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RESUMO GERAL 

As micotoxinas são metabólitos secundários produzidos por fungos 

filamentosos e podem ser encontrados em diferentes produtos agrícolas. Entre as 

micotoxinas conhecidas atualmente, destaca-se a ocratoxina A, produzida 

principalmente por espécies de Aspergillus e Penicillium, que apresenta 

propriedades nefrotóxicas, teratogênicas e imunotóxicas o que representa um 

sério risco para a saúde humana e animal. A sua presença em qualquer alimento 

ou bebida é indesejável, tanto do ponto de vista da saúde quanto 

economicamente. Neste trabalho, objetivou-se avaliar a taxa de crescimento e a 

produção de ocratoxina A por Aspegillus carbonarius e Aspergillus ochraceus 

em diferentes meios de cultura à base de alimentos e sintético. Foram utilizados 

meios de cultura à base de grãos de café beneficiado, trigo e fubá, os quais 

foram preparados nas seguintes proporções: 30 g de alimento, 20 g de ágar e 

1000 ml de água, e o meio de cultura sintético: Yeast Extract Sucrose Agar 

(YES) e preparados segundo instruções da embalagem. A. carbonarius e A. 

ochraceus foram inoculados nos quatro meios de culturas e incubados em B.O.D 

a 15 °C e 25 °C durante 25 dias. As medições dos diâmetros das colônias foram 

feitas a cada 48 horas para descrição da taxa de crescimento. O screening inicial 

de produção de OTA foi feito, por meio de Cromatografia de Camada Delgada 

(CCD). A quantificação de OTA foi feita por meio de Cromatografia Liquida de 

Alta Eficiência (CLAE) durante três períodos diferentes (5° 15° e 25° dia). As 

medidas de pH foram feitas com fitas de papel quantitativas. A.carbonarius 

abaixou drasticamente os valores de pH dos meios testados, chegando ao valor 

ácido de 2. Todos isolados apresentaram maior taxa de crescimento no meio 

YES a 25 °C, entretanto houve crescimento em todos os meios de cultura nas 

duas temperaturas testadas. O meio de cultura que levou a uma menor taxa de 

crescimento foi o meio à base de milho. O meio que mais induziu a produção de 

OTA foi YES. Em meios de cultura à base de alimentos os isolados de A. 

ochraceus produziram baixas quantidades de OTA, chegando ao máximo de 

0,39µg/g. Entretanto, os isolados de A. carbonarius, produziram quantidades 

bem maiores, destacando-se os isolados CDCA0126 que produziram 29,83µg/g 

a 15° em YES, 13,06 em meio à base de trigo a 15 °C e o isolado CDCA0169 

produziu 8,3µg/g em meio de café a 15 °C. E o isolado CDCA0126 produziu 

5,07 µg/g em meio de café a 25 °C. Portanto, foi possível concluir que diferentes 

condições de temperatura, tempo de incubação e tipo de substrato podem 

influenciar o crescimento fúngico, como a produção de ocratoxina A, e que 

conhecendo as condições favoráveis e desfavoráveis para a síntese de OTA é 

possível minimizar as possibilidades de contaminação dos alimentos. 

 

 

Palavras-chave: Micotoxina. Fungos. Alimentos. 



GENERAL ABSTRACT 

 

Mycotoxins are secondary metabolites produced by different 

filamentous fungiand can be found in different agricultural products. Among the 

currently known mycotoxins, the ochratoxin A stands out, produced mainly by 

species of Aspergillus and Penicillium, which has nephrotoxic, teratogenic and 

immunotoxic properties representing a serious risk to human and animal health. 

Their presence in any food or beverage is undesirable from an economic and 

health point of view. The objective of this study was to evaluate the growth rate 

and production of ochratoxin A by Aspergillus carbonarius and Aspergillus 

ochraceus in different synthetic and food-based culture media. Culture media 

based on green coffee beans and, wheat and corn meal were used, which were 

prepared in the following proportions : 30 g of feed, 20 g of agar and 1000 ml of 

water, and the synthetic culture medium: Yeast Extract Sucrose Agar(YES) 

prepared according to package directions. A. ochraceus and A. carbonarius were 

inoculated in the four culture media and incubated in a chamber at 15 °C and 

25 °C for 25 days. The colony diameter measurements were taken every 48 

hours for growth rate description. The initial screening of OTA production was 

done through Layer Chromatography (TLC). Quantification of OTA was 

performed by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) for three 

different periods (5th to 15th and 25th day). The pH measurements were 

performed by Quantitative test strips. A. carbonarius dramatically lowered the 

pH of the media tested, reaching the acid value of 2. All isolates showed a 

higher growth rate in YES medium at 25 °C, however, there was growth in all 

culture media at both temperatures. The culture medium leading to the lowest 

growth rate was the corn based medium. The medium that most induced the 

production of OTA was YES. In culture media based on the food isolates, A. 

ochraceus produced low amounts of OTA, reaching a maximum of 0.39 mg / g . 

However, isolates of A. carbonarius produced a much higher amount, 

highlighting the CDCA0126 isolates that produced 29.83 mg/g at 15° in YES, 

13.06 in the wheat based at 15 °C and isolate CDCA0169 that produced 8.3μg/g 

in the coffee medium at 15 °C. Isolate CDCA0126 produced 5.07 mg/g in the 

coffee medium at 25 ° C. Therefore, we conclude that different conditions of 

temperature, incubation time and substrate type can influence fungal growth, as 

the production of ochratoxin A, and that knowing the favorable and unfavorable 

conditions for the synthesis of OTA, it is possible to minimize the chances of 

food contamination.  

 

 

Keywords: Mycotoxin. Fungi. Food. 
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CAPÍTULO 1 Introdução Geral 

1 INTRODUÇÃO 

As micotoxinas são produtos do metabolismo secundário de algumas 

espécies de fungos filamentosos e têm atraído as atenções mundiais pelos seus 

efeitos tóxicos em humanos e animais. Sua diversidade estrutural acarreta em 

um complexo diagnóstico dos seus impactos na saúde pública, além do eminente 

risco econômico de alimentos contaminados para os produtores em geral, pois, 

cerca de 25% dos produtos agrícolas, estão contaminados por micotoxinas. Estas 

podem ser encontradas em vários alimentos como: cereais, milho, frutas secas, 

frutas, sementes oleaginosas e especiarias, mas também em produtos de origem 

animal como o leite, ovos e carne, em razão da sua capacidade de permanecer ao 

longo da cadeia alimentar. 

A Ocratoxina A (OTA) é uma micotoxina produzida por diversas 

espécies de fungos filamentosos, especialmente dos gêneros Aspergillus e 

Penicillium que são muito difundidos em diferentes produtos agrícolas, e têm 

uma importante peculiaridade que é resistência a altas temperaturas durante seu 

processamento. Dentre as ocratoxinas a OTA é mais potente e mais relevante no 

aspecto nocivo à saúde, isso se deve as suas propriedades carcinogênicas, 

nefrotóxicas, teratogênicas, imunotóxicas e neurotóxicas. 

Apesar dos aprimoramentos nas técnicas de produção e de 

armazenagem, não é possível impedir completamente o desenvolvimento 

fúngico nos alimentos, consequentemente, a ocratoxina A não pode ser 

totalmente eliminada. Portanto, devem ser fixados limites tão baixos quanto 

razoáveis, determinados por órgãos responsáveis, para que os alimentos possam 

ser consumidos com baixo risco à saúde. 
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O crescimento fúngico e subsequente produção de OTA estão ligados a 

diversos fatores, os quais incluem a temperatura, umidade durante a colheita, a 

secagem, atividade de água do alimento e o armazenamento dos produtos.  

Os métodos de análise, cada dia mais, têm demonstrado agilidade e 

eficácia nos resultados, não só em alimentos e produtos animais, como também 

preparados laboratoriais como meios de cultura à base de alimentos utilizados 

para crescimento de fungos ocratoxigênicos, os quais podem ser cultivados em 

condições físicas e químicas extremamente controladas. 

No Brasil, há necessidade de mais estudos sobre a produção de 

ocratoxina A em alimentos, principalmente em grãos, nos quais os fungos 

apresentam alta taxa de crescimento e potencial produção de OTA, em 

decorrência dos fatores favoráveis como a atividade de água reduzida.  

Os estudos sobre produção de micotoxinas por espécies ocratoxigênicas 

em meios de cultura baseada em alimentos podem ajudar a estimar a quantidade 

de OTA em alimentos em condições ambientais favoráveis aos fungos. Dessa 

forma, neste trabalho, objetivou-se estudar o crescimento e produção de OTA 

pelas espécies Aspergillus carbonarius e Aspergillus ochraceus nos meios de 

cultura à base de grãos de café beneficiado, trigo, milho e um meio de cultura 

padrão sintético: Yeast Extract Sucrose Agar (YES). 

A dissertação apresenta-se dividida em dois capítulos, sendo o Capítulo 

1 uma revisão bibliográfica, na qual, são abordados os seguintes temas: 

Importância de fungos toxigênicos em alimentos; Fatores envolvidos no 

desenvolvimento de fungos toxigênicos em alimentos; Micotoxinas, Ocratoxina 

A em alimentos e bebidas; Ocratoxina em milho; Ocratoxina em trigo; 

Ocratoxina em café e Técnicas de estudo do desenvolvimento de fungos 

toxigênicos e produção de ocratoxina. 

No Capítulo 2, avalia-se o crescimento fúngico e a quantificação de 

ocratoxina A por Aspegillus carbonarius e Aspergillus ochraceus em diferentes 
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meios de cultura à base de grãos de café beneficiado, trigo, milho e um meio de 

cultura padrão sintético: Yeast Extract Sucrose Agar (YES), em detrimento do 

tempo e temperatura. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Importâncias de fungos toxigênicos em alimentos 

Existem mais de 80 espécies micotoxigênicas, que podem produzir mais 

de 300 diferentes estruturas de micotoxinas, sendo que algumas espécies são 

capazes de produzir mais de um tipo e podem ser encontradas simultaneamente 

em um único produto (CARDOSO FILHO, 2012). 

O crescimento de fungos filamentosos nos alimentos pode resultar na 

produção de micotoxinas, que podem causar uma variedade de efeitos adversos, 

em seres humanos, a partir de respostas alérgicas, de imunossupressão e câncer 

(ZAIN, 2011). De acordo com Smith et al. (2006), cinco grupos de micotoxinas 

são importantes para a saúde humana em todo o mundo: ocratoxina A, 

aflatoxinas, fumonisinas, certos tricotecenos e zearalenona.  

Essas toxinas são produzidas por apenas um pequeno número de 

espécies de fungos, em uma gama limitada de produtos. A ocratoxina A é uma 

toxina cancerígena, e pode causar câncer do trato urinário e renal. Ela é 

produzida por Penicillium verrucosum em grãos de cereais em climas frios 

(PITT, 1987), e por A. carbonarius em uvas, vinhos (TERRA, 2013), e por A. 

ochraceus, por vezes, nos grãos de café (OLIVEIRA, 2012). 

As aflatoxinas também são potentes agentes cancerígenos, produzidas 

por Aspergillus flavus e A. parasiticus em amendoim, milho e sementes 

oleaginosas, além disso, as aflatoxinas , quando em associação com o vírus da 

hepatite B, são responsáveis por milhares mortes por ano, principalmente em 

países tropicais não industrializados (PERRONE et al., 2014; EZEKIEL et al., 

2013).  
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As fumonisinas, que podem causar câncer esofágico, são formadas por 

Fusarium moniliforme e F. proliferatum, mas somente no milho 

(FERROCHIOA et al., 2013).         

Tricotecenos são altamente imunossupressores e zearalenona provoca 

efeitos estrogênicos, ambos são produzidos por F. graminearum e espécies afins 

(PINTO; PATRIARCA; POSE, 2013). Relatórios correntes provavelmente 

subestimam o efeito de micotoxinas como uma causa de mortalidade humana 

(PITT, 2000). 

Essas toxinas vêm causando grandes epidemias no homem e animais há 

centenas de anos. As epidemias mais importantes foram: ergotismo, que matou 

centenas de milhares de pessoas na Europa no último milênio. Aleucia tóxica 

alimentar (ATA), que foi responsável pela morte de pelo menos 100 mil pessoas 

russas entre 1942 e 1948. Intoxicação pelos fungos do gênero Stachybotry, 

matou dezenas de milhares de cavalos no URSS na década de 1930. E 

aflatoxicose, que matou 100 mil filhotes de perus no Reino Unido em 1960 e 

causou a morte e a doença em outros animais (STEVENS et al., 1960; 

MERHOFF; PORTER, 1974; PERAICA et al., 1999; KUHN; GHANNOUM, 

2003). 

As micotoxicoses são causadoras de diversos surtos por todo o mundo, 

um dos exemplos mais recentes ocorreu em 2004, no Quênia, onde uma 

aflatoxicose que pode ser produzida por Aspergillus flavus, Aspergillus nomius e 

Aspergillus parasiticus levou à morte de mais de 120 vítimas (MUTURE; 

OGANA, 2005). 

Diferentes autores estudaram espécies de Aspergillus e encontram um 

alto potencial toxigênico desse gênero em alimentos, como é possível observar 

na Tabela 1. 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ghannoum%20MA%5Bauth%5D
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Tabela 1 Potencial toxigênico das principais espécies de Aspergillus que 

contaminas alimentos 

Espécies Micotoxinas Referências 

A. aculeatus Ácido itacónico B, D e F (ANTIA et al., 2011) 
A. candidus Ácido Kojico, candidulina, 

terfenilina, 

Xantoacina 

(HUE et al., 2013) 

A. clavatus       Citochalasina E, patulina, 

ascladiol, clavatol, 

triptoquivalinas  

(SNINI et al., 2014) 

(GNIADEK et al., 1012) 

A. carbonarius  Ocratoxina A (GARCIA-CELA et al., 

2011) 

(CRESPO-SEMPERE et al., 

2013) 

A. carneus Citrinina (TEIXEIRA et al., 2012) 

A. flavus         Aflatoxina B1 e B2, 

ácido aspergilico, ácido 

ciclopiazonico, Ácido Kójico, 

ácido 3-nitropropionico, 

paspalininas 

(AMAIKEL e KELLER., 

2011) 

A. fumigatus Fumitremorginas A e C, 

gliotoxinas 

fumigaclavinas, fumitoxinas, 

fumigatinas, fumagilinas, 

triptoquivalinas 

(BRUNS et al., 2010) 

(PENA et al., 2010) 

A. niger         Ocratoxinas, malforminas, 

naptoquinonas, fumonisina B2 

(SOARES et al., 2013) 

A. nomius        Aflatoxinas B e G, ácido 

aspergílico, ácido kójico 

(OLSEN et al., 2013) 

A. ochraceus      Ocratoxinas, ácido penicílico, 

ácido kójico, A, xantomegnina 

(HARRIS e MANTLE, 

2001) 

A. oryzae        Ácido ciclopiazônico, ácido 

kójico 

(BARBESGAARD et al., 

1992) 

A. parasiticus     Aflatoxina B e G, ácido 

aspegílico 

Aflavininas 

(DORNEL et al., 1984) 

A. tamarii        Ácido ciclopiazônico, ácido 

kójico 

(GOTO et al 1996) 

(TAMANO et al., 2013) 

A. terreus         Citrinina, patulina, citreoviridina,   

mevinolina, ácido terreico 

(GRESSLER et al 2011) 
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2.2 Fatores envolvidos no desenvolvimento de fungos toxigênicos em 

alimentos  

O crescimento de fungos e consequente produção de OTA são 

determinados por uma ampla gama de parâmetros, classificados em físicas, 

químicas e biológicas, e por interações que envolvem esses fatores (NIELSEN, 

2003). A biossíntese de OTA pode ser influenciada por fatores intrínsecos 

ecofisiológicos, tais como umidade, pH, e a composição do substrato, bem como 

fatores extrínsecos, tais como a temperatura. A flora endógena competitiva 

própria dos alimentos também é um fator contribuinte. Além disso, as espécies 

de Aspergillus são capazes de crescer numa variedade de climas e produtos 

alimentares e este pode oferecer uma explicação adequada para a prevalência a 

nível mundial do OTA (JORGENSEN, 2005). 

Os fatores ambientais, como temperatura, esgotamento de nitrogênio, 

condições de pH, quando diferentes daqueles considerados adequados para o 

desenvolvimento do fungo, podem desencadear a produção de metabólitos, 

secundários (SAGARAM; KOLOMIETS; SHIM, 2006). Em condições de 

estresse, as vias de sinalização induzem, certamente, a produção de micotoxina 

(CHOI et al., 2008; KOHUT et al., 2009). Portanto, entender os efeitos desses 

fatores pode auxiliar na redução de micotoxinas, tanto no campo e durante o 

armazenamento. 

O crescimento de fungos e produção de OTA são marcadamente 

influenciados por diferentes fatores ambientais, os dois mais importante a 

disponibilidade de água (atividade de água) e temperatura que influenciam a 

germinação, crescimento e esporulação (MAGAN et al., 2003). 

Cada estirpe fúngica tem sua peculiaridade fisiológica e, 

consequentemente, diferentes habitats. A água disponível e a temperatura são 
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muito importantes, pois condicionam o crescimento e produção de OTA 

(PARDO et al., 2005). 

Estudos de Lasram et al. (2010), demonstram que tanto o crescimento 

quanto a produção de OTA por Aspergillus carbonarius isolados de uvas 

apresentou atividade de água ótima de 0,99. A produção máxima de toxina 

ocorreu entre 15 a 25° C e a taxa de crescimento diminuiu significativamente (P 

< 0,05) na temperatura de 37 °C e quantidades significativas de OTA foram 

produzidos após apenas 5 dias de incubação. 

Diversas substâncias podem interferir na produção de OTA. A adição de 

ácido hidroperoxioctadecenóico (HPODE) ao meio de cultura aumenta a síntese 

OTA em Aspergillus ochraceus (REVERBERI et al., 2010). Resveratrol, um 

antioxidante natural presente em frutas vermelhas e vinho, inibe as enzimas da 

lipoxigenase e da ciclooxigenase e, por sua vez, também inibe a biossíntese de 

OTA  por A. ochraceus (FANELLI et al., 2004). 

Um importante modulador sobre os níveis de ocratoxina A são os fatores 

nutricionais. Diferentes fontes de carbono, incluindo glicose, sacarose, maltose, 

galactose, xilose e glicerol são capazes de reprimir a produção de OTA por 

Aspegillus ochraceus, em contraste, lactose parece induzir a sua produção. 

Diferentes fontes de nitrogênio também afetam a produção de OTA, o cloreto de 

amônio reduz significativamente a produção de OTA, enquanto fontes de 

nitrogênio orgânico, como ureia e aminoácidos, incluindo fenilalanina, lisina, 

glutamina e prolina, induzem à produção de OTA (ABBAS; VALEZ; 

DOBSON, 2009). 

Além dos fatores ambientais e nutricionais, outros tipos de controles 

podem ser empregados para minimizar os impactos causados pela contaminação 

fúngica e consequente produção de micotoxinas. O controle de pré-colheita de 

fungos toxigênicos trata-se de controle eficiente, que inclui práticas 

agrotécnicas, tratamentos com fungicidas, métodos de controle biológico, 



23 

 

sistemas integrados de gestão e de engenharia genética (TÓTH et al., 2008) e 

melhoramento para resistência da planta hospedeira (VELMOUROUGANE; 

BHAT; GOPINANDHAN, 2010). Estratégias de controle pós-colheita incluem a 

manutenção de níveis elevados de CO2 (~75%) em lotes de grãos parcialmente 

secas ou o uso de óleos essenciais e de antioxidantes. A mais eficiente prevenção 

de micotoxinas, manejo pós-colheita de hoje, é manter boas condições de 

armazenamento em paralelo com os sistemas de controle adequados para 

detectar qualquer aparecimento de deterioração (HORNOK, 2011). 

2.3 Micotoxinas 

As micotoxinas são metabólitos secundários de fungos com baixo peso 

molecular e com estruturas químicas adequadas para causar uma variedade de 

efeitos tóxicos em seres humanos e animais (BENNETT; KLICH, 2003). O 

termo micotoxina deriva da palavra grega Mikes que significa fungo e da 

palavra latina Toxicum, que significa veneno, ou seja, micotoxina é a toxina 

produzida por fungos (SCUSSEL, 1998). 

Alguns desses compostos podem ser cancerígenos, citotóxicos, 

estrogênicos, imunossupressores, mutagênicos, nefrotóxicos e teratogênicos. Em 

caso de ingestão, podem causar distúrbios graves, incluindo alimentar tóxico 

aleukia (ATA), diarréia, câncer do esôfago, ciclo estral irregular, distúrbios do 

sistema nervoso, edema pulmonar e vômitos (WINDELS, 2000; HORNOK, 

2011). 

 Uma grande variedade de fungos filamentosos, sob condições 

apropriadas (tais como umidade e temperatura), podem causar enormes perdas 

econômicas anuais para o comércio de grãos e comercialização de alimentos e 

rações (WU, 2006).  
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As condições climáticas de um país determinam, em grande parte, as 

classes de fungos que irão crescer e os tipos de micotoxinas que podem produzir 

(PATERSON; LIMA, 2010). No Brasil, existem condições propícias para o 

crescimento de todo tipo de fungos produtores de micotoxinas (MAZIERO; 

BERSOT, 2010). 

Há muitas décadas, foi reconhecido que a contaminação de culturas 

agrícolas por fungos pode ser fonte de problemas de saúde em humanos e 

animais (Tabela 2), entretanto as ações e sintomas foram anotados há mais de 

dois milênios (CAMPBELL, 1996). 

 

Tabela 2 Micotoxina mais relevantes para a segurança alimentar produzidas 

por diferentes gêneros de fungos filamentosos. 

Gênero   Micotoxinas 

Alternaria  Ácido tinuazônico, alternariol, alternariol metil-éter  

Aspergillus Aflatoxina B1,G, M, ocratoxina A, esterigmatocistina, 

ácido clicopiazônico  

 

Claviceps  Ergo-alcalóides 

Fusarium Desoxinivalenol, nivalenol, zearalenona, toxina T-2, 

diacetoxiscirpenol, fermonisinas, moniliformina 

 

Penicillium Patulina, ocratoxina A, citrina, penitrinina A, ácido 

clicopiaz 

Fonte: ABRUNHOSA (2008) 

 

O risco de contaminação por micotoxinas surge no campo, onde as 

plantas são sensíveis à infecção com fungos potencialmente toxigênicos. 

Durante a maturação, os tecidos da planta entram num estado senescente, seus 

declínios de resistência basais e parasitas ou mesmo saprófitas pode dar início à 

colonização. Sob condições ambientais favoráveis a invasão por fungos 

toxigênicos torna-se mais grave. A colonização por fungos prossegue durante o 
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armazenamento, especialmente se os produtos vegetais, alimentos e rações que 

são armazenados em condições quentes e úmidas ou os produtos são 

inadequadamente secos (Tabela 3) (HORNOK, 2011). 

Estima-se que, cerca de 25% de toda produção anual de grão esteja 

afetada pela presença de micotoxinas, acarretando em eminente risco de 

problemas de saúde associado à ingestão de produtos contaminados (LAWLOR; 

LYNCH, 2001). 
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Tabela 3 Principais toxinas encontradas em produtos agroalimentares 

Produto agrícola   Micotoxinas                                         Referências 

Amendoins Aflatoxina, ácido clicopiazônico                                   (SANTOS et al., 2001) 

 

Café Ocratoxina A, esterigmatocistina                                 (OUETHRAVIA et al., 2013)            

                             (VERSILOVSKIS et al., 2010)

         

Carnes e ovos             Patulina, citrinina, ocratoxina A, ácido clicopiazônico                           (LUI et al., 2011) 

                       (FRENICH et al., 2012) 

 

Cereais                   Desoxinivalenol, nivalenol, zearalenona, ácido fumonisinas,     (KOBAYASTI e PIRES., 2011) 

            ocratoxina A, citrinina, esterigmatocistina                  (DUARTE et al., 2010) 

 

Figos                                Ocratoxina A                                                                    (HEPERKAN et al., 2012) 

 

Maçãs                             Patulina, citrinina                                  (RAIOLA et al., 2012) 

                            (YANG et al., 2014) 

 

Milho                             Aflatoxina, fumanisinas, citrinina, octaroxina A                MAGNOLI et al., 2007) 

 

Produtos lácteos            Aflatoxina M1 e M2, zearalenona, ocratoxina A          (SIGNORINIA et al., 2012) 

                   (BELTRANA et al.,2011)   

 

Uvas passas e vinhos      Ocratoxina A                                                 (COVARELLIA et al., 2012)
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Embora a produção de micotoxinas dependa do metabolismo secundário 

dos fungos, isso não implica, necessariamente, que o alimento contendo fungos 

também tenha a presença de micotoxina. Assim como um alimento determinado, 

possuidor de micotoxinas, pode não conter mais o fungo produtor, uma vez que 

esses apresentam uma viabilidade muito menor, dependendo de condições 

favoráveis, enquanto as micotoxinas são de difícil degradação (ABRUNHOSA, 

2008).  

Segundo Reverberi et al. (2010), o papel de metabólitos secundários 

nem sempre é claro, e é evidente que ainda só é possível explicar apenas casos 

específicos e interações específicas, em vez de a complexidade e diversidade do 

fenômeno como um todo. No entanto, sabe-se que o estresse oxidativo 

desempenha um papel fundamental, levando a ideia da "Teoria do estresse 

oxidativo da biossíntese de micotoxinas", similar para a "teoria dos radicais 

livres do envelhecimento", apresentando que o estresse oxidativo promove um 

processo de diferenciação em fungos, metabólitos secundários, tais como 

micotoxinas, fazem parte do processo de diferenciação e o estresse oxidativo 

promove o metabolismo secundário. 

Em 18 de fevereiro de 2011, foi aprovado pela Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA), o Regulamento Técnico sobre limites máximos 

tolerados (LMT) para micotoxinas em alimentos. Esse regulamento possui o 

objetivo de estabelecer os limites máximos para aflatoxinas 

(AFB1+AFB2+AFG1+AFG2 e AFM1), ocratoxina A (OTA), desoxinivalenol 

(DON), fumonisinas (FB1 + FB2), patulina (PAT) e zearalenona (ZON) 

admissíveis em alimentos prontos para oferta ao consumidor e em matérias- 

primas (AGÊNCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITÁRIA, 2011). 
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2.4 Ocratoxina A em alimentos e bebidas 

Ocratoxina A [7 - (L-β-phenylalanylcarbonyl)-carboxi-5-cloro-8-

hidroxi-3, 4-di-hidro-3R-metil-isocumarin, OTA] (Figura 1), é uma micotoxina 

contaminante de alimento comum que entra no corpo humano através do 

consumo de alimentos contaminados. Após a ingestão, leva a imunossupressão e 

imunotoxicidade. OTA tem sido conhecida por produzir atividade nefrotóxico, 

teratogênico e carcinogênico (via dano oxidativo ao DNA) em várias espécies 

(KAUSHIK et al., 2013). Segundo Marin (2005), as ocratoxinas apresentam um 

grupo de sete derivados de isocumarina ligados a uma amina que, por sua vez, 

está unida a um grupo β-fenilalanina. 

 

 

Figura 1 Estrutura química da ocratoxina A 

Fonte: Anli e Alkis (2010), modificada 

 

Foi descoberta como um metabólito secundário de Aspergillus 

ochraceus, em 1965 , durante um grande estudo sobre metabólitos fúngicos que 

foi projetado especificamente para identificar novas micotoxinas (VAN DER 

MERWE et al., 1965). 
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Ocratoxina A tem atraído muita atenção por causa de sua abundância e 

toxicidade. OTA é produzida por dois principais gêneros de fungos filamentosos 

Aspergillus e Penicillium, que crescem em uma variedade de produtos 

alimentares. Além disso, a redução dos níveis de OTA em alimentos não é 

simples, porque é muito resistente aos procedimentos de preparação de 

alimentos como fermentação e cozimento (BOUDRA; BARS; BARS, 1995). 

Além disso, OTA é uma micotoxina com propriedades nefrotóxica, 

teratogênica e imunotóxica o que representa um sério risco para a saúde humana 

e animal. Aspergillus carbonarius é considerada a principal espécie de fungo 

produtora de OTA nas uvas e nos produtos tais como passas, vinho ou sucos, 

embora também tenham sido isolado a partir de café, cacau e cereais (CRESPO-

SEMPERE et al., 2013; TERRA et al., 2013; CABAÑES et al., 2002). 

Aspergillus ochraceus também aparece como grande produtor e é isolado, 

principalmente, de grãos de café (OLIVEIRA, 2012). 

Um estudo recente descobriu que a OTA desencadeia a apoptose, pela 

ativação de uma via dependente de mitocôndria. OTA induz a apoptose, por 

elevar a produção de ERO, causando um potencial transmembranas 

mitocondrial, que pode ser perdido através da abertura dos poros das 

mitocondrias, desencadeando a liberação de citocromo c, e pela ativação de 

caspase (BOUAZIZ et al., 2011). 

Segundo Hsuuw, Chan e Yu (2013), blastocistos expostos a OTA in 

vitro,quando implantados em camundongos causa efeitos citotóxicos, levando ao 

aumento significativo do nível de apoptose e uma redução no número total de 

células, além disso, retarda o desenvolvimento precoce pós-implantação. 

Estudos feitos com a deleção dos genes de fatores de transcrição veA e 

laeA, mostram que há uma redução drástica na produção de conídio, a redução 

chegou a 87,5% dos cultivos no escuro. A. carbonarius demonstrou uma ligeira 

diferença no crescimento vegetativo, mas uma forte redução na produção de 
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conídios. A produção de OTA também foi avaliada e houve uma variação 68,5-

99,4 % em mutantes nulos de veA e laeA, se comparados a estirpes selvagens. 

Tais resultados sugerem que veA e laeA têm um importante papel regulador na 

produção de conidios e biossíntese de OTA, em resposta à luz em A. 

carbonarius (CRESPO-SEMPERE et al., 2013). 

2.5 Ocratoxina A em trigo 

Apesar da grande importância do trigo como o principal alimento na 

dieta diária de muitas pessoas em todo o mundo, são relativamente poucos os 

estudos feitos sobre a estabilidade da OTA (TROMBETE et al., 2013). Depois 

da colheita, o trigo é submetido a vários processos tecnológicos e o principal são 

as temperaturas, inclusive durante o preparo de alimentos pela população.  

Segundo Boudra, Bars e Bars (1995), a presença de água (50 %) 

aumentou a decomposição de OTA em trigo entre 100 e 150 °C; o oposto era 

observado a 200 °C. A destruição completa da OTA dentro dos limites do estudo 

(100 a 250 °C) não foi obtida, demonstrando, assim a alta estabilidade da OTA 

mesmo em elevadas temperaturas. 

Estudo semelhante realizado em 2004, quando a estabilidade de 

ocratoxina A durante a extrusão de farinha de trigo integral foi examinada, 

usando equipamento em escala piloto. Os fatores analisados foram temperatura, 

umidade, velocidade do parafuso e tempo de residência. Ocratoxina A foi 

parcialmente estável, aumentando sua degradação com aumento da temperatura 

e teor de umidade. No entanto, mesmo sob as mais severas condições 

susceptíveis a serem utilizadas na prática comercial, a perda máxima não foi 

superior a 40%, com um tempo de residência de cerca de 40 segundos 

(SCUDAMORE; BANKS; GUY, 2004). Portanto, a OTA pode sobreviver a 

muitos procedimentos típicos de processamento de alimentos, e tem sido 
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relatada no pão feito de trigo contaminado, por exemplo (SCUDAMORE; 

BANKS; MACDONALD, 2003). 

Estudos feitos com farinhas de trigo provenientes de Chapecó (SC), 

Brasil, em agosto de 2008, demostraram que a produção de OTA ficou abaixo 

do limite estipulado pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (2011) de  

10 µg / kg, assim como o da Comissão Europeia, que estabeleceu um limite 

máximo de 5 µg / kg para grãos de cereais crus e 3 µg / kg para todos os 

produtos derivados de cereais (BAZIN; NABAIS; LOPEZ-FERBER, 2010., 

TEIXEIRA et al., 2010; AGÊNCIA NACIONAL DE VIGILÂNCIA 

SANITÁRIA, 2011). Entretanto, em grãos de trigo analisados na Índia constatou 

que 26 % das amostras excediam o nível de OTA sugerida pela União Europeia 

(KUMAR et al., 2012). 

2.6 Ocratoxina A em milho 

O milho (Zea mays) apresenta diferentes variedades e se adapta a 

diversos climas e condições de temperatura, umidade, e precipitação, por essa 

razão, o milho é um produto cultivado em escala mundial e é usado tanto para 

alimentação de animais e humanos (JIMENES et al., 1985). Geralmente, a 

contaminação dos grãos e seus derivados ocorrem em três momentos distintos: 

pré-colheita, pós-colheita e armazenamento. Muitos estudos têm sido realizados 

para analisar a deterioração de ração de milho armazenado, causada pela 

contaminação de fungos, entretanto há poucas informações sobre a micoflora do 

milho na pré-colheita. 

O milho é um cereal, em que diferentes micotoxinas têm sido 

encontradas, por exemplo, aflatoxina, ocratoxina A, fumonisinas, zearalenona, 

deoxinivalenol e outros tricotecenos relacionados (SCUDAMORE; PATEL, 

2000). A ocratoxina A normalmente é encontrada na pós-colheita do milho, 
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podendo ser encontrada também na pré-colheita e na colheita (FERREIRA, 

2011). Entretanto, grãos colhidos no campo sem a toxina, quando armazenados 

com umidade abaixo de 15%, podem ser preservados da contaminação (MOLIN, 

1999). 

Ocratoxina A já foi detectada em amostras de farinha de milho 

provenientes da Romênia, Espanha, Colômbia e Equador e em grão para pipoca 

da França, Espanha, Argentina e EUA. A concentração de OTA nessas amostras 

variou 0,79-1,71 µg / kg (ALBORCH et al., 2012). 

Micobiota predominante, tendo em conta as suas ocorrências e 

abundância em milho, tem como elementos principais: Aspergillus spp., 

Penicillium spp., Mucorales, Cladosporium spp., Fusarium spp. e leveduras 

(ALBORCH et al., 2012) e o processo de moagem pode interferir nas diferentes 

micoxinas existentes no milho (BURGER, 2013). 

2.7 Ocratoxina A em café 

Desde meados da década de 70, estudos vêm sendo feitos para entender 

a contaminação de café verde por fungos ocratoxigênico (LEVI; TRENK; 

MOHR, 1974). Estudos concluíram que A. ochraceus, A. carbonarius e A. niger 

são os responsáveis pela ocorrência de OTA em café, embora A. ochraceus 

tenha sido focalizado na maioria dos estudos (URBANO et al., 2001). 

A contaminação comercial por OTA em cafés embalados é muito 

comum, apesar do fato de que, uma parte da OTA produzida é destruída durante 

a torração (OLIVEIRA, 2012). No Reino Unido, cerca de 80% dos cafés 

instantâneos amostrados, continham até 8 μg / kg o que excede ao atual limite 

estipulado pela União Europeia que é de 5,0 μg / kg (BAYMAN; AKER, 2006). 

http://www-sciencedirect-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0740002012000962
http://www-sciencedirect-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0740002012000962
http://www-sciencedirect-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0740002012000962
http://www-sciencedirect-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0740002012000962
http://www-sciencedirect-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/journal/07400020
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No Brasil, cerca de 63%, 31% e 3% das amostras de café pesquisadas 

em um estudo estavam contaminadas com A. niger , A. ochraceus, e A. 

carbonarius , respectivamente (TANIWAKI et al., 2003). 

Segundo Batista et al. (2009) a maior incidência de fungos filamentosos 

foi observada no café de varrição e amostras de café boia. As espécies 

Aspergillus ochraceus, Aspergillus sulphureus e Aspergillus sclerotiorum foram 

produtoras de ocratoxina A. Em 44% das amostras não foi detectado OTA, no 

entanto, em 31% a ocratoxina A foi detectada em níveis de 0,1-5,0 ug / kg. 

Outras amostras, representando 25%, apresentaram contaminação acima de  

5,0 mg / Kg . 

Durante a torração dos grãos de café, os níveis de OTA são reduzidos 

drasticamente (ROMANI et al., 2000). O método de preparação do café também 

parece desempenhar um papel fundamental na degradação da OTA. Após a 

preparação, a redução de 49,8% de OTA em café expresso, 32,1% em fabricação 

de cerveja, e de 14,5 % em autogotejamento (OBANOS; GONZÁLEZ-PEÑAS; 

CERAIN 2005). 

As principais espécies produtoras de OTA isoladas de cafés de sistemas 

de cultivo convencional e orgânico do sul de Minas Gerais foram: Aspergillus 

auricoumus, A. ochraceus, A. ostianus, A. niger e A. niger agregado. 

Asperguillus ochraceus correspondeu a 89,55% da produção de OTA. No 

entanto, não houve diferença significativa em relação à presença de 

ocratoxigênicas A. ochraceus entre os sistemas de cultivo, o que sugere que o 

risco de contaminação é semelhante para ambos (REZENDE et al., 2013). 
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2.8 Técnicas de estudo e detecção do desenvolvimento de fungos toxigênicos 

e produção de ocratoxina  

Nem todas as estirpes de uma dada espécie são capaz de produzir 

micotoxinas, e se tratando de culturas puras a produção de micotoxinas é 

bastante consistente, desde que usadas as condições ótimas para o crescimento 

da espécie em estudo. No entanto, a composição do meio de cultura afeta 

grandemente a produção de micotoxinas pelas estirpes. Portanto, as micotoxinas 

produzidas em cultura pura podem não ser as mesmas produzidas em substratos 

naturais. 

O método de detecção e quantificação através de inoculação de fungos 

em meios de cultura, sejam sintéticos ou à base de alimentos, apresentam 

vantagens em relação ao simples preparo e apresentar alta pureza. Além disso, é 

possível detectar micotoxina em pequenas amostras. 

Para a detecção e quantificação de OTA são, sobretudo, utilizadas 

técnicas cromatográficas como o TLC/ CCD (Thin Layer Chromatography – 

Cromatografia em Camada Delgada) e o HPLC/ CLAE (High Performance 

Liquid Chromatography – Cromatografia Líquida de Alta Eficiência). (BOZZA, 

2010). O CCD ainda é uma técnica muito usada, principalmente para screnning 

de fungos produtores de OTA, entretanto essa técnica vem sendo substituída, 

principalmente por CLAE em razão, essencialmente, da maior sensibilidade, 

precisão e reprodutibilidade, mas, também, em decorrência da possibilidade de 

automação (GILBERT; ANKLAN, 2002). 

O ensaio imunoquímico constitui-se por uma técnica analítica alternativa 

promissora na análise de micotoxinas em alimentos, com ênfase ao ensaio 

imunoenzimático (enzyme linked immunosorbent assay) (ELISA). As vantagens 

consistem na alta sensibilidade das reações imunológicas, capazes de detectar 

concentrações traço de um composto, pouca ou nenhuma necessidade de 
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limpeza, facilidade de operação, além do potencial de utilização no campo 

(VALENTA, 1998). 

Outra técnica recente para a detecção de OTA é espectroscopia por 

infravermelho próximo (NIRS), já é amplamente utilizada na indústria de 

alimentos, principalmente de grãos, para determinar a concentração de OTA nos 

produtos (SINGH et al., 2006). 

Além disso, métodos moleculares para a identificação de fungos 

potencialmente produtores de OTA, também estão sendo utilizados, pois as 

técnicas clássicas para a identificação de fungos ocratoxigênico em alimentos 

exigem o cultivo do microorganismo por 5 a 7 dias, não fornecem indicação da 

biomassa fúngica, são pouco sensíveis e detectam apenas a presença de células 

viáveis (SARTORI et al., 2006). 

Os métodos moleculares são capazes de detectar genes PKS que 

codificam um policetídeo sintetase envolvido na biossíntese de OTA, embora 

toda biossíntese da ocratoxina A ainda não tenha sido desvendada 

(O’CALLAGHAN; CADDICK; DOBSON, 2003).  

Ainda existem técnicas para o desenvolvimento de oligonucleotídeos 

iniciadores para análises de fingerprints (RAPD ou AFLP), capazes de detectar 

sequências específicas e empíricas. As sequências alvo, ditas empíricas, são 

aquelas que não pertencem aos genes da biossíntese de micotoxinas, mas que 

sua presença está associada somente a linhagens ou espécies com capacidade de 

produzir a micotoxina (SARTORI et al., 2006). 
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CAPÍTULO 2  Crescimento de Aspergillus carbonarius e Aspergillus 

ochraceus e produção de ocratoxina a em diferentes meios de 

cultura 

RESUMO 

 

A ocratoxina A (OTA) tem sido frequentemente encontrada como 

contaminante de alimentos, como café e cerais, sendo considerada uma das 

micotoxinas mais prejudiciais para a saúde humana. Nesse contexto, este estudo 

foi realizado com o objetivo de avaliar o crescimento micelial e produção de 

ocratoxina A de três isolados de A.carbonarius e três isolados de A.ochraceus 

em quatro meios de cultura e em diferentes condições de temperatura e tempo de 

incubação. Os seis isolados foram inoculados em meio de cultura à base de grãos 

de café beneficiados, trigo e fubá e no meio sintético YES e incubados a 15 °C e 

25 °C. As medições dos diâmetros das colônias foram feitas a cada 48 horas para 

descrição da taxa de crescimento. O screening inicial de produção de OTA foi 

feito pela Cromatografia de Camada Delgada (CCD). A quantificação de OTA 

foi feita pela Cromatografia Liquida de Alta Eficiência (CLAE), durante três 

dias diferentes (5° 15° e 25° dia). As medidas de pH foram feitas com fitas de 

papel quantitativo. A. carbonarius abaixou drasticamente os valores de pH dos 

meios testados, chegando ao valor ácido de 2. Todos isolados apresentaram 

maior taxa de crescimento no meio YES a 25 °C, entretanto houve crescimento 

em todos os meios de cultura nas duas temperaturas testadas. O meio de cultura 

que levou a uma menor taxa de crescimento foi o meio à base de fubá. O meio 

que mais induziu a produção de OTA foi YES. Em meios de cultura à base de 

alimentos, os isolados de A. ochraceus produziram baixas quantidades de OTA, 

chegando ao máximo de 0,39µg/g. Entretanto, os isolados de A. carbonarius, 

produziram quantidades bem maiores, destacando-se os isolados CDCA0126 

que produziram 29,83µg/g a 15° em YES, 13,06 em meio à base de trigo a 15 °C 

e o isolado CDCA0169 produziu 8,3µg/g em meio de café a 15 °C. E o isolado 

CDCA0126 produziu 5,07 µg/g em meio de café a 25 °C. Portanto, foi possível 

conhecer dentre as condições testadas, quais aquelas mais e menos favoráveis 

para a produção de OTA.  

 

Palavras-chave: Micotoxina. Fungos. Alimentos. 

 



49 

 

ABSTRACT 

 

Ochratoxin A (OTA) has often been found as a contaminant of food, 

such as coffee and cereals and is considered one of the most harmful mycotoxins 

to human health. In this context, this study was conducted to evaluate the 

mycelial growth and production of ochratoxin A from three isolates of 

A.carbonarius and three isolates of A.ochraceus in four culture media and under 

different temperature and incubation time conditions. The six strains were 

inoculated in culture based on processed coffee beans, wheat and corn meal, and 

a synthetic medium, YES, and incubated at 15 and 25 °C. The measurements of 

the diameters of the colonies were made every 48 hours for the growth rate 

description. The initial screening of OTA production was done through Layer 

Chromatography (TLC). OTA quantification was performed by High 

Performance Liquid Chromatography (HPLC) at three different days (5th, 15th 

and 25th day). The pH measurements were performed by quantitative test strip 

paper. A. carbonarius dramatically lowered the pH of the media tested, reaching 

the acid value of 2. All isolates showed a higher growth rate in YES medium at 

25 °C, however, there was growth in all culture media at both temperatures. The 

culture medium that led to the lowest growth rate was the cornmeal based 

medium. The medium that most induced the OTA production was YES. In food 

based culture media the A. ochraceus isolates produced low amounts of OTA, 

reaching a maximum of 0.39 mg/g. However, A. carbonarius isolates produced 

much higher amounts, highlighting the CDCA0126 isolates that produced 29.83 

mg/g at 15° in YES, 13.06 in the wheat based at 15° C and isolate CDCA0169, 

that produced 8,3μg/g in the coffee medium at 15 °C. The CDCA0126 isolate 

produced 5.07 mg/g in the coffee medium at 25 °C. Therefore, it was possible to 

know which, among the tested conditions, were more and less favorable for 

OTA production. 

 

 

Keywords: Mycotoxin. Fungi. Food. 
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1 INTRODUÇÃO 

A incidência de fungos filamentos toxigênicos em alimentos está 

diretamente relacionada a intoxicações agudas graves, mas, na maioria das 

vezes, com efeitos crônicos, o que exige uma atenção maior com a qualidade de 

alimentos e bebidas, principalmente aquelas com alto potencial de contaminação 

como, por exemplo, cereais e café. 

As micotoxinas são, em grande maioria, citotóxicas, resultando na 

ruptura de membranas celulares e outras estruturas, ou interferindo em processos 

vitais como síntese proteica, de RNA ou DNA. São muito estáveis ao calor, 

entretanto sensíveis aos raios UV. 

Ocratoxina A (OTA) é uma micotoxina sintetizada, principalmente, por 

espécies dos gêneros Aspergillus e Penicillium. Além de sua marcada 

nefrotoxicidade, a ocratoxina A demonstra propriedades hepatotóxicas, 

teratogênicas, carcinogênicas e imunossupressoras. 

Em grãos de café, a contaminação ocorre, principalmente, na fase de 

colheita e secagem dos grãos, onde o contato prolongado com o solo favorece a 

contaminação fúngica e a produção de OTA. Entretanto, outros fatores podem 

influenciar a síntese de OTA como, por exemplo, fatores intrínsecos como, a 

atividade de água. Milho e trigo são grãos comumente contaminados durante o 

armazenamento, quando as condições são de alta umidade. 

O uso de boas técnicas agrícolas de cultivo e manejo no campo que 

possam minimizar o crescimento fúngico nos alimentos é um fator importante na 

fase de pré-colheita, assim como o armazenamento correto com temperatura, 

umidade e outros parâmetros que possam ser controlados para inviabilizar a 

contaminação na pós-colheita. 

No Brasil, há necessidade de mais estudos sobre as condições 

especificas do desenvolvimento de fungos toxigênicos capazes de produzir 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Membrana_plasm%C3%A1tica
http://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADntese_prot%C3%A9ica
http://pt.wikipedia.org/wiki/RNA
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_desoxirribonucleico
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_desoxirribonucleico
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OTA, levando em consideração a gama de substratos passíveis de contaminação 

e a grande diversidade climática das áreas agrícolas. Desse modo, no presente 

estudo, objetivou-se avaliar as condições necessárias para a síntese de OTA por 

Aspergillus carbonarius e Aspegillus ochraceus e também sua concentração em 

diferentes meios de cultura à base de alimentos.  
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Local de estudo 

O presente trabalho foi realizado no Laboratório de Micotoxina e 

Micologia de Alimentos- DCA, situado no Campus da Universidade Federal de 

Lavras – UFLA, Lavras, MG. 

2.2 Obtenção de microrganismos  

Seis isolados fúngicos foram utilizados no estudo (Tabela 1), cedidos 

pela Coleção de Cultura do Departamento de Ciências dos Alimentos (CCDCA), 

os quais se encontravam armazenados pelo método de congelamento em freezer 

-80 °C. Os fungos foram isolados recentes de uva e café. As descrições do 

isolados encontram-se a seguir: 

 

Tabela 1 Relação de microrganismos utilizados para avaliação da produção de 

ocratoxina A 

Código        Origem  Espécie 

CDCA0169        Uva  Aspergillus carbonarius  

CDCA0170        Uva  Aspergillus carbonarius 

CDCA0126        Uva  Aspergillus carbonarius 

CDCA0151        Café  Aspergillus ochraceus 

CDCA0153  Café  Aspergillus ochraceus 

CDCA0162        Café  Aspergillus ochraceus 
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2.3 Screening do potencial ocratoxigênico dos isolados 

Todos os isolados foram testados quanto ao potencial de produção de 

OTA, pelo método Plug Agar, conforme descrito por Filtenborg e Frisvad 

(1980). Os isolados foram inoculados no meio de cultura Czapek Yeast Agar 

(CYA), sendo incubados por 7 dias a 25 °C e, então, levados para análise 

cromatográfica. Foram utilizados: Ocratoxina A padrão (Sigma- Aldrich), placas 

de cromatografia em camada fina (sílica-gel Merck 60, 20 x 20) como fase 

móvel, TEF-Tolueno Acetato de Etila e Ácido Fórmico 90% (50:40:10). Depois 

do processo de preparação, as placas foram secas por fluxo de ar. Foram 

analisadas as amostras em placas, além do padrão e do controle. Sendo que o 

padrão sempre será localizado no ponto central, o controle imediatamente do 

lado esquerdo do padrão e os demais tratamentos distribuídos nos pontos 

restantes. A produção de micotoxinas foi confirmada em luz ultravioleta com λ 

366nm, em cromatovisor CAMAG (UF-BETRACHTER). Foram considerados 

como produtores de OTA, os isolados que apresentarem um RF (fator de 

retenção) e um ponto (spot) de fluorescência semelhante ao do padrão da 

Ocratoxina A. Todos os isolados de cada espécie foram quantificados quanto à 

produção de OTA. 

2.4 Meio de cultura padrão 

YES meio de ágar com extrato de levedura com sacarose: 20 g de 

extrato de levedura, 150 g de sacarose, 20 g de ágar 1 l de água destilada 

(Bragulat et al.,1998) 
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2.5 Meios de cultura à base de alimentos 

Os meios de cultura CMEA, WMEA e CMA foram confeccionados 

seguindo metodologia de Pardo et al. (2005), Muñoz et al. (2011) e Ramos et al. 

(1998), respectivamente, com algumas modificações. 

 

CMEA (Ágar Extrato de farinha de café): 175 g de café verde moído, 20 

g de ágar, 1 l de água destilada. 

WMEA (Ágar extrato de farinha de trigo): 175 g de farinha de trigo 

integral, 20 g de ágar, 1 l de água destilada. 

CMA (Ágar farinha de milho): 30 g de farelo de milho, 20 g de ágar, 1 L 

de água destilada. 

 

Os três meios de cultura à base de alimentos foram preparados da 

seguinte forma: os alimentos foram colocados em um pano limpo em forma de 

saco, mergulhado em 1 litro de água fervente e cozidos em fogo brando por 60 

minutos, sempre completando o volume da água quando necessário. Em seguida, 

o pano foi torcido, e o liquido filtrado em gaze hidrofilizada, por fim completou-

se o volume para um litro de água e adicionou-se o ágar. Esterilizaram-se os 

meios de cultura a 121 ºC, 15 minutos em autoclave. 

2.6 Medição da atividade de água  

Após esterilização, os meios de cultura foram medidos quanto a sua 

atividade de água no primeiro dia antes da inoculação e após 24 dias de 

inoculação, em aparelho especifico Aqualab, modelo -2T ( Decagon Devices 

Inc., Pullmam, WA, EUA). 
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2.7 Preparação e inoculação de esporos para avaliação do crescimento 

fúngico e para quantificação de OTA 

Para a análise da taxa de crescimento e quantificação de OTA, cada 

isolado foi inoculado em placa de petri médias, contendo extrato de malte ágar 

(MEA) e incubados a 25 °C, por sete dias. Após crescimento dos fungos, foram 

adicionados 40 ml de água destilada a 0,1% de tween 80, e com auxílio de alça 

de Drigalsky fez-se a raspagem dos esporos. Essas suspensões foram filtradas 

em gaze e contados os esporos para a obtenção da concentração de 10
7
 UFC/ml, 

utilizando Câmara de Neubauer.. 

Para a avaliação da taxa de crescimento, uma alíquota de 10 µl da 

suspensão de esporos, foi inoculada em um único ponto central em cada um dos 

quatro meios de cultura, e levadas para incubação a 15 °C e 25 °C em B.O.D. Os 

diâmetros de colônias foram medidos a cada 48 horas, durante 25 dias. As 

medidas foram feitas em duas direções em ângulos retos entre si. Todos os 

experimentos foram realizados em duplicata. 

Para preparo das amostras a serem quantificadas, em relação à produção 

de OTA, também foi adicionado ao centro de cada placa 10 µl da suspensão de 

esporos, entretanto, no 5°, 15° e 25° dias, 3 tampões (plugs) de ágar (diâmetro 

1 cm) foram retirados da extremidade, ao centro, e a meio caminho entre a borda 

e a centro de cada colônia crescidas em cada meio de cultura e em duplicata. 

Esses, então, foram pesados e acondicionados em tubos de vidro com rosca, 

protegidos da luz e congeladas até o momento da extração de OTA. 
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2.8 Medição do pH 

Os valores de pH foram medidos nos meios esterilizados, momentos 

antes das inoculações e também ao final dos 25 dias de incubação do fungos, por 

meio de fita de papel medidoras de pH (Neutralit e Acilit , Merck). 

2.9 Análises de OTA 

As análises de OTA por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

foram realizadas no Laboratório de Análises Físico-Químicas do Departamento 

de Química - Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, MG.  

2.10 Extração  

A extração de OTA foi realizada segundo metodologia de Bragulat, 

Abarca e Cabanes (2001) com modificações, na qual indica a adição de 1 ml de 

metanol em cada tubo de vidro contendo os plugs ágar, em seguida, 

homogeneizados vigorosamente por 5 segundos e mantidos a 25 °C por 60 

minutos. Após o tempo de extração, a amostra foi filtrada através de seringa de 

vidro de 20 ml de vidro acoplada a unidades filtrantes de PTFE (0.22 µm) 

(Millipore). O extrato foi armazenado no escuro em tubos cilíndricos de vidro 

com rosca e septo central, específico para a CLAE 

2.11 Quantificações por CLAE 

O equipamento utilizado foi um HPLC Shimadzu, equipado com duas 

bombas de alta pressão modelo SPD-M20A, degaseificador modelo DGU 20A3, 

interface modelo CBM-20A injetor automático modelo SIL-10AF e detector de 
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fluorescência RF-10 AXL. A coluna usada foi a Agilent-Zorbax Eclipse XDB-

C18 (4,6 x 250 mm, 5µm) conectada a uma pré-coluna Agilent-Zorbax Eclipse 

XDB-C18 4-Pack (4,6 x 12,5mm, 5µm).  

Foram seguidas as condições cromatográficas de comprimentos de onda: 

excitação de 332 nm e emissão de 476 nm. O fluxo utilizado em toda a análise 

foi de 0,8 mL min
-1

 e o volume injetado das amostras e do padrão foi de 20 µL. 

A eluição foi realizada em sistema isocrático de 35 : 35 : 29 : 1 (Metanol: 

Acetonitrila: Água: Ácido Acético). O tempo de retenção médio obtido para 

OTA foi de 11 ± 0,1 min (Figura 1). A quantificação da OTA nas amostras foi 

realizada por meio da construção de uma curva analítica obtida por regressão 

linear (y = 1,11756 x 10
7 

x = 2592,1485; onde, y = área do pico e x = 

concentração de OTA), correlacionando a área do pico versus à concentração da 

respectiva solução padrão, sendo que o coeficiente de determinação (r
2
) obtido 

foi de 0,9999. Os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) foram 

estimados por meio dos parâmetros obtidos para a curva analítica construída, 

sendo calculados pelas respectivas relações matemáticas: LD = 3DP/m e LQ = 

10DP/m (onde, DP = estimativa do desvio padrão da linha de regressão e m = 

coeficiente angular da linha de calibração. Para estes, foram encontrados os 

valores de 0,0004 e 0,0016 μg/g, respectivamente. Todas as amostras foram 

analisadas em duplicata, enquanto as soluções padrão de OTA foram injetadas 

em triplicata. 

2.12 Análises estatísticas 

As análises estatísticas para a determinação de OTA e valores de pH 

foram obtidas utilizando o programa computacional SISVAR desenvolvido por 

Ferreira (2000), considerando as parcelas subdivididas como cada isolado 

avaliado. Os dados da produção de OTA foram analisados, considerando-se o 
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tempo (5, 15 e 25 dias), meio de cultura (YES, café, trigo e milho) e a 

temperatura (15 °C e 25 °C). O mesmo para os valores de pH, apenas a fonte de 

variação tempo foi em duas épocas (1 e 24 dias). As médias dos tratamentos 

foram comparadas pelo teste de Scott Knott (1974), a 5% de probabilidade. 
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3 RESULTADOS  

3.1 Potencial ocratoxigênico dos isolados 

Os seis isolados analisados neste trabalho mostraram-se potencialmente 

produtores de ocratoxina A (OTA) quando inoculados no meio de cultura 

Czapek Yeast Agar (CYA), e submetidos a Cromatografia de Camada Delgada 

(CCD). As bandas de coloração azulada correspondem à presença de OTA 

(Figura 2). 

 

 
Figura 1 Placa de CCD, com seis isolados (A) CDCA0169, (B) CDCA0170, 

(C) CDCA01261 (A.carbonarius) e (D) CDCA0151, (E) CDCA0153, 

(F) CDCA0162 (A.ochraceus); (P) padrão de OTA, visualizada sob 

luz UV a 366 nm, após sete dias de incubação em CYA 

3.2 Medição da atividade de água  

A atividade de água foi medida em cada meio de cultura antes das 

inoculações, e todos os meios apresentaram 0,99 aw. 
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3.3 Medição do pH 

Os valores de pH foram medidos em dois tempos diferentes, a primeira 

medição foi realizada no primeiro dia de incubação e a segunda, após 24 dias de 

incubação dos isolados. Os resultados estão demonstrados nos gráficos a seguir: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 1 Valores de pH dos seis isolados: CDCA0169, CDCA0170, 

CDCA0126 (A.carbonarius) e CDCA0151, CDCA0153, CDCA0162 

(A.ochraceus), cultivados em meio YES a 15 °C e 25 °C no 25°dia 

Nota: *Valor de pH no primeiro dia de incubação 

 

 



61 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 2  Valores de pH dos seis isolados: CDCA0169, CDCA0170, 

CDCA0126 (A.carbonarius) e CDCA0151, CDCA0153, CDCA0162 

(A.ochraceus), cultivados em meio de café a 15 °C e 25 °C no 25°dia 

Nota:*Valor de pH no primeiro dia de incubação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 3  Valores de pH dos seis isolados: CDCA0169, CDCA0170, 

CDCA0126 (A.carbonarius) e CDCA0151, CDCA0153, CDCA0162 

(A.ochraceus), cultivados em meio de trigo a 15 °C e 25 °C no 25°dia 

Nota: *Valor de pH no primeiro dia de incubação.  
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Gráfico 4  Valores de pH dos seis isolados: CDCA0169, CDCA0170, 

CDCA0126 (A.carbonarius) e CDCA0151, CDCA0153, CDCA0162 

(A.ochraceus), cultivados em meio de milho a 15 °C e 25 °C no 

25°dia 

Nota: *Valor de pH no primeiro dia de incubação. 

3.4 Curva de crescimento em diferentes condições de tempo, temperatura e 

substrato 

Os seis isolados apresentaram diferentes taxas de crescimento nos 

diferentes tratamentos como exemplificado nos gráficos a seguir: 
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Gráfico 5 Curva de crescimento dos seis isolados: CDCA0169, CDCA0170, 

CDCA0126 (A.carbonarius) e CDCA0151, CDCA0153, CDCA0162 

(A.ochraceus), cultivados em meio YES a 15 °C durante 24 dias 

 

Gráfico 6 Curva de crescimento dos seis isolados: CDCA0169, CDCA0170, 

CDCA0126 (A.carbonarius) e CDCA0151, CDCA0153, CDCA0162 

(A.ochraceus), cultivados em meio de café a 15 °C durante 24 dias 
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Gráfico 7 Curva de crescimento dos seis isolados: CDCA0169, CDCA0170, 

CDCA0126 (A.carbonarius) e CDCA0151, CDCA0153, CDCA0162 

(A.ochraceus), cultivados em meio de trigo a 15 °C durante 24 dias 

 

 

Gráfico 8 Curva de crescimento dos seis isolados: CDCA0169, CDCA0170, 

CDCA0126 (A.carbonarius) e CDCA0151, CDCA0153, CDCA0162 

(A.ochraceus), cultivados em meio de milho a 15 °C durante 24 dias 
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Gráfico 9 Curva de crescimento dos seis isolados: CDCA0169, CDCA0170, 

CDCA0126 (A.carbonarius) e CDCA0151, CDCA0153, CDCA0162 

(A.ochraceus), cultivados em meio YES a 25 °C durante 24 dias 

 

 

Gráfico 10  Curva de crescimento dos seis isolados: CDCA0169, CDCA0170, 

CDCA0126 (A.carbonarius) e CDCA0151, CDCA0153, CDCA0162 

(A.ochraceus), cultivados em meio de café a 25 °C durante 24 dias 
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Gráfico 11 Curva de crescimento dos seis isolados: CDCA0169, CDCA0170, 

CDCA0126 (A.carbonarius) e CDCA0151, CDCA0153, CDCA0162 

(A.ochraceus), cultivados em meio de trigo a 25 °C durante 24 dias 

 

 

Gráfico 12 Curva de crescimento dos seis isolados: CDCA0169, CDCA0170, 

CDCA0126 (A.carbonarius) e CDCA0151, CDCA0153, CDCA0162 

(A.ochraceus), cultivados em meio de milho a 25 °C durante 24 dias 
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No meio YES, a 15 °C, todos os isolados apresentaram crescimentos 

semelhantes, chegando ao máximo na placa por volta do 18°dia. O mesmo meio 

em temperatura de 25 °C também apresentou crescimento máximo para todos os 

isolados, mas esse índice foi alcançado por volta do 10°dia. 

Para o meio de café, os crescimentos foram variados, na temperatura de 

15 °C os isolados CDCA0169 e CDCA0153, A.carbonarius e A.ochraceus 

respectivamente, apresentaram as taxas mais elevadas de crescimentos para esse 

tratamento, com crescimento máximo no 17°dia. No entanto, o isolado 

CDCA0170 (A.carbonarius) apresentou crescimento muito lento, não passando 

de 2cm de diâmetro ao final de 24 dias. Nos tratamentos, a 25 °C, o isolado 

CDCA0170 também apresentou uma taxa de crescimento menor que os outros 

fungos, chegando ao crescimento máximo de 7 cm de diâmetro. 

O crescimento dos isolados em meios baseados em milho e trigo a 15 °C 

foram semelhantes, os isolados de A.ochraceus cresceram, relativamente, mais 

rápido do que comparado aos isolados de A. carbonarius. Entretanto, nenhum 

isolado chegou ao crescimento total da placa. Os isolados de A.carbonarius 

chegaram ao crescimento total da placa no 11° dia em meio de trigo a 25 °C, os 

A. ochraceus no 16°dia. Já, o crescimento em meio de milho a 25 °C todos os 

isolados chegaram ao crescimento máximo entre o 15° e 18°dia. Os resultados 

mostram que, em geral, o crescimento a 15 °C, independente do meio e do 

isolado, foi mais lento. Entretanto, o meio YES foi nitidamente mais favorável 

ao desenvolvimento fúngico nas duas temperaturas. 

Além disso, A. carbonarius apresentaram as características morfológicas 

tradicionais, como micélio branco e esporos negros, embora cada meio tenha 

interferido em alguns aspectos das colônias. A. ochraceus também apresentou 

suas características comuns como esporos amarelados, no entanto, também 

foram observadas variações em cada meio de cultura (figura 2). 
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Figura 2 Imagens das colônias do isolado CDCA0126 (A. carbonarius) em 

diferentes meios de cultura a 25 °C; (A) Meio YES; (B) Meio de 

café; (C) Meio de milho e (D) Meio de trigo 
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C

C 

D 



69 

 

 

Figura 3 Imagens das colônias do isolado CDCA0626 (A. ochraceus) em 

diferentes meios de cultura a 25 °C; (A) meio YES; (B) meio de café; 

(C) meio de milho e (D) meio de trigo 

3.5 Quantificações de OTA por CLAE 

Os valores de concentração de OTA variaram de 0,0 até 30,42 µg/g. Em 

uma análise descritiva é possível identificar o meio YES como melhor substrato 

para produção de OTA em todos os tratamentos (Figura 4). 

A 

C D 

B 
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Figura 4 Cromatogramas dos tratamentos em diferentes combinações de 

fatores. (A) CDCA0126 em meio YES no 15° dia a 15 °C; (B) 

CDCA0162 em meio YES no 25° dia a 25 °C 

 

Por meio dos testes estatisticos foi possivel inferir que todas as 

interações foram significativas ao nível de confiança de 5%, incluisive a 

ineração tripla que contempla todos as variáveis (Tabela 2). 

Na Tabela 3 e 4, estão dispostos os resultados do teste Scott Knott para 

Aspergillus ochraceus e Aspegillus carbonarius, respectivamente.  
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Tabela 2 Resumo da análise de variância das médias e coeficientes de variação referente à concentração de ocratoxina 

A em isolados de A. carbonarius e A. ochraceus submetidos a diferentes meios de cultura, temperaturas e 

tempos de avaliação 

FV             GL                Quadrado médio 

CDCA0169   CDCA0170   CDCA0126    CDCA0151   CDCA0153   CDCA0162 

Meio     3   21,48*       6,75*         142,22*           50,96*           18,64*            190,06*      

Temperatura    1               2,04*     17,11*         125,60*           33,99*            3,23*              55,64* 

Meio x Temperatura    3   18,75*       6,99*         142,13*           33,74*            2,72 *             52,50* 

Erro 1     8     0,04       0,02               0,03               0,00              0,00                  0,00 

Tempo     2   18,03*       0,70*           96,53*            4,07*             1,61*              55,90* 

Tempo x Meio    6   11,15*       4,25*           82,95*            4,01*             1,93 *             56,39* 

Tempo x Temperatura   2     3,89*       0,10*           84,22*            2,90*             2,94 *             13,57* 

Tempo x Meio x Temperatura   6   5,66*      4,02*             64,06*            3,04*             3,21*              14,03* 

Erro 2     16   0,05      0,02                 0,03              0,00               0,00                  0,00 

CV1 (%)         11,71   21,30           4,52               0,47               3,44                   0,88 

CV2 (%)        12,12   20,36            4,87               1,05              3,15                   0,93 

*significativo ao nível de 5% de probabilidade pelo teste de F 
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Tabela 3 Concentração de ocratoxina A produzida por três isolados de A. ochraceus em diferentes meios de cultura, 

temperatura e tempo de incubação 

Fungo       Meio     Concentração de OTA (ug g-1)  

 15 °C                                  25 °C 

 5dias  15dias              25dias              5dias               15dias               25dias 

CDCA0151 YES 1,28 a A              0,53 a B             0,63 a C          9,95 a A               3,24 a C             9,40 a B 

              CAFÉ       0,22 b A             0,05 b B             0,04 b B               0,12 b A             0,14 b A             0,06 b B 

             TRIGO             0,03 c A              0,05 b A            0,02 c A               0,00 c A             0,02 c B             0,04 c B 

             MILHO      0,01 c A              0,00 c A             0,01 c A               0,01 c A             0,03 c A              0,07 b B 

CDCA0153  YES      7,05 a A              2,37 a B             1,17 a C               1,20 a A             1,33 a B             2,23 a C 

   CAFÉ      0,10 b A             0,06 b A             0,39 b B               0,05 b A             0,06 c A             0,07 b A 

   TRIGO      0,04 c A              0,01 c A             0,18 c B               0,01 b A             0,12 b B             0,05 b A 

    MILHO      0,00 c A             0,00 c A             0,03 d A               0,01 b A             0,00 d A             0.04 b A 

CDCA0162 YES      0,17 a A             2,83 a B             8,44 a C              7,19 a A             4,61 a B              24,01 a C 

   CAFÉ      0,10 b A             0,08 b A             0,10 b A              0,23 b A             0,33 b B              0,05 c C 

    TRIGO       0,01 c A              0,04 c A             0,01 c A              0,01 c A             0,07 c B              0,14 b C  

   MILHO      0,00 c A             0,00 c A              0,02 c A              0,02 c A             0,02 d A              0,04 c A 

 Médias seguidas de mesma letra maiúsculas e minúsculas, não diferem entre si, respectivamente na linha e na coluna pelo teste de Scott Knott ao nível de significância de 5%. 
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Tabela 4 Concentração de ocratoxina A produzida por três isolados de A. carbonarius em diferentes meios de cultura, 

temperatura e tempo de incubação 

Fungo       Meio        Concentração de OTA (ug g-1)  

      15 °C     25 °C 

      5dias         15dias             25dias          5dias         15dias             25dias 

CDCA0169 YES        0,00 a A         3,61b B              1,00 b C           2,96 a A              1,05 c B             0,12 c C  

   CAFÉ           0,05 a A            8,30 a B             3,21 a C               0,03 c A              2,33 b B            2,50 b B  

   TRIGO          0,02 a A            0,02 c A             3,65 a B               2,33 b A              5,22 a B             7,52 a C 

   MILHO          0,00 a A            0,10 c A             0,06 b A               0,00 c A              0,87 c A             0,03 c B 

CDCA0170 YES              0,02 a A           0,70 b B             0,67 b B               1,01 a A              0,22 c A             0,11 c B 

   CAFÉ           0,00 a A           0,06 a A              0,11 a A               0,75 c A              0,53 b B            0,26 b B 

    TRIGO          0,00 a A            0,24 c A             0,33 a A               0,07 b A              4,50 a B             6,24 a C 

    MILHO          0,00 a A            0,01 c A             0,05 b A               2,66 c A              0,09 c A             0,07 c B  

CDCA0126       YES             0,00 a A            29,83 a B            14,45 a C              1,95 b A              1,27 b B             0,52 b B 

    CAFÉ           0,00 a A            4,05 b B             3,15 c C               5,07 a A             0,53 c A             0,15 c B 

    TRIGO          0,00 a A            0,39 c A             13,06 b B              0,86 c A              6,12 a B             9,87 a C    

    MILHO          0,00 a A            0,06 c A             0,41 d A               0,07 d A             0,12 d A             0,01 c A 

 Médias seguidas de mesma letra maiúsculas e minúsculas, não diferem entre si, respectivamente na linha e na coluna pelo teste de Scott Knott ao nível de significância de 5%.
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Em relação às duas espécies analisadas, A.carbonarius produziu maior 

quantidade de OTA do que A. ochraceus, dando destaque ao isolado ao 

CDCA0126 que apresentou os mais altos níveis de OTA: 29,83 µg/g em meio 

YES a 15 °C e 13,06 µg/g em meio de trigo a 15 °C. O isolado CDCA0169 

apresentou concentração de 8,3 µg/g em meio de café a 15 °C. E o isolado 

CDCA0126 produziu 5,07 µg/g em meio de café a 25 °C.  

Os tratamentos nos quais não foi possivel detectar nenhuma quantidade 

de OTA, chegaram a 12,5%. Desses tratamentos não detectados, 61,1% 

correspondem aos meios à base de milho.  

As maiores concentrações produzidas por A.ochraceus foram no meio 

YES. O meio de cultivo à base de milho, em todos os tratamentos, apresentou 

baixa ou nenhuma concentração de OTA. 

Os isolados de A. ochraceus produziram quantidades bem menores em 

meio de cultura à base de alimentos se comparados aos A.carbonarius, com 

máxima de produção de 0,39 em café a 25 °C pelo isolado CDCA0153. 

Dentre todos os tratamentos, foi possível determinar o meio YES como 

o melhor subtrato para produção de OTA. Sendo o tratamento mais produtivo o 

(CDCA0126; YES;15 °C; 15°dia). Em relação aos meios de cultura à base de 

alimentos destaca-se o tratamento (CDCA0126; meio de trigo; 15 °C; 25°dia) e 

também o tratamento (CDCA0169; meio de café; 15 °C; 15° dia). 

 



75 

 

4 DISCUSSÃO 

Fatores ecológicos, tais como atividade de água, temperatura e pH, têm 

demonstrado que afetam fortemente a produção de OTA por A. ochraceus e A. 

carbonarius (PARDO et al., 2004; KAPETANAKOU et al., 2011). 

Os isolados de Aspergillus carbonarius foram capazes de reduzir o pH 

dos meios de cultura testados após os 24 dias de incubação. O pH decaiu de 7 

até 2, provavelmente pela produção de ácidos como acontece com diferentes 

especies de gênero Aspergillus (VAN DER STRAAT et al., 2014; LI et al., 

2013).  

A produção de OTA pode ser afetada pela variação do pH, em geral, 

quanto menor o valor do pH, mais alta é a síntese de toxina como a aflatoxina, 

por expemplo (KLICH, 2007). Em Aspergillus, não só biossíntese de toxina 

pode ser afetada por valores de pH, mas também esporulação (CALVO et al., 

2002). 

O crescimento de Aspergillus carbonarius foi mais rápido na 

temperatura de 25 °C, em todos os meios testados. Diversos estudos demonstram 

que uma maior faixa de temperatura permite crescimento A. carbonarius, como 

proposto em estudos semelhantes ao crescimento ótimo entre 15 e 37 ºC. Em 

geral, o crescimento a temperaturas inferiores 15 °C não é comum e isso só é 

possível em altos níveis de atividade de água (BELLÍ et al., 2004). Outros 

estudos sugerem que a temperatura ótima para o crescimento de A. carbonarius 

está entre 25 e 30 ºC (LEONG; HOCKING; PITT, 2004) ou entre 25 e 35ºC, 

dependendo do isolado e do substrato utilizado para o crescimento 

(MITCHELL; ALDRED; MAGAN, 2003). 

Aspergillus ochraceus cresceu mais rapidamente no meio de cultura 

YES a 25 °C. Estudos realizados por Palacios-Cabrera et al. (2005) 

demonstraram que temperaturas entre 25 e 30 º C favoreceram o crescimento de 
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diâmetro das colônia para A. ochraceus. Por outro lado, o crescimento mais 

lento pôde ser observado a 35 ºC e inibição total a 41 º C em todos os meios de 

cultura testado. 

Os tipos de substratos afetam diretamente o desenvolvimento fúngico. O 

meio de cultivo YES é geralmente considerado como um meio muito favorável 

para a biossíntese de OTA (SKRINJAR; DIMIC, 1992; BRAGULAT; 

ABARCA; CABANES, 2001). YES é rico em sacarose, um dissacarídeo rico 

em energia, e de metabolização rápida, fato que pode explicar a alta taxa de 

crescimento dos seis isolados testados.  

Segundo Chalfoun et al. (2000), houve a inibição da produção de OTA e 

diminuição do crescimento e esporulação por A. ochraceus em meio de cultura 

YES adicionados de diferentes concentrações de cafeína. 

Cada tipo de meio de cultura pode apresentar diferentes composições, 

havendo assim, variação nas taxas de crescimento. Para A. ochraceus, por 

exemplo, as maiores taxas de crescimento encontrados em ótimas condições 

foram diferentes entre os meios de cultura em diferentes estudos: A. ochraceus 

cultivados em ágar extrato de milho foram 3-4 mm/dia (MARÍN et al., 1998), 

em meio à base de cevada eram 4-5 mm/dia, até 6 mm/dia, em meio de ágar com 

extrato de café (PARDO et al., 2005),  enquanto no presente trabalho, a taxa de 

crescimento foi de 15mm/dia em meio YES (25 °C), 10mm/dia em meio de café 

(25°), 10mm/dia em meio de trigo (25 °C) e 5mm/dia em meio de milho. 

Os meios de cultivo à base de alimentos, são fontes baratas, e seus 

resultados de taxa de crescimento semelhantes àquelas em cultivos diretos. No 

entanto, os resultados obtidos em meios de cultura não podem, necessariamente, 

ser extrapolados para sistemas naturais e padrões de colonização podem ser 

modificados dependendo do ecossistema (GARCIA et al., 2009). 

A combinação de fatores que apresentou o maior nível de OTA foi 

CDCA0169 no meio de YES a 15 °C, e esses dados corroboram com resultados 
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de Mitchell et al. (2004), Bellí et al. (2004) e Leong, Hocking e Pitt (2004), que 

estudaram diferentes isolados de A. carbonarius em diferentes interações, como 

o efeito da temperatura, atividade de água e tempo de incubação na produção de 

OTA. 

O desenvolvimento das colônias não acompanha os mesmos padrões de 

produção de OTA, por exemplo, no 5° dia de incubação as colônias 25 °C já 

apresentavam quase a extensão inteira da placa, enquanto os isolados incubados 

a 15 °C se desenvolviam mais lentamente, entretanto a produção de OTA, em 

geral, foi maior a 15 °C. Segundo Leong et al., (2006), a produção OTA por A. 

carbonarius e A. niger não estava relacionada à extensão do crescimento, os 

tamanhos das colônias foram fortemente governados por temperatura, sendo a 

toxina reduzida quando a cultura era mantida 30 ° C. Além disso, a produção 

máxima OTA pode estar ligada a um momento específico após a inoculação, 

decorrente do forte efeito da temperatura sobre a germinação. 

Fatores nutricionais estão intimamente ligados à ativação dos genes 

responsáveis pela produção de OTA. Estudos realizados em 2009, por Abbas e 

colaboradores avaliaram o efeito de uma grande variedade de fatores bióticos 

baseados em diferenças nutricionais sobre a produção de OTA e OTB. 

Diferentes fontes de carbono incluindo glicose, sacarose, maltose, galactose, 

xilose e glicerol pareceram reprimir a produção de OTA. Em contraste, lactose 

parece induzir à produção de OTA, com a adição de lactose e galactose ao meio 

restritivo (PDC), resultou em um aumentos acentuados nos níveis de OTA. 

Em alguns tratamentos, houve um decréscimo na detecção de OTA a 

partir do 15° dia, esse fato pode ocorrer já que alguns fungos ocratoxigênicos 

podem utilizar a OTA produzida no meio de cultura como substrato, após algum 

tempo de cultivo, quando os nutrientes tornam-se escassos (VARGA; RIGO; 

TEREN, 2000). Segundo Abrunhosa, Serra e Venancio (2002), a maior parte das 

estirpes testadas em seu estudo foram capazes de degradar ocratoxina A, 
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enquanto cresciam em meio de cultura, 51 cepas (67 % de estirpes testadas) 

foram capazes de degradar mais que 80 % de ocratoxina A adicionada ao meio 

YES. E os isolados dos gêneros Aspergillus (Aspergillus niger, A. clavatus, A. 

ochraceus, A. versicolor , e A. wentii destacaram-se degradando mais de 95 % 

da ocratoxina A. 

Os niveis mais baixos de OTA foram encontrados nos tratamentos com 

meio de cultura à base de fubá, para ambas as espécies em estudo, e esses 

valores não excederam ao limite proposto para alimentos à base de cereais (10 

mg/Kg) (AGÊNCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITÁRIA, 2011), 

embora não seja possível extrapolar para os alimentos os valores encontrados 

nos testes com meios de cultura. Esses resultados concordam com outros 

autores, que não detectaram níveis significativos de OTA em silagem de milho 

(RICHARD et al., 2009; EL-SHANAWANY; MOSTAFA; BARAKAT, 2005).  

Aspergillus ochraceus é o maior produtor de ocratoxina A em café, e 

desenvolve-se em temperatura entre 8  °C e 37 °C (temperatura ótima 24-31 °C) 

e pH entre 3-10 (PITT; HOCKING, 1997). Entretanto, neste estudo, os três 

isolados de A. ochraceus não ultrapassaram 0,3 ug /g no meio de cultura à base 

de café. 

Aspergillus não são comumente associados com a produção de 

quantidades importantes de OTA no trigo em temperatura mais baixa (MAGAN; 

ALDRED, 2007). No entanto, os isolados de A. ochraceus CDCA0151, 

CDCA0153 e CDCA0162 produziram OTA a 25 °C em meio de trigo, resultado 

que corrobora com estudo de Muñoz et al. (2011) que apresentou altos de OTA ( 

> 50 ug /g de ágar ) a 25 ° C em meio de cultivo baseado em trigo. 

  



79 

 

5 CONCLUSÃO 

Os resultados deste estudo com as seis cepas ocratoxigênicas do gênero 

Aspergillus demonstraram uma produção significativa de OTA no meio de 

cultura YES, mas também produziram quantidades menores em meios de cultura 

à base de trigo e café, sob as condições de temperatura e tempo de incubação 

testados neste estudo. O isolado CDCA0126 (A. carbonarius) no meio de YES a 

15  °C apresentou os maiores níveis de OTA. A taxa de crescimento para todos 

isolados foi maior no meio YES a 25 °C e o crescimento mais lento ocorreu no 

meio de milho a 15 °C. Portanto, por meio deste trabalho, é possível determinar, 

dentre as variáveis analisadas, quais as melhores condições para evitar ou 

minimizar a produção de OTA por Aspergillus carbonarius e Aspergillus 

carbonarius em grãos de café beneficiado, fubá e trigo. 
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