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Neide Queiroz* e Maria da Graga Nascimento**

Departamento de Quimica - Universidade Federal de Santa Catarina - 88040-900 - Floriandpolis - SC

Recebido em 1/4/98; aceito em 12/8/98

ORGANO-GEL OF HEPTANE: PHASES DIAGRAM AND SYNTHETIC APPLICATIONS. The
phase diagram formation of microemulsion-based gels composed of an anionic surfactant aerosol-
OT sodium bis (2-ethylhexyl)-sulphosuccinate), water, gelatin and an organic solvent is presented
for heptane. The stability of this organo- gel, when an enzyme is immobilized is discussed in terms

of its reutilization in various esters synthesis.

Keywords: microemulsion-based gels; phase diagram; enzyme immobilization.

INTRODUCAO

As enzimas sdo empregadas como catalisadores em muitos
processos sintéticos em meio aquoso, mas 0 Uso € restrito pela
baixa solubilidade em &gua de substratos e produtos!. Este
problema pode ser solucionado imobilizando a enzima em su-
portes, permitindo assim sua aplicagdo em meio organico. Exis-
tem diferentes métodos para realizar conversfes enziméticas
em solventes organicos?3. Enzimas solubilizadas em microe-
mulsio agua em 6leo*® ou em organo-gel tém sido amplamen-
te investigadas do ponto de vista quantitativo’1L.

As microemulsdes dgua em 6leo sdo fluidas sob condicbes
normais, e consistem de gotas esféricas de agua de dimensfes
nanométricas polidispersas em um meio contendo 6leo, estabi-
lizadas por uma monocamada de surfactante na interface agua-
6leo. Sdo termodinamicamente estaveis e podem ser formadas
apenas com a mistura de seus componentes'2.

O organo-gel ou MBG do inglés, microemulsion based gels,
é formado pela solubilizagdo de gelatina em uma microemul-
sd0 dgua em Oleo, para a formacéo de géis transparentes!3-14,
A formagdo do organo-gel foi primeiramente descrita em
1986,1516 e sua caracterizacdo fisica/estrutural tem sido alvo
de vérios estudos'’-2.,

As mudangas que ocorrem na estrutura do organo-gel vari-
am de acordo com a quantidade de seus componentes (&gua,
6leo, surfactante e gelatina), permitindo obter diagramas de
fases, também conhecidos como “regides de estabilidade”. Es-
tes, por sua vez, possibilitam estudar a relagdo dos componen-
tes do organo-gel no processo de gelatinizagao, Joara se obter
organo-géis com rigidez e estabilidade diversas®.

Este artigo, mostra o diagrama de fases para um organo-gel
de heptano, sua eficiéncia como suporte para a imobilizac&o de
palatase M e sua estabilidade em sucessivas sinteses do laurato
de 1-pentila.

EXPERIMENTAL
Materiais

A enzima utilizada neste trabalho foi palatase M 1000L
(Novo Nordisk A/S), com atividade de 1000 LU/g (LU é a
guantidade de enzima que libera um micromol de acido butirico
por minuto a partir de tributirina, em pH = 7,0, T = 30 °C,
4,8 % (w/v) de tributirina e 0,0095% (w/v) de goma arabica).
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O surfactante di-(2-etilhexil) sulfosuccinato de sddio (Aerosol-
OT, AOT) (D-0885 lote 120H0456) e gelatina em pd (tipo A:
Bloom 300) usados na preparacdo do organo-gel foram obtidos
da Sigma. Os solventes e os reagentes (grau analitico) foram
obtidos das seguintes fontes: Merck (&cido laurico), Grupo
Quimica (heptano, hexano), Vetec (1-pentanol). A silica para
coluna (28-200 mesh) foi da Sigma e a silica para cromatogra-
fia de camada delgada (5-25 p) da Aldrich.

Preparacéo do organo-gel

O procedimento geral para a preparacdo do organo-gel con-
sistiu no seguinte: a gelatina foi misturada com &agua a tem-
peratura ambiente e aquecida a 55 °C para dissolver, até a
obtencdo de uma solucdo homogénea. Uma solucdo de AOT
em solvente orgénico (solugdo micelar) foi preparada e colocada
para estabilizar termicamente a 55 °C. Esta soluc&o foi posteri-
ormente adicionada a solugdo de gelatina e a mistura agitada
vigorosamente até a homogeneizagdo, podendo-se obter uma
solugdo micelar ou organo-gel, dependendo da composicdo
do sistema®.

Construcdo do diagrama de fases

Para a construcdo do diagrama de fases foram preparados
vérios sistemas, onde a concentragdo de AOT foi mantida cons-
tante em 0,15 mol/L e variou-se a quantidade de gelatina e de
agua no sistema. A relagdo entre o contelido de agua e a con-
centragdo do surfactante (W) € definido como [H,0O]/[AOT]®.
A concentracdo de AOT 0,15 mol/L foi obtida adicionando-se
3,0 mL de AOT 0,5 mol/L em quantidade necesséria para com-
pletar o volume final de 10 mL (gelatina, agua, AOT e
solvente), conforme o valor de W, estipulado. Os valores de W,
estudados foram de 10 a 75 para permitir o calculo da quantida-
de de &gua necesséria para cada W,

O aspecto macroscopico dos organo-géis foi analisado visu-
almente, depois de 24 horas em repouso a temperatura ambien-
te. Os resultados foram colocados em um grafico como
percentual de gelatina em fungdo do Wy, a partir do qual as
areas de diferentes fases do organo-gel foram delimitadas.

Preparacédo do organo-gel para aplicagdes sintéticas

Ap6s o estudo com diferentes organo-géis, chegou-se a com-
posicdo adequada para utilizar este sistema em sinteses organi-
cas. A composicdo tipica que formou organo-géis firmes e es-
taveis, utilizada nos experimentos foi a seguinte: 1,4 g de ge-
latina, 2,0 mL de &gua, 2,1 mL de heptano, 4,0 mL de AOT
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0,5 mol/L e a solugdo de enzima (12 a 60 mg/mL), sendo esta
injetada na solugdo micelar. A preparacdo destes organo-géis
foi idéntica ao procedimento descrito anteriormente. Apos es-
tabilizagdo a temperatura ambiente, os organo-géis foram ar-
mazenados em “freezer” a -20 °C, até sua posterior utilizagdo
nas reagdes. O organo-gel (10 mL) foi cortado em + 60 sec¢des
de tamanho regulares. Em seguida, o0 mesmo foi colocado em
um erlenmeyer contendo 30 mL de hexano. Os reagentes (&ci-
do e &cool) foram adicionados na proporgdo 1:1 (0,005 mo-
les). O sistema foi deixado sob agitagdo suave (agitador
Dubnoff com banho termostatizado), por 4 e 6 horas para
ocorrer areagdo. A reagdo foi acompanhada por cromatografia
de camada delgada, usando como eluente uma mistura de
hexano:acetato de etila (8:2). Ao término da reagdo, os produ-
tos e substratos remanescentes foram separados do gel, através
de decantacdo, sendo este lavado véarias vezes com o hexano
para remover 0s reagentes e os produtos. Os rendimentos dos
produtos foram estimados por andlise quantitativa através do
espectro de RMN H.

Uma reacdo controle foi executada paralelamente, utilizan-
do um gel com as mesmas caracteristicas em termos de sua
composicdo, apenas sem a enzima.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na delimitacdo das éreas do diagrama de fases do organo-
gel de heptano 250 sistemas foram preparados com quantida-
des diferentes de gelatina, heptano e dgua, fixando a concen-
tracdo de AOT em 0,15 mol/L. A avaliagéo visual, a tempera-
tura ambiente, de cada organo-gel possibilitou distinguir trés
regides diferentes, através do digrama que foi obtido pelo gra-
fico, concentracdo de gelatina no meio (expressada em % de
gelatina no volume da solugéo) versus Wo (Figura 1).
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Figura 1. Diagrama de fases para o organo-gel de heptano.

A construcdo do diagrama de fases foi realizada com bases
nos resultados que foram obtidos visualmente. Portanto, erros
podem ocorrer ja que cada observador pode definir um critério
para separar as diferentes regifes. Neste trabalho considerou-
se como solugdo micelar todo sistema que fluia, tomando a
forma do tubo de ensaio e organo-gel o que néo fluia, apés um
periodo de 24 horas.

As diferentes regifes distinguidas macroscopicamente con-
sistem em:

« regido de separacdo de fases. onde toda ou parte da gelati-
na em forma de p6 ndo pode ser solubilizada (I).

e regido liquida: solugdo liquida opticamente clara ou solu-
¢ao micelar (I1).

* regido solida: organo-gel (I11).
Na regido | toda ou parte da gelatina ndo pode ser solubilizada
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pela &gua e pela solugdo de AOT + heptano, formando um siste-
ma com duas fases. A concentragdo de AOT foi mantida constan-
te, portanto o aumento de W, esté relacionado diretamente com o
aumento de agua no sistema. Para as diferentes concentractes
usadas de gelatina, ndo é possivel formar organo-gel com um
valor de Wo menor do que 35, para [AOT] = 0,15 mol/L. A linha
que separa a regido | das demais, possui uma inclinagdo que
mostra a relagdo entre o aumento da quantidade de gelatina e o
aumento da quantidade de dgua. A medida que aumenta a concen-
tragdo de gelatina, mais &gua é necessaria para solubilizar o agen-
te gelificante. Assim, tem-se um resultado diferente para cada
valor de Wo. Por exemplo, fixando Wo em 20 pode-se observar
gque com 2,0 a ~3,5 % de gelatina ocorre a formagdo de uma
solugdo micelar, enquanto que acima destas concentragdes, ocorre
a separacdo de fases. A regido | mostra que para 8,0 % de gela-
tina € necessario trabalhar com Wy maior do que 40 para ocorrer
mudanca de fase e formar o organo-gel.

Na regido Il tem-se a formagdo de uma solugdo liquida
opticamente clara, denominada de solugdo micelar. Aqui as
concentragdes dos componentes sdo suficientes para formar um
sistema de uma Unica fase, com quantidades de gelatina que
variam de 1,5 a 6,8 % (m/V), numa faixa de Wo de 10 a 75. A
observacdo desta regido possibilitou mostrar que a concentra-
¢do de gelatina ndo influencia totalmente no processo de
gelatinizag8o e sim o conjunto de seus componentes. Por exem-
plo, fixando a gelatina em 6,0 %, observa-se que em Wp = 40
tem-se uma solucdo micelar e com Wp = 50 a formacdo do
organo-gel. Este fato demonstra que a quantidade de agua e
solvente orgéanico do sistema, também sdo fatores importantes
no processo de gelatinizag&o.

Na regido 11 ocorre a formagéo do organo-gel transparen-
te, onde os componentes estdo em equilibrio, formando um
sistema de uma fase continua e sélida. A formagdo do organo-
gel ocorre numa quantidade de gelatina acima de 3,8 % e W,
acima de 35. Abaixo destes valores tém-se a formagdo das
outras regioes.

Dos diagramas de fases encontrados na literatura,®2% so-
mente o diagrama de fases com iso-octano foi realizado com
uma concentragdo de AOT proxima a desenvolvida neste tra-
balho, concentragdo de AOT = 0,14 mol/L. Neste diagrama,’®
Luisi e colaboradores mostraram a existéncia de quatro regifes
distintas nos seus experimentos, [AOT] = 0,1 e 0,14 mol/L. A
distribuicdo das diversas regifes do organo-gel de iso-octano
séo diferentes das regides do diagrama de fase do organo-gel
de heptano. Através dos diagramas de fase do organo-gel de
iso-octano pode-se comparar o efeito da concentragéo do
surfactante, AOT. Observa-se que aumentando a concentragéo
de AQT, ocorre um aumento na area que forma o gel’s.

Para o diagrama de fases do organo-gel de iso-octano com
AOT 0,14 mol/L, a formagdo do gel ocorre com um valor
minimo de W, = 25 e 8,0 % de gelatina, enquanto que no
diagrama de fases do organo-gel de heptano é necessério no
minimo W, = 35 e 7,2% de gelatina.

Comparando os diagramas de fases de organo-géis, a saber
os de hexano? ciclo-hexano,?® iso-octano®® e heptano, inde-
pendente do solvente organico a sua formagao depende do ajus-
tamento das quantidades de seus componentes (adgua, AOT,
solvente organico e gelatina). As condicGes de equilibrio entre
esses componentes variam de um solvente para o outro. Levan-
do-se em conta que os diagramas foram construidos com uma
concentracdo diferente de AOT, a anadlise comparativa limitou-
se em observar o nimero de regides formadas para cada
solvente. No diagrama de fases para o organo-gel de heptano,
ndo foi observado nas condigdes experimentais utilizadas, a
formac&o da regido onde o gel separa-se da solugdo micelar,
regido esta observada com os outros solventes. Com relagéo ao
diagrama de fases de iso-octano um fator que pode ser ressal-
tado, é que esta regido somente se forma acima de 8,0 % de
gelatina, sendo que este diagrama foi construido até 15 % do
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agente gelificante e o diagrama de heptano construido até 8,0
%. Estes dados indicam que aumentando a quantidade de gela-
tina, provavelmente seria observada a formac&o da regido de
separacdo de fases, onde o organo-gel separa-se da solugdo
micelar para o diagrama de fases do organo-gel de heptano.

AplicagOes Sintéticas: palatase M imobilizada em MBG
de heptano

A enzima usada neste trabalho foi palatase M, uma lipase
fungica, produzida mediante a fermentacdo de uma cepa seleci-
onada do fungo de Mucor miehei. Primeiramente, verificou-se o
efeito da concentragdo de palatase M, imobilizada em organo-
gel de heptano, através da sintese do laurato de 1-pentila, anali-
sando qual concentragdo que forma o éster com maior rendi-
mento. Apds 4 horas, a 25 °C, observou-se um aumento do ren-
dimento em éster a medida que aumenta a concentracdo de
enzima (12 a 60 mg/mL). Porém acima de 36 mg/mL verifica-
se que o rendimento & aproximadamente 0 mesmo (90-94%),
Figura 2. A partir da andlise destes resultados, verifica-se que a
melhor quantidade de enzima para ser usada como catalisador
em reacOes deste tipo € acima de 36 mg/mL. Por razdes de
ordem pratica, utilizou-se 60 mg/mL de enzima no estudo da
reutilizagdo do organo-gel de heptano contendo palatase M.

100
90 "
80
] -
70 '///
60

50

% de conversdo do substraio

40

30 T T T T g T T T T
. 10 20 30 40 50 60

Concentracdo de palatase M (mg/mL)

Figura 2. Efeito da concentracdo de palatase M imobilizada em
organo-gel de heptano, na sintese do laurato de 1-pentila. [palatase
M] = 12 a 60 mg/mL no organo-gel, tempo = 4 horas e temperatura
= 25 «C. Composi¢do do organo-gel: [AOT] = 0,15 mol/L, [agua] =
11,11 mol/L (W, = 74,07), [gelatina] = 14% om/v).

A estabilidade e estocagem do biocatalisador imobilizado
sd0 pardmetros importantes os quais podem determinar a viabi-
lidade econdmica de um processo biosintético?®. A estabilida-
de do organo-gel de heptano como suporte para palatase M foi
verificada através de sucessivas sinteses do laurato de 1-pentila.
A Figura 3 mostra que o rendimento da rea¢cdo manteve-se na
faixa de 84 a 88%. A enzima manteve-se ativa nas 10 conver-
sbes, com um rendimento médio em éster de 85%. Durante o
periodo do experimento (70 dias), a atividade catalitica de
palatase M e a integridade fisica do organo-gel de heptano foi
mantida, comprovando que € possivel a sua reutilizacdo.

Outros estudos visando a reutilizagdo do organo-gel feitos
por Rees,” Jenta® e col., mostraram a estabilidade da lipase CV
imobilizada em organo-gel de heptano, em repetidas sinteses
do oleato de 1-octila e decanoato de 1-octila, respectivamente.
Os resultados mostraram que 0 MBG permaneceu inalterado
visualmente e que o biocatalisador exibiu boa estabilidade sem
perda significativa da atividade catalitica, durante o periodo
do experimento.

A reutilizagdo do sistema é um fator importante, ndo somente
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pelo fato que a enzima pode ser utilizada, mas porque no final
de cada sintese, qualquer substrato residual e produtos podem
ser retirados do organo-gel usando solventes orgénicos. Com esta
operacdo, o MBG contendo a enzima pode ser novamente usado
para catalisar uma reacdo completamente diferente’.
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Figura 3. Reutilizac8o de Palatase M imobilizada em organo-gel de
n-heptano na esterificagio do acido laurico com n-pentanol. [ palatase
M] = 60 mg/mL no organo-gel, tempo = 6 horas e temperatura = 25
°C. Composicéo do organo-gel: [AOT] = 0,15 mol/L, [agua] = 11,11
mol/L (Wp = 74,07), [gelatina] = 14% (m/v).

A andlise dos resultados comprova a eficiéncia catalitica de
palatase M na sintese do laurato de 1-pentila e a estabilidade
do organo-gel para a imobilizagdo de enzimas. Este método
tem consideravel aplicagdo em sintese organica, especiamente
por ser realizado sob condi¢bes suaves (temperatura ambiente)
e formar os produtos com bons rendimentos.

Através da construcdo do diagrama de fase para o organo-
gel de heptano, é possivel determinar a quantidade minima de
gelatina necessaria para gelificar o sistema e avaliar a influén-
cia do solvente na sua formagdo. As regides transparentes,
podem ser utilizadas para estudos espectroscopicos, por exem-
plo fotoguimicos e fotofisicos ajudando a compreender melhor
0 processo “sol-gel” .
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