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Sabugo de milho e carvao ativado na producao de Lacase e
Basidiomas de Pleurotus sp

Corncob and active charcoal in the Laccase and Basidiome
production of Pleurotus sp

Magali Regina'"; Luzia Doretto Paccola-Meirelles?;

Aneli de Melo Barbosa®; Ismael Rodrigues Amador?;
Gisele Maria Andrade-Nobrega®; Diego Carlo Maschiare®

Resumo

O sabugo de milho ¢ uma matéria prima lignoceluldsica que pode ser uma opcao viavel para a producao
de cogumelos comestiveis por fungos do género Pleurotus, considerando-se que existe uma enorme
quantidade deste residuo agricola no Estado do Parana ¢ em todo o Brasil. Este trabalho avaliou trés
linhagens de Pleurotus sp., Pleurotus ostreatus (branco e CCB) e P. Eryngii (Salmao), como produtoras
de lacase utilizando-se extrato liquido de sabugo de milho e em meio so6lido a base de sabugo de milho,
sem adicionar outras fontes de nutrientes. A linhagem de Pleurotus ostreatus (branco) produziu os
maiores titulos de lacase no meio liquido (1,2 U L) e também no sélido (~ 2,8 U kg!) dentre as trés
linhagens avaliadas. A adi¢@o de carvao ativo aumentou a eficiéncia biologica (30,3 %) do P. eryngii
(salmao) quando comparada com a auséncia do mesmo (12,7 %). Entretanto, a linhagem de P. ostreatus
(branco) nao apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos, mostrando que a adicdo de carvao
ativo ao meio solido, para a producdo de cogumelos, pode proporcionar um aumento na eficiéncia
bioldgica, dependendo da linhagem utilizada.

Palavras-chave: Substratos, eficiéncia bioldgica, shimeji, enzimas

Abstract

Corn cob as a lignocellulosic feedstock could be a viable option for edible mushroom production by
fungi of the genus Pleurotus considering that there are enormous amounts of this agricultural waste in
the State of Parana, as well in the whole Brazil territory. This work evaluated three strains of Pleurotus
sp., Pleurotus ostreatus (white and CCB), P. Eryngii (salmon), as laccase producers using liquid extract
of corn cob, and solid medium based on corn cob without adding other nutritional sources. A strain
of Pleurotus ostreatus (white) produced the highest titres of laccase in liquid medium (1.2 U L") and
also on solid medium (~ 2.8 U kg') among the three strains evaluated. The additon of active charcoal
increased the biological efficency (30.3 %) of P. eryngii (salmon) when compared in its absence (12.7
%). However, the strain of P, ostreatus (white) did not present statistical difference among the treatments
demonstrating that the addition of active charcoal to the solid medium for mushroom production can
promote an increase in the biological efficiency depending upon the fungal strain used.
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Introducio

Diversos residuos agricolas lignoceluldsicos
existentes no Brasil tém sido utilizados no cultivo
de cogumelos comestiveis, tais como palhas,
gramineas, serragens, cascas de frutas, sabugo
de milho, bagaco de cana-de-aglcar, e outros de
natureza organica (DONINI et al., 2005).

Fungos do género Pleurotus tém sido cultivados
em uma ampla variedade de residuos agroindustriais
para avaliar a producao de cogumelos, os quais sao
mais consumidos rotineiramente no Japao e na China
(MODA et al., 2005). Os cogumelos constituem
fonte de proteina (YILMAZ et al., 2006) e de
carboidratos, sendo estes ultimos principalmente do
tipo B-glucanos, os quais possuem propriedades anti-
tumoral e imunomoduladora, visto que reforcam o
sistema imunologico e protegem o organismo contra
doengas (MIZUNO, 1999).

Viarios residuos lignoceluldsicos t€m sido
pesquisados como substrato para o cultivo do
Pleurotus  ostreatoroseus, como serragem de
madeira, farelo de cereais, ou residuos resultantes do
beneficiamento de arroz (BERNARDI et al., 2007).
A producdo de inoculo de P. pulmonarius também
foi avaliada em cascas de amendoim, sabugo de
milho e palha de arroz (OLIVEIRA et al., 2007),
bem como a produgdo de basidiomas de P. sajor-
caju em substratos a base de casca de café, palha
e sabugo de milho, ou da palha do feijoeiro (DIAS
et al., 2003). A palha de arroz, folhas de bananeira,
capim-elefante também foram citados por Obodai,
Cleland-Okine e Vowotor (2003) para o cultivo do

P ostreatus.

Fungos do género Pleurotus t€m sido descritos
como ligninoliticos, visto que sdo produtores de
lacases, as quais sao polifenol oxidases secretadas
durante a formagdo dos primordios e basidiomas na
fermentagdo em fase soélida (SUGUIMOTO et al.,
2001).

A adicdo de ativo a residuos

lignocelulosicos durante o pré-tratamento, a quente,

carvao

auxilia a solubilizacdo de carboidratos, proteinas,
compostos fendlicos, entre outros, proporciona
a adsor¢do de certos fenodis e ou quinonas, que
sdo compostos toxicos para o metabolismo e
consequente desenvolvimento dos fungos (ASSIS,
TEIXEIRA, 1998), e aumenta a produgdo de
basidiomas.

O Parana ¢ um dos estados brasileiros que se
destaca na producao de milho; segundo o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2010),
a produgdo de milho no Brasil, em 2010, foi de
53,1 milhdes de toneladas, sendo que 20% destes
correspondem a produg¢dao do Parana, o que lhe
conferiu o titulo de maior produtor nacional. Dada a
disponibilidade de sabugo de milho tanto no Brasil
como no estado do Parana, este substrato constitui
uma opg¢do vidvel para agregar valor a producdo
de cogumelos comestiveis pelos dos
géneros Pleurotus, Lentinula, entre outros (EIRA;
MEIRELLES; PACCOLA-MEIRELLES, 2005;
OLIVEIRA et al., 2007).

fungos

Portanto, neste trabalho foram avaliadas trés
linhagens de Pleurotus quanto a produgdo de
lacase em extrato liquido obtido a partir de sabugo
de milho, e também em meio solido deste residuo
agroindustrial, sem adi¢do de fonte nutricional.
Também foi selecionada a melhor linhagem
de Pleurotus avaliando-as quanto a eficiéncia
biologica, em sabugo de milho tratado ou ndo com

carvao ativado.

Material e Métodos
Linhagens

Foram avaliadas duas linhagens de Pleurotus
ostreatus (branco e CCB), e uma linhagem de
Pleurotus eryngii (salmdo), pertencentes ao banco
de microrganismos do Laboratério de Genética
de Fungos do Departamento de Biologia Geral da
Universidade Estadual de Londrina. As linhagens
foram mantidas em meio s6lido de BDA (Batata
Dextrose Agar).
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Meios de cultivo

O substrato solido utilizado tinha em sua
composi¢ao 40 % de material lignoceluldsico, com
umidade corrigida para 60 %. No total dos 40 %
de material lignoceluldsico havia 79% de sabugo de
milho, 20% de farelo de arroz e 1% de carbonato de
calcio (CaCO,). Este foi o substrato utilizado para o
preparo dos meios liquidos e solidos de cultivo para
a producao de lacase, como também o substrato da
fermentagdo em fase solida para a produgdo dos
basidiomas, tendo sido alterado apenas quando o
mesmo foi tratado com carvao ativado, substituindo-
se 3 % do sabugo de milho por carvdo ativo,
mantendo-se iguais as concentracdes de farelo de
arroz ¢ CaCO, previamente citadas.

Producdo de lacase em meio liquido de cultivo

O meio liquido de cultivo foi preparado através
do tratamento, a quente (10 min. em ebuli¢do) de
200 g de substrato lignoceluldsico em 500 mL de
agua destilada, o qual foi posteriormente filtrado
em algoddo hidrofilico e o volume final corrigido
para 200 mL. Os cultivos foram desenvolvidos em
frascos de Erlenmeyer de 500 mL, contendo os 200
mL do extrato liquido, ap6s autoclavagem a 120 °C
(1 atm) por 30 minutos.

Cada frasco de cultivo foi inoculado com
10 discos de meio sélido de BDA (1,5 cm de
diametro), coberto com hifas de cada linhagem de
Pleurotus (15 dias de cultivo). Apds a inoculagao,
os frascos foram mantidos sob agitacdo a 180 rpm,
em agitador orbital, no escuro, a 25°C. Todos os
cultivos foram desenvolvidos em triplicatas e os
resultados constituem a média com os respectivos
desvios-padrio.

As amostras para as analises das atividades de
lacase foram obtidas aos 5, 7, 9, 12, 14, 16 ¢ 19
dias apds a inoculagdo. Foram coletadas duas
amostras por repeti¢do e transferidas para tubos de
ensaio de 1,5 cm (tipo eppendorf). Cada amostra
foi centrifugada por 5 min a 10.000 rpm a 4°C. Os

respectivos sobrenadantes foram utilizados para as
determinacdes enzimaticas.

Producao de lacase em meio solido

Transferiu-se 10 g de substrato solido
para frascos de Erlenmeyer de 100 mL. Apds
esterilizacdo a 120 °C (1 atm) por 20 minutos, cada
frasco de Erlenmeyer recebeu 3 discos de meio
solido de BDA (1,5 cm de diametro) coberto com
hifas de cada linhagem de Pleurotus, e foi incubado
a 25°C. A atividade lacasica foi determinada aos &,
11, 13, 18 e 21 dias de cultivo. Todos os cultivos
foram também desenvolvidos em triplicatas. O
modelo experimental utilizado foi o inteiramente

casualizado num esquema fatorial 4x3.

Para a obtengdo do extrato enzimatico, a cada
frasco de cultivo foram adicionados 20 mL de agua
milli-Q esterilizada, em seguida, todos os frascos
foram mantidos sob agitagao a 50 rpm, por 1 hora. A
suspensdo obtida foi filtrada em algodao hidrofilico
e o extrato recolhido foi utilizado para determinacao
da atividade de lacase. O substrato, ap6s a extracao,
foi seco em estufa a 60°C até peso constante, para
a determinacdo do peso seco. Os resultados foram
avaliados estatisticamente pelo Teste t ao nivel de
5% de significancia.

Determinacdo da atividade de lacase

A atividade de
espectrofotometricamente utilizando-se
2,6-dimetoxifenol (DMP- Fluka Chemika AG,
Switzerland) como substrato, conforme descrito por

lacase foi determinada

Barbosa, Dekker e Hardy (1996), com modificagdes.
Os ensaios foram incubados durante 5 min a
50°C em tampao Mcllvaine pH 5,0 (57 mM) e o
volume total da reagdo foi 1 mL. As leituras foram
desenvolvidas a 468 nm utilizando-se o & = 10 000
M cm!. A unidade de atividade de lacase (U) foi
definida como pmol de DMP oxidado por minuto
por litro (L) de extrato enzimatico, ou por quilo
(Kg) de substrato seco.
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Comparagao da produgdo de basidiomas em sabugo
de milho tratado e ndo tratado com carvdo ativado

Foram comparadas as linhagens de P. ostreatus
(branco, e CCB) e a de P. eryngii (salmio).

Os substratos lignocelulosicos tratados e nao
tratados com carvao ativado (item 2.2) foram
misturados em betoneira e acondicionados em sacos
depolipropileno (800 gde substrato/saco). O material
foi autoclavado a 120 °C (1 atm) por 1 hora ¢ 30
minutos. Graos de trigo (3 g) cobertos por micélios
com as respectivas linhagens de Pleurotus foram
utilizados como inoculo. Os substratos inoculados
foram mantidos em um galpao apropriado, com as
laterais fechadas, contendo tela do tipo sombrite
(80%) para o desenvolvimento dos basidiomas,
simulando a condigdo de muitos produtores de
cogumelos. O chdo foi mantido Uimido, durante
todo o periodo de producdo, para uma umidade
relativa do ar monitorada proximo de 75%. Apos
a colonizacdo dos substratos, os sacos receberam
pequenos cortes para a formacdo dos basidiomas.
A colheita foi desenvolvida quando os basidiomas
atingiram 70% de abertura, até o término dos fluxos
produtivos.

Os basidiomas colhidos foram pesados a fresco
e o substrato, apds o término da frutificagdo foi
desidratado em estufa a 60 °C, até peso constante,
para determinacao da eficiéncia bioldgica, conforme
descrito a seguir:

Peso dos basidiomas a fresco
x 100

Eficiéncia biologica =
Peso substrato seco

O experimento foi instalado com 10 repetigdes

num delineamento experimental inteiramente
casualizado e avaliado estatisticamente pelo Teste t

ao nivel de 5% de significancia.

Resultados e Discussao

Fungos do género Pleurotus tém sido descritos
como ligninoliticos, sendo produtores de lacase
(SUGUIMOTO et al.,, 2001). Portanto, foram

comparadas as trés linhagens cultivadas em meio
liquido e em meio so6lido quanto a producao de
lacase, visto que sdao condigdoes de fermentagdo
diferentes, sem adicdo de fontes nutricionais, para
avaliar a composi¢ao do extrato soluvel do sabugo de
milho (fermentagdo submersa), bem como dos seus
constituintes para o desenvolvimento das linhagens
de Pleurotus (fermentacdo solida), na sintese da
lacase e assim selecionar a melhor linhagem.

Produgdo de lacase por trés linhagens de Pleurotus
em meio liquido

A Figura 1 mostra a producdo de lacase
extracelular de cada linhagem de Pleurotus avaliada.
O Pleurotus ostreatus CCB iniciou a produgdo
desta polifenol oxidase desde o 5° dia mantendo a
atividade até o 19° dia de cultivo avaliado. O maior
titulo de lacase (0,36 U L) foi atingido no 12° dia de
cultivo, enquanto que as outras linhagens avaliadas
apresentaram os maiores titulos entre o 14° dia pela
linhagem P. ostreatus (branco) e 16° dia pelo P,
ostreatus (salmao), estatisticamente comprovado
pelo teste de Scott Knott (P< 0,05). Entretanto, a
linhagem de Pleurotus ostreatus (branco) foi a
que se destacou quanto a produgdo de lacase (1,2
U L") dentre as trés linhagens avaliadas, embora a
atividade tenha sido inferior as relatadas em outros
trabalhos que também utilizaram sabugo de milho
como substrato. Okamoto, Yanagi e Sakai (2000),
por exemplo, descreveram a produgdo de 130 U L"!
de lacase por uma linhagem de P, ostreatus K16-2,no
oitavo dia de cultivo. Mansur, Arias ¢ Flardh (2003)
avaliaram a produg¢ao de lacase por outra linhagem
de P. ostreatus e obtiveram maxima atividade no 5°
dia de cultivo (310 U L), também observaram um
crescimento exponencial do 2° ao 14° dia de cultivo,
determinado através da producao de biomassa, que
foi acompanhado proporcionalmente pela produgéo
de lacase. Entretanto, estes pesquisadores utilizaram
um meio liquido completo, que continha extrato
de levedura, o que favoreceu tanto a producgdo de
biomassa como a produgdo de lacase. Portanto,
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nao ¢é possivel comparar os resultados de producao
de lacase obtidos no presente trabalho, no qual foi
utilizado apenas o extrato do sabugo de milho, sem
qualquer fonte adicional de carbono e ou nitrogénio,
com os trabalhos descritos na literatura. Porém,

foi possivel constatar que as linhagens avaliadas
produziram lacase e a linhagem P. ostreatus (branco)
se destacou como produtora em um meio de cultivo
ndo enriquecido com nutrientes, conforme consta
dos objetivos do presente trabalho.

Figura 1. Perfil da produg@o de lacase por trés linhagens de Pleurotus, em meio liquido de cultivo a base de extrato
de sabugo de milho, mantidos sob agitacdo a 180 rpm, 25 °C durante 19 dias de cultivo.
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Producgdo de lacase por trés linhagens de Pleurotus
em meio solido

O tempo de cultivo que proporcionou uma
completa colonizacdo do substrato pelas hifas dos
fungos avaliados foi o escolhido para dar inicio
na determinacdo de atividade de lacase produzida
pelas linhagens avaliadas, visando simular o
cultivo em sacos plasticos e correlacionar com as
atividades de lacase com o crescimento do micélio
antes da producdo dos basidiomas. Portanto, ndo
foi determinada a atividade de lacase nos tempos
iniciais de cultivo, e sim a partir do 8° até o 21° dias
(Figura 2.).

De forma geral, os maiores titulos de atividade de
lacase produzidas pelas linhagens avaliadas foram
obtidos entre o 8° e 13° dias, em concordancia com
os resultados descritos por Kamida et al. (2005),
quando avaliaram a produ¢@o por duas linhagens
de P sajor-caju em bagaco de cana-de-aclcar e
em efluentes téxteis, cujos picos de atividades
foram obtidos no 9° dia de cultivo. Cabe salientar

novamente que a linhagem de P, ostreatus (branco)
foi a que produziu maior titulo de atividade de
lacase (~ 2,8 U kg') no 8° dia de cultivo. Todos os
resultados foram analisados estatisticamente pelo
Teste t ao nivel de 5% de significancia.

Conforme descrito por Kerem, Friesem ¢ Hadar
(1992), uma linhagem de Pleurotus sp cultivado em
substrato a base de residuos da extrag¢do da fibra do
algoddo, mostrou um rapido aumento da produgdo
de lacase do 2° ao 6° dias de cultivo, seguido de
decréscimo nos dias subsequentes.

Os titulos de atividade de lacase decresceram, no
decorrer do tempo, por todas as linhagens avaliadas,
com excecdo da linhagem CCB que teve um discreto
aumento no 21° dia. A linhagem de P. eryngii apos o
13°diaapresentou valores inexpressivos de atividade
de lacase. Estes resultados indicam, provavelmente,
que a atividade desta enzima pode estar associada ao
crescimento micelial, visto que houve diminui¢ao
da mesma apds o 18° dia, quando ja tinha ocorrido
uma completa colonizag@o do substrato. A atividade
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de lacase foi maior durante o crescimento vegetativo
do P. cornucopiae, cultivado em palhada, e decaiu
no periodo de formagdo do corpo de frutificacao
(KAVIYARASAN; NATARAJAN, 1997). O nivel
de atividade de lacase também declinou rapidamente
durante a frutificacdo no cultivo de Lentinula
edodes em substrato a base de serragem (OHGA et
al., 2000; OHGA; ROYSE, 2001).

Durante algum tempo acreditou-se que a
producao de lacase e de outras enzimas ligninoliticas
estava relacionada a fase estacionaria de
crescimento (KIRK; FARRELL, 1987; HIGUCHI,
1990; REGINA et al., 2009). Entretanto, estudos
posteriores demonstraram que deve haver outro
mecanismo que rege a producdo de lacase, durante
a fase exponencial de crescimento, principalmente
quando esta atividade parece estar estreitamente
relacionada a produgdo de biomassa (MANSUR;
ARIAS; FLARDH, 2003).

Figura 2. Perfil da producdo de lacase por trés linhagens de Pleurotus, em meio sélido de cultivo a base de sabugo de

milho, durante 21 dias de cultivo.
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Eficiéncia Biologica das linhagens de Pleurotus
com adic¢do de carvdo ativado

Embora as trés linhagens avaliadas anteriormente
quanto a producdo de lacase tenham produzido
a enzima, observou-se que a linhagem Pleurotus
ostreatus (CCB) nao frutificou em galpdo, sem
condi¢des controladas, simulando as de muitos
produtores de cogumelos (Figura 3).

A adicdo de carvao ativado foi importante para
aumentar a eficiéncia bioldgica, conforme pode ser

observado pelos resultados obtidos com a linhagem
P eryngii (salmdo), cuja eficiéncia foi 30,29%
na presenca de carvao e 12,67% na auséncia. No
entanto, para a linhagem P. ostreatus (branco) nao
houve diferenca estatistica entre os tratamentos.
Portanto, parece que a adicdo de carvao pode ser
eficiente dependendo da linhagem fungica.
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Figura 3. Comparacg@o da eficiéncia bioldgica entre P. ostreatus e P. eryngii na presencga ¢ auséncia de carvao ativado.
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Resultados semelhantes foram descritos por
Oliveira et al. (2007) quanto a eficiéncia biologica
do P. pulmonarius, cultivado em substrato a base de
sabugo de milho, a qual foi de aproximadamente
28%.

Os valores de eficiéncia biologica obtidos por
Eira, Meirelles e Paccola-Meirelles (2005) em
substratos a base de sabugo de milho ou com mistura
de serragem de eucalipto (1:1), ndo apresentaram
e 28,78%,
respectivamente, na produ¢do de basidiomas de
shiitake.

diferenca estatistica entre 43,87

Os substratos devem proporcionar nutrientes e
condigdes apropriadas para o crescimento micelial
e producdo de basidiomas; neste caso, o sabugo
de milho, dentre as varias op¢des de residuos
agroindustriais deve ser considerado devido a
sua disponibilidade no Parana. Futuras pesquisas
com adig¢do de nutrientes ao sabugo de milho que
favorecam o crescimento fungico e aumente a
eficiéncia bioldgica, sem elevar o custo, devem ser
incentivados visando estimular os produtores de
cogumelos o uso deste substrato.

Varios autores tém avaliado o uso de carvdo
ativo na adsor¢ao de compostos toxicos presentes
em hidrolisados lignocelulésicos (DOMINGUEZ;

sem carvao com carvao

P. ervngii Salmédo

GONG; TSAO, 1996; PARAJO; DOMINGUEZ;
DOMINGUEZ, 1997, ALVES et al, 1998;
MUSSATTO; ROBERTO, 2001). De acordo
com McMillan (1994), os produtos derivados da
lignina sdo os principais inibidores do crescimento
microbiano em substratos lignocelulosicos.

Provavelmente, o carvdo ativado tenha
possibilitado a remocdo de certos compostos
prejudiciais ao crescimento e frutificagdo da
linhagem de P eryngii (salmdo) o que auxiliou
na obten¢do da maior produtividade, o que ndo
ocorreu com o P. ostreatus (branco) que pode ter
sido mais resistente a estes compostos e, portanto,

ndo apresentou diferenga entre os tratamentos.

A grande maioria dos produtores de cogumelos
produz de forma rustica e com pouca infra-estrutura
estando, dessa forma, muito mais sujeitos as
intervencdes de clima, doencas e pragas, assim
a contribuicdo de pesquisas direcionadas a estes
produtores pode auxiliar na manutengdo desta
atividade para um grande numero de familias.

Estudos ainda necessitam

ser realizados verificando-se outros parametros

complementares

que levem a um aumento da efici€ncia biologica
utilizando-se o sabugo de milho como substrato.
Pode-se constatar que o carvdo ativado tem
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potencial de ser utilizado como complemento aos
substratos preparados para produgdo de cogumelos,
principalmente para melhorar a eficiéncia biologica
em condi¢des rusticas de cultivo para determinadas
linhagens.

Conclusao

A auséncia de fonte nutricional adicionada
ao substrato de sabugo de milho conferiu uma
baixa producdo de lacase. A linhagem P. ostreatus
(branco) apresentou os maiores indices de produgao
de lacase tanto em meio liquido quanto so6lido. O
carvao ativado, como componente em substratos de
produgdo de cogumelos, pode auxiliar na melhoria
da eficiéncia biologica de P. eryngii (salmao).
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