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RESUMO

A castanha do Brasil (Bertholletia excelsa) € uma das mais importantes espécies
de exploracdo extrativista da floresta Amazonica, sendo exportada para diversos
paises devido ao seu alto valor nutritivo. No entanto, os baixos niveis tecnolégicos
caracteristicos de sua cadeia produtiva, considerada ainda extrativista e as
condicoes inadequadas de manejo da matéria prima, favorecem o aparecimento
de contaminacdo por fungos produtores de aflatoxinas, compostos toxicos
considerados cancerigenos para humanos. Este problema é um entrave para a
comercializacdo do produto, principalmente no mercado externo, dado ao rigoroso
controle de paises europeus e Estados Unidos em relacao aos niveis de toxinas
presentes nos alimentos. Nestas condi¢des, 0 presente trabalho teve por objetivo
investigar a incidéncia de fungos em castanhas do Brasil e avaliar o potencial
toxigénico dos isolados Aspergillus section flavi para a producao de aflatoxinas,
bem como analisar a presenca de aflatoxinas nesta matriz. Um total de 143
amostras provenientes dos Estados do Para, Amazonas e Sao Paulo em
diferentes etapas da cadeia produtiva da castanha foi analisado. A técnica
utilizada para analise da infecgao fungica foi o plaqueamento direto em meio
Dicloran 18% Glicerol. Os resultados foram expressos em porcentagem de
infeccado fungica. Os isolados suspeitos foram purificados em meio Czapek extrato
de levedura agar e incubados a 25°C/7 dias em diferentes temperaturas para a
identificagdo das espécies. Para a analise do potencial toxigénico de cada isolado
da secéo flavi foi utilizada a técnica do agar plug. Para a andlise de aflatoxinas foi
utilizada coluna de imunoafinidade para extracdo e limpeza das amostras e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e detector de fluorescéncia acoplado ao
sistema de derivatizacdo Kobracell para deteccédo e quantificagcdo das aflatoxinas.
Dentre o total de amostras coletadas, aquelas provenientes das florestas foram as
que apresentaram maior valor médio de atividade de agua, assim como maior

porcentagem de infeccdo fungica quantificada e biodiversidade de espécies.
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Considerando todas as amostras avaliadas, foram no total 13.421 isolados de
fungos filamentosos, sendo que as espécies mais incidentes foram Aspergillus
flavus,  Aspergillus nomius, Penicillium  citrinum, Aspergillus tamarii,
Syncephalastrum racemosum e Penicillium sp. Dentre as espécies encontradas,
450 isolados de Aspergillus nomius e 9 de Aspergillus parasiticus foram
identificados e 100% apresentaram capacidade de producao de aflatoxinas AFBy1,
AFB;, AFGy, AFG,. Dos de 703 isolados de Aspergillus flavus, 63,5%
apresentaram a capacidade de produzir aflatoxinas AFB{ e AFB, A média de
contaminagao por aflatoxinas totais obtida foi de 7,17 pg/kg (ND-104,2 pg/kg),
1,13ug/kg (ND-7,44ug/kg) e 0,47 pg/kg (ND-0,2 pg/kg) para as amostras dos
Estados do Para, Amazonas e de Sao Paulo, respectivamente. Das 143 amostras
coletadas, apenas 5 amostras excederam o limite maximo de aflatoxinas totais
estabelecido pela Unido Européia e pela ANVISA (10,0ug/kg para castanhas do

Brasil sem casca destinadas ao consumo direto para humanos).

Palavras chave: aflatoxinas, castanha do Brasil, Aspergillus section flavi,
Aspergillus nomius, Aspergillus flavus.
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ABSTRACT

The Brazil nut (Bertholletia excelsa) is one of the most important species extracted
from the Amazon forest, and is exported to several countries due to its high
nutritional value. However, the low technological level of its productive chain and
inadequate raw material handling favour contamination points for aflatoxin fungi
producers aflatoxins. The presence of aflatoxins in Brazil nuts has been a barrier
for its marketing, mainly for the export market, due to rigorous control of European
countries and the United States. Therefore, the present work had the objective of
investigating the incidence of fungi in Brazil nuts and evaluate the toxigenic
potential of Aspergillus section flavi isolates to produce aflatoxins, as well as
analyzing the presence of aflatoxins in this product. A total of 143 samples from
three different states, at different stages of the Brazil nut chain was analyzed. The
technique used for fungi infection analized was direct plating in DG18. The results
were expressed in percentage of fungal infection. The suspected isolates were
purified on Czapek yeast extract agar (CYA) and incubated at different temperature
for species identification. For toxin production analysis of each isolatec Aspergillus
section flavi the agar plug technique was used. For aflatoxin analysis an
immunoafinity column was used for extraction and cleaning of the sample, high
performance liquid for aflatoxin detection and quantification in Brazil nuts,
chromatography (HPLC) with a fluorescence detector was used, coupled with the
Kobracell derivatization system. Among the analyzed samples, the ones collected
directly from the forests had the highest water activity, the highest fungal infection
and greatest biodiversity of species. A total of 13,421 filamentous fungi were
quantificated from all the samples with the most common isolated species were:
Aspergillus flavus, Aspergillus nomius, Penicillium citrinum, Aspergillus tamarii,
Syncephalastrum racemosum e Penicillium spp. All the 450 strains of Aspergillus
nomius and 9 strains of Aspergillus parasiticus, showed 100% capacity of aflatoxin
B1, Bo, Gy, Gz production. Out of 703 species of Aspergillus flavus isolated, 63.5%



showed capacity of aflatoxin B1 e Bz production. The average of total aflatoxin
contamination was: 7.17ug/kg (ND-104.2 pg/kg), 1.13pg/kg (ND-7.44ug/kg) and
0.47 pg/kg (ND-0.2 ug/kg) for samples from Pard, Amazon and Sao Paulo,
respectively. Out of 143 analyzed samples, only 5 samples exceded the maximum
level for total aflatoxins established by the European Union and ANVISA of 10
ug/kg for shelled Brazil nuts intended for direct human consumption.

Key words: aflatoxins, Brazil nuts, Aspergillus section flavi, Aspergillus nomius,
Aspergillus flavus.
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1. INTRODUCAO

A castanha do Brasil (Bertholletia excelsa) € o principal produto extrativista
nao madeireiro da floresta amazénica e esta ligado a cultura das populacées
tradicionais na qual seus produtos e subprodutos sao utilizados como fonte de
alimentacdo e renda ha varias geragdes. Existe no pais cerca de 778.150
castanheiras, distribuidas em 14 milhdes de hectares. Sua cultura é caracterizada
pelo extrativismo comunitario, atividade de simples coleta de um recurso vegetal,

cujas praticas de cultivo e beneficiamento nao ocorrem (TAVARES et al., 2010).

De acordo com levantamento do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), a safra brasileira de 2007 alcangou 30.406 toneladas. Essa
produgcao gerou no mesmo periodo receita bruta de mais de 12 milhdes de reais
para o Estado do Acre (KERN; GONCALVES, 2008). Em 2008 teve uma pequena
queda, totalizando em 29.500 toneladas. O Estado do Acre contribuiu com a maior
parcela da producdo, 10.378 toneladas, seguido pelo Amazonas com 8.871, o
Para com 7.639, e Rondénia 2.165 toneladas (SOBER, 2010). Segundo dados da
FAO (2010), em 2008, a Bolivia foi responsavel por cerca de 65% das exportacoes
seguidas do Brasil, com 25%, e Peru com cerca de 10%. Desta forma, a castanha
do Brasil € um produto de elevada importancia para a economia da regiao
Amazdnica brasileira sendo, em alguns destes, o principal produto extrativista de
exportacao (CONAB, 2008).

A améndoa da castanha cuja gordura é do tipo saturada, de baixo
colesterol, possui sabor e aroma agradaveis, € cada vez mais conhecida pelo seu
alto valor nutritivo, pois é rica em vitaminas A, B1, B2 e C, calcio, fésforo,
magnésio, potassio, selénio e cobre. A améndoa da castanha é considerada fonte
de lipidios, proteinas, carboidratos e fibras, portanto o valor energético € bastante
elevado (MOODLEY et al., 2007; TONINI et al., 2008).

Por ser um produto extrativista, a produgdo de castanha do Brasil é

considerada orgéanica e sua extragdo ambientalmente correta, uma vez que nao



sao utilizados defensivos quimicos para controle de pragas, plantas daninhas ou
adubacéo, reduzindo os perigos quimicos comuns aos produtos cultivados. No
entanto, os baixos niveis tecnolégicos caracteristicos de sua cadeia produtiva bem
como as condigdes inadequadas de manejo da matéria prima favorecem a
constituicdo de pontos de contaminagcdo com consequente risco a saude do

consumidor e perdas econdmicas comuns em todas as etapas.

Dentre os principais problemas identificados na produg¢ao da castanha
do Brasil esta a frequente contaminacao por aflatoxinas. Este problema tem se
constituido um forte entrave para comercializagdo do produto, principalmente no
mercado externo, devido ao rigoroso controle dos niveis de toxinas presentes nos

alimentos pelos paises europeus e Estados Unidos.

Em 2010 a “European Comission” (EC) por meio da Diretiva 165/2010
estabeleceu limites maximos para aflatoxinas, sendo os limites para as castanhas
que sao submetidas a processo de triagem ou tratamento fisico antes do consumo
humano 8ug/kg para AFBs e 15ug/kg para as aflatoxinas totais; e para castanhas
destinadas diretamente ao consumo humano os limites foram de 5,0ug/kg AFB1 e
10,0ug/kg AFs totais.

Esses limites restringiram as exportagdes desse produto para a Unido
Européia (EU), com a devolucao de lotes contaminados. Nos ultimos anos cerca
de 10% da castanha do Brasil exportada para o mercado Europeu, foi devolvida
aos portos de origem, devido ao elevado indice de contaminagao por aflatoxinas.
Ferreira (2010), afirma que barreiras sanitarias impostas por paises europeus tém
dificultado as exportacdes brasileiras, especialmente de castanha com casca que

ndo passam por etapas de processamento.

A contaminagédo dos produtos consumidos no Brasil traz uma grande
preocupacao com relacdo a seguranca alimentar e a saude do consumidor.
Constituindo um grande risco para a saude da populagéo brasileira que consome

a castanha e seus produtos derivados.



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 A castanha do Brasil

A regidao amazdnica é dotada de uma riqueza incalculavel de frutos com
elevados valores nutritivos e importancia econémica, que reivindicam a pesquisa
tecnoldgica, de modo a transforma-los em produtos estaveis, e motivar o
aproveitamento de suas matérias primas, quer pelo consumo in natura, quer pela
transformacao industrial, gerando novos produtos para o mercado consumidor
(SOUZA, 2003).

A castanha do Para, que o Ministério da Agricultura classificou como
castanha do Brasil para efeito de comércio exterior foi regulamentada pelo Decreto
n®51. 209 de 18/08/61 (BRASIL, 1961). Foi descrita pela primeira vez em 1808,
quando Humboldt, Bompland e Kunth, denominaram a arvore majestosa, vindo dai
o seu nome cientifico Berthollethia excelsa H.B.K. (NYBG, 2011). Unica espécie
do género Berthollethia, foi incluida na lista de espécies brasileiras ameacadas de
extincao em (VIEIRA et al., 2008).

De acordo com a classificagao boténica, a castanha do Brasil pertence
a Divisao: Angiospermae; Classe: Dicotiledonea; Familia: Lecythidaceae; Género:
Berthollethia; Espécie: excelsa (Figura 1). E uma espécie arbdrea de grande porte,
nativa da Amazénia (SIMOES, 2004). E considerada a “rainha’ da Floresta
Amazdnica pela beleza e esplendor que apresenta, podendo medir até 50 m de
altura e 2 m de diametro na base (BRASIL, 2002). De acordo com Wadt; Silva
(2008), por ser uma espécie de vida longa, pode chegar até 1.000 anos.



Figura 1. Berthollethia excelsa.
Fonte: APIZ (2009).

Muitos pesquisadores acreditam que os indios foram os principais
responsaveis pela propagacao dos castanhais pela floresta, quando ao coletar e
transportar as castanhas, teriam espalhado naturalmente as sementes em
clareiras. (GLOBO RURAL, 2009). Os plantios de castanheiras sao relativamente
novos, tendo sido iniciados na década de 80 (CAMPO/PAS, 2004), recebendo
notavel incremento meio século depois, com a abertura dos portos do rio

Amazonas a navegagao estrangeira (CONAB, 2008).

As castanheiras muitas vezes formam grupos mais ou menos extensos,
conhecidos como castanhais, onde se encontram associadas a outras espécies de
arvores de grande porte (GREENPEACE, 2011). A espécie se desenvolve bem em
terras firmes, solos argilosos ou argilo-arenosos, com umidade relativa variando
entre 79 a 86% e precipitagdo total anual entre 1.400 a 2.800mm. A temperatura
média anual da floresta varia entre 24,3 e 27,2°C, com maxima de 30-32°C e
minima de 19-23°C (CAMPO/PAS, 2004). A dispersdo de suas sementes,
crescimento e capacidade de producdo de frutos parecem ser afetados por
diversos fatores, como acao de cipds e animais (PERES et al., 2003).



A castanheira € considerada uma arvore de grande importancia para o
ecossistema, pois fornece alimento e remédios para as comunidades tradicionais,
povos indigenas e animais silvestres (APIZ, 2009), apresenta interacdes com a
fauna, como as abelhas do género Xylocopa, Centris e Bombus que a polinizam,
assim como passaros, pacas, macacos, e cutia (Dasyprocta spp.) que ajudam a
dissemina-las pela mata (WADT et al., 2005; MORI; PRANCE, 1990).

O fruto da castanheira é chamado de ouri¢o, constituindo-se de uma
camada esférica de substancia lenhosa, extremamente dura. Podem pesar de 0,5
a 5 kg e conter de 10 a 25 sementes (Figura 2), agudas, triangulares, envoltas em
polpa amarela (BRASIL, 2002). Os ourigos sdo coletados nas esta¢des de chuvas
mais intensas nas regides tropicais, durante 5 a 6 meses quando caem das
arvores. A castanheira produz frutos anualmente, porém a quantidade de fruto
produzida por uma arvore varia ano a ano (TONINI et al., 2008). Castanheiras
novas produzem de 30 a 50 ourigos ao ano, enquanto que castanheiras maduras
de 200 a 400 anos, podem chegar a produzir até 1.000 ouricos em apenas um ano
(APIZ, 2009). Por ser um produto de extrativismo com praticas de manejo
precarias, 0os ouricos sao abertos na floresta, para a retirada de suas sementes,
sob condicbes que favorecem a contaminacdo por fungos e coliformes
(FIGUEIREDO et al., 2001).

Figura 2. Ourigo contendo as sementes.
Fonte: APIZ (2009).



A semente, comumente chamada de améndoa, é encontrada em
diversos tamanhos, e comercializada de acordo com a classificacdo do Ministério
da Agricultura Pecuéria e do Abastecimento (BRASIL, 1976) em: com casca e sem

casca.

O periodo de floracao inicia em setembro e se estende até fevereiro. Os
frutos levam 15 meses para amadurecer, come¢ando a cair em novembro, no
inicio da estagao chuvosa, prolongando-se até o més de marco. Uma arvore pode
produzir de 100 a 150 quilos na época da safra (APIZ, 2009).

E uma arvore ligada a cultura das populagdes tradicionais da Amazonia
e do estado do Amazonas, seus produtos e subprodutos s&o utilizados como fonte
de alimentagdo e renda ha varias geragdes (MENEZES et al., 2005). Existe no
pais, cerca de 778.150 castanheiras, distribuidas em 14 milhées de hectares, e
sua cultura é caracterizada pelo extrativismo comunitario (Figura 3), atividade de
simples coleta de um recurso vegetal, com auséncia de praticas de cultivo e
beneficiamento (TAVARES et al., 2010). Para as populacbes indigenas da
Amazbnia, antes da presenca do colonizador europeu, o extrativismo se fazia
sobre produtos da fauna e da flora no objetivo do atendimento apenas de suas
necessidades alimentares (SOUZA; FERREIRA, 2006).



Figura 3. Extrativismo comunitario
Fonte: APIZ (2009).

Apesar de o extrativismo ser uma atividade importante para as
populacdes amazonicas, constitui uma base de desenvolvimento bastante fragil,
realizada mais pelo nivel de pobreza de seus habitantes com mao de obra
marginal, que como alternativa de producao, sendo a Unica atividade por falta de
opcoes para a realizagcao de uma agricultura rentavel (HOMMA, 1996).

O extrativismo é uma etapa da histéria humana caracterizada pela
baixa densidade demografica e baixo padrao tecnoldgico, isto €, apenas uma
etapa do desenvolvimento humano que sera substituido quando tiver
disponibilidade tecnoldgica para a domesticagdo e precos favoraveis que criem
condicdes para o plantio (SIMOES, 2004).

Apesar de o extrativismo ser uma atividade importante para as
populacbes amazdnicas, constitui uma base de desenvolvimento bastante fragil,
realizada mais pelo nivel de pobreza de seus habitantes com médo de obra
marginal, que como alternativa de producéo, sendo a Unica atividade por falta de
opcdes para a realizagao de uma agricultura rentavel (HOMMA, 1996).



Por ser um produto extrativista, a castanha do Brasil € considerada
organica, e sua extracado ambientalmente correta, uma vez que ndo sdo utilizados
defensivos quimicos para controle de pragas e plantas daninhas, reduzindo assim
0s perigos quimicos comuns a produtos cultivados. O baixo nivel tecnolégico
associado as condi¢des inadequadas de manejo e manuseio da matéria prima
favorece pontos de contaminagao, ocasionando riscos a saude do consumidor e
perdas econdmicas. As bactérias do grupo coliformes e os fungos produtores ou
nao de toxinas, que tem seu crescimento favorecido devido as mas condi¢des de
manipulacdo na industria e a prolongada exposicao a fatores ambientais que
favorecem o desenvolvimento destes microrganismos (CAMPO/PAS, 2004).

2.1.1 Produtos derivados

A castanha do Brasil por possuir tronco cilindrico e muito reto, sem
galhos até a copa, desperta o interesse de madeireiros que, fazem o uso da
castanheira para o comércio clandestino da madeira, a qual apresenta excelente
qualidade para construcao civil, naval (CAMPO/PAS, 2004). Estas caracteristicas
levaram a exploracao, depredacgao e destruicao de castanhais nativos e até a sua
extincdo em algumas localidades da Amazénia (GREENPEACE, 2011;
LOCATELLI et al., 2010).

O ourico é muito utilizado como carvao vegetal em fornos para a
producéo de farinha e paes, assim como no artesanato para a confecgao de porta-
joias (Figura 4), cinzeiro e até mesmo instrumentos musicais. As cascas das
améndoas, para a producdo de biocombustiveis (CAMPO/PAS, 2004), tapetes,
pecas de artesanato e composicao de tintas (BRASIL, 2002).

A améndoa da castanha é consumida in natura ou cozida e cristalizada,
processando-as em estufas elas se tornam desidratadas ou semi-desidratadas
(CONAB, 2008). E o produto economicamente mais importante da castanha do
Brasil, presente no mercado nacional e internacional, e vem sendo muito utilizada

na industria alimenticia e de cosméticos (VIEIRA et al., 2008).



Devido ao formato irregular, ha uma grande porcentagem que se
quebra (aproximadamente 10%), reduzindo seu valor comercial a apenas 60% de
castanhas perfeitas (COSLOVSKY, 2005). Dentre os produtos alimenticios de
maior uso estdo as améndoas descascadas, utilizadas como snacks, coberturas
de sorvetes, doces, cereais, produtos de panificagcao (Figura 5), producao de
biscoitos e bombons. Souza; Menezes (2004), utilizaram a farinha de castanha
como ingrediente em alimentos extrusados, de forma a enriquecer o teor protéico

deles, obtendo cereais matinais e barras energéticas ricas em minerais.

O o6leo da castanha obtido pela prensagem das sementes tem sido
utilizado para o enriquecimento de alimentos industrializados (SOLIS, 2001) e para
fabricacdo de cosméticos e fitoterapicos (Figura 6) (BRASIL, 2002). De acordo
com Costa et al. (2006), o 6leo também pode ser utilizado como fonte de carbono
para microrganismos em meio especificos, como por exemplo para producao de
biosurfactantes, e, como lubrificante na aviacdo e em componentes eletrbnicos
pelas suas propriedades antioxidantes. Do residuo da extracao do 6leo também se
obtém torta ou farelo utilizados como misturas em farinhas e racées (PACHECO;
SCUSSEL, 2006; LOCATELLI et al., 2005).

Campos et al. (2005) descobriram a acéo fitoterapica de extratos da
castanha para a reducdo do Trypanossoma cruzi (causador da doenga de
Chagas). O cha preparado a partir do caule das arvores de castanheiras é
considerado um agente antimalérico, pois possui atividade tripanocida, eliminando
os parasitas de sangue infectados sem afetar as células sanguineas.



Figura 4. Ourigos utilizados no Figura 5. Uso da castanha em  Figura 6. Oleo de castanha.
artesanato. confeitarias. Fonte: Fitoterapica (2011).
Fonte:Brasil sabor (2011). Fonte: Abril (2011).

2.1.2 Localizacao geografica

A castanha do Brasil € encontrada em sua maioria, em estado nativo na
Amazbnia, com algumas tentativas de plantio por parte de alguns produtores
(PACHECO; SCUSSEL, 2007). Desenvolvem-se bem nas matas de terra firme, em
varios paises da regido Amazdnica continental, com destaque para o Brasil,
Bolivia e Peru (MENEZES et al., 2005). Sao encontradas em menores
quantidades em outros paises como as Guianas, Venezuela, Equador e Coldmbia.
As florestas com a presenga de castanheiras cobrem uma superficie de
aproximadamente 325 milhdes de hectares (STOIAN, 2004).

Nos ultimos 10 anos, a participacdo da regiao Norte do pais tem
representado 99% no total de producdo brasileira (ENRIQUEZ, 2009), os
principais estados produtores sdo os Estados do Amazonas, Para e Acre,
responsaveis por 80% do volume produzido, seguido em menores quantidades,
por Rondénia, Amapa, Tocantins e Roraima (Figura 7). No estado do Acre, os
maiores castanhais estdo nas regiées do Alto Acre, Baixo Acre e Purus. No
Amazonas, compreendem o Médio e Alto Amazonas, rios Purus, Madeira e Negro,

e municipios como ltacotiara, Coari, Manicoré e Humaita. No Para, os maiores
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castanhais se encontram nas proximidades do rio Trombeta no municipio de
Oriximina e localidades dos rios Tocantins e Xingu (AKATSU, 2005).
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Figura 7. Regibes brasileiras produtoras de castanha do brasil.
Fonte:Google (2011).

Algumas destas areas possuem usinas de beneficiamento, areas
extrativistas com certificacdo organica e areas com implantacao de programas de
boas praticas (PACHECO, 2007). O Acre é o maior produtor e sua cadeia
produtiva envolve mais de 15.000 familias que dependem desta atividade
extrativista (TAVARES et al., 2010). O Estado chega a colher cerca de 30 mil
toneladas de sementes por ano (ALVARES, 2010). Uma das razdes para o
aumento da producao no Estado do Acre é devido ao deslocamento da producao
para esta regido, ja que a castanha estd sendo cada vez mais exportada pela
Bolivia, devido aos menores controles de exportacao e barreiras fitossanitarias em
relacao ao Brasil (ENRIQUEZ, 2009).

11



2.1.3. Importancia Econémica

Ap6s a decadéncia da borracha, a castanha do Brasil passou a
constituir o principal produto extrativista de exportacdao da regiao (APIZ, 2009).
Sendo considerado um produto florestal ndo madeireiro da floresta amaz6nica
(PFNMs), o agronego6cio da castanha é relevante, sobretudo pela coleta da
castanha ser a mais importante atividade econbmica para as comunidades
extrativistas (SOUZA; FERREIRA, 2006; PERES et al., 2003). Ao mesmo tempo
em que as etapas de transporte, comercializagao e processamento, aumentam a
renda e geracao de empregos (MACIEL; REYDON, 2008).

A participagédo dos produtos florestais ndo madeireiros tem sido parte
essencial no manejo florestal sustentado, sendo uma fonte de renda para as
populacdes residentes nas florestas e arredores. Em 2005, os produtos florestais
ndo madeireiros somaram 4,7 bilhdes de dblares no mercado internacional, sendo
os produtos de origem vegetal responsaveis por trés quartos deste valor (TONINI
et al., 2008; WADT et al., 2005). No ano de 2006, o valor da produgao primaria
florestal foi de 10,9 bilhdes, sendo que a castanha representou cerca que 43,9
milhdes (TAVARES et al., 2010).

A castanha do Brasil é um dos produtos de comércio internacional,
originarios de paises nao desenvolvidos e consumidos por paises desenvolvidos.
Os principais paises importadores sao: Estados Unidos, Hong Kong (China),
Austria, Franca, Italia, Alemanha e Inglaterra (TAVARES et al., 2010).

Existe certa dificuldade em padronizar a producéo brasileira, tanto em
qualidade como em quantidade, pois a oferta depende dos ciclos da natureza e
tem influéncia das condicées climaticas (ENRIQUEZ, 2009). A falta de incentivos
governamentais aos produtores extrativistas, o desmatamento da regido
Amazbnica, assim como a falta de organizacdo das cooperativas (responsaveis
pela extragdo das castanhas) que ndo agregam os devidos valores para concorrer

com o mercado externo, e a auséncia de mao-de-obra especializada, vém
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causando uma significante queda da producdo da castanha do Brasil pelos
Estados produtores (EMBRAPA, 2009).

A castanha constitui um dos mais importantes produtos exportados,
mas em fungdo de ser facilmente substituida por outras améndoas, devido
variagbes de prego, sua demanda no comércio internacional € muito eléstica
(MENEZES et al., 2005). A exportacao média vem decrescendo, em 1990 o Brasil
exportou 51.195 toneladas, ja no ano de 1996, foram 19.301 toneladas exportadas
(EU, 2003). Esta queda na exportacdo segundo ENRIQUEZ (2009), se da parte
pela queda da sua producao interna (devido a reducao dos castanhais produtivos,
deficiéncia nas etapas de transporte e armazenamento durante a cadeia produtiva
e auséncia de politicas de incentivos aos extrativistas) e pela competicdo com
outros paises produtores. Em parte pelo surgimento de barreiras nao tarifarias
impostas por padrbes fitossanitarios mais rigidos, como a Unidao Européia
(principal importador), que restringiu sua comercializagdo devido aos estudos
realizados a respeito de altos niveis de aflatoxinas encontrados nos produtos
(HOMMA et al., 2000). Problemas com a exportacao e a perda de participacao no
mercado mostram a necessidade de avaliar a competitividade e a eficiéncia da
cadeia produtiva brasileira da castanha (SANTOS et al., 2010).

Em 1990, o Brasil representava 80% do comeércio internacional, e era
considerado lider na produgdo de castanhas. Atualmente a producdo declinou
cerca de 30 mil toneladas (TAVARES et al., 2010). A Bolivia, aproveitando-se da
crise da produgdo de castanha no Brasil, tomou o seu lugar no mercado
internacional, exportando em 2008 cerca de 50 mil toneladas (CONAB, 2010;
FAO, 2010).

De acordo com levantamento do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), a safra brasileira de 2007 alcangou 30.406 toneladas. Essa
producdo gerou no mesmo periodo receita bruta de mais de 12 milhées de reais
para o Estado do Acre (KERN; GONCALVES, 2008). Em 2008 teve uma pequena
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queda, totalizando em 29.500 toneladas. O Estado do Acre contribuiu com a maior
parcela da producdo, 10.378 toneladas, seguido pelo Amazonas com 8.871, o
Pard com 7.639, e Rondénia 2.165 toneladas (SOBER, 2010).

Em 2009, a producao total em toneladas do Amazonas foi de 8.840, o
que rendeu uma média de R$11.423.100, beneficiando mais de 7 mil familias com
o extrativismo da castanha (ADS, 2010).

Coslovsky (2005), afirma que o fato de a Bolivia dominar o mercado
nao se trata apenas da quantidade exportada, mas da tecnologia, dos niveis
sanitarios e do valor agregado do produto boliviano, além de que a Bolivia ndo
conta com as exigencias sanitarias que o Brasil exige para os seus produtos. A
exportacao da Bolivia teve maior aumento a partir de 1998, segundo dados da
FAO (2010). Em 2008 a Bolivia foi responsavel por cerca de 70% das
exportacoes, seguidas do Brasil com 25%, e Peru com cerca de 10%. A Bolivia
concentrou-se na exportagcdo de castanhas sem casca, importando assim
produtos com casca do Brasil, processando e exportando o produto descascado.
Isto teve inicio depois que a Unido Européia impds limite para a importacdo de
produtos contaminados por aflatoxinas. Verificou-se que as industrias bolivianas
tiveram maior capacidade de se ajustar as novas exigéncias do que a industria
brasileira (SANTOS et al., 2010).

Ferreira (2010) afirmou que barreiras sanitarias impostas por paises
europeus tém dificultado as exportacdes brasileiras, especialmente de castanha
com casca que nao passam por etapas de processamento.

Outra explicagdo para a entrada da Bolivia no mercado é o
financiameno do Banco Mundial para a instalacdo de agroindustrias na Amazonia
Boliviana, a fim de deslocar boa parte da populagcdo camponesa envolvida no
plantio de coca, para o extrativismo da castanha, com saldrios minimos inferiores
ao brasileiro, e baixos encargos sociais, oferecendo para os paises importadores

uma oferta de produtos com precos inferiores (FERREIRA, 2010).
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Tendo em vista a queda das exportacbes, melhorias e iniciativas
publicas tém sido discutidas para elevar a qualidade da castanha do Brasil. A
“Cooperacre”, fundada em 2001, é uma central que congrega 20 cooperativas que
representa e garante a sustentabilidade dos extrativistas, agregando valor aos
produtos. E responsavel também pela implantacdo do “Programa de compra
antecipada da producdo de extrativistas familiares” dentro do “Programa de
Aquisicao de Alimentos” (PAA) que incentiva a producdo e processamento de
alimentos por pequenos empreendedores rurais. “Plano nacional de seguranga e
qualidade de produtos de origem vegetal” — PNSQV; “Projeto de monitoramento e
controle de micotoxinas na castanha do Brasil”; Implantagao de “Boas praticas de
manejo na cadeia produtiva da castanha do Brasil”, junto com os extrativistas,
visando melhorar a qualidade do produto em especial no Estado do Amazonas;
“Certificagdo organica da castanha”, entre outros (ENRIQUEZ, 2009; PACHECO,
2007).

Estas acdes de apoio a producdo geraram resultados positivos,
fazendo com que o preco médio pago nos Uultimos seis anos se elevasse,
passando de R$ 0,35kg em 2000, para R$ 1,16kg em 2008 (SOBER, 2010),
chegando em 2010, a quase R$ 15,00 por lata (equivalente a 10 kg de castanha)
(ALVARES, 2010).

De acordo com a Portaria MAPA N.° 507, de 10/07/2009, novos pregos
minimos foram estabelecidos para a exportacdo da castanha do Brasil, sendo R$
52,49/hectolitro de castanhas com casca, e as castanhas beneficiadas
(descascadas) com ou sem pelicula, tem o pre¢o variado de acordo com o seu
tamanho, na tabela que se segue:
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Tabela 1. Descricao e preco da castanha do Brasil.

Descricao Preco

miudinha 3,4362/kg
mitda 3,0627/kg
pequena 2,6817/kg
média 2,4900/kg
extramédia 2,4519/kg
grande 2,3944/kg
ferida 1,4940/kg
quebrada 1,3850/kg

(CONAB, 2010).
2.1.4 Composicao nutricional

O consumo mundial de alimentos saudaveis e com baixos teores de
gordura tem aumentado a medida que as pessoas estdo reconhecendo a
necessidade de ter um estilo de vida saudavel. A busca por estes alimentos
saudaveis e que ajudam na prevencao de doencas, fez com que aumentassem o
consumo de alimentos integrais e naturais, como graos, nozes e castanhas
(MOODLEY et al., 2007).

A améndoa da castanha é conhecida pelo seu alto valor nutritivo, pois é
rica em vitamina A, B1, B2 e C, calcio, fésforo, magnésio, potassio, selénio e cobre
(PACHECO, 2007). Os niveis de nutrientes diferem com o tamanho da castanha,
sua variedade e origem, e 0os componentes mais abundantes sdo os lipidios,
seguidos pelas proteinas, carboidratos e fibras, de forma que o valor energético €
bastante elevado (MOODLEY et al., 2007).

Quando desidratada possui alto teor de proteina, cerca de cinco vezes
mais do que o conteudo caldrico do leite de vaca in natura (DREW; FUJIWARA,
2010). A améndoa apresenta proteina completa, em que os valores dos escores

quimicos dos aminodcidos essenciais sao superiores aos do padrédo teorico da
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Food and Agriculture Organization (FAO, 1970). E chamada popularmente de
“Carne Vegetal”, podendo ser comparada com a carne bovina pela quantidade de
aminoacidos que apresenta (GLORIA; D’ARCE, 2000).

E considerada fonte de arginina, a qual é percussora do 6xido nitrico,
essencial para a fungao endotelial (CRISHOLM et al., 2005). As améndoas contém
de 15 a 17% de proteina em matéria fresca e cerca de 50% de proteina em
matéria seca desengordurada. E rica nos amino4cidos essenciais metionina (18%)
e cisteina (8%), e em menores quantidades, arginina e leucina (SUN, 1987). A
fracao proteica da castanha do Brasil é rica nestes aminoacidos sulfurados, e tem
sido utilizada em processos de modificacao de alimentos, para enriquecimento de
caracteristicas nutricionais, como por exemplo, do feijao (NORDLEE et al., 1996).

Estudos realizados por Gléria; D arce (2000), concluiram que é possivel
a obtencao de concentrados e isolados proteicos da torta de castanha do Brasil
desengordurada com niveis de 59 e 81% de proteina respectivamente. Os autores
também afirmam que proteinas de oleaginosas apresentam fungdes nas
caracteristicas organolépticas, fisicas (solubilidade), capacidade de emulsificacéo,

formacgao de espumas e 6leos e viscosidade (propriedades reoldgicas).

Os lipideos sdo compostos importantes, pois conferem caracteristicas
sensoriais aos alimentos, como odor e cor. De acordo com Gutierrez et al. (1997),
a améndoa da castanha contém boa quantidade de 6leo de alto valor alimentar, e
o teor de lipideos atinge 60-70%. O teor de &cidos graxos saturados (miristico e
palmitoléico) e insaturados, superior a outras sementes oleaginosas. Em sua
composicao possui 85% de acidos graxos insaturados, sendo que 51% séo o
acido graxo monoinsaturado oléico e 34% sao o poliinsaturado linoleico
(COOPERACRE, 2011).

Os teores de acucares no alimento favorece o metabolismo de
microrganismos, podendo ser um fator determinante na presenca de fungos
deteriorantes (ANDRADE et al., 1999; PACHECO, 2007). A respeito do teor de
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fibras, Souza; Menezes (2004), encontraram valores relevantes de fibras soluveis

e insollveis.

Chunhieng et al. (2004), estudando os teores de alguns minerais em
diferentes amostras de castanhas, verificaram a presenca de elevados teores de
ferro (Fe), magnésio (Mg) e manganés (Mn), e ndo foram detectados valores
relevantes de metais pesados, como arsénio (As), chumbo (Pb) e mercurio (Hg). A
améndoa também contém quantidades significativas de Ba, Br, Ca, Co, Cs, Rb, Sr
e Ni (SILVA; MASSAIOLI, 2003).

Em relacao aos teores de vitaminas, as améndoas possuem elevados
teores de vitamina E, que exercem efeito cardioprotetor, reduzindo a oxidagao do
colesterol LDL (CRISHOLM et al., 2005).

Ryan et al. (2006); Kornsteiner et al. (2006), encontraram elevados
teores de tocoferdis, predominando p-tocoferol e vy-tocoferol. Os tocoferéis
associados aos compostos fenélicos agem como compostos funcionais, com efeito
preventivo contra cancer e doencas coronarias. Os compostos fendlicos, também
considerados funcionais devido as suas propriedades benéficas a saude, foram
encontrados em altos niveis em castanhas. (KORNSTEINER et al., 2006).

De acordo com Philips et al. (2005), os fitosterdis que sdo compostos
naturais dos alimentos com estruturas semelhantes ao colesterol e que
apresentam propriedades que aumentam a fungao imune do organismo, reduzem
0s niveis de colesterol ruim, diminuindo o risco de desenvolvimento de certos tipos
de céancer, foram encontrados em castanha do Brasil, com niveis de 95% de
fitosterdis totais.

A améndoa da castanha € considerada uma grande fonte natural de
selénio, sendo mais rica quando comparada com outras améndoas, € a unica que
excede a dose de ingestédo diaria recomendada pela National Research Council,
dos Estados Unidos (TONINI et al., 2008). Este mineral tem um papel importante

18



como antioxidante, reforca a acao dos tocoferéis, atua no metabolismo da tiredide,
ajuda na prevencao de cancer e regula o potencial redox da vitamina C e de
outras moléculas (FREITAS et al.,, 2008; ANDRADE et al., 1999). Sendo
considerado um micronutriente essencial para o corpo humano, especialmente na
prevencao de cancer de prostata (BRASIL, 2002), ha fortes indicios que ele
também atue como elemento protetor no caso de doencas crbnicas como
aterosclerose, cirrose, artrite e enfisema (SOUZA, 2003; MOODLEY et al., 2007).

Sua atividade antioxidante pode ser esclarecida por ser um elemento
fundamental ao funcionamento da enzima gluthationa peroxidase, mecanismo de
defesa antioxidante e sequestrante de radicais livres no organismo. No entanto, o
selénio s6 tem atividade antioxidante em baixas concentracdes, pois quando
consumido em excesso tem acgdo pro-oxidante, isto é, toxica, podendo causar
doencas como depressao, disturbios gastrointestinais, perca de cabelo, unhas
brancas manchadas, fadiga e irritabilidade (MOODLEY et al., 2007; FRAGA,
2005).

O consumo de nozes em geral tem aumentado em atletas e idosos, que
buscam o efeito antioxidante dos alimentos, com recomendacdées médicas de
consumo de 30 gramas por dia, o equivalente a trés améndoas. Entretanto os
teores heterogéneos de selénio por améndoa dificultam a definicdo da quantidade
exata de ingestao para se aproveitar das propriedades antioxidantes, sem ter os
efeitos toxicos do selénio (CRISHOLM et al., 2005).

A concentracdo deste elemento nos alimentos varia de acordo com o
solo que a planta vegeta (SOUZA, 2003), isto é, a concentracdo de selénio
depende da eficiéncia com que esse elemento é absorvido pelas raizes das
arvores. Este fendbmeno € dependente da maturidade e variedade da planta, da
forma quimica do Se e do pH. Sendo assim lotes de mesma procedéncia podem
ter heterogeneidade nos teores de selénio (PACHECO, 2007).
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A ingestdo diaria de selénio varia entre diferentes paises. Na Nova
Zelandia a recomendacdo € 6mg/dia, no Canada 224 mg/dia, e para paises
europeus o recomendado é de 32,3-70mg/dia (PACHECO; SCUSSEL, 2007). A
“‘Nacional Research Council” em 2.000 estabeleceu como ingestao recomendada
na dieta o valor de 55mg/dia para homens e mulheres adultos, na intencao de
maximizar os efeitos da glutationa peroxidase, enquanto o valor do Limite Superior
Toleravel de Ingestao (UL) estabelecido foi 400mg/dia para evitar selenose (NAS,
2000; COZZOLINO, 2001). Freitas et al. (2008), fizeram uma meta-analise dos
teores de selénio encontrados em amostras de castanhas, e em 5,24% das
castanhas os niveis de selénio foram superiores a 400ug Se/castanha, e em
25,53% os niveis foram inferiores que 55ug, mostrando-se necessarios estudos a
respeitos dos valores recomendados de ingestao diaria de castanhas.

Os componentes nutricionais pertencentes a castanha do Brasil e a

porcentagem de ingestao diaria recomendada estao descritos na tabela abaixo.

Tabela 2. Informagdes nutricionais dos componentes presentes na castanha.

Informacao nutricional Porcao de 100g %VD
Valor calérico 676 kcal 34%
Carboidratos 799 26%
Proteinas 149 19%
Gorduras totais 679 122%
Gorduras saturadas 15¢ 69%
Gorduras trans Og VD néo estabelecido
Colesterol Omg 0%
Fibra Alimentar 89 32%
Sddio <5mg 0,08%
Célcio 146mg 18%
Ferro 2mg 16%
Selénio 204mg 600%

(COOPERACRE, 2011).

20



2.2 Cadeia produtiva da castanha do Brasil

O sistema de producao tradicional da castanha do Brasil € baseado na
unidade familiar e nédo envolve investimentos tecnoldgicos, sendo para isto
utilizadas técnicas simples de coleta. As condicdes higiénicas, muitas vezes sao
precarias e a coleta e quebra dos ouricos sao realizadas ainda na floresta, seguida

as etapas de transporte, armazenamento e beneficiamento.
2.2.1. Etapa de pré-colheita

Esta etapa tem sido cada vez mais adotada pelos extrativistas,
seguindo as Boas Praticas de Manejo (BPM) e inclui desde a fase pré-exploratéria
até a colheita da castanha. Segundo Alvares (2010), as boas praticas de manejo
sao cuidados simples, que devem ser seguidos desde a coleta do produto até o
empacotamento e a industrializacdo. Diversos fatores interferem na qualidade do
produto final, mas o modo como sao realizadas as etapas, principalmente as
criticas, de transporte, secagem e armazenamento, determinam como o produto

chegara ao mercado.

Antes de comecar a coleta das castanhas, é necessario investir tempo
e trabalho em praticas que vao facilitar a coleta e armazenamento das castanhas,
acbes planejadas podem ajudar a evitar perdas, conseguir melhores precos,
fiscalizar territérios e assim melhorar a qualidade das castanhas produzidas (APIZ,
2009).

Segundo Campo/pas (2004), esta etapa inclui as fases:

- Mapeamento e marcagédo das arvores: elaboragdo de mapas com a
localizagdo exata das castanheiras que serdo manejadas, informagdes sobre o
acesso a area de manejo, e localizagcao das arvores que sdo marcadas com fitas
ou plaquetas. Apos esta marcagdo, o extrativista seleciona as arvores que serao

manejadas (Figura 8).
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E considerada uma importante ferramenta, pois ajuda no planejamento
da exploracdo de areas muito grandes, como os castanhais, onde € feito um
levantamento das principais informacées da é&rea, como localizacdo dos
castanhais, das aldeias e dos barracdes de armazenamento, rios e igarapés
préximos e quantidade de arvores existente (APIZ, 2009).

Figura 8. Mapeamento das areas que serao
exploradas
Fonte: APIZ (2009).

- Corte dos cipés: a presengca dos cipds pode comprometer o
desenvolvimento da copa das arvores e limitar a produ¢do dos ouri¢os, esta fase
consiste no corte desta espécie visando melhorar a produtividade das
castanheiras (Figura 9).

Figura 9. Corte dos cipds.
Fonte: APIZ (2009).
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- Limpeza da base das castanheiras: esta etapa consiste na retirada
dos frutos que cairam nas safras anteriores e ficaram amontoados na base das
castanheiras, ela é realizada antes do inicio da nova safra, esta limpeza podera
ser feita entre os meses de setembro a outubro. Esta etapa € muito critica, pois é
comum encontrar ouricos que nao foram coletados durante a safra anterior,
estando amontoados durante o ano todo, expostos a condicbes de alta
temperatura e umidade, favorecendo assim o0 desenvolvimento de
microrganismos, por exemplo, o fungo Aspergillus flavus, espécie produtora de
aflatoxinas. Na proxima safra, esses ouricos que nao foram coletados e estao
contaminados podem ser coletados juntos com os novos, favorecendo a
contaminagao de castanhas novas por fungos e aflatoxinas (CAMPO/PAS, 2004).

2.2.2. Etapa de colheita e pos-colheita

- Coleta e amontoa dos ouricos: A queda dos ouricos ocorre nas
estacdes chuvosas, e eles vao sendo empilhados préximos as castanheiras
(Figura 10), onde permanecem por algum tempo até o procedimento de “cata” dos
frutos (ourigos). O extrativista recolne em um cesto pendurado nas costas (Figura
11), quando o cesto esta carregado, os transporta para as “regibes de
quebramento”, barracdes destinados a extracdo das sementes (PACHECO;
SCUSSEL, 2006).

Figura 10. Ouricos empilhados préximo as castanheiras.
Fonte:APIZ (2009).
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Figura 11. Coleta dos ourigos.
Fonte: Portal extrativista (2011).

De acordo com as Boas Praticas de Manejo, a coleta dos ourigos deve
ser semanal e logo apds a queda, coletando apenas os da safra atual, para evitar
exposicao ao solo por muito tempo, degradacao ou perda na qualidade dos frutos.
Mas a coleta € demorada e justificada pelos extrativistas devido ao fato de
estarem coletando enquanto ainda ha risco de queda de mais ourigos das arvores.
A amontoa dos ouricos que ndo sdo quebrados no mesmo dia deve ser feita em
jirais com galhos, a uma certa altura do chao (SIMOES, 2004; FIGUEIREDO et al.,
2001). Os coletores devem fazer uso de capacete no momento da coleta dos
ouricos, retirando e amontoando os ouricos fora da area da copa das arvores
(APIZ, 2009).

- Selegcdo dos ouricos: durante a etapa de coleta, deve-se descartar os

ouricos que apresentam contaminacdo microbiolégica visivel (ALVARES, 2010).

- Quebra dos ourigos: feita manualmente com o auxilio de facées ou
martelos (Figura 12), para a retirada das castanhas. E estas sé&o selecionadas,
descartando-se as que apresentam contaminacdo visivel. Segundo o MAPA
(BRASIL, 2002), o descarte € um ponto critico e pode contaminar safras futuras,
sendo assim, estes descartes devem ser enterrados ou levados para longe do
ponto de coleta.
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Figura 12. Quebra dos ourigos.
Fonte: SIMOES (2004).

De acordo com as BPM, os ouricos devem ser quebrados com
utensilios limpos e exclusivos para essa finalidade, o local de quebra deve ser
uma base limpa, evitando o excesso de umidade e ataque de animais silvestres
(ALVARES, 2010), e as castanhas devem ser colocadas em cima de lonas ou
folhas de palmeira, evitando assim o contato com o solo (APIZ, 2009).

Depois de extraidas, as castanhas sao lavadas para a eliminagao das
impurezas (Figura 13) e armazenadas a granel até o transporte e beneficiamento.
Nesta etapa, cerca de duas a trés pessoas lavam, secam e ensacam as
castanhas, em aproximadamente 20 dias, para depois serem vendidas no
mercado local (castanhas com casca) (BRASIL, 2002). A lavagem ¢é feita para
retirada de impurezas e castanhas chochas, que durante a lavagem flutuam, e as
castanhas boas tendem a afundar. Essa lavagem é realizada na maioria das
vezes em rios ou igarapés (TONINI et al., 2008).
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Figura 13. Lavagem das castanhas.
Fonte: APIZ (2009).

Segundo recomendacdes do MAPA, esta lavagem deveria ser evitada,
tendo em vista um maior desenvolvimento fungico e dificil secagem, caso seja
inevitavel, deve se fazer em menor tempo possivel, fazendo o uso de secadores
solares, os quais possibilitam controlar umidade e temperatura (BRASIL, 2002).
Em estudos realizados por Tonini et al. (2008), mais da metade dos extrativistas
de Rondbnia entrevistados, fazem a lavagem de maneira inadequada, em agua
parada, utilizando pneus e vasilhas e apenas 55% dos entrevistados alegam secar
as castanhas ao sol. O restante armazena as castanhas ainda molhadas em
sacos, o que oferece um risco para a contaminacao fungica, uma vez que estas

condi¢oes de umidade e temperatura sao favoraveis.

O ideal, segundo o MAPA, seria construir paidis coletores para o
armazenamento, utilizando materiais provenientes da propria mata, quando a
coleta é realizada em castanhais mais distantes (BRASIL, 2002), evitando o
ensacamento das castanhas, contribuindo assim para uma melhor secagem e

conservacgao das castanhas (APIZ, 2009).

- Transporte primario para as unidades de producdo: O transporte da
area de coleta até as unidades produtoras ocorre ou por embarcagdes de pequeno
porte, ou via terrestre pelos extrativistas (Figura 14) ou utilizando animais de carga
(PACHECO; SCUSSEL, 2006).
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Figura 14. Transporte das castanhas para as
unidades de produgao.
Fonte: APIZ (2009).

- Lavagem, secagem e armazenamento nas unidades de producio:
quando as castanhas chegam sao lavadas, secas (Figura 15) e armazenadas até
0 segundo transporte para as unidades de beneficiamento.

Figura 15. Secagem das castanhas.
Fonte: APIZ (2009).

De acordo com as BPM, o armazenamento deve ser feito em galpdes
de madeira (Figura 16), a uma altura média de um metro do chao, permitindo a
circulagdo de ar e evitando o contato com o solo, a alta umidade e o contato com
animais. As castanhas devem ser armazenadas em sacos, sendo empilhadas com
no minimo 15 cm entre as pilhas para favorecer a circulacdo de ar, ou
armazenadas a granel. Recomenda-se a instalacdo de exaustores para promover

uma melhor ventilagdo entre as amostras. O armazém deve ser mantido sempre
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limpo, livre de restos de castanhas de safras anteriores, produtos quimicos ou
produtos de outra natureza (ALVARES, 2010).

Figura 16. Local de armazenamento das castanhas.
Fonte: APIZ (2009).

- Transporte secundario para as unidades de beneficiamento: o
transporte é feito dependendo da localidade em cada estado, podendo ser
transportados em caminhdes abertos ou carretas transportadas por tratores; ou
através do transporte fluvial (PACHECO; SCUSSEL, 2006; ALVARES, 2010).

Para o transporte fluvial, seguindo as BPM, devem-se utilizar estrados
no fundo da embarcacéo para evitar o contato das castanhas embaladas com o
piso e areas molhadas (ALVARES, 2010).

- Armazenamento nas unidades de beneficiamento: apds o0
desembarque, ficardo armazenadas em “montanhas” ou seguirdo direto para as
etapas de beneficiamento (PACHECO; SCUSSEL, 2006).

As usinas de beneficiamento procuram realizar uma selegéo e secagem

rapida das castanhas, resultando em uma melhor qualidade do produto final.
2.2.3. Etapas na unidade de beneficiamento
O beneficiamento da castanha é feito em usinas com equipamentos

para a producdo em larga escala e segue as seguintes etapas:
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- Recepcdo e selecdo das castanhas: é feita uma inspecao visual
quantitativa e qualitativa, eliminando as castanhas quebradas, com coloragao
diferente e contaminacao visivel por fungos (Figura 17) (PACHECO; SCUSSEL,
2006).

R A\
Figura 17. Selecao das castanhas.
Fonte: APIZ (2009).

De acordo com as BPM, as castanhas devem estar limpas, secas, e
isentas de matérias estranhas, descartando assim os carregamentos com mais de
10% de castanhas estragadas. Os lotes sdo separados e contem informacdes
sobre a safra, fornecedor, local de producdo, condicbes de transporte e
quantidade (ALVARES, 2010).

- Armazenamento das castanhas: é realizada em silos de madeira com
aeracao por 1 ou 2 dias antes do beneficiamento (PACHECO; SCUSSEL, 2006). E
recomendado o uso de telas para proteger as amostras, de exaustores se possivel
com ventilagdo de ar, e monitoramento diario da temperatura e umidade

(ALVARES, 2010).

- Lavagem das castanhas: € realizada para remogdo de matéria
organica e restos de terra (PACHECO; SCUSSEL, 2006).

Seguindo as BPM, a lavagem das castanhas com casca € feita por
imersdo em agua tratada e temperatura ambiente, a qualidade da agua é
importante ser monitorada devido a grande quantidade de matéria organica
depositada nas castanhas. A troca da agua tem que ser feita com controle do teor
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do cloro (0,5 ppm — 0,8 ppm) para maximizar a lavagem, assim como os utensilios
utilizados tem que ser lavados depois de cada turno (ALVARES, 2010).

- Secagem: é realizado em secador rotativo, por um periodo de 8 a 12
horas a temperatura de 50° - 60°C (PACHECO; SCUSSEL, 2006).

- Resfriamento: das castanhas que serdo embaladas com casca, depois
desta etapa elas passam para a etapa de classificagéo, polimento, pesagem e
embalagem (PACHECO; SCUSSEL, 2006).

As castanhas que tem como finalidade serem comercializadas sem

casca seguem para as seguintes etapas:

- Tratamento térmico: as castanhas sao tratadas por imersao em agua
em ebulicdo por 1 a 2 minutos a 100°C, ou autoclavadas (o processo mais
utilizado) acima de 250°C. Esta etapa além de favorecer a diminui¢do da carga
microbiana, facilita a retirada da casca (PACHECO; SCUSSEL, 2006; ALVARES,
2010).

- Quebra: é feita com as castanhas ainda quentes, e o processo €&
realizado mecanicamente, com o auxilio de uma prensa manual (Figura 18). A
casca é descartada (PACHECO; SCUSSEL, 2006).

Figura 18. Quebra das castanhas na usina de beneficiamento.
Fonte: APIZ (2009).
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Seguindo as BPM, as mesas de quebra e equipamentos devem ser
constituidas de material impermeavel, de facil sanitizacdo, sendo realizada a
limpeza ao final de cada turno. A sala onde € realizada a quebra deve ser afastada
da area de armazenamento, deve apresentar portas € janelas, sendo protegidas
também da possivel entrada de animais e insetos (ALVARES, 2010).

- Selecdo visual: é realizada para eliminacdo das castanhas
deterioradas ou danificadas fisicamente (PACHECO; SCUSSEL, 2006).

De acordo com as BPM, a higiene dos manipuladores e o tipo de
material utilizado na selecao sao de extrema importancia para a qualidade final do
produto (ALVARES, 2010).

- Segunda secagem: as améndoas sofrem processo de desidratacao
em estufas a 60°C por 24 horas para atingir umidade entre 11 e 15% (ALVARES,
2010).

- Classificacdo: as castanhas com casca e as descascadas sao
classificadas de acordo com o tamanho, conforme as especificacbes abaixo
definidas pelo Ministério da Agricultura (BRASIL, 1976).

Castanha com casca:

e pequena: mais que 68 castanhas por 453 g;
e media: 57 a 68 castanhas por 453 g;

e extra meédia: 56 a 62 castanhas por 453 g;

e semigrande: 51 a 55 castanhas por 453 g;

e grande: 46 a 50 castanhas por 453 g;

e extra grande: menos de 46 castanhas por 453 g.
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Castanha descascada:

e miudinha: acima de 180 améndoas por 453 g;
e miuda: 160 a 180 améndoas por 453 g;

e pequena: 140 a 159 améndoas por 453 g;

e média: 110 a 139 améndoas por 453 g;

e extra media: 102 a 114 améndoas por 453 g;
e grande: menos de 102 améndoas por 453 g;

o ferida: améndoas lascadas e/ou mutiladas por escoriagdes,
provocadas por agente fisico, mantendo mais de 50% do tamanho;

e quebrada: améndoas fragmentadas, partidas e/ou quebradas, com

menos de 50% do tamanho.

- Polimento: As améndoas sao polidas mecanicamente através de rolos
com espumas para retirada de residuos, como a pelicula. E as castanhas com
casca sao polidas mecanicamente em polidores asperos para a retirada das
arestas (ALVARES, 2010).

- Pesagem e Embalagem: as castanhas descascadas sdo pesadas e
embaladas a vacuo seladas quente, em sacos com baixa permeabilidade a
oxigénio, e depois podem ser armazenadas em caixas de papel cartonado.

De acordo com Apiz (2009), € recomendado que as castanhas sem
casca sejam embaladas a vacuo em sacos aluminizados para evitar que ocorra

rancificacao, e sabor e odor indesejaveis (Figura 20).
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Figura 19. Embalagem das castanhas sem casca.
Fonte: COOPERACRE (2011).

As castanhas com cascas sdo embaladas em sacos de polipropileno de
60 kg (Figura 19) (ALVARES, 2010).

Figura 20. Embalagem das castanhas com casca.
Fonte: APIZ (2009).

- Armazenamento: o produto final fica armazenado por 2 a 30 dias
antes de serem transportados para o comércio (PACHECO; SCUSSEL, 2006).

Seguindo sempre as BPM para o armazenamento, 0os sacos devem ser
armazenados sobre estrados de madeira em locais arejados e limpos (ALVARES,
2010).

Além de ser comercializada para ser consumida, a castanha do Brasil

sem casca pode ser ainda processada para a obtencao de produtos e subprodutos

33



como: Oleos, tortas, farelos, farinha, leite, biscoito, etc. E as castanhas com casca
sao transportadas através de containers em navios para o mercado internacional.
(PACHECO; SCUSSEL, 2006).

A coleta, secagem, armazenamento, e o transporte da castanha do
Brasil sdo consideradas etapas criticas, pois dependendo de como forem
conduzidas, hd maior ou menor contaminagdo por fungos e possiveis toxinas
(VALOIS, 2003). As Boas Praticas de Manejo (BPM) na fase de pré-colheita até a
pds-colheita dos ouricos devem ser incorporadas (PACHECO; SCUSSEL, 2006),
pois além de evitar a proliferacdo fungica e conseqiente contaminacao por
aflatoxina, pode ser importante incentivo para apoiar as acées de manejo florestal
comunitario como uma estratégia de uso e conservacao da floresta. Além de gerar
possibilidades de aumento da renda das populacdes extrativistas devido a
melhoria da qualidade do produto final (SIMOES, 2004).
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2.3. Micologia dos alimentos

A partir de 1960 os fungos passaram a ser classificados como o Reino
Fungi. Compreendem os seres vivos eucarioticos, unicelulares como as leveduras,
e pluricelulares como os fungos filamentosos (TRABULSI, 1999). Seus esporos
s&o abundantes e amplamente encontrados na natureza, germinam rapidamente
em plantas, solos e alimentos. Os alimentos sdo alvos para a proliferacdo destes
microrganismos, principalmente quando as condicbes de secagem e
armazenagem forem propicias (PITT; HOCKING, 2009).

Ha muitos anos os fungos vém sendo utilizados na industria de
alimentos para a produgéo de produtos fermentados como cervejas, vinhos e paes
e na industria farmacéutica para obtencdo de compostos ativos como penicilina,
estatinas e ciclosporinas (PITT; HOCKING, 2009; KELLER et al., 2005).
Diferengas no sabor e na qualidade do alimento tém sido observadas devido ao
crescimento de fungos. Cereais e améndoas estdo sempre expostos a uma
grande variedade de microrganismos, provenientes de insetos, agua, solo, poeira
e animais. A quantidade e o tipo de microrganismos encontrados dependem da
resisténcia de cada alimento, assim como das condi¢des climaticas (GONCALEZ
et al.,, 2008). Muitos alimentos apresentam um grupo especifico de fungos
deterioradores, composta por ndo mais de 20 espécies, chamada micobiota
associada (FILTENGORG et al., 1996).

Os impactos econdmicos causados pela deterioragao fungica incluem a
diminui¢cdo do poder germinativo, alteracées no sabor e no aroma, descoloragéo e
mudancgas quimicas e nutricionais (PASTER; BULLERMAN, 1988). A deterioragcéo
das propriedades sensoriais € frequentemente devido a produ¢do de exoenzimas
durante o crescimento fungico. Os fungos podem produzir um grande numero de
enzimas (lipase, proteases, carboidrases). Uma vez no interior do alimento estas
enzimas podem continuar suas atividades independentes da destruicdo ou
remocao do micélio (FILTENBORG et al., 1996). Durante a multiplicacdo dos
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fungos, além destas alteracGes relatadas previamente, muitas espécies sao
capazes de produzir substancias volateis, as quais afetam a qualidade sensorial
de alimentos e bebidas, e metabolitos toxicos tanto para os animais como para os
homens. A descoberta destas substancias toxicas, chamadas micotoxinas,
aumentou sensivelmente o numero de pesquisas sobre este tema (PITT;
HOCKING, 2009; SAMSON et al., 2002).

A contaminacdo dos alimentos pode acontecer no campo, antes ou
apos a colheita, durante o transporte e o armazenamento do produto. A exposicao
humana as micotoxinas por alimentos contaminados é questdo de saude publica
no mundo todo (CALDAS et al., 2002).

O conhecimento da micobiota associada a um determinado produto
ajuda a prevenir os riscos de contaminacao e facilita o foco da pesquisa para as
micotoxinas presentes . As micotoxinas que contaminam um determinado alimento
€ dependente de fatores intrinsecos e parametros de processamento e
armazenamento do alimento (FILTENBORG et al., 1996). Mais de 25% da
producdao mundial de graos estdo contaminados com micotoxinas. Existem mais
de 300 tipos diferentes de micotoxinas, mas as técnicas de analise existentes
detectam ndo mais que cerca de 30 principais toxinas. Além disso a amostragem
para analise é uma etapa extremamente delicada, e € a fonte de possiveis erros.
Um outro ponto, sdo as possiveis sinergias entre as micotoxinas, pois varias
micotoxinas em baixas concentra¢cdes podem causar danos mais sérios que uma

determinada toxina em dose mais elevada (SURAI et al., 2008).

Muitas espécies de fungos filamentosos sdo encontradas em alimentos,
e dentre elas sdo as espécies de Aspergillus section flavi. Os aspergilos sao
pertencentes a classe dos hifomicetos, apresentam colénias com diferentes
coloragdes, possuem grandes hifas com paredes espessas das quais emergem 0s
conidiéforos, vesiculas esféricas com estruturas chamadas de métulas e fidlides

que originam os conidios (esporos fungicos assexuais). Muitas espécies sao
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xerofilicas e capazes de deteriorar alimentos que estejam com atividade de agua
acima dos limites seguros. O género Aspergillus foi descoberto ha quase 300 anos
e é considerado um dos mais importantes e conhecidos géneros, pois neste se
encontram as espécies mais comuns relacionadas com a deterioracdao de
alimentos nos paises localizados nos trépicos, com carater téxico patogénico ao
homem e aos animais (KLICH; PITT, 1988; PITT, 1989).

Os Aspergillus sp., sdo capazes de crescer em temperaturas mais
elevadas e atividade de agua mais baixas que outras espécies, requerem maior
tempo para esporular e produzem esporos mais resistentes a luz e aos compostos
quimicos. Dentro deste género encontram-se as secdes Flavi, Nigri e Circumdati,
as quais possuem as espécies produtoras de aflatoxinas, ocratoxinas e as
fumonisinas, além de diversos outros metabdlitos téxicos. As principais espécies
pertencentes ao grupo Aspergillus section flavi sédo: A. flavus, A. parasiticus, A.
nomius, A. oryzae e A. sojae (FRISVAD et al., 2008; FEIBELMAN et al., 1998).

2.4 Micotoxinas

Micotoxinas sao substancias téxicas produzidas durante o metabolismo
secundario de fungos filamentosos que contaminam os alimentos, muito variadas
no modo de agdo, estrutura quimica e propriedades toxicoldégicas. Sao
sintetizadas sob determinadas condi¢ées, algumas delas permanecem no micélio
fungico, ao passo que a maior parte € secretada no substrato. A maioria das
micotoxinas sao resistentes a tratamentos fisicos e quimicos, sendo que uma vez
formadas sofrem poucas alteragbes no processamento e estocagem
(FILTENBORG et al., 1996).

Os metabolitos secundarios sdo compostos frequentemente bioativos,
de baixo peso molecular e relacionados a partes do ciclo de vida do fungo. Os
microrganismos se desenvolvem bem sem a sintese destes metabdlitos, ao
contrario dos metabdlitos primarios que sdo essenciais para 0S mesmos, 0S

metabolitos secundarios podem inibir o crescimento de bactérias, fungos,
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parasitas e insetos, assim como causar maleficios aos humanos, desenvolvendo
células tumorais, imunossupremindo as enzimas e causando efeitos mutagénicos
e teratogénicos (KELLER et al., 2005; BENNETT; KLICH, 2003).

O termo micotoxina deriva do termo grego mikes (fungo) e do latim
toxicum (veneno), ou seja, toxina produzida por fungos em condicdes especificas.
Atualmente cerca de 300 micotoxinas ja foram relatadas, sendo que as mais
estudadas sdo: aflatoxinas e ocratoxinas, resultantes do metabolismo de espécies
do género Aspergillus (PITT; HOCKING, 2009). Além disso tém sido estudadas: a
zearalenona, fumonisinas e deoxinivalenol, resultantes do metabolismo de
espécies de Fusarium (CAVALIERE et al., 2007b); o &acido ciclopiazbnico,
produzido por Aspergillus flavus (PITT; HOCKING, 2009), o ergot produzidas pelo
género Claviceps (MOHAMED et al., 2006), entre outras.

2.4.1. Caracteristicas gerais das aflatoxinas

As pesquisas tiveram inicio no ano de 1960, na Inglaterra, quando aves
alimentadas com racdes a base de amendoim, provenientes do Brasil e da Africa,
foram intoxicadas, causando a morte de milhares de perus e patos. Este surto
ficou conhecido como “Turkey X Desease” (HUSSEIN; BRASEL, 2001). Em 1961
Aspergillus flavus foi isolado destas amostras de ragcdo e por técnicas
cromatograficas as aflatoxinas foram detectadas (KELLER et al., 2005).

As aflatoxinas representam o grupo de micotoxinas com mais relatos
em alimentos e com maior risco de toxicidez a saude humana e do animal, com
potentes efeitos carcinogénicos (WOOD, 1992). Estas toxinas afetam a saude
publica e a agro-economia, sendo responsaveis pela perda de milhdes de ddlares
ao ano (HUSSEIN; BRASEL, 2001).

Ja foram isolados de 15 a 20 compostos denominados aflatoxinas, mas
apenas 6 sao estudados do ponto de vista toxicolégico. Esses compostos séo
denominados AFBi, AFB,, AFGi e AFG, (Figura 21) e aflatoxinas My e Mz A

38



aflatoxina My €& um metabdlito da aflatoxina By em humanos e animais.
A exposigao humana a aflatoxina My ocorre principalmente através do consumo de
leite contaminado, incluindo leite materno. As letras referem-se a cor que emitem
(blue ou green) e os valores 1 e 2 se referem a distancia em relagdo a migragao
dos compostos observados ap6s cromatografia em camada delgada sob luz ultra
violeta de comprimento de onda de 365 nanémetros (nm) (KLISCH, 2007;
KELLER et al., 2005). De acordo com IARC (2002), ha evidencias suficientes para
concluir que a AFB¢ causa cancer em humanos, justificando-se assim o status

Grupo 1 — potencialmente carcinogénica.

As aflatoxinas sdo moléculas de dihidrofuranos unidas a anéis
cumarinicos, instaveis a luz, e degradaveis em elevadas temperaturas. E
apresentam intensa fluorescéncia em determinados comprimentos de onda
(KLISCH, 2007). Sao substancias apolares soluveis em cloroférmio, metanol e
acetonitrila (YU et al., 2004).

Sao compostos heterociclicos, do metabolismo secundario das
espécies de Aspergillus flavus, A. parasiticus, e A. nomius (FEIBELMAN et al.,
1998; Klish; Pitt, 1988). Mais recentemente A. pseudotamarii também foi descrito
como produtor de aflatoxina By (ITO et al., 2001). H& relatos também da producéo
de aflatoxinas por A. toxicarius, A. parvisclerotigenus, A.bombycis, A. rambelliie E.
venezuelensis (FRISVAD et al., 2005). Estudos feitos por Cary et al. (2005),
mostraram a producdo de aflatoxinas por A. ochraceoroceus e Emericella
astellata.

A. flavus produz somente duas aflatoxinas: AFBi e AFB,. Existem
isolados de A. flavus que nao produzem aflatoxinas, outras que produzem também
acido ciclopiazénico (CPA) (KLICH; PITT, 1988). A. parasiticus e A. nomius sao
produtores das quatro aflatoxinas (B4, Bp, G1 e G2), mas ndo produzem CPA. A.
parasiticus € geralmente maior produtor de aflatoxinas do que A. flavus (PITT;
HOCKING, 2009).
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Aflatoxin B, Aflatoxin G,

Figura 21. Estrutura quimica das aflatoxinas B+, B, G1 e Go.

2.4.2. Aspectos toxicocinéticos e toxicodinamicos

Aflatoxinas sdo toxinas hepatotoxicas, que possuem carater
carcinogénico, mutagénico e teratogénico e constitui um dos grandes problemas
na agricultura, principalmente nas regides tropicais, causando sérios efeitos
nocivos em animais € humanos (IARC, 2002; BINDER et al.,, 2007). Esses
sintomas dependem da dose e frequéncia de exposicao, da espécie, sexo, idade,
geneética, dieta e estado nutricional do animal. A gravidade da intoxicacdo por
micotoxinas pode ser agravada também por fatores como deficiéncia de vitamina
A, alcoolismo, doencas infecciosas e desnutricdo (BENNETT; KLICH, 20083).

A intoxicacdo pode ser aguda ou crénica, dependendo da concentragao
ingerida. As enzimas hepéticas fazem a ativagdo metabodlica das moléculas da
toxina surtindo os efeitos toxicoldégicos (HUSSEIN; BRASEL, 2001). O efeito
agudo ocorre devido a ingestdo de doses elevadas, sendo irreversivel, de
percepcao rapida dos sintomas e pode levar o animal ou humano & morte. Os
efeitos cronicos séo resultados na ingestdo de menores doses durante um longo
periodo de tempo e causa distarbio em érgaos, geralmente o figado (IARC, 2002;
BENNETT; KLICH, 2003).
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Sao facilmente absorvidas no trato gastrointestinal, sendo entao
distribuidas pelo organismo apds cairem na corrente sanguinea, seguindo para
diferentes 6rgaos, como rins, musculos, tecidos adiposos e figado, onde passam
por biotransformacdo. Os sintomas clinicos da aflatoxicose incluem diarréia
sanguinolenta, cirrose, sindrome de Reye (encefalopatia com degeneracao
gordurosa do cérebro), hemorragia nos rins, diminuicdo do sistema imunol6gico
(OLIVEIRA; GERMANO, 1997; MOSS, 2002), perda de apetite e peso,
anormalidades neurolégicas, palidez, convulsées, necrose e aumento do tamanho
do figado. Exposicbes prolongadas a baixas doses resultam em tumores no
figado, prejudicam o sistema nervoso central, causam doengas de pele e defeitos
hormonais (PITT 1989). A alta concentracdo de compostos no figado se da devido
a alta permeabilidade da membrana do hepatdcito, nos primeiros momentos da
biotransformacdo. Ja na circulagdo sistémica as aflatoxinas se ligam a
componentes sanguineos, como eritrécitos e proteinas plasmaticas (PACHECO;
SCUSSEL, 2006).

A acao toxica e carcinogénica da AFB; esta relacionada com sua
conversao metabdlica em varios tecidos, produzindo compostos altamente
reativos, chamados de AFB;-8-9-epoxido. A toxinas é biotransformada pela
citocromo P450 presente no figado e em outros tecidos e também pode ser
convertida via reacdes de co-oxidacdo pela prostaglandina H sintetase. E
considerada um pré-carcinégeno, que requer ativagcdo metabdlica para manifestar
seus efeitos tdéxicos (GONGCALEZ, 2008; MURPHY et al., 2006). Na primeira fase
da biotransformacéo ocorrem reagdes de oxidacao, hidrolise e redugao, tornando
as moléculas mais hidrofilicas, depois numa segunda fase os compostos séo
conjugados a substancias enddégenas como sulfatos, glutationa e grupos metil, e
em seguida sdo excretadas. A biotransformacao da AFB4 consiste em alteragdes
moleculares reversiveis e irreversiveis. As reversiveis sdo mediadas por enzimas

citosdlicas NADPH-dependentes, formando aflatoxicol, uma forma de
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armazenamento da AFBi. As reages irreversiveis formam o AFB;-8-9-epodxido
(SANTQOS, 2004).

AFB;-8-9-epdxido € altamente reativa, um composto eletrofilico capaz
de reagir através de ligagcdes covalentes, com moléculas de DNA (&cido
desoxiribonucléico), RNA (4cido ribonucléico) e proteinas. (AMARAL; JUNIOR,
2006). A reacdo com o DNA ocorre através da ligacdo com guaninas, formando
ductos de DNA (aflatoxina-N7-guanina) no gene supressor de tumores p53, ao
nivel do codon 249. A AFB; se liga a estes residuos de guanina de sequéncias
alternadas G-C do DNA, formando ligacdes extra-DNA, podendo levar a mutacdes
pela alteracdo da estrutura e gerar transversoes de G:C para A:T (YU et al., 1990;
GONCALEZ et al., 2001; MOSS, 2002), além da formacao dos ductos aflatoxinas-
N7-guanina, que geram mutacdes e desenvolvimento de cancer. O produto reativo
8-9-epdxido também pode se ligar a albumina sérica, formando o composto
aflatoxinas-N-lisina, que podem interagir sinergicamente com o virus da hepatite
B, causando carcinoma hepatocelular (OLIVEIRA; GERMANO, 1997; AMARAL;
JUNIOR, 2006; MURPHY et al., 2006).

Biomonitoramentos podem ser feitos através de sangue, leite e urina de
pessoas infectadas com aflatoxinas. Ductos de DNA e proteinas podem ser
monitorados pelo sangue, e o AFBi{-N7-guanina representa o mais confiavel
biomarcador em urina, servindo como indicio que a pessoa tem o caminho
bioguimico necessario para a carcinogénese. A AFB;-8-9-ep6xido é conjugada
com a glutationa e pode formar o composto AFB;:-8-9-epdxido-glutationa,
metabolito altamente soluvel e de facil excre¢do, que ndo apresenta carater
carcinogénico. A acdo da enzima glutationa-transferase que faz esta ligacao,
assim como a inibicdo da formacédo de epodxidos de aflatoxinas, pela ruptura do
citocromo P450 ou dos ductos de DNA formados, sdo estratégias para a
prevencao das mutagdes prejudiciais e carcinogénese (MURPHY et al., 2006;
SANTOS, 2004).
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2.5 Fatores que afetam o crescimento fungico e a producao de

aflatoxinas

As aflatoxinas podem infectar varios produtos vegetais como milho,
cereais, castanhas, amendoins, frutas secas e especiarias. A incidéncia destas
toxinas é dependente de varios fatores, tais como: stress ou danos a cultura,
presenca de insetos, tipos de solo e fatores intrinsecos e extrinsecos (CAVALIERE
et al., 2007a).

Os principais fatores intrinsecos que afetam o crescimento de fungos e
a producgéo de aflatoxinas nos alimentos sdo: umidade, atividade de 4gua, pH e a
composicao nutricional. Como fatores extrinsecos, econtram-se a temperatura do
processamento e de estocagem, umidade relativa do ar, tempo de armazenagem,
microclima, competicdo entre espécies, entre outros. Esses fatores ndo atuam
isoladamente sobre os microrganismos, mas sim de forma combinada (KLISCH,
2007).

2.5.1. Umidade

A agua é um dos principais constituintes de todos os organismos vivos,
encontra-se em quantidade muito elevada na maioria dos alimentos, afetando
todas as suas propriedades fisicas. Ela pode agir como solvente, componente
absorvido (reduzindo a oxidacao), plastificante (dando textura aos produtos) e
como reagente (JARDIM, 1997; QUAST, 1968).

Umidade é a agua total contida num produto. Pode ser encontrada na
forma ligada e ndo-ligada. A agua ligada é comprometida com ligagdes quimicas,
dissolugdo de solutos, e outros. A agua nao ligada € a quantidade de agua livre
disponivel, e esta relacionado com o termo atividade de agua (JARDIM, 1997).

Quando um material biologico é exposto a um ambiente com uma
determinada umidade relativa do ar, ele perde ou ganha agua para ajustar sua

prépria umidade a uma condi¢ao de equilibrio com o0 ambiente. Isto ocorre quando
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a presséao de vapor d’agua na superficie do material se iguala a pressao de vapor

d’agua do ar que o envolve (FADINI et al., 2006).
2.5.2 Atividade de agua

E possivel estabelecer uma relagdo estreita entre o teor de agua livre
no alimento e sua conservacao. O teor de agua livre é expresso pela atividade de
agua (aw) que é dada pela relagéao entre a pressao do vapor de agua em equilibrio
sobre o alimento e a pressado de vapor de agua pura a uma mesma temperatura
(NETO; QUAST, 1975; PARK et al., 2001). Como a atividade de agua nos
alimentos esta relacionada ao crescimento microbiolégico e as reacdes
bioquimicas, a retirada de agua reduz a carga microbiana e impede reagdes
bioquimicas que dependem da umidade, sendo esta desidratagdo uma forma de
conservacgao dos alimentos (PARK et al., 2001).

A atividade de agua é o fator ambiental dominante que governa a
estabilidade ou a deterioracdo. O conhecimento desta relacdo permite o
conhecimento tanto da vida de prateleira quanto do potencial de deterioragao
fungica. Sua medida é feita em escalade 0 a 1 (PITT; HOCKING, 2009).

A armazenagem € uma das etapas criticas, pois nesta fase podera
ocorrer 0 desenvolvimento do fungo e a producéo de aflatoxinas dependendo das
condigbes aplicadas (CAMPO/PAS, 2004). Para uma armazenagem segura
quanto a producao de aflatoxinas, a atividade de agua do alimento deve estar
abaixo de 0,70 pois poucos fungos tém a capacidade de crescer em atividade de
agua abaixo deste valor. As espécies de Aspergillus flavus, requerem uma
atividade de agua minima em torno de 0,78 a 33°C e 0,84 a 25°C para crescer e
acima de 0,87 para a producdo de aflatoxinas. As espécies de Aspergillus
parasiticus requerem uma atividade de agua minima em torno de 0,80 a 37°C e
0,82 a 25°C para crescer e 0,86 para produzir toxinas (PITT; HOCKING, 2009). As

espécies de Aspergillus nomius, ligeiramente menos xerofilicas, requerem valores
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minimos de atividade de agua para germinagao e crescimento de 0,83 a 25-30°C e
0,81 a 37°C, respectivamente.

2.5.3. Potencial hidrogeniénico (pH)

Em altas atividades de agua os fungos competem com as bactérias
como deteriorantes de alimentos, assim o pH tem um papel decisivo nesta
competicdo, pois ha microrganismos menos tolerantes aos meios acidos. As
espécies de Aspergillus flavus por exemplo crescem em pH de 2,1 a 11,2, com
maximo em 7,5, as espécies de Aspergillus parasiticus nas faixa de pH de 2,4 a
10,5, com étimo para a producao de aflatoxinas entre 3,5 a 8,0 (PITT; HOCKING,
2009).

2.5.4. A composicao nutricional

O estado nutricional da maioria dos alimentos é adequado ao
crescimento de microrganismos deteriorantes. Para o metabolismo dos fungos o
substrato mais adequado é o rico em carboidratos enquanto as bactérias preferem
alimentos com altos teores de proteinas (PITT; HOCKING, 2009). Glicose e
sacarose sao fontes de carbono que favorecem a producdo de aflatoxinas, ao
passo que a frutose, 0 manitol e a galactose conferem a produgéo de niveis mais
baixos de aflatoxinas. Fontes de nitrogénio como extrato de levedura e peptona
s&o os que mais favorecem a producgao da toxina (KLICH, 2007).

A castanha do Brasil que inclui proteinas, carboidratos e lipideos em
sua composicao, apresenta as condigdes necessarias para o crescimento dos
microrganismos, assim como a possivel producdo de aflatoxinas. As
caracteristicas genéticas de algumas nozes podem influenciar na resisténcia dos
processos de contaminagdo e producdo de aflatoxinas (PACHECO; SCUSSEL,
2007).
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2.5.5. Temperatura

A temperatura é menos restritiva que a umidade, mas € um fator que
interfere diretamente no desenvolvimento fungico. O processo de armazenagem a
temperatura ambiente, com média de 25-30°C nas regides tropicais favorece o

crescimento de varias espécies (ARRUS, 2005a).

A temperatura relatada como mais baixa para crescimento fungico é -
7°C a 0°C para espécies como Fusarium, Cladosporium, Penicillium. Alimentos
nao esterilizados e estocados a 5°C em refrigeradores domésticos, onde
prevalecem condi¢cdes de alta umidade, sdo eventualmente deteriorados por
fungos destes géneros. Aspergillus flavus e Aspergillus Niger crescem em
temperaturas de 8° a 45°C (PITT; HOCKING, 2009).

A influéncia da temperatura na preservagcao e degradacao de fungos
tem duas vertentes, a temperatura durante o processamento e a temperatura de
armazenamento. Varias espécies crescem em condicbes de armazenagem com
temperatura média de 30°C em regides tropicais (PACHECO; SCUSSEL, 2007).
Os valores de temperatura minima, 6tima e maxima para crescimento de bolores

varia para cada espécie (Tabela 3).

Tabela 3. Valores de temperatura favoraveis para o desenvolvimento de

determinadas espécies fungicas.

Fungos Minima (T2C) Otima (T2C) Maxima (T2C)
A. restrictus 5-10 10 - 35 40 - 45
A. candidus 10 -15 45 - 50 50 - 55
Penicillium spp. -5-0 20-25 35-40
A. glaucus 0-5 30-35 40 — 45
A. parasiticus 12 32 42

A. flavus 10-12 33 43 — 48

(CAMPO/PAS, 2004; PITT; HOCKING, 2009).
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De acordo com Pitt; Hocking (2009), as espécies de Aspergillus flavus e
Aspergillus parasiticus, tém como temperatura o6tima para a producdo de
aflatoxinas a faixa de 30° a 40°C.

2.5.6. Tensao de gas

Fungos deteriorantes, como todos os outros fungos filamentosos
exigem certa concentracdo de oxigénio absoluto. A quantidade de oxigénio
disponivel e a tensao de oxigénio determinam o crescimento microbiano (PITT;
HOCKING, 2009).

Alguns fungos conseguem crescer em baixas concentragcées de
oxigénio, nao sendo estas menores que 0,2%. A maioria dos fungos deteriorantes
parece ser sensivel aos altos niveis de didxido de carbono e nitrogénio. Misturas
de gases tém sido eficientes para a reducado do oxigénio, formando ambientes
com atmosfera controlada, as quais podem ser eficientes para o transporte e
armazenamento de alimentos, prevenindo a contaminagdo por microrganismos e
possiveis toxinas (PASTER; BULLERMAN, 1988; PITT; HOCKING, 2009).

2.6. Prevencao, inibicao e detoxificacao

Abordagens para prevenir estas micotoxinas incluem estratégicas de
controle dos fatores intrinsecos e extrinsecos para evitar a contaminagao fungica
na pré-colheita e pos-colheita. Através da melhoria nas condicées de secagem e
armazenamento, cuidados com manejo do campo, rotacdo de culturas e agentes
naturais e quimicos, como a aplicacdo de fungicidas no momento certo e
irradiacdo. Estas praticas tém sido eficientes na prevengdo e controle do
crescimento de fungos toxigénicos e micotoxinas (KABAK et al., 2006). Alguns
métodos com substancias quimicas e processos tecnolégicos tém sido testados,
por exemplo, o uso de materiais adsorventes nos alimentos, adicao de enzimas ou
microrganismos capazes de desintoxicar alguns tipos de toxinas (BINDER et al.,
2007).

47



Estudos realizados por Elis et al. (1993), comprovaram que a sinergia
de condi¢des especificas de atividade de agua, temperatura e pH associadas a
reducao dos niveis de oxigénio e elevacao dos niveis de didxido de carbono,
tiveram efeito inibitério na producao de aflatoxinas.

Yin et al. (2008), estudaram diversas espécies bacterianas como
Lactobacillus spp., Pseudomonas spp., € Bacillus subtilis com capacidade de inibir
o crescimento de A. flavus e producdo de aflatoxinas em laboratério. Embora
esses isolados tenham sido altamente eficazes no laboratério, no campo a
condicao foi diferente.

A interacdo com outros fungos filamentosos também diminue a
capacidade de produgado de aflatoxinas por A. flavus e A. parasiticus. Varios
estudos tém sido realizados com A. niger que inibem a produgédo de aflatoxinas
em amostras de mandioca, milho e em meio agar extrato de malte (MEA). A. niger
foi capaz de diminuir o pH do meio, suficientemente para inibire a producédo de
aflatoxinas (KLICH, 2007), porém tém se mostrado que estas espécies podem
produzir a ocratoxina A e fumonisina B,. Maiores sucessos no controle biolégico
foram obtidos utilizando bioinseticidas produzidos a partir de A. flavus nao
toxigénicas em experimentos no campo com amendoim e milho, havendo uma
reducao de 70-90% nos valores de aflatoxinas. As cepas nao aflatoxigénicas
excluem naturalmente as cepas toxigénicas por competicdo com o substrato, mas
para esta competicdo ser eficiente, as nao toxigénicas precisam ser
predominantes no ambiente agricola (YIN et al., 2008).

De acordo com Kabak et al. (2006), varios extratos naturais de plantas
e Oleos de especiarias como orégano, cebola, canela, erva-cidreira e hortela sao
toxicas aos fungos e podem inibir o crescimento fungico durante a colheita.
Estudos realizados por Matan et al. (2006) mostraram que vapor de 6leo essencial
de plantas como cravo e canela, em embalagens com baixas concentragdes de

oxigénio e elevadas concentracdes de dioxido de carbono, inibiram o crescimento
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de A. flavus e outras espécies. Ao passo que Costa et al. (2008), utilizando extrato
do Nim (Azadirachta indica) verificaram a inibicao da producao de AFB; a partir de
concentracao de 2,0% mas néao inibiram o crescimento micelial de A. flavus e A.

parasiticus.

Substéancias isoladas de plantas como flavonéides, isoflavondides e
biflavondides se mostraram biologicamente ativas contra A.flavus e A.parasiticus
(GONCALEZ et al.,, 2001). Lee et al. (2001) testaram 77 compostos naturais,
dentre eles, antraquinonas, cumarinas e flavonéides tipo flavona, e estes
mostraram-se potentes inibidores da formacado de AFB¢-8-9-epdxido (produto

mutagénico metabolicamente ativado).

Em relagdo a radiacdo, Klich (2007) estudou os efeitos de radiagéo
Gama. Valores entre 2kGy a 4kGy inibiram o crescimento flngico e inativaram a
producao de aflatoxinas em amostras de milho, amendoim e meio agar YESA.

Diversas industrias vém fazendo o uso de radiacdo até 10kGy para a
conservacao dos alimentos, pois esta parece ter efeito sobre os conidios fungicos.
Contudo os resultados dos estudos realizados parecem ser contraditorios. Paster;
Bullerman (1988) conseguiram uma diminuicdo nos teores de aflatoxinas em
cevada e milho, mas nos gréos de trigo, a producéo de aflatoxinas foi maior nos
graos irradiados. Aziz; Moussa (2002) analisaram os efeitos da radiacdo gama em
diversas frutas contaminadas com fungos filamentosos e micotoxinas (aflatoxinas,
ocratoxinas, citrinina, acido ciclopiazénico e acido penicilico) por diferentes
periodos de tempo e doses de irradiagdo, obtendo sucesso na diminuicdo do
numero de unidades formadoras de colonias a 1,5kGy e todas as micotoxinas
analisadas foram significantemente degradas de 3,5kGy a 5kGy.

Lee; Jun-ho (2006), estudaram os efeitos do aquecimento em amostras
de trigo contaminadas com aflatoxina B+, e 0s niveis desta toxina foram reduzidos
em 50% a 150°C e 90% a 200°C. Raters; Matissek (2008) conseguiram degradar

quase totalmente as aflatoxinas expostas a 160°C. Contudo alimentos ricos
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nutricionalmente, ao receberem tais processos (aquecimento e radiacdo) como
alternativa para a detoxificagdo, podem ter suas qualidades nutricionais e

sensoriais alteradas.

A eficiéncia de um método na detoxificagcdo de micotoxinas depende da
natureza do alimento, das condi¢cdes ambientais, como umidade e temperatura, e
do tipo de micotoxina e sua concentracdao no alimento. Kabak et al. (2006)
estudaram compostos quimicos como acido cloridrico, ambnia, peroxido de
hidrogénio, bissulfito de sédio e cloro e obtiveram bons resultados na detoxificagao
de aflatoxinas, mas embora pareca ser eficiente, sua utilizacdo diminui o valor
nutricional dos alimentos e produz derivados téxicos nos mesmos. Alimentos
também podem ser detoxificados com produtos a base de hidréxido de aménio e
peréxido de hidrogénio (NHsOH e H>O,) em taxas de 1% (SALEEMULLAH et al.,
2006).

Abordagens mais recentes tém demonstrado o uso de substancias
adsorventes de micotoxinas na dieta. Estes vao sequestrar e diminuir a
biodisponibilidade das micotoxinas no trato gastrointestinal, sendo os mais
eficientes, carbono ativado, hidroxido de aluminosilicato e polimeros especiais. A
eficiéncia do absorvente depende da micotoxina (KABAK et al., 2006).

2.7. Ocorréncia de fungos e aflatoxinas em castanhas do Brasil

Tem sido frequente estudos que associam diversos fungos
filamentosos, inclusive os aflatoxigénicos, com amostras de “nozes de arvores”,
incluindo a castanha do Brasil (BAYMAN et al., 2002). Os primeiros relatos de
contaminagdo fungica em castanha do Brasil ocorreram na década de 60, nas
quais foram isoladas espécies do género Aspergillus que causaram podriddo em
castanhas (PACHECO; SCUSSEL, 2007).

A floresta Amazbonica é dotada de fatores que favorecem o

desenvolvimento de fungos filamentosos e a produgcédo de toxinas, mostrando-se
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necessarias as boas praticas, que vao desde o manejo dos ouricos na floresta até
as etapas de beneficiamento, para evitar a producéo de aflatoxinas, uma vez que
as cepas aflatoxigénicas ja contaminaram o produto (CAMPO/PAS, 2004).

A castanha pode estar susceptivel a danos mecanicos que podem
ocorrer na floresta, durante o corte dos ouricos ou pela acdo de roedores e
insetos, durante o transporte e até nas usinas de beneficiamento. Estes danos
mecanicos favorecem a absorcao de umidade, facilitando a infeccdo dos fungos
no interior do alimento, que é altamente nutritivo (PACHECO; SCUSSEL, 2006).

Outro fator importante na castanha que favorece o desenvolvimento
fungico € a distribuicdo heterogénea de calor no interior da castanha durante a
secagem. Esta diferenca pode causar variacdo na temperatura e na umidade
podendo posteriormente ser misturados lotes de umidade diferente durante a
armazenagem, e favorecer a atividade dos microrganismos. A estabilidade da
castanha em relacdo a sua umidade é considerada segura abaixo de 13%
(CAMPO/PAS, 2004).

Arrus et al. (2005a) em seu estudo mostraram que as condicdes 6timas
de crescimento para Aspergillus flavus em castanhas eram atividade de agua em
torno de 0,91, umidade do alimento 8,6%, umidade relativa 97% e temperatura 25-
30°C, ap6s 30 dias de armazenamento. Sob essas condi¢cdes estes autores
encontraram valores maximos de aflatoxina B (4483ug/kg). De acordo com
Campo/Pas (2004) o armazenamento superior a 45 dias em condi¢des favoraveis
€ preocupante.

Arrus et al. (2005a) recomendaram que as castanhas descascadas
devem ser mantidas em umidade em torno de 4,5% e 0,68 de atividade de agua e
as castanhas com casca em torno de 5,0% de umidade e 0,75 de a, em todas as
etapas da cadeia produtiva para evitar alta contaminagcdo por aflatoxinas. As
améndoas desidratadas (com umidade em torno de 3%) e com atividade de agua
abaixo de 0,70, preferencialmente embaladas a vacuo com baixa permeabilidade
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de oxigénio, permaneceram estaveis durante o armazenamento por até 180 dias
(SILVA; MASSAIOLI, 2003).

Dentre as espécies fungicas mais encontradas na castanha do Brasil
destacam-se: Aspergillus flavus, A. niger, A. fumigatus, A. clavatus, P. viridicatum,
P. citrinum, Fusarium sacchari, F. oxysporum, F. verticillioides e Alternaria alternata
(CAMPO/PAS, 2004).

Bayman et al. (2002) encontraram uma grande variedade de fungos em
castanhas com cascas vendidas no mercado na Califérnia, dentre elas, os
géneros mais frequentes foram: Aspergillus, Rhizopus e Penicillium. As espécies
mais comuns de Aspergillus, A.niger (42%), A. flavus (21%) A. nidulans (9%) e A.
tamarii (7%). Neste estudo os autores concluiram que a colonizagao interna dos
fungos na castanha do Brasil estava em niveis maiores que as nozes, pistaches e

outras améndoas.

No Brasil, Souza (2003) encontrou as espécies de Aspergillus em varias
unidades de beneficiamento. Da mesma forma Pacheco; scussel (2006)
verificaram que os fungos mais frequentes foram do género Penicillium e
Aspergillus. Contudo estes autores (SOUZA, 2003; PACHECO; SCUSSEL, 2006)
nao identificaram as espécies presentes e a capacidade destes fungos produzirem

aflatoxinas.

Freire et al. (2000) analisaram amostras de Belém e isolaram diversas
espécies de fungos nas améndoas de castanha do Brasil, sendo as mais
frequentes, A. flavus (27,5%), A. niger (12,0%), Penicillium citrinum (16,0%) e
Penicillium glabrum (21,5%), e em menores quantidades Rhizopus oryzae,
Fusarium oxysporum, Acremonium curvulum, Exophiala sp., Scopulariopsis sp.,
Thielavia terricola, Trichoderma citrinoviride e Pseudoallescheria boydii. J& em
outro estudo, Freire; Offord (2002), além de bolores, isolaram leveduras como
Pichia sp. e Rhodotorula.
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Pinheiro (2004) estudou a variabilidade genética de castanhas e isolou
espécies de Aspergillus flavus em castanhas coletadas no estado do Amazonas.
Arrus (2005b), analisaram 15 ourigcos da floresta amazénica do Peru, ouricos de

apenas um lote continham A. flavus e estes eram potencialmente aflatoxigénicas.

Olsen et al. (2008) analisando amostras de castanha do Brasil
comercializadas em Napoles na ltalia, encontraram 22 isolados de Aspergillus
section flavi, dos quais 19 eram Aspergillus flavus e 3 eram Aspergillus nomius.
Em seu estudo analisaram também o potencial de producdo de toxina pelos
isolados e 10 A. flavus eram potencialmente produtoras de aflatoxina do tipo B, e
dentre os isolados de A. nomius todos eram potencialmente produtores de
aflatoxinas B e G.

Simées (2004) analisou amostras do Estado do Amazonas nos
municipios de Democracia e Capana Grande antes e depois da aplicacao das
Boas Praticas de Manejo (BPM). Antes das BPM 98% das amostras estavam
contaminadas com fungos filamentosos. Da totalidade de isolados (130)
constatou-se que os fungos de maior freqtiéncia foram Aspergillus pulverulentus
(21%), Aspergillus niger (18%), Aspergillus flavo-furcatis (15%) e Micelia sterilia
(15%). Com relacdo aos niveis de afatoxinas, 10 amostras do municipio de
Democracia estavam contaminadas com média de 41,4 ug/kg e no municipio de
Capana Grande, quatro amostras estavam contaminadas, com média de 3,9
ug/kg. O autor verificou que a regido de Democracia havia maior risco de
contaminagao por fungos produtores de aflatoxinas, principalmente pelos frutos
permanecerem maior tempo em contato com o ch&o da floresta na fase de coleta.
ApGs as boas praticas os isolados de fungos diminuiram e s6 uma amostra

apresentou nivel de aflatoxina de 1,1 pg/kg.

Estudos realizados por Pacheco; Scussel (2007) avaliaram duas safras
diferentes de amostras de castanha do Brasil processadas, coletadas em
diferentes locais da Floresta Amazénica (Para, Maranhdo, Amazonas, Acre,
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Rondénia, Roraima e Amapa) em 2006 e 2007. A contaminagdo de aflatoxinas
totais variou de 1,2 — 11,5ug/kg em castanhas com casca. Em comparagcao com as
amostras descascadas, apenas 3 amostras estavam contaminadas (4,2; 7,4 e
11,2ug/kg de aflatoxinas totais). Segundo os autores, a vantagem do
descascamento é que as castanhas passam por trés etapas de selecdo no

beneficiamento, permitindo o descarte das deterioradas.

Caldas et al. (2002) analisaram apenas 9 amostras de castanha do
Brasil, e 3 estavam positivas, com niveis de 48 a 294ug/kg e média de 27 ug/kg de
aflatoxina totais. Freire et al. (2000) analisaram 4 amostras classificando-as como
de boa e baixa qualidade. Estes autores detectaram aflatoxinas por Cromatogradia
em Camada Delgada e depois quantitativamente por HPLC. Somente nas
amostras de baixa qualidade foram detectadas aflatoxinas totais em niveis de
29,2ug/kg.

Apos verificar a coloragdo amarela em amostras de castanha sob luz
ultravioleta de 360nm, Steiner et al. (1992) analisaram 8kg de castanha e
encontraram niveis de 4ug/kg para aflatoxina By e 1,2 pg/kg para aflatoxina Gj.
Thuvander et al. (2001) analisaram 17 amostras de castanha obtidas na Suécia,
utilizando a Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE) com LOD (Limite de
deteccao) de 0,01ug/kg, nas quais 7 amostras estavam contaminadas com niveis
de até 2500ng/kg.

De Mello; Scussel (2007), analisaram 65kg de amostras de castanha
coletadas no Amazonas, a partir de dois diferentes métodos, Cromatografia em
Camada Delgada (CCD) com LOD de 0,21, 0,26, 0,23, 0,25nug/kg para AFB;,
AFB;, AFGy e AFG, e Cromatografia Liquida associada ao Detector de Massas
(LC-MS/MS), com LOD de 0,08, 0,09, 0,10 e 0,12ug/kg, para AFB4, AFB,, AFG; e
AFG; respectivamente. Neste estudo foram detectados niveis médios de 5,2 pg/kg

de aflatoxina B;.
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Em outro estudo analisando matéria prima para a fabricagdo de racoes,
Nagashiro et al. (2001) avaliaram bolos brancos feitos a partir de castanhas de
boa aparéncia e bolos pretos feitos a partir de castanhas com aspecto “podre” e
encontrou niveis que variaram de 248-746 ug/kg em bolos pretos e 56-88 pg/kg
nos bolos brancos. Os autores afirmaram que apesar da casca ser rigida e conferir
protecdo a améndoa, a principal causa de elevadas contaminagdes podem estar

relacionadas com os danos na casca.

Arrus et al. (2005b) analisaram diversas amostras de ouricos, e apesar
de terem isolado Aspergillus flavus e este ter mostrado ser potencialmente
toxigénico, ndo encontraram aflatoxinas nas amostras. A metodologia utilizada
pelos autores foi ELISA, com limite de deteccado de 1,75ug/kg para aflatoxinas
totais. Candlish et al. (2001) analisando 1kg de amostras de castanha do Brasil
comercializadas em mercados de Glasgow na Escécia, e Souza (2003) amostras
comercializadas em Campinas também nao detectaram aflatoxinas.

2.8 Legislacoes sobre a qualidade da castanha do Brasil

De acordo com a portaria da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), novos limites maximos tolerados (LMT) para micotoxinas em alimentos
foram publicados pelo Diario Oficial da Unido na Resolu¢do RDC N°7 de 18 de
fevereiro de 2011. O LMT de aflatoxinas totais para castanha do Brasil com casca
para consumo direto é de 20ug/kg, castanha do Brasil sem casca para consumo
direto de 10ug/kg e castanha do Brasil sem casca para processamento posterior
de 15ug/kg (ANVISA, 2011).

O limite maximo aceitavel de aflatoxinas em alimentos difere entre os
paises. Mais de 50 paises estabeleceram limites maximos para aflatoxinas em
alimentos que variam de 0 a 50ug/kg, o que atua como barreira para exportagéo
de inumeros produtos (TEIXEIRA et al., 2008). No Peru, o LMT de aflatoxinas € de
10 ng/kg para todos os alimentos, na Australia o limite € 5 ng/kg, nos Estados

Unidos é 20 ng/kg e a Unido Européia, maior importador de castanhas brasileiras,
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em 2002 havia estabelecido o limite maximo de 2 pg/kg para a aflatoxina By e 4

ug/kg para as aflatoxinas totais (EU, 2010).

Esses limites referem-se a parte comestivel da castanha, no entanto,
estudos recentes tém demonstrado que uma parte da contaminacdo das
aflatoxinas estd na casca, portanto foi indicada uma modificagdo, sendo
estabelecidos novos limites de aceitacdo (EU, 2010). Para proteger a saude dos
consumidores, em 2010 a Comissao Européia (EC) por meio da Diretiva 165/2010
estabeleceu novos limites maximos para aflatoxinas, sendo para avelas e
castanhas do Brasil, que sdo submetidas a processo de triagem ou tratamento
fisico antes do consumo humano, o limite de 8ug/kg para AFB e 15ug/kg para as
AFs totais. Para avelas e castanhas do Brasil destinadas diretamente ao consumo

humano os limites foram de 5,0ug/kg e 10,0ug/kg, respectivamente.
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3. OBJETIVOS

As informacbes sobre a contaminagdao da producao brasileira de
castanha por fungos produtores de toxinas, como aflatoxinas sao insuficientes. No
contexto atual em que a globalizacao da economia é uma realidade, aspectos de
qualidade e principalmente higiénico-sanitarios sdo fundamentais na aceitacao de
qualquer produto, especialmente aqueles destinados a alimentacdo humana.

3.1 Objetivos gerais

- Fazer um levantamento da micobiota da castanha do Brasil
provenientes do Brasil.

- Verificar a presenga de aflatoxinas nestas amostras de castanhas do
Brasil.

3.2 Objetivos especificos

- Identificar as espécies aflatoxigénicas presentes na castanha do Brasil
nas amostras provenientes da floresta do Estado do Para e Amazonas, em
diferentes etapas do processamento e de amostras provenientes do comércio do
Estado de Séao Paulo;

- Testar a capacidade toxigénica do grupo Aspergillus section flavi

isolados, quanto a produgéo de aflatoxinas;

- Quantificar os niveis de aflatoxinas encontradas nas amostras de

castanha do Brasil.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Coleta de amostras de castanha do Brasil

As amostras de castanha do Brasil (analisadas separadamente
améndoa e casca) foram coletadas da floresta, de processadoras e mercados do
Estado do Amazonas e Para, e mercados e supermercados do Estado de Séao
Paulo, entre os anos de 2008 — 2011, totalizando 143 amostras (Figura 22).
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Figura 22. Regides de coleta das amostras de castanha do Brasil (Amazonas,
Para e Sao Paulo).

Foram coletadas aproximadamente de 1 a 2 kg de cada amostra
conforme disponivel, para analise micolégica e de aflatoxinas. As amostras foram
transportadas até o laboratério de Micologia e Micotoxinas do Instituto de
Tecnologia de Alimentos (ITAL) em bolsas estéreis e armazenadas congeladas

até o momento da anélise.

No Estado do Para um total de 88 amostras foram coletadas na floresta
da cidade de Belém, em diferentes castanhais na regido de Oriximina, Juari e
Obidos. As castanhas eram provenientes de ourigos recém colhidos e colhidos a

mais de uma semana, assim como amostras visivelmente emboloradas e de boa
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aparéncia. Nas processadoras Mauro Mutran, Benedito Mutran, Caiba e
Exportadora Mundial, em diferentes etapas no beneficiamento, antes da
autoclavagem, apds a autoclavagem, com selecao manual, sem selecdo manual,
visivelmente emboloradas, ap6s secagem em estufa e antes do processo de
embalagem. No mercado Verupeso amostras vendidas a granel com casca e

descascadas (Figura 23).
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Figura 23. Regides de coleta de amostras de castanha do Brasil no estado do
Para, em destaque as regides de florestas, processadoras e mercados.

No Estado do Amazonas um total de 34 amostras foram coletadas na
cidade de Manaus, na floresta de Carreiro da Varzea, Manacapuru e Fazenda
Aruana. Na processadora IBB Sabba, foram coletadas castanhas processadas e
sem processamento. No mercado de Manaus e no Mercado de Cororado foram
coletadas amostras com casca e descascadas provindas dos castanhais de

ltacoatiara, Humaita, Coari, Jari e Amazonas (Figura 24).
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Figura 24. Regides de coleta de amostras de castanha do Brasil no estado do

Amazonas, em destaque as regides de florestas, processadoras e mercados.

No Estado de Sao Paulo as 21 amostras foram coletadas em
supermercados e no Mercado Municipal de Campinas e de Limeira, vendidas a

granel com casca e descascadas inteiras e quebradas (Figura 25).
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Figura 25. Regides de coleta de amostras de castanha do Brasil no estado de S&o

Paulo, em destaque a regido de coleta em mercados.
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4.2 Anadlise da atividade de agua

Assim que foram descascadas (empregando descascador manual
especifico para castanha do Brasil), as amostras foram cortadas em pedagos
menores e foram realizadas medidas de atividade de dgua em todas as amostras
coletadas, nas cascas e améndoas, com a utilizagdo do aparelho Aqualab, modelo
3T (Decagon,USA). As leituras foram realizadas em triplicata a 25°C + 1°C.

4.3 Plagueamento das castanhas

Para a analise da micobiota, 50 diferentes castanhas representativas de
cada amostra foram analisadas. As améndoas e as cascas foram cortadas e
desinfectadas superficialmente pela imersdo em solugao de hipoclorito de sddio
0,4% por 2 minutos, sob agitagao. (PITT; HOCKING, 2009). Em seguida a solugao
foi descartada e 50 pedagos de améndoas e de cascas foram dispostas em 10
placas Petri, contendo o meio de cultura Agar Dicloran 18% Glicerol (DG18) com
cloranfenicol para o isolamento dos fungos (Figura 23). As placas foram incubadas
a 25°C por 5 dias e os resultados expressos em porcentagem de améndoas e
cascas infectadas, conforme a metodologia de Pitt; Hocking (2009).

Figura 26. Plagueamento da castanha do Brasil no meio DG18.
4.4 Isolamento dos fungos

Ap6s o periodo de incubacdo, a micobiota geral foi avaliada e as
espécies de Aspergillus da secdo flavi, nigri e outras de interesse foram
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enumeradas e isoladas em placas Petri contendo meio Czapek Extrato de
Levedura (CYA). As placas foram incubadas a 25°C por 7 dias, para posterior

identificacao através de protocolos especificos para cada grupo.

Apb6s os 7 dias de incubacdo, os géneros macroscopicamente
identificados como Aspergillus section flavi foram inoculados com trés pontos
equidistantes no meio CYA a 25°C, 37°C e 42°C por 7 dias. Além deste meio,
foram também inoculados no meio Agar Extrato de Malte (MEA) a 25°C por 7 dias,
e no meio agar Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus (AFPA) a 30°C por 48
horas.

As espécies de Eurotium foram cultivadas no meio agar Czapek Extrato
de Levedura 20% Sacarose (CY20S) durante 14 dias a 25°C. As espécies de
Penicillium foram cultivadas com trés pontos equidistantes no meio CYA a 5°C,
25°C e 37°C por 7 dias e nos meios MEA, Creatina Sacarose (CSN) e Agar
Glicerol Nitrato (G25N) a 25°C por 7 dias.

Decorrido o periodo de cultivo, foi realizada a medigdo dos diametros
das colbnias e as analises das caracteristicas macro e microscopicas em todos os
meios de cultura e temperaturas, sendo as espécies identificadas de acordo com a
chave de identificacdo para Aspergillus e Eurotium proposta por Klich; Pitt (1988),
as espécies de Penicillium foram identificadas de acordo com Pitt (2000) e as
demais espécies de acordo com Pitt; Hocking (2009). A confirmacao da identidade
de Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus foi verificada através da coloracao
laranja no reverso da coldnia no meio AFPA (Aspergillus flavus parasiticus Agar).

4.5 Avaliacao do potencial de producao de aflatoxinas pelos
fungos Aspergillus section flaviisolados.

Os isolados que foram classificados como pertencentes a seg¢éao Flavi,
foram inoculados no meio Agar Extrato de Levedura Sacarose (YESA), (meio com

alta concentracdo de sacarose que favorece o desenvolvimento fungico e a
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producdo de micotoxinas) e incubados a 25°C por 7 dias, para avaliagdo do

potencial de producéao de aflatoxinas.

Decorrido o periodo de incubacdo as aflatoxinas foram extraidas
aplicando-se a técnica de agar plug associada a Cromatografia em Camada
Delgada (TLC), de acordo com a metodologia proposta por Filtenborg et al., 1983.
Pequeno pedacgo da colbnia foi cortado com auxilio de um bisturi e aplicado nas
placas de cromatografia de silicagel-G de 500 um de espessura. Ao plug foram
adicionadas 3 gotas da solucdo Cloroférmio:Metanol (1:1) para a extragcdo da
toxina. Na mesma placa em paralelo foi aplicado 2 uL do padréo de aflatoxinas. A
placa foi levada até a cuba contendo a fase movel, constituida dos seguintes
solventes: Tolueno, Acetato de Etila, Acido Férmico 90% e Cloroférmio, na
proporgao (7:5:2:5 v/v/viv). Apds a finalizagdo da corrida e secagem dos
solventes, a placa seguiu para a leitura dos resultados na camara UV utilizando os
comprimentos de onda de 365nm e 254nm.

A confirmacdo da capacidade de producdo de aflatoxinas de cada
isolado foi avaliada através do tempo de retencédo e coloragdao da fluorescéncia,
comparando qualitativamente com padrdes de aflatoxinas By, Bz, G1 e G,

4.6 Analise de aflatoxinas nas améndoas de castanha do Brasil
4.6.1 Preparo de amostras

De cada amostra coletada, aproximadamente 300 g de améndoa foram
moidos e 25 g desta amostra foi utilizada para analise de aflatoxinas. A extragdo
foi realizada com 100mL de solugdo de metanol:agua (8:2, v/v), adicionadas 2,5 ¢
de NaCl e homogeneizagdo em ultra-Turrax (Polytron, Sui¢a) a 10.000rpm por 3
minutos. A solucdo foi duplamente filtrada utilizando filtros whatman n° 2 e
whatman A-H de microfibra de vidro. Em seguida foram coletados 10mL do filtrado
e diluido em 60mL de solugédo tampao fosfato PBS. Todo o conteudo foi passado

na coluna de imunoafinidade especifica para aflatoxinas (Aflatest WB-Vicam) com
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fluxo de 2-83 mL/ min. Apds a passagem da solucao foi realizada uma lavagem da
coluna com 30mL de agua destilada. As aflatoxinas foram eluidas com 1250uL de
metanol em frasco ambar e em seguida diluidas com mais 1750uL de agua milli Q.
(STROKA et al., 2000). Nao foi realizada a analise de aflatoxinas na casca.

4.6.2 CondicOes cromatograficas

Para a deteccdo e quantificacdo das aflatoxinas foi utilizada
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), com detector de fluorescéncia
e sistema de derivatizacao Kobracell. O equipamento foi Shimadzu modelo LC-
10ATVP HPLC system (Shimadzu, Japao). O comprimento de onda de
excitacdo e emissao foram 362nm e 455nm, respectivamente. Uma coluna
guarda de aflatoxinas Shimadzu CLC G-ODS (5um,4x10mm) e uma coluna
Shimadzu Shimpack ODS (5um, 4,6x250mm) foram empregadas para
separacado dos compostos. O sistema foi associado a um reator eletroquimico
kobracell (R-Biopharm) para derivatizagao pds-coluna das aflatoxinas B1 e Gy,
ligado a uma corrente de 100pA.

A fase movel utilizada foi agua:acetonitrila:metanol (6:2:3, v/v/v),
adicionada de 119mg de KBr e 350uL de acido nitrico 4M por litro, em um fluxo de

1mL/min., com volume de injecao de 100uL em injetor automatico.

4.6.3. Quantificacao de aflatoxinas e otimizacao da metodologia

Diluigbes do padrdo de aflatoxinas (Sigma) foram preparados para a
construgdo da curva padrdo a ser utilizada para a quantificacdo das aflatoxinas.
Somente valor de r? maior que 0,99 foram utilizados. A concentracdo das
aflatoxinas no extrato da amostra foi determinada pela interpolagdo da area do
pico resultante na curva padrao.

Para a otimizacdo do método foram realizados testes de recuperagéo e
calculados os limites de deteccdo e quantificacdo. Para a recuperagdo das
aflatoxinas utilizou-se a metodologia descrita acima, realizando a contaminagao de

uma amostra de castanha com nivel ndo detectado das aflatoxinas nos niveis de
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aflatoxinas totais 0,5; 5,0; e 15,0 ug/Kg, em triplicata.

Para determinacdo do limite de deteccdo (LOD) foram realizadas 8
extragdes paralelas de amostras com niveis baixos de aflatoxinas e foi calculado o
desvio padrdo entre as mesmas. O limite de detecgdo foi determinado
multiplicando-se o desvio padrdo obtido pelo valor t da tabela t-student para 7
graus de liberdade e com 99% de confianga, de acordo com as recomendacdes do
Eurochim Guide (1998). O limite de quantificacdo foi calculado multiplicando o

valor do desvio padrao por 10.
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5. RESULTADOS
5.1 Amostras de castanha do Brasil

O total de 143 amostras (142 améndoas e 98 cascas) coletadas e
analisadas por etapas de processamento e regidoes estdo descritos na Tabela 4.

Tabela 4 — Origem e total de amostras de castanha do Brasil coletadas.

Origem N2 de amostras Améndoas Cascas
coletadas analisadas analisadas

PARA

Floresta 42 42 42

Processadoras 35 35 19

Mercados 11 11 6

AMAZONAS

Floresta 12 12 12

Processadoras 3 3 3

Mercados 19 18 12

SAO PAULO

Mercados 21 21 4

TOTAL 143 142 98
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5.2 Valores de atividade de agua

5.2.1 Estado do Para

Os valores de atividade de &agua (em triplicata) das amostras
(améndoas e cascas), coletadas no Estado do Para e sua origem estao
apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Atividade de agua* das amostras de castanha do Brasil (améndoas e
cascas), em diferentes etapas da cadeia produtiva no Estado do Para.

Origem Média da atividade Variacao da
de agua atividade de agua
Floresta améndoas 0,955 0,699 - 0,997
cascas 0,948 0,622— 0,999
Processadoras améndoas 0,661 0,316 — 0,929
cascas 0,680 0,499 - 0,848
Mercados améndoas 0,716 0,490 — 0,981
cascas 0,847 0,622 — 0,984

*Valores de triplicatas

Foi verificada uma grande heterogeneidade nos valores de atividade de
agua nas amostras analisadas. Elevados valores de atividade de &gua foram
encontrados em amostras coletadas nas florestas. Algumas amostras estavam
umidas com aspecto leitoso e visivelmente emboloradas, com média de Aw de
0,95 e variagcao de 0,622 até 0,999, apenas duas amostras coletadas na florestas
estavam com valores de atividade de agua baixo da média. Na casca foi verificado
o mesmo comportamento. Da mesma forma nas amostras coletadas nos

mercados da regido, apresentaram variacao entre 0,490 até 0,984.
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Com relacao as amostras coletadas nas processadoras de castanha do
Brasil, a maioria apresentou aspecto seco e boa aparéncia. As amostras foram
coletadas em diferentes etapas do processamento. A Tabela 6 apresenta os
valores de atividade de agua de algumas amostras em diferentes etapas do
processamento. E possivel observar que houve uma redugéo na atividade de agua

das amostras, principalmente nas etapas de secagem em estufa.

Tabela 6. Valores de atividade de agua das amostras coletadas em diferentes

etapas nas processadoras do estado do Para.

Descricao das etapas de processamento Aw

Amostra com casca embolorada, sem processamento 0,912
Amostra com casca, sem selecao e 18% de umidade 0,845
Amostra com casca, apos autoclavagem 0,843
Descascadas, separadas por densidade, tamanha médio 0,678
descascadas, apds selecao, antes da secagem 0,787
Descascadas ap6s secagem em estufa por 13 horas (46-50°C) 0,503
Descascadas apds secagem em estufa por 3-4 dias (40-50°C) 0,379

Amostras com casca apds secagem em estufa por 15 horas (55°C) 0,613

Amostras com casca, produto final 0,599

Descascadas, produto final 0,505
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5.2.2. Estado do Amazonas

Os valores de atividade de agua das cascas e améndoas das amostras
coletadas no Estado do Amazonas, sao apresentados na Tabela 7.

As amostras coletadas nas florestas do Estado do Amazonas
apresentaram valores altos de atividade de agua, com média de 0,9 e com pouca
variacéo (0,810 — 0,995).

Assim como as amostras do Estado do Para, a atividade de agua das
amostras coletadas no mercado do Amazonas variaram desde 0,552 até 0,979,

com valores inferiores aos da floresta.

Tabela 7. Atividade de agua das amostras de castanha do Brasil (améndoa e
casca), em diferentes etapas da cadeia produtiva no Estado do Amazonas.

Origem Média da Variacao da
atividade de atividade de agua
agua
Floresta améndoas 0,949 0,871 — 0,986
cascas 0,933 0,810- 0,995
Mercados améndoas 0,798 0,583 - 0,979
cascas 0,735 0,552 — 0,968

5.2.3. Estado de Sao Paulo

As amostras coletadas nos mercados e supermercados do Estado de
Sao Paulo, apresentaram baixos valores de atividade de agua, com média em
torno de 0,50 (Tabela 8). As amostras em geral, apresentaram boa aparéncia, pois

estas amostras ja haviam sido submetidas a uma selegao prévia e secagem.
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Tabela 8. Atividade de agua das amostras de castanha do Brasil (améndoa e

casca), nos mercados no Estado de Sao Paulo.

Origem Média da atividade Variacao da
de agua atividade de agua

Mercados améndoas 0,491 0,273 - 0,597

cascas 0,519 0,418 — 0,649

A maioria das amostras coletadas nas florestas apresentou valores de
atividade de agua acima de 0,90. As amostras das processadoras se diferiram
entre si em relacdo ao teor de agua livre, devido as etapas do processo,
responsavel pela reducao da atividade de agua de 0,90 a menor que 0,60 apds as
etapas de secagem.

Ja nas amostras dos mercados do Pard e do Amazonas as castanhas
apresentaram variacao de 0,490 a 0,981. Estas amostras estavam prontas para o
consumo. Em Sao Paulo as amostras estavam com atividade de agua inferior a
0,60.

Os dados de atividade de agua indicam se os fungos poderdo se
desenvolver ou ndo durante a comercializagdo das castanhas. A presenca de
amostras com alto teor de agua (maior que 0,8) pode favorecer o crescimento dos
fungos toxigénicos na castanha e a subseqlente formagdo de aflatoxinas,
tornando um risco para a saude do consumidor. Uma atividade de agua segura
para este tipo de produto seria abaixo de 0,60, pois acima de 0,80 os fungos
toxigénicos produtores de aflatoxinas, como A. flavus e A. parasiticus, podem se
desenvolver e entre 0,70 e 0,60 fungos extremamente xerofilicos podem crescer e
deteriorar o produto (PITT; HOCKING, 2009).
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5.3 Analise da micobiota da castanha do Brasil

A Figura 27 apresenta a infecgao fungica nas amostras de améndoas e
cascas apoés 5 dias a 25°C no meio DG18.

Figura 27. Plagueamento das amostras de améndoas (A e B) e cascas (C e D) de
castanha do Brasil em meio DG18 ap6s 5 dias a 25°C.

Dentre os isolados de Aspergillus section flavi, encontraram-se
Aspergillus nomius e Aspergillus parasiticus, espécies produtoras das quatro
aflatoxinas (B1, B2, Gi1 e Go); Aspergillus caelatus e Aspergillus tamarii, ndo
produtoras de aflatoxinas; Aspergillus pseudotamarii, produtora de Bj; e
Aspergillus flavus, produtora ou ndo de aflatoxinas B+ e By. A Figura 28 apresenta
a diversidade de Aspergillus pertencentes a secao Flavi, isolados das amostras.
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Figura 28. Espécies de fungos filamentosos Aspergillus section flavi isolados. Em
A, B e C: Aspergillus flavus com esclerocios; D: Aspergillus flavus sem
esclerécios; E: Aspergillus theobromus; F: Aspergillus tamarii;, G, H e |: Aspergillus

nomius.

A Figura 29 apresenta o crescimento dos isolados de Aspergillus
section flavi nos meios de cultura: MEA 25°C, CYA 25°C, 37°C e 42°C e AFPA. As
respostas nestes meios como: coloragado da colénia e do reverso e diametro da
coldnia, auxiliaram na identificacdo das espécies de Aspergillus.
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Figura 29. A: Crescimento de Aspergillus nos meios CYA e MEA em diferentes
temperaturas, B: medicdo do tamanho das col6nias, C: reverso da colénia no meio
AFPA.

5.3.1 Amostras coletadas no estado do Para.

a. Amostras coletadas na floresta

Nas 42 amostras de améndoas de castanha do Brasil coletadas nas
florestas do Estado do Para, foram identificadas 2.597 isolados de fungos
flamentosos, com média de infecgao total de 90%. Os fungos mais abundantes
foram: Penicillium citrinum, Penicillium bertholetium, Mucor sp., Acremonium sp.,
Absidia corymbifera, Penicillium sp., Syncephalastrum racemosum, fungos
dematiaceos, Aspergillus section Nigri e Aspergillus section Flavi (Aspergillus
flavus, Aspergillus nomius, Aspergillus pseudotamarii e Aspergillus caelatus). Das
amostras coletadas 186 isolados de A. flavus, 189 de A. nomius (potencialmente
produtores das quatro aflatoxinas) e um de Aspergillus parasiticus foram isolados
destas amostras (Figura 30). Informag¢des mais detalhadas sobre estas amostras
estdo descritas no Anexo 1.

Freire et al. (2000), analisaram amostras de améndoas de castanha do
Brasil da floresta de Belém e por técnica de diluicdo em placas isolaram A. flavus,
Penicillium glabrum, P. citrinum, Rhizopus sp., Aspergillus niger e Fusarium
oxysporum. Os resultados obtidos ndo diferem dos encontrados por Freire et al.
(2000), no entanto uma diversidade maior de espécies foram encontradas em
neste trabalho.
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Figura 30. Micobiota (em porcentagem média de infeccdo) de améndoas das

amostras de castanha do Brasil coletadas nas florestas do Para.

Freire; Offord (2002) além de fungos filamentosos também isolaram
leveduras de amostras de améndoas de castanha do Brasil coletadas nas
florestas do Estado do Para. As leveduras isoladas por eles foram identificadas
como Pichia e Rhodotorula.

Nas cascas das amostras de castanhas coletadas na floresta no Par3,
foram identificadas 2.756 isolados de fungos, com média de infeccdo de 99%. Os
fungos mais abundantes assim como nas améndoas foram: Penicillium
bertholetium,  Penicillium citrinum, fungos dematiaceos, Rhizopus sp.,
Syncephalastrum racemosum, Eurotium sp., Acremonium, Absidia corymbifera e

Pernicillium sp. Um isolado de Aspergillus parasiticus e 181 de Aspergillus nomius
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foram isoladas destas amostras. (Figura 31). Informacdes mais detalhadas sobre
estas amostras estdo descritas no Anexo 2.

Trichoderma
sp.;11 ~A.corymbifera; 20

A. caelatus; 15
Acremonium
. A. flavus; 11

A.nomius; 17

Syncephalastrum
racemosum; 24

Rhizopussp.; 37
P. variotii; 4
P. raistrikii; 10 A. parasiticus; 2
A. tamarii; 6
Eurotiumsp.; 29

w1\ E. chevalieri; 6

Penicillium sp.; 24 Fusariumsp.; 12

Nigrospora sp.;

10 Mucor sp.; 21 Grupo Nigri; 23

Figura 31. Micobiota (em porcentagem média de infecgcdo) de cascas das

amostras de castanha do brasil coletadas nas florestas do Para.

Nas cascas nao foram encontradas espécies como Aspergillus
pseudotamarii, Eutotium rubrum, outras espécies de Aspergillus, Cladosporium sp.
e leveduras. Espécies como Rhizopus e Penicillium raistrickii que ndo foram
isoladas nas améndoas apareceram nas cascas. Espécies aflatoxigénicas como
Aspergillus nomius, Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus apresentaram
elevada incidéncia nas améndoas (Figura 32).
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Figura 32. Porcentagem média de infeccdo das espécies de fungos isoladas de

améndoas e cascas das amostras de castanha do Brasil coletadas de florestas do

Para.

Trés amostras de ouricos coletados na floresta do Para também foram
coletados. As amostras encontraram-se 100% infectadas, das quais 263 culturas
foram isoladas. As espécies predominantes foram: Penicillium citrinum, fungos
dematiaceos e Penicillium bertholletium. Cinco isolados de Aspergillus nomius
foram identificados (Figura 33). Informagbes mais detalhadas sobre estas

amostras estao descritas no Anexo 3.

Arrus et al. (2005b) analisaram 15 amostras de ouricos coletados na
floresta amazénica do Peru e apenas 1 amostra estava infectada com A. flavus,

potencialmente aflatoxigénicos, no entando nao foi encontrado A. parasiticus.
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racemosum; B
12 A. tamarii; 10

Grupo Nigri;
27

Figura 33. Micobiota (em porcentagem média de infecgdo) de ouricos das
amostras de castanha do Brasil coletadas na floresta do Para.

b. Amostras coletadas nas processadoras

Nas 35 amostras de améndoas de castanha do Brasil coletadas nas
diferentes etapas das processadoras, 2.005 culturas foram identificadas,
apresentando uma variacdo de infeccdo de 0 a 100% e média de infeccdo de
74,2%. Os fungos mais incidentes foram Rhizopus sp., Eurotium sp, Eurotium
chevalieri, Eurotium amstelodami, Aspergillus sp., Penicillium citrinum,
Syncephalastrum racemosum e Aspergillus flavus. Nestas amostras trés isolados
de Aspergillus parasiticus e 130 Aspergillus nomius foram identificados (Figura
34). Informacdes mais detalhadas sobre estas amostras estdo descritas no Anexo
4.
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Figura 34. Micobiota (em porcentagem média de infecgdo) de améndoas das

amostras de castanha do Brasil coletadas nas processadoras do Para.

A porcentagem média de infecgdo fungica foi alta (100%) nas amostras
nao beneficiadas das processadoras devido ao fato de estarem com valores de
atividade de agua maior que 0,9. Estas apresentaram maior biodiversidade de
espécies. Ja as amostras que foram analisadas apds beneficiamento néo
apresentaram valores relevantes de infeccdo fungica (6%), devido aos baixos
valores de atividade de agua (0,5). A Tabela 9 apresenta os valores de atividade
de agua e a média de infeccdo fungica de algumas amostras coletadas nas

processadoras.
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Tabela 9. Valores de atividade de agua e média de infeccdo fungica (%) das

améndoas de amostras de castanha do Brasil coletadas em diferentes etapas de

processamento.

Descricao das etapas Atividade de = Média total

de processamento agua (Aw) de infeccao
(%)

Amostra com casca embolorada, sem 0,912 100

processamento

Amostra com casca, sem selecao e 18% de 0,845 100

umidade

Amostra com casca, apos autoclavagem 0,843 98

Améndoas descascadas, separadas por 0,678 22

densidade, tamanha médio

Améndoas descascadas apds secagem em 0,503 2

estufa por 13 horas (46-50°C)

Castanhas com casca, produto final 0,599 56

Améndoas descascadas, produto final 0,505 6

Com o resultado do plagueamento das cascas 1320 isolados foram

identificados, apresentando média de infeccdo de 92%. As espécies mais

incidentes foram os fungos demateaceos, Aspergillus section Nigri, A.nomius,

Eurotium sp., A. flavus e P. bertholetium. Dois isolados de A. parasiticus, 219 de A.
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nomius foram detectados nas cascas (Figura 35). Informacdes mais detalhadas

sobre estas amostras encontram-se descritas no Anexo 5.

A.
caelatus;
4

S. racemosum; 15_  Trichoderma _ Aspergillussp.; 2

p. variotii; 4 Rhizopus; 6

P. variabile; 2
P. bertholetium;

20
A.parasiticus; 2

P.corylophilum;
10

Penicilliumsp.; 12

Fusariumsp.; 2
. E. amstelodami; 4

E.rubrum; 4 " ¢ hevalieri; 19
Figura 35. Micobiota (em porcentagem média de infecgcdo) de cascas das

amostras de castanha do Brasil coletadas nas processadoras do Para.

Observou-se que nas amostras de cascas houve a ocorréncia das
mesmas espécies encontradas nas améndoas, com porcentagens inferiores de
infeccdo. Aspergillus pseudotamarii, A. terreus, A. theobromus, Penicillium
fellutanum, Penicillium islandicum e Mucor spp. foram isolados apenas nas
amostras de améndoas, ao passo que espécies como P corylophilum,
P.bertholetium, Penicillium variabile e E. rubrum foram isolados somente das
amostras de cascas. A incidéncia de A. nomius foi maior nas cascas (Figura 36).

80



Porcentagem média de infeccao

“Améndoas  Cascas
11 19 14

1

289281
EEEQ:

— a—

j
: = i
vy N
S o
o ]
i
o
]_ L)
(o))
i
é—N )
r N ‘v
o o
so
Tl: L)
N
N
I

TgQOYAETETLOLOSSESELSS oo S VS g SEg @
- —
E%EEESmmg3%%%&:8%9%%%:;::%55%:%5
S, 8 EgecclE E‘omEQEZK SESCSO0®RS oy @ g
S§305-5585 5582885585658 8555888 ¢E%
by . it -~ = =~ -
S58 S< 88 - 8EE S T8 E S35 2°28325,, %0 S95 3
S5 S8 g 0L ERGEIT St gL T NOTY
oo 3 Em,_ﬁEu_i 360G TOFoE= QA S ®Q
<@ << @ _8 © T W &)Q_ ‘Q_&Q_ U:.%
< < <R U @ Q S
< -~
w

Figura 36. Porcentagem média de infeccdo das espécies de fungos isoladas de
améndoas e cascas das amostras de castanha do Brasil coletadas das

processadoras do Estado do Para.

c. Amostras coletadas nos mercados

Através do plaqueamento das 11 amostras de améndoas de castanha
do Brasil compradas nos mercados do Para 643 isolados foram identificados,
apresentando 87% de infecgcdo média. Os fungos filamentosos mais freqlentes
foram: Eurotium chevalieri, Eurotium spp., Absidia corymbifera, Syncephalastrum
racemosum, Penicillium sp. e Aspergillus flavus. Nestas amostras, foram isolados
espécies de Aspergillus section Flavi, porém houve baixa incidéncia de Aspergillus
nomius. (Figura 37). Informac¢des mais detalhadas sobre estas amostras estao

descritas no Anexo 6.
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Figura 37. Micobiota (em porcentagem média de infeccdo) de améndoas das

amostras de castanha do Brasil coletadas nos mercados do Para

Nas cascas coletadas provenientes das amostras de castanha do Brasil
coletadas dos mercados do Estado do Para, 423 isolados foram identificadas,
apresentando uma média de infeccdo de 97%. As espécies de maior ocorréncia
foram: Trichoderma sp., fungos dematiaceos, S. racemosum, A. tamarii e
Penicillium spp. Nestas amostras, apenas 8 isolados de A. nomius foram

identificados (Figura 38).
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A. flavus; 6

A. nomius;
5
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Penicillium Grupo
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Nigri; 9
Figura 38. Micobiota (em porcentagem meédia de infecgdo) de cascas das

amostras de castanha do Brasil coletadas dos mercados do Para.

As amostras de améndoas apresentaram maior biodiversidade de
espécies, sendo que as espécies A. corymbifera, Eurotium sp., Eurotium chevalieri
e Talaromyces sp. s6 foram encontradas nas améndoas. Trichoderma sp. que é
uma espécies caracteristica do solo, foi isolada apenas nas amostras de cascas
(Figura 39).

83



Porcentagem média de infeccao

Améndoas Cascas

0,
V
27
oy 38 1o¢
- 43 19 15
1
16
6 . " 45
1 B 30 ;
8 5 7| 17 0 SLLL Q
A1 B . —1 —1 - 9 Qg
R R R T R R SR SR SR SR & & K
6\\0{\ @6‘ & Qo@\ @@'b ,gb(,z -\o@% & Qo$\°o\\ o@e\@_}o‘&@o &9&0500 N ] 6‘%
(G A P SR SN R ORI >N SN
(’oﬂ* v. V‘ V’ be'& éo <<,(’ Q} Q,\(’\ sOKQ Q Q‘S\ &’b(' ,\’b’b.gob
v & e PR
Q
<<\)

Figura 39. Porcentagem média de infeccao das espécies de fungos isoladas de
améndoas e cascas das amostras de castanha do Brasil coletadas dos mercados

do Para.

A Figura 40 apresenta os fungos isolados, houve uma alta infeccao e
uma grande biodiversidade de espécies. Um total de 9.889 isolados foram
identificados, dentre elas leveduras e 37 espécies diferentes de fungos
flamentosos. As espécies mais comuns foram: P citrinum, Aspergillus section
Nigri, fungos dematiaceos, A. flavus, S.racemosum, A. nomius, Penicillium sp.,
A.caelatus e Eurotium spp. Um total de 1.597 isolados de Aspergillus section Flavi
(A. flavus, A. nomius, A. parasiticus, A. pseudotamarii) foram identificadas e

testatadas quanto a producéo de aflatoxinas, em destaque na Figura 40.
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Figura 40. Numero de isolados das amostras (cascas e améndoas) de castanha

do Brasil coletadas no Estado do Para, em destaque as espécies pertencentes ao

grupo Aspergillus section flavi.
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Com base nos valores de atividade de agua podemos concluir que a
alta atividade de agua (maior que 0,9) das amostras favoreceu o desenvolvimento
de diversas espécies de fungos filamentosos, inclusive espécies aflatoxigénicas.
Entretanto nas amostras coletadas das processadoras, cujos valores de atividade
de agua foram menores (0,6) devido as etapas de secagem, a média de infecgcéo

por bolores também foi alta (100%) (Tabela 10).

Tabela 10. Relacdo da atividade de agua e porcentagem média de infec¢ao por

fungos nas amostras do Estado do Para.

Origem Numero Média Variacao  Média

de Atividade de total de

amostras de agua infeccao infeccao
(Aw) (%) (%)
Floresta améndoas 42 0,955 0-100 90
cascas 42 0,948 0-100 99
Processadoras améndoas 35 0,661 <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>