF o7l CgF16Cl, CgF7H CgF16H;
Perfluorocarbonetos Aromaticos Perfluorocarbonetos Ciclicos

C6F6 C7|:8 C7|:14 C10F18
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TensoOes Superficials

AyapH € a organizagao da superficie: energia necessaria para quebrar as
ligacOes intermoleculares
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Viscosidades

298.15 < (T/K) < 318.15

Viscosimetro Ubbelohde
Schott AVS 470

Define o caracter reologico do sistema e a permeabilidade

dos gases
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Tensao Superficial

Correlacéo de Pelofsky:
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Solubilidade de Agua em Fluorocarbonetos
288.15 < (T/K) < 318.15
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Solubilidade de Agua em Fluorocarbonetos
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Solubilidade de Hexafluorobenzeno em Agua
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Solubilidade de Oxigenio em Emulsoes de Perfluoroca

~ Vantagem emulsGes sobre os compostos
puros: melhor dispersao do O, nos meios

de cultura

Método enzimatico

D —-glucose-H,0+0, O # ¥, D -gluconiacid+ H,0,

H,0, +reduced - dianisidie [ FT1%2, oxidizedo - dianisidie

(colorlesy (brown)

oxidizedo—dianisidie [ ™1 - oxidizedo - dianisidie
(brown) (pink)

rbonetos

Emulsao

0.1pm

(O, dissolvido a

. O, esperado a 301 | (Diferenca
Emulsion 301K+0) 2 & /(o

/ (umol) K/ (umol) + 02) / (%)

CoFylLecithin | /099 0.01 1.04 4.6'£0.8
CoFr/Span20 || 1.00:0.02 1.04 42+28
o liP LI 1.00 £ 0.02 1.04 3.543.0

F-68

C,oFg/Lecithin @0.03 1.02 9'£37
CyF.g/Span20 || 0.95+D.01 1.02 6.940.8
CioFag/Pluronic 1 4 g3 4/0 02 1.02 5428

F-68

{
Dissolugéo de HO no PFC




2. Fluorocarbonetos

AG = JAA-TAS
A - D

| Coalescéncia: a =a, exp(Kt)

Macroscoplcamente:

L L 2
Difusdo Molecular: 92 _8DW,
ot ORT

Analise de Imagem:

Microscopicamente:




Estabilidade de Emulsoes de Perfluorocarbonetos

Parametros estudados:

» Efeito da Temperatura
» Efeito do Perfluorocarboneto

» Efeito do Surfactante
» Efeito de Fase Aquosa
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Contrariamente ao descrito na literatura a
coalescéncia é o mecanismo primordial em
emulsdes concentradas de PFCs

Solubilidades infimas de PFCs em agua



Optimizacédo do k,a do O, num Bioreactor Multifasico

Metodo de desgaseificacdo dinamico:
In(l—%j = -k axt

Parametros estudados :

» Volume do meio
» Posicéo das pas
» Tipo de pas
» Concentracéo de PFC
» Concentracao de azeite

» Tipo de fase aquosa (agua e meio
de cultura YPD)

» Presenca de células inactivas




Optimizacédo do k,a do O, num Bioreactor Multifasico
Fraccao volumétrica de C,,F;5com H,O

Fraccéo volumeétrica de azeite com H,O
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2.4. Conclusoes

v Foram apresentados novos valores de tensdes superficiais e
viscosidades para uma larga gama de FCs

v Foram apresentados novos valores de solubilidades entre H,O e FCs
até ao momento ndo existentes

v Foi desenvolvido um método enzimatico para a determinacéo da
solubilidade do O, em emuls6es do tipo oOleo-em-agua

v Foi desenvolvido um método capaz de estudar os mecanismos
responsaveis pela perda de estabilidade de emulsdes por anélise de
Imagem

v" Foram optimizadas as condicdes de um bioreactor onde se atingiu um
iIncremento de 228 % no k a do O, na presenca de perfluorodecalina e
meio de cultura



3.1. Introducao

» LIs sao compostos ionicos (estado liquido numa larga
gama de temperaturas)

+

» Grande capacidade de solvatacao
» Pressoes de vapor infimas

» Afinacao de propriedades termofisicas por substituicdo do
catiao e/ou do aniéao

| :
£ i
2005 2000 2000 2005




3.2. Propriedades estudadas

» Densidades de Lls
» Tensoes Superficiais de Lls
» Solubilidades mutuas entre LIs e agua



3.3. Liquidos l6nicos Estudados:  “Hidrofébicos™ mas “higroscépicos”

+ -
1-alquil-3-metil- imidazolio hexafluorofosfato
[C,mIim][PF ¢], [Cemim][PF ¢], [Cgmim][PF (] and [C ,C;mim][PF 4]

1-metil-1-propil- piperidinio  bis(trifluorometilsulfonil)imida
+ - [Csmpip][Tf ,N]
x W ‘ +
1-alquil-3-metil-imidazélio  bis(trifluorometilsulfonil)imida ' Lt k ; E
[C,-Cgmim][Tf ,N]

3-metil-1-propil- piridinio  bis(trifluorometilsulfonil)imida
[Csmpy][Tf ;N]

+ -
1-butil-3-metil-imidazoélio  tricianometano B

[C,mim][C(CN) ,] 1-alquil-1-metil- pirrolidinio  bis(trifluorometilsulfonil)imida
[Csmpyr][Tf ,N] and [C ,mpyr][TF ,N]




» Purificacao dos Lls

Vacuo (0.1 Pa) e temperatura
moderada (353 K) durante um
minimo de 48 h

Analise de RMN de 1H, 13C e 19F




293.15 < (T/K) < 393.15

Densidades
0.10 < (p/MPa) < 10.0

[Cgmim][PF ¢] saturado com
agualja 293.15 K

Decréscimo da densidade em 0.53 %

[C,mim][BF ,], [Cgmim][BF ,], [Csmim][PF (], [CgmimPF ¢], [C,C,mim][PF (] e [C,mim][CF ;SO,]

v~ O volume molar aumenta com o aumento da cadeia alquilica do catido: (33.88 + 0.01)
cm3-mol por adigdo de cada grupo —CH,—CH,—

v~ O volume molar aumenta com o tamanho efectivo do anido na ordem: [BF,] < [PF¢] <
[CF3SOg].



Tensoes Superficiais

293 < (T/K) < 353

Efeito do Catiao Efeito do Aniao
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Tensoes Superficiais
Influéncia da agua
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Solubilidades Mutuas de Liquidos I6nicos e Agua
293.15 < (T/K) < 318.15
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Efeito do aniao

_Solubilidade de agua em Lls
L ) K N N A A A
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Efeito do Catiao

Solubilidade de agua em Lls
= [CBmM[TI2N] .
* [C3mpy][TF2N] .
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Efeito do tamanho da cadeia alquilica

Solubilidade de agua em LlIs _Solubilidade de LIs em agua
0.40 ’
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Efeito do tamanho da cadeia alquilica

__Solubilidade de agua em ILs
* [C3mpyr[T2N]
* [CAmpy[TI2N]

0.30 [ °

2 0.25 ° . ’
0.20 [ o * *
0.15
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Xio0: [Csmpyr] > [C,mpyr]



Efeito da substituicao do H no C2

Solubilidade de agua em LIs

035

0.30

Xw

025

0.20

0.15

* [CAmim[PFe]
¢ [CEmmI[PFE]
¢ [CBmimI[PFE]

® [CACImini[PF6]

0.0020

Solubilidade de LIs em agua

0.0015

¢ [CAmm][PFe]
¢ [Cemm[PFo]
¢ [CBmm[PFo]
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3.4. Conclusodes

v Foram apresentados novos valores de densidades e
tensdes superficiais para uma larga combinacao de catioes
e anides nos Lls

v" Fol inferido o efeito da presenca de agua em ambas as
propriedades

v" Foram apresentados novos valores de solubilidades mutuas
entre LIs e agua o que permite prever o grau de toxicidade
dos LlIs para as células



4.1. Introducao
Modelo que combina a teoria electrostatica das interacc¢des locais da superficie
de uma moléecula acoplado a uma metodologia de termodinamica estatistica
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Previsdo das solubilidades de agua em fluorocarbonetos
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Equilibrio Liquido-Liquido entre Liguidos 16nicos e A gua
Influéncia da familia do catiao
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Equilibrio Liquido-Liquido entre Liguidos 16nicos e A
Influéncia do tamanho da cadeia alquilica
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Equilibrio Liquido-Liquido entre Liguidos 16nicos e A gua

Influéncia do aniao
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Equilibrio Liquido-Vapor entre Liquidos l6nicos e Agu a

Influéncia do tamanho da Influéncia do aniao
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Equilibrio Liquido-Liquido entre Liquidos I6nicos e A Icoois

Influéncia da familia do catiao Influéncia da familia do aniao
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Equilibrio Liquido-Liquido entre Liquidos I6nicos e A Icoois

Influéncia do tamanho da
cadeia alquilica do catiao

Influéncia do tamanho da
cadeia alquilica do alcool
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Equilibrio Liquido-Vapor entre Liquidos 16nicos e Alc 00IS
Influéncia do tamanho da

Influéncia do aniao _ = =
cadeia alquilica do catiao
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4.3. Conclusoes

v COSMO-RS mostrou ser capaz de descrever correctamente a tendéncia
da solubilidade de agua em FCs

v Para os LIs o COSMO-RS descreve correctamente as solubilidades
muatuas com agua e o caracter hidrofobico do LI, falhando apenas com o
aumento do caracter hidrofilico do aniao

v Para os sistemas liquido-liquido entre LIs e alcoois, verificou-se uma
degradacao quantitativa gradual com o aumento do caracter néao polar do
LI e do alcool

v Para 0s sistemas liquido-vapor o COSMO-RS descreve correctamente
0s desvios positivos a lei de Raoult

v" COSMO-RS mostrou ser uma ferramenta bastante Gtil para sistemas que
envolvam LIs devido a impossibilidade de se medirem
experimentalmente todas as combinacdes possiveis de catides e anides



» Estudo de outros ~Cs na optimizagao do k, a em bioreactores
multifasicos

» Medicbes experimentais de tensodes interfaciais entre FCs e agua

» Estudo de misturas de FCs de forma a encontrar o melhor candidato

» Determinacao dos coeficientes de particao dos metabolitos entre Lis e
agua

» Estudos directos de toxicidade de LIs para as células

» Desenvolvimento de modelos ou correlacOes capazes de prever as
propriedades dos LIs
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