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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a pga@guenzimatica de biodiesel em sistema livre de

solvente em banho de ultrassom, utilizando raz8amateo/etanol 1:3, temperatura 70°C, poténcia de

40% de 132W, 20% (p/p em relagdo aos substratoshzinaNovozym 43%0s intervalos de tempo

de 15, 30 minutos, 1, 2, 4, 6 e 8 horas. As arsatisematogréficas foram realizadas em cromatédgrafo

gasoso (GC - Shimadzu 2010), sendo que o tempdhdead de reacdo apresentou a maior conversao
(80,04%) em ésteres etilicos e a enzima néo ajpcesparda de atividade ao final de cada reagéo.

Palavras-chave:Biodiesel, lipase, ultrassom, atividade enzimatica
1 INTRODUCAO

As lipases (triglicerol acil-hidrolasésC 3.1.1.3) sao classificadas como hidrolases e
atuam sobre ligacdes ésteres presentes em acibgicBberando acidos graxos e glicerol,
constituindo uma classe especial de esterasea{Badichia, 2004).

As lipases sdo geralmente biocatalisssleficazes devido a elevada atividade
especifica pelo substrato, baixo impacto ao amdjegrupo funcional e estereoseletividade.
As reacdes quimicas podem ser conduzidas diretemesatndo lipases em meio organico
(Oliveira et al., 2006).
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As lipases sdo encontradas em tecidovadies animais e plantas, e podem ser
produzidas por fermentacdo usando varias espéeigsaio-organismos, tais como os fungos
Aspergillus Mucor, RhizopusPenicillium e Geotrichum as levedura3ulopis e Candidg e
bactérias comoPseudomonas Achromobacter e Staphylococcus Do ponto de vista
econdmico e industrial, os micro-organismos sadepreis em relacédo as lipases de fontes
animais e plantas, devido ao alto custo do searsahto. As lipases podem catalisar uma
ampla variedade de reacdes, incluindo hidréliségrésterificacdo, alcoodlise, aciddlise,
esterificacdo e amindlise (Dalla-Vecchia 2004, Reial., 2008).

A maioria das lipases apresentam uma fatima de atividade e estabilidade entre pH
6,0 e 8,0 e ndo requerem cofator (Ghanem, Abouhe2605). A temperatura Otima para
atividade maxima entre 30 e 40°C, embora sua testaniédade varie consideravelmente em
funcdo de sua origem (Macrae; Hammond, 1985). sHstapriedades, entretanto, podem
variar significativamente, dependendo da origemmasmo entre isoformas produzidas por
um mesmo micro-organismo. Estas variacdes tambégmmndem do método e do substrato
utilizados e das condi¢Bes do ensaio, como pH edratura, tornando a comparacao dificil
(Freitas, 2006).

Recentemente, as pesquisas tém sidtadesl para utlizagdo das lipases na
transesterificacdo de moléculas de acidos grax@sedado peso molecular. A lipase catalisa
a reacdo do alcool com oleos vegetais e gorduraahrfLee et al., 2002). Os catalisadores
enziméticos como as lipases, podem catalisar efieate o0 processo de transesterificacdo dos
triglicerideos nos sistemas aquosos ou hao aqusgpstando os problemas relacionados ao
conteudo de agua presente. Em particular, o subfodjlicerol, pode facilmente ser
removido sem nenhum processo complexo, e tambééatides graxos livres contidos nos
Oleos e nas gorduras podem completamente ser tiologes ésteres (Meher et al., 2006).

O biodiesel (éster monoalquilico de aaydaxo) produzido a partir de 6leos vegetais,
gorduras animais e 6leos de microalgas por traersgsdcao ou esterificacdo com alcoois de
cadeia curta tem sido visto como promissoras farmiesvaveis de combustiveis devido a sua
biodegradabilidade, baixa toxicidade, renovabilelael menor depéndencia de produtos
petroliferos. O biodiesel é um éster de acido graroovavel e biodegradavel, obtido
comumente a partir da reacdo quimica de 6leos alugas, de origem animal ou vegetal,
com um alcool na presenca de um catalisador (rededdransesterificacdo). Porém, a

aplicacdo direta dos 6leos vegetais nos motorasitada por algumas propriedades fisicas
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dos mesmos, principalmente sua alta viscosidade, bsuxa volatilidade e seu carater
poliinsaturado, que implicam em alguns problemas nwtores, bem como em uma
combustdo incompleta (Encinar, 1999). Visando z&da viscosidade dos 0leos vegetais,
melhorar a qualidade de ignicdo e ajustar a detsidapecifica, diferentes alternativas tém
sido consideradas, tais como diluicdo, micro-enouts@m metanol ou etanol, craqueamento
catalitico e reacao de transesterificacdo com etanmetanol (Ma e Hanna, 1999). Porém,
0S trés processos mais investigados a fim de swmbrep problemas encontrados na
substituicdo do diesel por Oleos vegetais sdo: réligg, a micro-emulsificagdo e a

transesterificacao.

A transesterificacdo, também conhecidena@ alcoodlise, provoca a diminuicdo da
viscosidade do 6leo vegetal assim como melhora serdpenho do mesmo em motores
movidos a diesel. Atualmente, o biodiesel € obtttavés de reacdes de transesterificacdo
entre um Oleo vegetal e um alcool de cadeia carfaresenca de catalisador. Com relacao aos
catalisadores, a transesterificacdo pode ser adalitanto em meio acido quanto em meio
bésico, porém, ela ocorre de maneira mais rapidaresenca de um catalisador alcalino que
na presenca da mesma quantidade de catalisadar, &tiservando-se maior rendimento e
seletividade. Também pode ser realizada em meiométizo, e sem a presenca de
catalisadores, em reacfes a altas pressoes e &unpsr

Na reacdo de transesterificacdo dossolemetais, um triglicerideo reage com um
alcool na presenca de um catalisador (enzimaticmlo&orte ou base), produzindo uma
mistura de ésteres e glicerol. Diversos aspeatatijindo o tipo de catalisador (enzimatico,
alcalino ou acido), relacdo molar entre alcool/dlegetal, temperatura, pureza dos reagentes
(principalmente indice de agua) e de acidos grdwoes afetam a taxa de reacéo
(Schuchardta et al., 1998).

A catdlise enzimética emprega enzimasochiocatalisadores efetivos por ter alta
especificidade ao substrato, grupo funcional efipecé estéreo especificidade em meio
aquoso (Mamuro et al., 2001). A maior parte dagjyusas sobre a transesterificacado de 6leos
vegetais, para a obtencao de biodiesel, utilizazam& comercial pura, em diversos meios
reacionais (solventes, presenca de aditivos, setupdlares-ions, fluidos supercriticos) ou
fazendo uso da imobilizacdo enzimatica em sup@@ebte e polimeros, principalmente) (Du

et al., 2004). A transesterificacdo enzimatica @iaptemperaturas amenas de operacao,
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facilidade de separacdo do glicerol gerado com@redoto e a purificacdo dos ésteres
produzidos é facilmente realizada (Fukuda et GD,12.

Tem sido relatado que o ultrassom exeuce efeito significativo sobre a
transesterificacdo enzimética. A irradiacdo paragom vem sendo estudada para producao
de biodiesel utilizando enzimas, comblavozym 43%Sinisterra, 1992; Yu et al., 2010 e Lin
et al.,, 1995), bem como, 0 uso de catalisadoredosmu basicos (Deshmane et al.,
Mahamuni et al., 2009). No entanto, pouca invegfigatem sido feito até a data sobre a
aplicacdes de irradiacéo ultrassom na producébiddiesel catalisada por lipase.

O processo de producédo de biodiesdkamitlo ultrassom vem como alternativa ao
processo convencional de producédo, uma vez queadtagdes (formacdo, aumento e
implosédo de bolhas no meio reacional) geradas pklassom aumentam a miscibilidade
entre os reagentes, fornecem energia necessadaapaacao, reduzem o tempo de reacdo,
reduz a quantidade de reagentes e aumenta o rartidima seletividade da reacao (Yu et al.,
2010).

As ondas sao produzidas por deformacfmspadas pela diferenca de pressao em um
meio elastico ou deformavel como ar, metais, igelanagua, entre outros. Estas ondas
necessitam de um meio para se propagar, isto ésengmopagam no vacuo (Maia et al.,
2000).

Segundo Mason (2007), o ultrassom podelsssificado de acordo com o nivel de
frequéncia em:
 Alta frequiéncia (2-10 MHz) e baixa poténcia (<IcW2), utilizado em diagndéstico de
imagem e analises quimicas;

» Baixa frequéncia (20-100 KHz) e alta poténcia-1D00 W/cm2), utilizado para a
sonoquimica.

Existem muitos fatores que afetam atagéib: presenca de gas dissolvido, frequéncia
de irradiacdo, temperatura, viscosidade, tensaerfitipl, pressdo externa e presenca de
particulas em solucéo (Raso et al., 1999).

Estudos em sistemas homogéneos indicarexistem duas regides de reatividade. A
primeira corresponde a fase gasosa dentro da lm#haminadgonto quenteonde se inicia
a imploséo cuja eficiéncia depende da volatilidaoesolvente. Ja a segunda, trata-se de uma

fina camada liquida em volta da bolha (Liu et2008).
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Em sistemas heterogéneos, a destruicdmliia ocorre assimetricamente originando
um jato de liquido em direcdo a superficie soOlplagdendo causar erosédo localizada. Mas
existem também microfluxos de liquidos que acabamfavorecer o transporte de massa
entre a fase liquida e a superficie sélida, acefleralgumas reac¢des quimicas . A irradiacédo
por ultrassom também pode ser um meétodo alterngtm@ reduzir as limitacbes da
transferéncia de massa substrato-enzima, assim cpote proporcionar mudancas
conformacionais na estrutura de proteinas. O eféfico do ultrassom em processos
biotecnoldgicos consiste principalmente na alteragd temperatura e pressdo do micro-
ambiente em funcéo do efeito cavitacional (Liulgtz®08).

Entretanto, a temperatura pode agir confator limitante mais comum para o uso de
ultrassom nas reacdes bioquimicas, uma vez quenasnas podem ser inativadas
termicamente. E preciso destacar que a inativagdmoorre em todos 0s casos, pois o efeito
do ultrassom pode ser destrutivo ou construtiveeddpndo da intensidade das ondas. Shah e
Gupta (2008) demonstraram que a irradiacdo conmuérerja de 40 kHz ndo alterou a
estrutura secundaria da lipase, mas promoveu umiarlpecdo em regides com residuos
tirosina e triptofano e na estrutura tercidria dairea. Estas mudancgas estruturais
promoveram a ativacéo da lipase.

Nas reacdes em ultrassom também é ianertconsiderar o solvente que sera
utilizado. A presenca de muitas moléculas de agu mumentar a inativacdo, pois ocorre
aumento da energia cinética do meio, induzido peladas ultrassonoras, ocasionando
mudancas conformacionais. O uso de solventes @@@rou sistemas bifasicos funciona
como um mecanismo de protecdo porque as molécaelaguaa encontram-se em torno da
enzima, desta forma ndo séo facilmente movidasygissom (Martinez et al., 2000).

No entanto, até o presente momento mA@osmhece o verdadeiro potencial do
ultrassom, devido a falta de conhecimento sobrexasos efeitos moleculares do ultrassom
em enzimas e ceélulas vivas. Nas aplicacbes em aszim ultrassom tem mostrado um
aumento na estabilidade e atividade catalitica menm&, bem como a longevidade de
biocatalisadores enzimaticos. No entanto, uma melbmpreensdo do efeito do ultrassom
nas propriedades das enzimas torna-se necessasiad@senvolver biocatalisadores mais
eficientes com aumento da atividade e estabilidaddago prazo (Rokhina et al., 2009).

Nos ultimos anos, a tecnologia ultragsdriem comecado a ser utilizada mais

largamente no campo da biotecnologia. Os cientistascombinado a tecnologia ultra-sénica
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e biotecnologia, usando a energia fisica do ultrassobre as células para criar mudancas
conformacionais na estrutura das enzimas, alteraisdon a atividade da enzima (Chisti,
2003). A aplicacdo de ultrassom para a sintesendtiza catalisada em uma fase ndo aquosa
pode aumentar a atividade da enzima no solventéanmg e também pode melhorar a
transferéncia entre o substrato e o sitio ativerdama.

A consecucdo de reacfes enzimaticas Brassom pode ser considerada uma
tecnologia relativamente nova, ndo havendo muistsdes acerca do comportamento das
enzimas neste sistema.

As ondas de ultrassom podem interfeais naracteristicas da enzima, alterando sua
estrutura em resposta a perturbacdo dinamica pmdaopelo ultrassom. Existem poucos
estudos sobre o efeito do ultrassom sobre as eszen&m sido relatados resultados
contraditorios de inativacdo e ativacdo da enzipésaserem submetidas ao ultrassom.
Diferente da tradicional inativacdo das enzimastemperaturas elevadas, o processo de
sonicacdo nao destréi o sitio ativo das enzimasa Esnstatacdo tem sido claramente
demonstrada com-amilase, peroxidase de raiz forte, lacase e faséaalcalina (Ozbek e O
Ulgen, 2000; Basto et al., 2007).

Além disso, forcas de cisalhamento qoerrem no fluido durante a irradiacdo do
ultrassom também podem ter um papel significatisoimativacdo da enzima (Ozbek e O
Ulgen, 2000).

Diversos trabalhos relatam a realizag@&o sintese enziméatica em ultrassom em
sistemas reacionais livres de solvente e sisteprassolventes (Liu et al., 2008; Babicz et al.,
2010; Ceni et al., 2010), mostrando que o sistagaaional tem grande influéncia na sintese
enzimatica.

Com o avanco de novas tecnologias emmigaiorganica, surgem novas e eficientes
formas de transferéncia de energia. Uma delas soaa ultrassom, onde os efeitos fisicos
como o0 aumento da temperatura, a transferénciaadsana cavitacao estavel e a transitéria
devem ser considerados para a utilizacdo em paxdsstecnoldgicos. A influéncia das
ondas ultrassbnicas na atividade e estabilidadendenas tem demonstrado ser especifica
para cada enzima e dependente dos parametrosidacsan(Martinez et al., 2000).

Neste trabalho foi realizado um estudgiminar visando a possibilidade de producéo

enzimatica de biodiesel em sistema livre de soésent banho de ultrassom.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo deste trabalho, nas reacOesmsedterificacido utilizou-se como
substratos 6leo de soja comercial (Marca Soya)rsthum tratamento prévio, alcool etilico
(Merck, 99,9 % de pureza) e a enzima comei@lozym 435produzida a partir da lipase de
Candida antarctica, imobilizada em resina acrillmacroporosa de troca ibnica, pela
Novozymes Brasil/ Araucaria-PR.

Na quantificagdo dos produtos da regigfiam usados padrées comerciais dos ésteres
majoritarios do biodiesel de soja e o padrdo imteheptadecanoato de metila, com
procedéncia Sigma-Aldrich e como solvente n-hep{&mgma-Aldrich, 99,9% de pureza).

Para a determinacéo da atividade enimimnés seguintes reagentes/solventes: acetona
P.A ACS (Vetec, 99,5%), alcool etilico (Merck, 99@de pureza) e hexano (Nuclear, P.A).
Acido laurico (Vetec, 98% CG) e &lcool n-propilicormal (Nuclear, P.A 99,5%) foram

utilizados como substratos para dosagem da ateidacesterificacéo das lipases.

2.1.1 Procedimento Experimental

Os testes preliminares para producaongiica de biodiesel foi realizado em um
banho de ultrassom (Unique ultraSonic Cleaner, oddSC-1800A, frequéncia US:
40KHz, poténcia US: 132W). Os experimentos foraatizados em um baldo de 50mL, onde
foi colocado 20% (p/p em da enzimivozym 435em relacdo & massa de substratos) na
razao molar 6leo/etanol de 1:3, temperatura de @Q9Gténcia de ultrassom correspondente a
40% da capacidade maxima do equipamento (132W)eriimpntos destrutivos foram
realizados, sendo a amostragem realizada nos $edepbb e 30 minutos e 1, 2, 4, 6 e 8 horas
de reag&o, em meio reacional livre de solventenicga

Para recuperar a enzima ao final de cadado, o biocatalisador imobilizado foi
separado do meio reacional por filtragdo com pdpeliltro. Em seguida, realizou-se duas
lavagens com 10mL de hexano e filtrou-se a vacsiospensao obtida. Este procedimento é
uma variagdo do método desenvolvido por Castro @efson (1995), que utiliza heptano.
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Apos este procedimento a amostra foi evaporadatagapor (marca Fisatom, modelo 550).
Posteriormente secou-se a enzima em estufa (mdBel®1, marca J. Prolab) a 40°C durante
1 hora. A enzima recuperada foi mantida em deseseqaut 24 horas. Apés este periodo, a
atividade da mesma foi determinada para verificasfveis perdas durante a reacdo e torna-la
apta para a reutilizacao.

A medida de atividade foi realizada n&cio e no final das reagcbes com a enzima
recuperada. Antes de iniciar o procedimento de daede atividade, as enzimas imobilizadas
foram secas em estufa a 40°C durante 1 hora (@liwdi al., 2006), para eliminacdo de

possivel umidade livre.

2.1.2 Determinacao da atividade enzimatica dedipas

O procedimento adotado para a deterrdamda atividade da enzimovozym 435foi
descrita por Feirhmann (2005). Sucintamente, adatie da enzima foi quantificada pelo
consumo de acido laurico na reacdo de esterificagice o &cido laurico e é&lcool N-
propilico, a temperatura de 60°C, com a enzima9fg)l mantida sob agitacdo por 40
minutos. A reacéo foi iniciada pela adicdo da eazan meio reacional, em um reator de
vidro aberto de 20ml, provido de agitacdo magneti@@nectado a um banho termostatico.
Aliguotas de 150, em triplicata, foram retiradas do meio reaciamattempo zero e apos 40
minutos de reacdo e foram diluidas em 20ml de aaettanol (1:1) com finalidade de cessar
a reacdo e a extracdo dos &cidos restantes. Aida@atde acido laurico consumido foi
determinada por titulacdo com NaOH 0,01N. Uma wedde atividade foi definida como a
quantidade de enzima que conduz ao consumo de lawnatido laurico por minuto nas
condi¢cOes experimentais descritas.

A seguinte equacao foi empregada paaaulo da atividade da lipase:

Atividade (U/g) ¥@ -V40) *N*1000/t*m
Onde:
N = normalidade da solucdo de hidroxido de sodmdN)
VO = volume de (NaOH) gasto na titulagdo da amastreempo zero (mL)
V40 = volume de NaOH gasto na titulacdo da ameagiés 40 min de reacéo (mL)
m = massa de enzima utilizada na reacéo (g)

t = tempo de reacgéo (min)
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2.1.3 Andlise cromatografica para determinacacedode ésteres etilicos de acidos graxos

Apos a coleta das amostras procediaesaporacao do alcool etilico ndo reagido e do
hexano utilizado para lavar a enzima em rotavapdar¢a Fisatom, modelo 550) na
temperatura de 60°C.

Para determinar o teor de ésteres asagraxos, as amostras foram previamente
preparadas, transferindo-se 250mg da amosta pardal@» volumétrico de 10mL, em
seguida completava-se o volume até o menisco cdmaptano. Apos, transferia-se uma
aliquota de 50L desta solucdo para um baldo volumétrico de lmadieionava-se 50 de
padrédo interno de heptadecanoato de metila (Cl7aD)concentracdo de 5000mg/L e
completava-se o volume com n-heptano.

A solucéo foi injetada(ll) em triplicata de amostra em um cromatografo gaso
(GC) (Shimadzu 2010), com injetor automatico ($pditdetector de ionizacdo de chama
(FID). Utilizou-se a coluna capilar Rtx-WAX (30 m&25 mm x 0,25um) nas condi¢des
cromatograficas descritas pela norma n° 14103, atoit@ Europeu para Padronizacdes (EN
2001). A temperatura inicial da coluna de 120°Cnaamecendo por 1 minuto nesta condicéo,
aumentando-se a temperatura a uma taxa de 15°@dnaiteu180°C, permanecendo assim por
2 minutos, e aumentando novamente a uma taxa @nairf até 250°C permanecendo 2
minuto nesta condicdo. Ar sintético e nitrogénicafo utilizados como gas de arraste e a

temperatura do injetor e detector eram 250°C gada split de 1:50.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas reacdes de transesterificagdo enzimatica émmssdm foi avaliado o teor de
ésteres etilicos produzidos, nas condi¢cdes expetaisecitadas anteriormente.

A Figura 1 apresenta os resultadosdobtdurante a avaliacdo cinética do processo.
De acordo com a Figura 1 pode-se observar quer aéeésteres etilicos foi de 37,60% em 15
minutos, 62,98% em 30 minutos, 68,38% em 1 hord,08 em 2 horas, 80,04% em 4 horas,
76,56% em 6 horas e 73,59% em 8 horas. O tempohdeag de reacdo, apresentou 0 maior
teor de ésteres etilicos. Ja nos intervalos dedsrdp 6 e 8 horas observa-se uma pequena

queda em relacdo ao teor de ésteres, sendo 76,38%3% respectivamente.
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Figura 1: Teor de ésteres etilicos obtidos na éstesificacdo enzimatica em ultrassom.

Liu et al. (2008) estudaram o efeito idvassom na hidrélise de 6leo de soja em
sistema livre de solvente, utilizando lipaseGindida lipolytica Os autores relataram que,
comparando com a reacao conduzida em shaker,asdaxeacdo aumentaram em 94% para
a reacao realizada em 1 hora, 64% na reacdo deag, 8% na reacdo de 3 horas, 41% na
reacdo em 4 horas e de 34% na reacdo de 5 horésxaAle reacdo em 5 horas em banho
ultrassonico foi 2,3 vezes maior que a obtida erndras de reagao em shaker.

A enzima néo apresentou perdas de atieicho final de cada reacéo, conforme Figura
2, onde obteve-se aproximadamente 52,7 U/g emashbl,2 U/g em 6 horas e 50 U/g em 8
horas de reag&o, podendo ser reutilizada em recidfp para a atividade inicial obteve-se
aproximadamente 46,9 U/g. Apés 8 horas de irradippile-se observar uma pequena perda
a atividade enzimatica devido a provavel colapsttaconal.

Yu et al. (2010) estudaram a producédo de biodiesel 6leo de soja e metanol em
sitema de ultrassom utilizando como catalizador nainea Novozym 435 Os autores
obtiveram, nas condi¢gfes 6timas (50% da energiassfbnica, 50% de vibragéo, teor de 4gua
0,5%, razdo molar de 1:1 alcool terc-amilico/voluteedleo, razdo molar 6:1 metanol / dleo,
6% deNovozym 43% 40°C), 96% de conversdo de ésteres metilicaxides graxos e a

ezima nédo apresentou perdas de atividade duramgéeioks.
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Figura 2: Atividade de esterificacdo Navozym 43apds cada ponto experimental.

Shishir et al. (2010) compararam a conversao d@é és¢eres utilizando a ponteira ultrasonica
e 0 método de agitacdo convencional. Para tantotif@dado como catalizador hidréxido de
potassio 1%, razdo molar metanol/6leo 6:1, potédoiaultrassom de 200W, agitacado de
1000rpm e 40 minutos de reacgao, onde foi obtido cosistema de ultrassom 89,5% de
conversdo e com o metodo convencional 57,5%.

Comparando este trabalho com o testenpredr realizado, onde utilizou-se razéo
molar etanol/6leo 3:1, poténcia do ultrassom 40%3®WN e 30 minutos e 1 hora de reacéao,
obteve-se um teor de ésteres etilicos de 62,98%,38%, respectivamente, demostrando
desta maneira que em menores niveis de razao mqgbaténcia de ultrassom, resultados
promissores também foram obtidos.

Santos et al. (2010) avaliaram a produgéoéster metilico a partir de Oleo de
Oreochromis niloticus (tilapia do Nilo) e metanalilizando ultrassom. Os autores relataram
98% de conversao apos 90 minutos com frequénci@kldz e temperatura de 30°C. Hanh et
al. (2009) estudaram a producao de ésteres etilieascidos graxos. A condicdo Gtima do
processo de esterificacdo foi com razdo molar deoéle acido oléico de 3:1, 5% de acido

sulfarico a 60°C de temperatura por 2 horas deiedéoram obtidas conversfes de cerca de
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80% utilizando n-propanol, cerca de 70% utilizamdioutanol e cerca de 60% utilizando 2-

propanol como solvente.

3 CONCLUSAO

Com a avaliacdo do teste preliminar,figeni-se que o maior teor de ésteres etilicos
(80,04%) foi encontrado na condi¢cédo de 4 horagdedo a 70°C, poténcia de 40% de 132W,
20% (p/p) de enzima e razdo molar 6leo/etanol 8eFhi verificado que a enzima néo perde

atividade apés cada reacédo, sendo possivel azagdib do catalisador.
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