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Relatdrio Descritivo de Patente de Invencao
PROCESSO DE PRODUCAO DE LACASES E/OU MANGANES PEROXIDASES

EM LARGA EscalLa E MEIO DE CULTIVO SOLIDO

Campo da Invencéo
[0001] A presente invengao e relacionada a processos biotecnologicos

de produgi@o de fenol-oxidases, a preparagdes contendo as mesmas. Mais
especificamente, as enzimas produzidas pelo processo da presente invengéo
sa0 lacases e/ou manganés peroxidases. O processo da invengao compreende
o cultivo do fungo Pleurotus sajor-caju em meio solido, no qual sao adicionadas
diferentes concentragdes de metais como cobre, ferro, aluminio, zinco, niquel e
cromo, ou combinacdes dos mesmos. As preparacdes contendo tais enzimas

sao Uteis em diversas aplicagdes industriais e/fou ambientais.

Antecedentes da Invencao

[0002] Os cogumelos comestiveis s8o fungos pertencentes a classe
Basidiomycetes. A maior parte das especies comestiveis enquadram-se na
ordem Agaricales, na qual encontram-se duas das principais familias:
Boletaceae (com as espécies Boletus edufis e Boletus luteus) e a familia
Agaricaceae (com as especies Agaricus bisphorus - champignon - e Lenfinula
edodes - shiitake). No mercado, distinguem-se claramente dois nichos: o do
champignon {white botton) - Agaricus bisphorus -, a espécie mais explorada e
comercializada no mundo; e o dos exoticos ou de especialidade, que engloba
especies como Auricularia spp., Flamulina velutipes, Grifola frondosa,
Hypsizygus marmoreus, Lentinula edodes, Pleurofus spp., Pholiota nameko,
Tremefla fuciformis e Volvariefla spp., cujo volume de producdo e
comercializagdo esta em escala muito inferior ao do primeiro.

[0003] As espécies de Pleurotus spp. sao bastante difundidas em varios
paises e ocupam o segundo lugar em produgdo no mundo, com destaque para

a China, primeira produtora. As principais espécies cultivadas s8o Pleurotus
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ostreatus, Pleurotus sajor-caju, Pleurotus cystidus, Pleurotus citrinopileatus e
Pleurotus flabellatus, havendo outras de menor importancia econdémica.
Conhecido como cogumelo da ostra, a produgdo mundial desse grupo diminuiu
nos ultimos anos. Entre 1990 e 1999, a produgéao desse grupo de cogumelos
caiu de 900 mil para 875,6 mil toneladas (diminui¢do de 2,7%). A China era
responsavel por 87% da producao do mundo. Nos Estados Unidos, a produgéo
de Pleurotus spp. foi de 1,62 mil toneladas em 2000, 4,4% abaixo da safra
anterior. A produgado das espécies P. ostreatus e P. cornucopiae, as principais
cultivadas no Japao, cairam de aproximadamente 36 mil toneladas em 1989
para 13 mil toneladas em 1997, uma diminui¢ao de 64% em oito anos.

[0004] O Pleurotus se desenvolve em temperaturas de 15 a 28° C,
produzindo uma série de enzimas ligno-celulasicas, que o permite degradar
facilmente a lignina e a celulose da madeira, assim como outros substratos
vegetais utilizados para o seu cultivo. Os fungos do género Pleurotus spp.
secretam as enzimas fenol-oxidases para remover tanto fendis potencialmente
toxicos liberados durante a degradacéao da lignina, como toxinas produzidas por
outros organismos. Como consequéncia, estas enzimas, que sao inespecificas,
tém aplicagdo potencial no tratamento de efluentes contendo polifenois ou
corantes, como na industria téxtil, resquicios de lignina, da industria de papel e
celuloses, bem como na gradagao de fungicidas, inseticidas, hidrocarbonetos
aromaticos, residuos fendlicos e varios xenobidticos, que sdo reconhecidos
como poluentes ambientais.

[0005] As lacases sdo enzimas envolvidas na degradacdo da lignina e
produzidas por diversos organismos. S&0 enzimas multiméricas que catalisam
a oxidacdo de uma variedade de compostos fendlicos e s&o largamente
distribuidas entre os fungos filamentosos. Devido a sua baixa especificidade
por substratos, seu potencial para utilizagcdo em aplicagdes biotecnolégicas tem
sido objeto de investigacdo. Para a atividade catalitica de lacase sédo
necessarios quatro atomos de cobre por unidade de proteina ativa: tipo 1 (T1),
qgue usualmente exibe um grande pico no espectro visivel, proximo de 610 nm,
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quando o cobre esta no estado ciprico (Cu2+); tipe 2 (T2), que nao e
detectado no espectro visivel, pode ser observado por espectroscopia de
ressonancia para-magnética (EPR) e tipo 3 (T3), que consiste em um par de
cobres centralizados, com maxima absorbancia em 330 nm e sao
antfferromagneticamente emparelhados por uma ligagao atravessada.

[0006] Alguns microrganismos como os fungos sao capazes de degradar
a lignina e compostos estruturalmente relacionados pela produgdo de enzimas
extracelulares como lignina-peroxidase (LiP), manganés-peroxidase (MnP) e
lacases; e de enzimas ligadas 4 membrana como as enzimas da familia do
citocromo P-450. O mecanismo exato pelo qual os polimeros de lignina sé&o
despolimerizados e mineralizados ndo € completamente conhecido. Sendo a
lignina um polimero com ligacdes aleatdrias, o sistema envolvido em sua
degradacdo deve também agir nao especificamente. Assim, ndo & surpresa
gue ¢ sistema ligninolitico destes fungos também atue em uma grande
variedade de poluentes aromaticos.

[0007] A producao de manganés peroxidase ou peroxidase dependente
do manganés & aparentemente limitada a certos fungos basidiomicetos, e até
agora, nao se evidenciou qualquer bacteria, levedura e nenhum basidiomiceto
micorrizico capaz de produzir esta enzima. A capacidade de sintetizar MnP
esta distribuida entre grupos de basidiomicetos taxonomicamente distintos.
Espécies colonizadoras de madeira, pertencente as familias Meruliaceae,
Coriolaceae e Polyporaceae, assim como basidiomicetos decompositores de
serapilheira, das familias Strophariaceae (familia de Psilocybe castanella) e
Tricholomataceae expressam atividade de MnP. O peso molecular de MnP
varia de 38 a 62,5 kDa, mas a maioria das enzimas purificadas tém peso
molecular proximo a 45 kDa. Iscenzimas de MnP sao freqlientemente
produzidas e até 11 isoformas diferentes foram descritas para Ceriporiopsis
subvermispora. Essas isoformas diferiram principalmente nos pontos
isoeletricos, que estiveram na faixa acida (pH 3-4), embora isoformas na faixa

neutra e menos Acida foram encontradas em determinados fungos. A MnP é
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uma dlicoproteina com Fe protoporfirinico IX como grupo prostéico,
dependente de H202 para sua atividade. A oxidagdo de lignina e outros
compostos xenobidticos por MnP é dependente da disponibilidade de ions de
manganés. Seu ciclo catalitico € semelhante ao de LiP; no entanto, o Mn* atua
como doador de elétrons para gerar o composto Il.

[0008] As lacases e manganés-peroxidases apresentam aplicagdes em
diversos processos biotecnoldgicos que incluem desde a detoxificagdo de
efluentes da industria papeleira, téxtil e petroquimica, até seu uso como
ferramentas para diagnostico médico, agentes de biorremediagdo, como
catalisadores para manufatura de medicamentos anti-cancer e mesmo como
ingredientes em cosméticos. No entanto, os altos custos de producéao e a facil
inativagdo enzimatica restringem economicamente o emprego das mesmas.
Deste modo, um dos objetivos do processo da presente invengao é a produgao
mais econdmica em meio soélidos para a produgdo de lacases e MnP. Isso é
obtido associadamente a adi¢ao de diferentes concentragdes dos metais cobre,
ferro, aluminio, zinco, niquel e cromo, aumentando a produtividade do processo
e assim obtendo alternativas para a produgcédo das enzimas lacases e MnP em
escala industrial. O processo da presente invencdo foi conduzido em
experimentos onde observou-se o0 aumento de secre¢do de lacases e Mn-
peroxidases, descritos em detalhe mais adiante.

[0009] A literatura patentaria contempla alguns documentos relacionados
a processos de producdo de enzimas fenol-oxidases. Embora nenhum dos
documentos encontrados antecipe ou sequer sugira, ainda que indiretamente, o
conceito inventivo da presente invencgéo, sdo aqui citados alguns documentos
como referéncia.

[0010] O documento WO 01/98518, intitulado “Biotransformation of
biologically active compounds made of various classes substances by means of
laccase and manganese peroxidase enzymes”, é relacionado a um processo de
biotransformagao de ingredientes biologicamente ativos de varias classes de
substancias quimicas. No referido processo, o sobrenadante de cogumelos
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lignoliticos em solugao aquosa e usado como meio de proporcionar as referidas
biotransformacdes.

[0011] 0O documento WO 02/18551 é relacionado a um processo de
produgdo de enzimas lignoliticas utilizando fungos do género Agaricales. O
referido documento term por objetive propocionar um metodo econdmico e
efetivo para produzir as enzimas manganés peroxidases (MnP) e lignina-
peroxidase {LiFP), em um processo ciclico ou continuo. Entretanto, os fungos
usados sao de outro género, o que acarreta condigdes de processo e
produtividades completamente distintas.

[0012] O pedido de patente norte-americanc US 2006/0063246 se refere
a novas enzimas lacase obtidas a partir de especies do género Thielavia. A
referida enzima pode ser utilizada para diversas aplicagdes, em particular para
aumentar a claridade do denim.

[0013] Dentre as diversas vantagens tecnicas da presente invencgao,
sobressai a produgdo mais econdmica de lacases e MnP, através do cultivo de
Pleurotus sajor caju em meio sélido. A adicdo de diferentes concentragdes dos
metais cobre, ferro, aluminio, zinco, niguel e cromo, & asscciada a um
aumento de produtividade do processo, proporcionanado assim alternativas
para a produgac das enzimas lacases e MnP de alta atividade em escala

industrial.

Sumario da Invencao

[0014] E um objeto da presente invengdo proporcionar um processo em
larga escala de produgio de fenol-oxidades de alta atividade.

[0015] E objeto adicional da presente invengao proporcionar um meio de
cultivo solido para a producao de enzimas fenol-oxidades por fungos. Em uma
concretizacdo preferencial da invengdo, sendo, portanto, outro de seus objetos,
& proporcionado um meio de cultivo solido preparade em sacos plasticos

compreendendo serragem de Pinus spp, farelo de cereal e sais.
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[0016) E ainda um adicional objeto da presente invengéo proporcionar
um meio de manutengdo efou para a inoculagdo de Pleurofus sajor-caju. Em
uma concretizagdo preferencial da invengao, sendo, portanto, outro de seus
objetos, sdo proporcionados meios econdmicos de manutengado do fungo
compreendendo serragem de Pinus spp, farelo de cereal moido e intumescido,
sais, e agar-agar.

[0017] Em outro um aspecto da invencgéo, sendo, portanto, um de seus
objetos, a produgao de fenol-oxidades ocorre mediante o cultivo em meio sélido
de Pleurotus safor-caju, sendo adicionados ao meio diferentes concentragdes
dos metais cobre, ferro, aluminio, zinco, niguel e cromo, ou combinagdes dos
mesmos. Em uma concretizagé@o preferencial da invengao, a concentragao final
dos metais no meio de cultivo, ou a mescla dos sais dos metais é de
30mg/100g de meio.

[0018] Em outro um aspecto da invengao, sendo, portanto, outro de seus
objetos, s@o proporcionadas preparagbes contendo lacases e manganeés
peroxidases de Pleurofus sajor-caju cultivado em meio sdlido.

[0019] Em outro aspecto da presente invengdo, sendo, portanto, um
outro de seus objetos sao proporcionadas fenol-oxidases com grande
capacidade de remocgao de fendis potencialmente toxicos liberados durante a
degradagdo da lignina, como toxinas produzidas por outros microrganismos,
sendo portanto uteis no tratamento substdncias toxicas efou efluentes
industriais.

[0020] Esses e outros cobjetos da presente invencio serdo melhor
compreendidos e valorizados a partir da descricdo detalhada da invengéo a
seguir, que tem como objetivo apenas ilustrar um dos indmeros meios de se

realizar a invenc¢ao, nao limitando portanto seu escopo.

Breve Descricao das Figuras

[0021] A Figura 1 mostra a atividade da lacase em meios contendo

metais apés 7, 14 e 21 dias de cultivo.
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[0022) A Figura 2 mostra a atividade da enzima manganés peroxidase
em meios contendo metais apds 7, 14 e 21 dias de cultivo.

[0023] A Figura 3 mostra a stividade da lacase em meios contendo
metais apos 7 e 14 dias de cultivo.

[0024] A Figura 4 apresenta a atividade de manganés peroxidase em
meios contendo metais apds 7 e 14 dias de cultivo.

Descrigcdo Detalhada da Invencao
[0025] E descrito a seguir o processo de produgdo de enzimas fenol-

oxidades utilizando o fungo da Linhagem PS 2001 de Fleurctus sajor-caju, em
cultivo em meio solido contendo os metais cobre, ferro, niquel, cromo, ou um
combinacdes dos mesmos. O referido fungo parece ser originario da india e foi
introduzido no Brasil hd algumas décadas, sendo atualmente conhecido e
amplamente disponivel em diversas colegdes de cultura no mundo. Nao houve,
portanto, acesso a material bioldgico ou recursos genéticos, nos termos do
disposto no art. 31 da Medida Provisdria n® 2.186-16, de 23 de agosto de 2001,
originaria da Medida Provisdria n® 2.052, de 29 de junho de 2000, e, ainda, o
disposto na Resolugdo No. 23, de 10 de novembro de 2006, do Conselho de
Gestao do Patriménio Geneético — CGEN. Além disso, qualquer outra linhagem
de fungos do género Pleurotus, em especial a espécie Pleurotus sajor-caju
pode ser utilizada, como aquelas disponiveis em diversas colegdes de cultura
no mundo. Em uma concretizacao preferencial da presente invencao, as
enzimas fenol-oxidases produzidas pelo presente processo sdo lacases e
manganés peroxidases. As fenol-oxidades aqui descritas s8o inespecificas e
tém aplicagdo potencial industrial no tratamento de efluentes contendo
corantes, como na industria téxtil, e de resquicios de lignina da industria de
papel e celuloses. As fenol-oxidades produzidas pelo presente processo
também podem ser utilizadas na degradagdo de fungicidas, inseticidas,
hidrocarbonetos aromaticos, residuos fenolicos e varios xencbidticos, que sao

reconhecidos como poluentes ambientais. Dentre outras finalidades, as
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enzimas fenol-oxidades produzidas pelo processc da presente invengao
apresentam grande capacidade de remocgao de fendis potencialmente toxicos
lierados durante a degradagéo da lignina, como toxinas produzidas por outros
organismos, sendo uma excelente vantagem em relagdo aos processos
existentes no estado da técnica.

[0026] O processo de produgdo das enzimas lacases e manganés
peroxidases pode ser melhor compreendido e valorizado atraves dos exemplos
descritos a seguir:

Exemplo 1: Preparacio do meio de manutencéo da linhagem flngica

[0027] Para a preparacdo do meio de manutengdo da linhagem fungica
do fungo Pleurotus sajor-caju utilizou-se, nesta concretizagao preferencial, uma
mistura dos seguintes componentes: serragem especifica, farelo de cereal, o
qual se encontrava devidamente moido e intumescido em &gua destilada, sal
basico e agar-agar. Nesta concretizagdo preferencial da presente invencgao, a
serragem utilizada é de Pinus spp na concentracao de 2% (p/p), o farelo de
cereal é o trigo, em uma concentra¢éo de 2% (p/p), o sal basico é o carbonato
de calcio numa concentragdo de 0,2% (p/p) e a concentragdo de agar-agar
utilizada foi de 2%. Apods o preparo do meio de manutengao fingica, 0 mesmo
foi autoclavado na temperatura de 120°C e na pressao de 1 atm, durante 30
minutos.

[0028] Fara o desenvolvimento dos cultivos das linhagens foram
utilizados tubos inclinados contendo © meio de manutengao, a 25°C, durante 14
dias, e para armazenamento da linhagem foram guardados a 4°C e transferidos
a cada seis meses.

[0029] Antes da aplicagdo do fungo em meio solido, os fungos do
Pleurotus sajor-caju sdo feitos indculos do mesmo, com a utilizacdo de coldnias
de oito dias, desenvolvidas em placas de Petri contendo o meio de
manutengao, iniciadas a partir de um disco de agar colonizado de 8 mm de
diametro, disposto no centre da placa.

Exemplo 2: Preparacio do meio de cultivo sélido (MCS)
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[0030) O meio utilizado para o cultivo solido (MCS) desta concretizagao
preferencial foi preparado com 94% (p/p) de serragem de Finus spp, acrescida
de 5% (p/p) de farelo de trigo e 1% {p/p) de carbonato de calcio. Para o
crescimento fungico no meio de cultivo solido foram utilizados sacos de
polipropileno nas dimensoes de 155 x 25 cm, os quais funcienam como
fermentadores. Nestes, a cada meio constituido por 198g de serragem {peso
umide), acrescentou-se agua, para obter umidade em valores préximos a 66%.
Posteriormente, os sacos plasticos contendo os meios de cultura foram
esterilizados em uma autoclave, na pressao de 1 atm, durante duas horas. Os
assim formados sistemas de cultivo contendo os diferentes tratamentos foram
constituidos de trés sacos de polipropileno para cada tratamento, preenchidos
com meio MCS. Estes, apos autoclavagem, foram inoculados pela disposicao
de um disco de 1,5 cm de didmetro, retirados com um cilindro de vidro, a partir
da extremidade de placas preparadas para indculo. Os sacos de polipropileno
contendo os meios feram inoculados e mantidos a temperatura de 28°C, para o
desenvolvimento micelial, durante 7, 14 e dias; apds esse periodo foram
coletadas amostras em sextuplicatas para analises de determinacdo da
producdo de lacases e MnP na presenca de metais. Aos sacos de cultivo
contendo o MCS, adicionaram-se solugges de sulfato cuprico, sulfato de zinco,
sulfato ferroso, sulfato de aluminio, sulfato de cromo Il e sulfato niqueloso &
uma mescla de todos os sais juntos contendo 5,0 mg de cada sal até atingir
uma concentragdc final de 30 mg/100g de meio, sendo as solugdes
adicionadas antes da autoclavagem do meio. Foram realizados também testes
onde uma mescla contendo 10,0 mg de cada sal anteriormente citado foi
adicionada ao meio, totalizando uma concentracdo de 60mg/100g no meio.

Exemplo 3: Obtencao de lacases e manganes peroxidases; determinagac da

atividade enzimética

[0031] Fara a obtencdo das enzimas e as determinagdes enzimaticas do
cultivo solido, o conteudo dos sacos de cultivo foram homogeneizados

manualmente e trés aliquotas de 25g, de cada um dos tratamentos aplicados,
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foram suspensas em 50 mlL de agua destilada gelada, agitadas por 30 min a
160 rpm a 5°C. Os sdlidos foram removidos por filtragdo a vacuo, com papel
filtro e centrifugadas a 5000¢g, durante 30 min. O extrato aquoso foi utilizado
para as determinagdes de enzimas. Todas as atividades enzimaticas foram
expressas em unidades internacionais por mL (U.mL™), definidas como nimero
de pmol liberado do produto por mL, por minuto, nas condigdes do teste e
posteriormente expressadas por grama do substrato fermentado.

[0032] A atividade da lacases foi determinada com o uso do substrato
2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS). A mistura reacional para
ABTS contem 0,45 mM do ABTS, 80 mM de tampé&o acetato de sodio pH 5,0 e
1 mL de amostra adequadamente diluida. A oxidagao do ABTS foi menitorada
pelo aumento da absorbancia em 420 nm, durante 90 seg a 25°C, utilizando-se
£=36x10"cm M,

[0033] A atividade de manganés peroxidases tambem foi determinada
pelo método proposto na presente invencao. A mistura reacional consistiu de
50 pg.mL™" de vermelho de fenol, 50 uM de sulfato de manganés, 50 uM de
H202, 12,5 mM de lactato de sodio, 500 p(;].r"nL'”I de albumina bovina e tampao
succinato de sddio pH 4,5, sendo adicionados 0,5 mL de amostra. Apds 5 min a
30°C, as reacgdes foram interrompidas pela adicdo de 40 uL de NaOH 2M. A
formagao do produto de oxidagao foi quantificada pela variagao da absorbancia
(610nm), sendo considerado a absorbancia zero, uma amostra com tempo zero
de reacdo e utilizando-se gg10 = 4,46 10° M'em™.

Exemplo 4: Processo de produgdo das enzimas lacase e manganes

peroxidase: analise dos resultados

[0034] MNos testes realizados para quantificar a producao enzimatica de
lacases, liberadas em meio sélido na presenga dos metais cobre, zinco, ferro e
aluminio, nos diferentes tratamentos apds 7, 14 e 21 dias de cultive sdlido,
observou-se nas analises no 21? dia, um aumento da producio enzimatica em
todos os meios onde foram adicionados os metais sendo a produgdo superior

ao controle. Esse fato pode ser comprovado atraves do grafico mostrado na
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figura 1 do presente relatério. O aumento da produgao da lacase num meio
contendo metais € um avanco dentro da area biotecnoldgica, sendo uma
vantagem da invengdo em relagdo aos processos de produgdo de fenol-
oxidades ja existentes. A maior producéo de lacases foi obtida nos meios onde
foram adicionados metais, em uma etapa mais longa de desenvolvimento, pode
indicar uma resposta adaptativa do fungo a altas concentragbes de metais.
[0035] A figura 2 mostra a produgcdo da enzima manganés peroxidase
(MnP) em diferentes estagios de desenvolvimento do fungo Pleurotus sajor-
caju crescido em meios soOlidos em 9 ,14 e 21 dias, aos quais foram
adicionados isoladamente, sais de cobre, zinco, ferro e aluminio. Observa-se
uma alta produgcdo de MnP em uma etapa inicial de desenvolvimento,
correspondente aos 7 dias, no meio de cultivo ao qual foi adicionado sulfato de
aluminio. Durante as etapas posteriores de desenvolvimento, todos os meios
aos quais foram adicionados os demais sais com metais, apresentaram
producdo de MnP altamente superior aquelas encontradas no controle,
indicando que a presencga dos metais nas concentragdes empregadas, foram
favoraveis a producdo de MnP em todas as etapas de desenvolvimento. Estes
dados mostram que existe significativo aumento de produtividade com o uso
de metais na produg¢ao de Mn-peroxidases.

[0036] A Figura 3 mostra dados de ensaios com sulfato de cromo, sulfato
de niquel, em concentragdes de 30mg/100g, todos os sais associados em
concentragdes de 30mg/100g meio (concentragdo final de todos os metais),
uma concentragdo duas vezes maior do que a testada inicialmente, utilizando
todos os sais associados, totalizando 60mg/100g de meio (SC2). Os resultados
obtidos mostram que a atividade de lacases em cultivos com 7 dias de
desenvolvimento foi estimulada pela presenga de sais de cromo ao meio.
[0037] A atividade de MnP em meios contendo sulfato de cromo I,
sulfato de niquel e todos os metais associados em duas diferentes
concentragdes, pode ser observada na Figura 4. Conforme os dados obtidos, a
producdo de MnP nos meios no qual cromo e niquel foram adicionados, em 7
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dias de cultivo, também foi melhorada quando comparada ao controle. Do
mesmo modo que para a producao de lacases, a adicao de cromo ao meio de
cultivo em uma etapa inicial de desenvolvimento promoveu uma estimulagéo na
produgédo de MnP em um curto periodo de tempo.

[0038] Pequenas variagdes na forma de conduzir a invengao aqui
descrita devem ser compreendidas como dentro do espirito da invengao e do

escopo das reivindicagbes anexas.
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Reivindicagdes

Processo de Producdc de Lacases efou Manganés Peroxidases em larga
escala caracterizado por compreender a adigdo, a uma cultura em meio
solido efou semi-sélide de Pleurotus sajor caju, e metais selecionados do
grupo que compreende cobre, ferro, aluminio, zinco, niquel e cromo, ou
combinagdes dos mesmos, onde as concentrages finais dos metais no
meio, ou mescla dos sais dos metais, ser pelo menos 30mg/100g de meio.
Processo, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato da
referida cultura e/ou meio ser mantido em uma temperatura de 25°C.

Meio de cultivo sélido, caracterizado pelo fato de compreender, em saco
plastico:

a) serragem, preferencialmente Pinus spp, na concentracao de 2% (p/p);

b) farelo de cereal moido e intumescido apresentando aproximadamente

66% de umidade, preferencialmente trigo, na concentragdo de 2% (p/p); e

¢) sais contendo metais selecionados do grupe que compreende cobre,

ferro, aluminio, zinco, niquel & cromo, ou combinagdes dos mesmos, onde as

concentragdes finais dos metais no meio, ou mescla dos sais dos metais, ser

pelo menos 30mg/100g de meio.
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