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RESUMO

O amido é um produto globalizado e com diversas aplica¢cdes industriais. A producéo
mundial de amido estd ao redor de 40 milhdes de toneladas, extraidas
principalmente de milho, trigo, mandioca e batata. Hoje, através de estudos em
condi¢cBes laboratoriais foram obtidos clones de batata-doce na Universidade
Federal do Tocantins para fins industriais, resistentes a pragas e doencas, e com
capacidade meédia de produtividade de até 60 ton/raiz/ha. Estes resultados ja
auxiliaram a volta da producédo de etanol utilizando a batata-doce como fonte de
matéria-prima e agora se preconiza a utilizacdo deste amido, como substrato indutor
de amiloglicosidase. Atualmente a demanda de amido de mandioca (fécula) tem
crescido de forma substancial, principalmente pelo setor industrial a exemplo da
utilizacdo de fécula na mistura de farinha de trigo para fabricacdo de paes, e mais
recentemente utilizada para a producdo de enzimas e biocombustiveis. A espécie
Dioscorea sp, conhecida popularmente como cara-doce, possui seu centro de
origem no Norte da América do Sul, sendo cultivada em varias regides do nordeste
brasileiro, e pouco disseminada na regido Amazbnica, talvez pela falta de
conhecimento, os agricultores que cultivam o cara enfrentam uma série de
dificuldades geradas pela falta de informacgdes técnicas sobre o manejo da cultura, e
também face & escassez de pesquisa nesta area na Amazénia Legal. No Brasil ndo
se utiliza tanto esta forma de amido, uma vez que € incipiente a procura de outras
formas de trabalho pelo ndo conhecimento e divulgacdo de resultados, o que reforca
ensaios cientificos pela producdo, extragdo, e deterioracdo por microrganismos
produtores de enzimas amilotliticas. Considerando-se a importancia industrial da
amiloglicosidase na producdo de xaropes de glicose, biocombustiveis amilaceos, o

crescente interesse pela fermentagdo em estado liquido, particularmente através de



um aproveitamento nobre da farinha de mandioca, batata-doce e cara, a
necessidade de um estudo mais detalhado da etapa de producéo e caracterizacao
enzimatica, reforcam o presente trabalho, com objetivo de produzir amiloglicosidase
por fungos filamentosos Aspergillus awamori através do crescimento em estado
liquido utilizando batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam), mandioca (Manihot

esculenta Crantz) e cara (Dioscorea sp) como substrato indutor.
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1. INTRODUCAO

Os produtos agricolas e até mesmo os residuos agroindustriais sdo excelentes
substratos para fermentacbes em estado liquido na producdo de enzimas (Reguly, 2000).
Neste aspecto, as farinhas geradas durante o beneficiamento da mandioca, batata-doce e card,
constituem como alguns substratos adequados para utilizagdes em processos fermentativos
sendo estes componentes nutritivos apropriados para microrganismos crescerem e excretarem
enzimas. No Brasil, praticamente ndo existe a producdo em escala industrial de enzimas com
base na atuacdo do uso de biomassa, de fontes amilaceas, ficando assim, o pais a mercé da
importacdo de enzimas, para a producdo de seus subprodutos nas principais industrias
alimenticias, téxteis entre outras.

A amiloglicosidase (a-1,4 D-glucan-glocohidrolase) (E.C. 3.2.1.3) é uma enzima
extracelular, que cliva as ligacbes do amido até glicose, sendo importante para industrias de
alimentos e bebidas. Esta enzima representa aproximadamente 30% da producdo mundial de
enzimas. Apesar de outras culturas de microrganismos também produzirem esta enzima, a
amiloglicosidase produzida por Aspergillus é preferida por sua maior termoestabilidade, além
de se encontrar no produto final baixa atividade de transglicosidase (Reguly, 1996).

As etapas de producédo, recuperacdo, concentracdo e purificagdo constituem partes
importantes do processo biotecnolégico para obtencdo de produtos de alta pureza. Na
producdo comercial de enzimas microbianas, os custos das operagdes de recuperacdo podem
alcancar até 80 % do custo final do produto. Para minimizar estes custos é importante a
escolha de métodos de producdo, separacdo e purificacdo adequados, e o estudo de sua

otimizacdo, de modo a se obter um bioproduto comercialmente viavel.



2. OBJETIVOS

- Geral
Avaliar a producdo de amiloglicosidase por fungos filamentosos Aspergillus awamori
atraves do crescimento em meio liquido utilizando batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam),

mandioca (Manihot esculenta Crantz) e cara (Dioscorea sp) como substratos.

- Especificos
v Determinar o melhor tempo para cultivo;
v Determinar o melhor substrato indutor para a producdo de amiloglicosidase pelo
referido fungo;

v Determinar pH e temperatura 6tima do complexo enzimatico.



3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Amido

O amido € o polissacarideo de reserva nutricional das plantas, existindo duas formas: a
amilose, o tipo ndo ramificado do amido, que é constituido de glicoses com ligacdo a-1,4; e a
amilopectina, a forma ramificada, tendo cerca de 1 ligacdo a-1,6 por 30 ligaces a-1,4, é
semelhante ao glicogénio, exceto quanto ao menor grau de ramificacdes (Aguero, 1998).

O amido € uma mistura em proporcdes variaveis de amilose e amilopectinas, a sua
fracdo amilose é, em geral, a menor. A amilose se dispersa em forma coloidal na agua,
produzindo pseudo-solucdes altamente viscosas. J& a amilopectina € menos viscosa, mais
estavel, tornando-se avermelhadas em ensaios com o iodo (Aguero, 1998).

O amido € um produto globalizado e com diversas aplicac@es industriais. A producéo
mundial de amido esta ao redor de 40 milhGes de toneladas, extraidas principalmente de
milho, trigo, mandioca e batata. Cerca de 70% do amido usado mundialmente é destinado as
industrias de alimentos(CEREDA, 2001). O processamento de alimento exige do amido que
resista a certas condicdes de temperatura, pressao, acidez e corte (agitagdo mecanica). Dufour
et al. (2000) citam que para contornar esse problema e contar com amidos adequados em
técnica e funcionalidade, o setor mundial de amido tém desenvolvido plantas geneticamente
modificadas, associadas com modificacdes fisicas e quimicas dos amidos. No entanto, o
consumidor valoriza cada vez mais os produtos naturais, 0 que tem criado grande expectativa
em relacdo aos chamados amidos nativos que poderiam apresentar propriedades de aplicacéo

semelhantes aos modificados.

3.2. Cultura da batata-doce
A batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.) tem cerca de dois mil anos de cultivo.

Segundo Urbaneck et al. (2005) a batata-doce é considerada uma das doze culturas mais



importantes do mundo, sendo a terceira raiz mais cultivada no planeta. De acordo com dados
oficiais do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) no ano de 2001, a batata-
doce foi cultivada em aproximadamente 111 paises, sendo que cerca de 90% da producéo é
obtida na Asia, 5% na Africa e 5% no restante do mundo. A China é o pais que mais produz,
com 100 milhGes de toneladas. Somente no Brasil em 2005, a area cultivada foi de
aproximadamente 50 mil hectares.

Segundo Borba (2005), Devido a sua composicao e potencialidade agricola, a batata-
doce poderia ser utilizada como matéria-prima para diversos produtos. No entanto, no Brasil,
esta cultura fica restrita ao consumo direto. Sua industrializacéo € incipiente, sendo o produto
mais conhecido o doce em pasta “marrom-glacé” (Filgueira, 2000). A producdo de &lcool,
principalmente para fins alimenticios (bebidas), farmacoldgicos e laboratoriais, também se
apresenta como uma alternativa de mercado para a batata-doce (Goldemberg, 2001). No
Brasil, pesquisadores como Menezes (1980) descrevem que a fabricacdo do etanol, a partir da
batata-doce poderia ser vidavel economicamente tanto quanto ao de outras fontes amiléceas,
como € o caso da cidade de Divindpolis-MG, que garantiu a producdo de 130 litros de etanol
por tonelada de raiz de batata-doce com produtividade de 11 ton/raiz/ha.

Hoje, através de estudos em condicdes laboratoriais foram obtidos clones de batata-
doce na Universidade Federal do Tocantins para fins industriais, resistentes a pragas e
doencas, e com capacidade media de produtividade de até 60 ton/raiz/ha. Estes resultados ja
auxiliaram a volta da producdo de etanol utilizando a batata-doce como fonte de matéria-
prima e agora se preconiza a utilizagdo deste amido, como substrato indutor de

amiloglicosidase.
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3.3. Cultura da mandioca

A mandioca (Manihot esculenta Crantz), também conhecida como macaxeira e aipim,
é uma das principais fontes alimentares energéticas para milhdes de pessoas, principalmente
para aquelas que vivem nas regides tropicais do globo terestre, para as quais chega a
representar em alguns casos, mais de 50% da dieta alimentar. Nestas regiées ocupa o quarto
lugar em area plantada, sendo a sétima cultura no mundo e é cultivada em mais de 90 paises,
sendo, porém que mais de 80% da producdo mundial provém de apenas 10 paises, entre 0s
quais o Brasil é o maior produtor, com 31%, sendo seguido pela Indonésia, Zaire, Nigéria,
Tailandia, india, Burundi, Tanzania, Ghana, Mocambique e outros (Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria-EMBRAPA, 2002).

A mandioca é considerada, do ponto de vista nutritivo, como um alimento puramente
energético, gerando cerca de 1.500 cal/Kg, a partir dos carboidratos (350g/Kg). Os demais
componentes somados, ndo ultrapassam 50 g/Kg. Levando em consideracdo a necessidade de
opcOes energéticas para o calor no processo de usina de alcool, surgiu a necessidade de
desenvolver trabalhos visando o aproveitamento da rama de mandioca como substituto total
ou parcial da lenha e 6leo combustivel nos varios processos industriais (Almeida, 1992).

Atualmente a demanda de amido de mandioca (fécula) tem crescido de forma
substancial, principalmente pelo setor industrial a exemplo da utilizacdo de fécula na mistura
de farinha de trigo para fabricacdo de pées, e mais recentemente utilizada para a producéo de

biocombustiveis.

3.4. Cultura do cara
O Cara (Dioscorea sp.) é tambem um vegetal amilaceo bastante cultivado para o
consumo direto, sendo produzido a mais de 2000 anos em regides de clima tropical e

subtropical. No mundo a area cultivada é de 1.080 unidades (1000 ha), entretanto, no Brasil 0
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card € uma cultura de pequenos produtores, utilizada no consumo direto. Algumas industrias
utilizam os rizéforos no preparo de papinhas para bebé. Contudo nédo existe processamento do
card para a obtencdo de amido. Estima-se que no mundo, em 1998, foram cultivados 3320
unidades (1000ha) com cara (Acosta, 1975).

O cara é um alimento rico em carboidratos (feculento) muito consumido por habitantes
de paises tropicais; na culinaria pode ser utilizado como substituto da batata inglesa, da batata
doce e da macaxeira. E um alimento de facil digestibilidade, indicado para dietas. Algumas
espécies tem valor farmacol6gico. Embora seja elevado o nimero de espécies de Dioscorea,
apenas cinco sao consideradas importantes na alimentacdo humana: D. cayenensis, D. alata,
D. bulbifera, D. esculenta e D. trifida. Destas, apenas D. trifida, é brasileira, sendo as outras
de origem africana e asiatica (Montaldo, 1991).

A fécula do cara (Dioscorea trifida) foi analisada por varios pesquisadores e apresenta
caracteristicas tecnoldgicas desejaveis como estabilidade as altas temperaturas e sob valores
baixos de pH (Rosenthal et al. 1972). Em avaliacéo feita sobre a potencialidade de plantas
tropicais (Leonel e Cereda, 2000), o cara apresentou o0 maior valor potencial de producédo de
amido por area, com 6,1 t/ha. A relevancia do uso do card como matéria-prima para producao
de amido ja havia sido apontado por Cereda (2001) como uma das formas de valorizagdo da
cultura, com utilizacdo possivel do descarte que ndo consegue classificacdo como hortalica.

No género Dioscorea o processo de extracdo do amido é dificultado pela presenca de
mucilagem existente nos tubérculos, que aumentam a viscosidade e dificulta a passagem pelas
diversas peneiras. Ocasiona também aumento do tempo de decantagdo, podendo reduzir o
rendimento de extracdo e até afetar a qualidade do amido, com deterioracdo por
microrganismos se 0 processo ndo for realizado em condi¢cdes de baixas temperaturas

(Camargo, 1994).
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3.6. Amiloglicoidase

A glicoamilase ou amiloglicosidase (o-D-(1,4)-glican-glicohidrolase, E.C 3.2.1.3) é
uma enzima extracelular utilizada na hidrolise do amido para producdo de xaropes ou
frutoses. Esta enzima atua no rompimento das ligagdes a-1,4 ¢ a-1,6 da molécula de amido,
transformando-o em glicose e, por esta razdo, € muito empregada na industira alimenticia,
sendo uma das enzimas mais produzidas do mundo. A poducdo industrial de xaropes de
frutose a partir de amido requer a utilizagdo de quatro enzimas: a-amilase, glicoamilase,
pupulanase e glicose-isomerase (HEADON; WALSH, 1994).

A producdo de glicoamilase é obtida através do cultivo de fungos filamentosos, com
destaque para os géneros Aspergillus, Rhizopus e Endomyces. Nos cultivos de Aspergillus,
também ocorre a producdo de transglicosidase, indesejavel no processo de producdo de
glicoamilase (SHAH et al,, 1987 e SHAH et al.,, 1989). Algumas linhagens sdo mais
adequadas para a producdo de glicoamilase pois produzem pouca quantidade de
transglicosidase, como é o caso do Aspergillus awamori NRRL 3112 (AUNSTRUP, 1979).

Sendo uma enzima indutiva, a sintese de glicoamilase é bastante incrementada quando
quando seu substrato (indutor) estd presente no meio de cultura. A producdo desta enzima,
assim como varias outras hidrolises, € regulada por mecanismos de inducdo e de pressao

catabolica.
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4. METODOLOGIA

4.1. Tratamento da matéria-prima

A batata-doce foi obtida atraves do banco de germoplasma da Universidade Federal do
Tocantins, a fonte amilacea foi lavada e processada para transformacao em farinha de acordo
com a metodologia de SAVELLI et al. (1995). A referida metodologia consiste em lavar as
raizes, descascar e fatia-las. O material resultante foi disposto para secagem em estufa com
circulacdo e renovacdo de ar a 55°C, durante 24 horas. A farinha foi obtida mediante a
moagem do material desidratado em multiprocessador. A mandioca e o cara foram coletados
por produtores regionais da cidade de Manaus-AM em seguida, foram lavados, descascados,
fatiados e imerso em solucBes de proporcdo 1:1:1 de hipoclorito / alcool 70% / H20, para

assepsia e depois ralado num ralador esterilizado.

4.2. Linhagem, cultivo e manutencéo.

Para a realizacdo deste trabalho o fungo filamentoso Aspergillus awamori foi repicado
em meio Sabouraud composto de: dgua destilada, 0,15 g/L de extrato de levedura, 2 g/L de
glicose e 1 g/L de peptona, mantidos no referido meio por 4 dias & temperatura de 30°C, para

servir de fonte de esporos.

4.3. Cinética de producéo enzimatica

Os ensaios fermentativos foram realizados em triplicatas para os fungos Aspergillus
awamori sendo inoculados na concentracdo 10%sporos/mL, em 100 mL de meio liquido
Manachini constituido de Extrato de Levedura (0,1g), Fosf.dib.Potassio (0,2g), Sulf. de
Amonio (0,15g), Fosfato de Sodio (0,09g). Todos acrescidos a concentracdo de 1,5g de

substrato indutor amildceo como fonte de carbono (mandioca, card e batata-doce). Foram



14

incubados por 120 horas sob agitacdo de 150rpm & 30°C, no qual foram retiradas aliquotas de

1,0mL a cada 12 horas.

4.4. Medida da atividade da amiloglicosidase.

Foram utilizadas a técnicas descritas por CARVALHO (2006), utilizou-se como
substrato uma solucdo de amido p.a. a 1%, dissolvido em solucdo tampéo acetato (pH 4,5,
50mm). O ensaio foi realizado com controle de enzima (CE), controle de substrato (CS),
amostra (A), branco (B) e padrdo (P). O branco foi constituido de agua destilada substituindo
a enzima. A mistura foi mantida em banho a 60°C por 5 min, ap6s decorrido o tempo,
paralisou-se a reacdo utilizando banho fervente por 10 min, posteriormente imerso num banho
de gelo. Utilizou-se para quantificar os aclcares redutores liberados pela reacdo, usou-se
glicose como padrdo, depois de acrescido o volume de GOD a mistura foi submetido ao
banho maria a 37°C, por 5 min, completando com &gua destilada o restante do volume do tubo
sendo de 2mL o volume final. Em seguida foram realizadas leituras espectrofotémetricas a
500nm. Uma unidade de amiloglicosidase, IU (International Unit), corresponde a 1 micromols
de acucares redutores, expressos como glicose, liberados por minuto (PANDEY e

RADHAKRISHNAN, 1993).

4.5. Determinacédo do pH e temperatura 6tima do complexo enzimatico excretado pelo
fungo A. awamori.

Os filtrados das culturas obtidos nos melhores tempos de cultivos foram submetidos a
determinacfes de pH e temperaturas 6timas. Para se determinar o pH 6timo da atividade
amiloglicosidase, os filtrados foram incubados a 60°C, com o substrato, em diferentes pHs de

3,0 a 8,0, utilizando o tampédo Mcllvaine. Para determinacdo da temperatura (univariada)
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Otima, os complexos enzimaticos foram incubados por 5 min (tempo de reacdo) no pH 6timo

previamente determinado em temperaturas de 30 a 80°C.

4.6. Dosagem de proteina
A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de Bradford utilizando
albumina de soro bovino (BSA) como proteina padrdo. A leitura no espectrofotémetro foi

monitorada no comprimento de onda de 595 nm.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

No presente trabalho, foram analisados os complexos enzimatico de amiloglicosidase
excretado por Aspergillus awamori em fermentacdo liquida sob agitacdo de 150rpm a 30°C,
utilizando diferentes substratos indutores tais como: fécula de mandioca, card roxo, cara
branco e a batata-doce. A Figura 1 demonstra os resultados obtidos referentes as medidas de
atividades enzimaticas (U/mL) em funcdo do tempo de fermentacao liquida(horas). Os niveis
mais elevados de atividade amiloglicosidase em U/mL foram detectados em 108 horas de
cultivo em meio suplementado com batata doce e fécula de mandioca, com valores
respectivos de 8,43 e 3,50 U/mL e o pico de producdo em meios suplementados com cara
roxo e cara branco foram de 60 e 84 horas respectivas com 3,03 e 5,76 U/mL de atividade
amiloglicosidase. Gongalves et al. 2008, utilizando Thermomyces lanuginous TO3 obteve 6
U/mL de amiloglicosidase com 168h de cultivo utilizando maltose como substrato. A partir
destes resultados detectamos que utilizando substrato complexo como batata doce obtivemos

atividades 40,5% superiores aos detectados por Gongalves et al. 2008.



16

10,0
8,0
|
E
> 60
Ll
=)
<
o
S 40
-
<
2,0
0,0 3 e
12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
FERMENTACAO (HORAS)
—= BATATA DOCE —+—CARABRANCO —+—CARAROXO —<—FECULADE MANDIOCA

Figura 1: Medida da atividade enzimatica em U/mL com diferentes substratos amilaceos.

Analisando a Figura 1, que relaciona a medida de atividade enzimatica com o tempo
de fermentagdo durante as 120 horas de fermentagéo, os resultados demonstram que nesse
periodo a batata-doce apresentou maior atividade enzimatica, quando comparada com as
demais fontes amilaceas.

Em meios fermentados utilizando batata doce, card branco e cara roxo o complexo
amiloglicosidase apresentou pH 6timo igual a 4 e em meio com fécula de mandioca como

fonte de carbono foi possivel detectar um pH 6timo igual & 3,0 (Figura 2)
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Figura 2: Atividade catalitica de glicoamilase em diferentes pHs.
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Um fator fundamental para o processo de caracterizacdo do complexo enzimatico é a
determinacdo da temperatura 6tima. Para determinarmos este parametro todos os complexos
enzimaticos foram incubados em temperaturas de 30 a 80°C, no seus respectivos pH 6timos,
anteriormente detectados. A figura 3, ilustra estes resultados, para os quais obtivemos
temperaturas 6timas de 40°C em complexos glucoamilaceos obtidos de fontes suplementadas
com fécula de mandioca, cara roxo e cara branco, entretanto para batata doce foi detectado

uma temperatura 6tima de 60°C.

12,0 +
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8,0

6,0

4,0

ATIVIDADES( U/mL)

2,0

0,0 T T T T T -
30 40 50 60 70 80

TEMPERATURAS{ °C)

—=—BATATA DOCE —e—CARABRANCO —+—CARAROXO —=—FECULA

Figura 3: Diferentes estabilidades térmicas de incubagdo para amiloglicosidase por
Aspergillus awamori.

Estudos realizados por REED, (1975) citado em COSTA, (1996), defendem através de
seus ensaios laboratoriais com microrganismos produtores de glicoamilase, que a temperatura
Otima dessas enzimas se encontra na maioria das vezes entre 50 e 60 °C. O mesmo é citado
por BAHAR E CELEBI (1998).

A Figura 3, responde a varias hipo6teses aqui levantadas pelo fator temperatura em
nosso grupo de pesquisa para este fungo filamentoso em questdo. Ja que a temperatura é uma
propriedade fisica que interfere muito na estabilidade da matéria. Pois muitos cientistas como

LEHNINGER; NELSON; COX, (1993), citam que dependendo da temperatura do sistema, as
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moléculas podem ganhar ou perder energia, alterando seu grau de agitacdo e muitas vezes
perdendo a estabilidade. Altas temperaturas rompem ou modificam interacdes fracas que
estabilizavam a conformacéo nativa da proteina (enzima), com isso, ela muda sua estrutura
tridimensional, perdendo a funcao desejada.

Os resultados experimentais exemplificam que a temperatura Otima de
amiloglicosidase produzida por Aspergillus awamori no substrato amilaceo de batata doce,
apresentou uma catalise eficiente a reacdo de sacarificacdo deste amido dentro de uma faixa
de temperatura a 60°C. Silva, Asquieri e Fernandes (2005) confirmam dados da literatura em
seus trabalhos com a estabilidade de 60°C para Aspergillus niger. Moreira et al (1999),
descreve em seu trabalho que a enzima glicoamilase apresenta estabilidade por mais de 10

horas entre temperaturas de 50°C e 60°C.

Fonte de Tempode  Atividade Concentragdo Alividade
fermentagdo  enzimatica de proteina Especifica
Carbon
(Horas) (U/mL) (U/mL) (U/mg proteina)
Batata doce 108 8.44 47.00 1795
Cara branco 84 5.76 36.00 160.1
Cara roxo 60 3.01 26.10 115.6
Fécula de mandioca 108 3.50 10.50 332.9

Tabela 1. Medida da concentragéo de proteina e atividade especifica de diferentes fontes de carbono.
A tabela 1, ilustra o resultados da concentracdo protéica extracelular e a da atividade
especifica obtidas nos diferentes complexos amiloglicosidasicos excretados por Aspegillus
awamori nas condi¢des do presente estudo. Devido as variagfes das concentracGes proteica
extracelular, obtivemos em ordem crescente de atividades especificas, 0s complexos
enzimaticos fermentados por A.awamori utilizando as seguintes fontes de carbono cara roxo
(115.6 U/mg proteina), carad branco(160.1 U/mg proteina), batata doce (179.5 U/mg proteina),

e fécula de mandioca (332.9 U/mg proteina).
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6. CONCLUSAO

Com o desenvolvimento desta pesquisa e base nos resultados experimentais, obtidos
podemos concluir que o fungo Aspergillus awamori fermentado em meio liquido agitado 150
rpm a 30°C, utilizando Batata doce, Cara branco, Caré roxo e Fécula de mandioca como fonte
de carbono para producdo de amiloglicosidase apresentou:

— Picos de producéo correspondentes & 108 horas para batata doce e fécula de
mandioca, 84 horas para cara branco e 60 horas para cara roxo;

— Dentre os quatro substratos amiloliticos testados a batata doce apresentou maiores
valores de atividades enzimaticas em U/mL com 2,5 vezes superiores aos valores da fécula de
mandioca e apresentando atividade especifica inferior & 1,85 vezes;

— Batata doce obteve pH 6timo 4,0 e temperatura 6tima 60°C;
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