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Resumo: 

A pectina é um carboidrato presente na parede dos vegetais, em 
especial a lamela média, que confere rigidez a sua estrutura. É 
amplamente utilizada na indústria de alimentos como aditivo 
alimentar. Este trabalho objetivou avaliar o efeito da pectina cítrica na 
produção das aflatoxina e ocratoxina A produzida por Aspergillus 
niger URM3856 durante o processo de crescimento e esporulação. O 
fungo foi cultivado em meio Czapek contendo 1% de pectina cítrica. O 
controle foi realizado sem a pectina. A produção de aflatoxina foi 
verificada inoculando o fungo em meio MAC (ágar-coco) com 
observação de fluorescência por raios UVA. A ocratoxina ‘A’ foi 
verificada através da mudança de cor por vapor de amônia nos meios 
batata-dextrose-ágar (BDA), MAC e extrato de levedura-sacarose 
(YES) durante um período de 7 dias. O estudo mostrou que Aspergillus 

niger URM3856 é produtor apenas de aflatoxina e que a adição de 1% 
de pectina cítrica no meio de crescimento inibiu a produção da 
micotoxina durante o período observado. Entretanto o fungo foi 
repicado novamente em meio czapek na ausência de pectina cítrica 
onde foi observado que o mesmo voltou a apresentar aflatoxina. Assim 
o presente trabalho mostrou que a pectina cítrica é uma alternativa para 
prevenir a contaminação de micotoxinas produzidas por A. niger 
URM3856 em alimentos.  
 

Abstract: 

Pectin is a carbohydrate present in the plant wall, in particular the 
middle lamellae, rigidifying its structure. It is widely used in the food 
industry as a food additive. This study evaluated the effect of citrus 
pectin in the production of aflatoxin and ochratoxin A produced by 
Aspergillus niger URM3856 during the process of growth and 
sporulation. The fungus was grown in Czapek medium containing 1% 
citrus pectin. The control was made without pectin. The production of 
aflatoxin was checked by inoculating the fungus among MAC (agar-
coconut) with observation fluorescence by UVA rays. Ochratoxin A 
was checked by changing color by steam of ammonia in the potato 
dextrose agar medium (PDA), MAC and Yeast extract sucrose (YES) 
over a period of 7 days. The study showed that Aspergillus niger 
URM3856 producer only aflatoxin, and the addition of 1% of citrus 
pectin in the growth medium inhibited the production of mycotoxins 
during the observed period. However, the fungus was peaked again 
amid Czapek in the absence of citrus pectin where it was observed that 
the same again showed aflatoxin.. Thus the present study showed that 
the citrus pectin is an alternative to prevent contamination of 
mycotoxins produced by A. niger URM3856 in food. 
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INTRODUÇÃO 

 
A pectina é um polissacarídeo constituinte da 

parede celular de plantas dicotiledôneas, responsável 
pela adesão entre as células e pela resistência 
mecânica da parede celular. A protopectina, de 
natureza insolúvel, é facilmente hidrolisada por 
aquecimento, em meio ácido, formando pectina 
(MUNHOZ; SANJINEZ-ARGANDOÑA; SOARES-
JÚNIOR, 2010).  

Sendo que a produção de enzimas 
pectinolíticas para fins industriais são feitas a partir de 
fungos filamentosos do gênero Aspergillus e os níveis 
de atividades destas enzimas são dependentes das 
fontes de carbono e demais condições de fermentação. 
Sendo que alguns Aspergillus são produtores de 
micotoxinas (BUENO; PERES; GATTÁS, 2005; 
MARTINEZ et al., 2014) 

Além da influência direta na qualidade, 
promovida pela ação de fungos, as micotoxinas são 
metabólitos secundários altamente nocivos à saúde do 
homem e que não possuem imunogenicidade. Dentre 
os fatores que favorecem o desenvolvimento fúngico 
destacam-se temperatura, umidade relativa, conteúdo 
de umidade, predomínio de linhagens toxigênicas, 
composição do substrato e competição microbiana 
(MARTINEZ et al., 2014). 

Os alimentos e rações podem estar 
contaminados por micotoxinas de forma direta ou 
indireta. A contaminação indireta ocorre quando um 
ingrediente qualquer foi previamente contaminado por 
um fungo toxigênico, mesmo que este tenha sido 
eliminado durante o processamento, as micotoxinas 
ainda permanecerão no produto final (FREIRE et al., 
2007).  

A pectina é considerada um adsorvente 
orgânico de micotoxinas na indústria de ração. Uma 
vez que, um substrato com ampla capacidade de 
ligação irá assegurar que pelo menos uma fração das 
micotoxinas se tornará não biodisponível e as 
micotoxinas biodisponíveis estarão abaixo do limiar 
de atividade biológica. Ampla capacidade de um 
agente ligante de ligar-se ao substrato irá minimizar o 
potencial de sinergia toxicológica entre as micotoxinas 
(KNOWMYCOTOXINS, 2015; BRASIL, 2009; 
CASTRO, 2014).   

Diante da importância de se conhecer a 
produção de micotoxinas por fungos filamentosos de 
interesse biotecnológico, várias técnicas são utilizadas 
para a determinação da toxina, como os métodos 

qualitativos em placas: ágar coco e vapor de amônia, 
assim como por cromatografias de baixa e alta 
resolução. Diante do exposto, o objetivo desse 
trabalho foi observar o efeito da pectina como 
adsorvente na produção de micotoxinas por 
Aspergillus niger URM3856. 

 
MATERIAL E MÉTODOS 
 

a) Micro-organismo  
O micro-organismo Aspergillus niger URM3856, 

foi obtido da coleção de cultura da Micoteca URM da 
Universidade Federal de Pernambuco e mantido em 
tubos inclinados em óleo mineral e reativados em 
Frascos Erlenmeyers 125mL contendo 50mL de meio 
de cultura composto de pectina 1%, peptona 1%, 
glicose 2% e extrato de levedura 0,3%. O controle foi 
realizado contendo o meio na ausência de pectina. O 
crescimento ocorreu durante 72h, 120 rpm a 30ºC. Os 
esporos foram coletados com a adição de 3 mL de 
solução de NaCl (0,9%) e Tween 80 (0,01% v/v) 
previamente esterilizados. O fungo foi inoculado em 
Erlenmeyers 125mL contendo meio de cultura Czapek 
enriquecido com pectina 1% incubado a 30°C por 7 
dias em estufa. O controle foi inoculado no meio 
Czapek sem adição de pectina. 
 

b) Detecção de produção de micotoxina baseado 
no teste ágar-coco. 

A detecção de aflatoxina produzida por 
Aspergillus niger URM3856 foi determinada 
conforme o método descrito por Lin e Dianese, 
(1976). Utilizou-se o meio Ágar coco (MAC). O meio 
MAC foi preparado com leite de coco (SOCOCO®). O 
pH do meio foi ajustado para 6,9 com NaOH 2 mol/L. 
O meio foi autoclavado por 20 minutos a 120ºC e 
distribuído em placas de Petri estéreis. O centro da 
placa foi inoculado com 5μL de suspensão de esporos 
e incubado em ausência de luz a 30 °C durante 3 e 7 
dias. 

A detecção de aflatoxina foi verificada 
observando-se no reverso da colônia a presença de um 
halo fluorescente azulado a violeta nas placas 
contendo o A. niger URM3856, crescido em meio 
MAC quando submetidos a luz ultravioleta UV-A 
365nm em Câmara escura.  

 
c) Detecção de produção micotoxina baseado no teste 
Vapor de Amônia. 
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A detecção de Ocratoxina ‘A’ foi determinada 
conforme o método proposto por Saito e Machida 
(1999). Foram utilizados os meios MAC (conforme o 
item 2.3), Batata Dextrose Ágar (BDA), e meio YES 
(2% de extrato de levedura, 20% de sacarose e 2% de 
Ágar). Após 3 e 7 dias foram vertidas nas placas 5 mL 
de uma solução hidróxido de amônio (20%). Foi 
observado mudança da coloração no reverso da 
colônia de rosa para vermelho após 10 min de reação 
para o fungo produtor de toxinas. Os ensaios foram 
realizados em triplicata. 

 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Os resultados obtidos para a verificação do efeito 
adsorvente da pectina cítrica sobre a produção de 
aflatoxina por Aspergillus niger URM3856 estão 
representados na Figura 1. Após 3 dias de incubação o 
tratamento controle sem adição de pectina na 
reativação e no repique começou a apresentar uma 
coloração fluorescente azulada no reverso da placa. 
Isto demonstrou que Aspergillus niger URM3856 foi 
produtor de micotoxina. Entretanto o tratamento que 
utilizou pectina cítrica a 1% inibiu a produção de 
aflatoxina (Figura 1A). Isto também foi observado 
após 7 dias de incubação. Aspergillus niger URM3856 
não apresentou aflatoxina no tratamento com adição 
de 1% de pectina cítrica durante o cultivo (Figura 1D). 

Várias substâncias têm sido descritas pela 
literatura como inibidor de micotoxinas, por exemplo, 
cafeína (BUCHANAN e LEWIS, 1984), α e β-
carotenos (NORTON, 1997), biflavanóides 
(SAKUDA et al. 2000), ácido gálico (MAHONEY e 
MOLYNEUX; 2004) e etileno (ROZE et al. 2004), 
dentre outras. Entretanto estudos com pectina cítrica 
se restringem apenas a utilização como aditivos 
alimentares em produtos já contaminados por 
micotoxinas reduzindo a sua absorção pelo trato 
gastrointestinal (VAN SOEST, ROBERTSON e 
LEWIS, 1991; TAMURA et al. 2013).  

Assim, além de ser utilizada como aditivo 
alimentar, na diminuição da biodisponibilidade de 
micotoxinas em alimentos contaminados no trato 
gastrointestinal, a pectina pode também ser utilizada 
para prevenir a contaminação por micotoxinas.  

Como pode ser observado na Figura 1(B) os 
controles apresentaram maior esporulação a medida 
que o tratamento com 1% de pectina praticamente não 
esporulou. De acordo com Calvo et al. (2002) 
metabólitos secundários são comumente associados 
com esporulação dos fungos e que micotoxinas são 

secretados pelas colônias a medida que ocorre a 
esporulação.  

De acordo com a Figura 2, Aspergillus niger 
URM3856 não é produtor de ocrotoxina ‘A’, pois não 
apresentou coloração avermelhada após reação com a 
solução de amônia 20% em 7 dias de incubação. 
Segundo Maziero e Bersot (2010) diferentes espécies 
de fungos podem produzir um mesmo tipo de 
micotoxina, como também, uma única espécie de 
fungo pode produzir mais de um tipo de toxina. 
Perrone et al. (2006), Esteban et al. (2014) e Tjamos et 
al. (2004) verificaram que várias cepas de Aspergillus 

niger são produtoras de ocratoxina A. Algumas 
espécies do gênero Aspergillus podem não produzir 
aflatoxina e ocratoxina simultaneamente. 

Fraga et al. (2007) estudaram a produção de 
aflatoxinas e ocratoxinas por 5 espécies de 
Aspergillus, e observaram que Aspergillus candidus, 

Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus e 

Aspergillus chevalieri, produziram apenas aflatoxinas 
enquanto que o Aspergillus melleus expressou apenas 
ocratoxina. Igualmente encontrado por este trabalho. 

 

 
Figura 1. Produção de aflatoxina por Aspergillus niger 

URM3856. (A) verificação após 3 dias de incubação sob 
raios UV, (B) controle após 3 dias, (C) teste com 1% de 

pectina após 3 dias. (D) verificação após 7 dias de incubação 
sob raios UV, (E) controle após 7 dias, (F) teste com 1% de 

pectina após 7 dias  
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Figura 2. Produção de ocratoxina ‘A’ por Aspergillus niger 
URM3856. (A) verificação após 3 dias de incubação e (B) 

após 7 dias de incubação a 30ºC 

 
Quando Aspergillus niger URM3856 foi 

inoculado novamente no meio Czapek com pectina 
1% para a produção de micotoxina, foi observado a 
presença da toxina como mostra a Figura 3. 

Isso mostrou que o micro-organismo ainda 
produziu a aflatoxina, entretanto, o meio contendo 
pectina cítrica diminuiu sua biodisponibilidade no 
meio. Produção de aflatoxinas é grandemente afetada 
pela identidade e concentração de fontes de carbono 
disponíveis (LUCHESE e HARRIGAN, 1993). 

Segundo Holmes, Boston e Payne (2008) a 
maioria dos inibidores da biossíntese aflatoxina atua 
em um dos três níveis: alteram o ambiente fisiológico 
ou outras entradas de sinalização percebidas pelo 
fungo, interferem nas redes de transdução de sinal de 
regulação e expressão do gene a montante da 
biossíntese de aflatoxina, ou bloqueiam a atividade 
enzimática de uma enzima de biossíntese.  

 

 
Figura 3: Segundo teste de presença da aflatoxina 

produzida por Aspergillus niger URM3856. (A e B) 
verificação após 3 dias e (C e D) após 7 dias de 

incubação a 30ºC 
 
CONCLUSÕES 

 
Com os resultados obtidos neste trabalho pôde-se 

observar que o Aspergillus niger URM3856 produziu 
apenas aflatoxina. A pectina cítrica diminuiu a 
produção de aflatoxina, pois não foi detectado a 
micotoxina até o sétimo dia de incubação no meio 
MAC submetido aos raios UV.  Esses resultados 
confirmaram que a pectina cítrica tem função de 
diminuir a produção de micotoxinas por parte do 
micro-organismo. Este trabalho mostrou que a pectina 
cítrica pode ser utilizada para impedir a contaminação 
por micotoxina.  
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