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RESUMO

Cem amesthas de castanhas do Para, procedentes dos Estades do Amazonas ¢ Sac Pau-
Lo, foramanalisadas micoligice ¢ toxicologicamente para ajlatoxinas Bl e 61, Tsolou-se 317
colonias de fungos, sende 91 do géneno AspengilPus, 83 do gencho Pemdediffium ¢ as restan
tes incluldas em 23 géneros diferentes. Entrne as amostras de Aspengiflus, 26 foramagla
toxigenieos, distaibuldes em 3 espicies: Aspergiflus §Lavius Link [18); Aspengiffus para
séticus Speane (7) e Aspengiflfus fresenid Submam (7). Dos 100 extratos de castanhas and
Lisados3 foram positivos para agfatoxdina.

INTRODUGAO

A castanha do Pard (castanha do Brasil) durante toda a sua trajetdria comercial so
fre acac depredatoria. O atrito das sementes por ocasiao do transperte, produz racha
duras na casca. 0 clima e o grau pluviométrico na época da safra,sao fatcres que favo-
recem a penetragao de insetos, parasitas e microorganismos atuando junto a améndoa dete
riorando-a total ou parcialmente. Dentre os microorganismos responsaveis, os fungos fi
lamentosos saprofitas, sac os que mais participam do processo. Presentes no solo, agua,
vegetais e veiculades pele ar, encontram-se em permanente contato com o produto, consti
tuindo-se em principal ameaga a sua integridade.

Com referéncia a deterioracao da castanha do Para, Bitencourt (1949), examinando
os danos nas amendoas, isolou diversas especies flngicas inclusive Aspergillus fla
vus. Posteriormente, Almeida & Azevede (1950) assinalam a sensibilidade do produto ao
atague dos Aspergillus, citando as espécies A. flavus e A. orizae como responsaveis.

Lin (1976), analisando castanhas, isclou culturas do grupo A. flavus, aflatoxige-

nicos encontrando maior prevaléncia em A. parasiticus.

(*)  Parte da tese apresentada para obtencao do titule de Doutor em Ciéncias, area de
Microbiclogia e Imunologia, no Instituto de Ciéncias Biomeédicas da USP - SP:

(#*%) Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia - CP 478, Manaus - AM,

(#%%) Tnstituto de Clencias Biomedicas - Dep. de Micrcbiclogia - USP, SP.
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A presenga de fungos nos alimentes alertou os paises importadores de graos, no
sentido de fiscalizar mais intensamente estes produtes adquiridos, =stabelecendo ac mes
mo tempo, padroes fixando a tolerdncia dos niveis de contaminacaoc, -

A castanha do Para, que ¢ mais consumida no estranaeiro, comegou a sofrer medi
das restritivas apos o evento de 1360 na Inglaterra, em parte, por ser o alimento pro
veniente do Brasil (Lira, 1976).

Considerando-se a importancia dos fungos nos processos de deterioragao nos produ-
tos alimenticios e de eventual produgac de aflatoxinas nas amenddas, alimento basico da
regiao Amazonica e fonte de divisas do pais, torna-se necessario a realizagac de pesqui
sas sobre as espécies fingicas contaminantes e un estudo schre a fregiiéncia de Aspergil

lus srp. produtores de aflatoxinas nesse suhstrato,

MATERIAL E METODOS

0 material para a realizagac da pesquisa foi proveniente de usinas de beneficiamen
to, de mercades, feiras-livres, propriedades particulares e de supermercados existentes
na reqiac da grande Sac Paulo.

As castanbas armazenadas procederam de regioes adjacentes dos chamados rios produ
tores da fAmazonia onde estao lecalizados os castanhais: Purus, Solimoes, RioNegroe ain
da dos periencentes a alguras localidades da Bolivia,

As amostras originarias de Manaus, faziam parte das safras de 1979/1983. s pro-
cedentes dos supermercados de Sac Paulo nao foi possivel determinar,

Usimas de bepeficiamento fornecedoras: CIEX (beneficiamento e deposito: America-
na, Londrina e Canadense); COIMEX (bencficiamento - COIMEX); |.B. Sabba); RubemMelcCia.
Ltda, (beneficiamento - Rubem Melo}; propriedades particulares; Colénia SantoAntonio(si
tio Rosa de Maio/Manaus); Antcnic Faustine; Mercade CEASA (Manaus) ¢ Supcriecados de Sao
Paulo e Municipios vizinhos.

As usinas de beneficiamento sao instaladas em grandes armazens de alvenaria com
pe direito alto, aeragac natural, temperatura ambliente variando entre 26 a 38%. Para
evitar malcr concentragao de umidade, as sementes sao reviradas freglientemente, sistema
que diminui a contaminacac por fungos e oulros microorganismos.

Todas as amostras foram identificadas segundo os locais de procedéncia, tipo, qua

lidade e safra.

Grupc I: Castanhas de usinas de beneficiamento - desidratadas em cascae sem cas
ca (50 amostras). De deposites - naturais em casca (10 amostras), qualidade boa e mis-
ras;

Grupo |l: Castanhas de feiras-livres racem colhidas, emcasca (15 amostras), qua
lidade mista;

Grupo I11: Castanhas do CEASA - em ourigo (5 amostras); castanhas de propriedades

particulares - em ourigo (10 amostras), qualidade mista,
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Grupo 1V: Castanbas de Supermercados naturais em casca (10 amostras), qualida-

de mista.
Meios utilizados para o isolamento dos fungos

Agar-Sabouraud-glicose (Difco), acrescido de cloranfenicol {100mg/1.000m1) p.H
5.6; dgar-Cazpeck (Difco), p.H 7.3; agar-batata (Difco), p.H 5.6; meio de ADH
(Aspergillus differencial medium), para a detecgao de fungos produtores de aflatoxinas

empregou-se o meio Yes (2% de extrato de levedura; 20% de sacarose) segundo Davis et al.

{1966) .

Culturas padrao

Aspergillus flavus - n? 3517 e Aspergillus parasiticus - n? 135 utilizadas na pes
quisa como modelo, cedidas pela micoteca do Setor de Micolegia do Instituto de Ciencias
Biomedicas da Universidade de Sac Paulo.

As amostras do padrao qualitative de aflatoxinas Bl e Gl foram cedidas pelo labo-
ratério de Micotoxinpas do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paul.

Os fungos foram estudados em cultivo e caracteristicas micromorfologicas, fisiold
gicas e identificagdo final, segundo Raper et al. (1949), Riddel (1950), Gilman (1957),
Raper & Fennell (1965), Barnet & Hunter (1972); Ainsworth et al. (1973), Bothast & Fennel}
(1974), von Arx {1974), Pitt {1979), Cole et al. (1981), Lacaz et al. {1984) e Lodder
(1970).

A extragao das toxinas foi segunde o metodo observado no Programa Nacional de Mo-
nitoragac e Controle de Micotoxinas (PMC - Micotoxinas), S3o Paulo, com base no metodo
de Lee (1965) e quantificadas de acerdo com o método de Coomes & Feuell (1965).

As amostras de castanha em granel eram compostas de 1,0 kg e 5 ourigos decada orl
gem. Depois de trituradas sem processo de desengorduramento, de cada uma delas foi to
made uma aliquota de 1,0 g, e transferiu-se assepticamente, para um tubo de ensaio con-
tendo 20 ml de agua destilada eagitacao por 10 minutos. Apés 30 minutos de repousc, 0,1ml
do sobrenadante era colocado em placas com agar-Sabouraud-glicose, acrescido de cloran-
fenical (100 wg/1.000 ml1). A partir de 24 horas até 10 dias de incubagaoa28°C, as pla
cas eram examinadas. Das colonias isoladas, retirou-se fragmentos, para o exame micros
copico entre 1amina e laminula, com o corante lactofenol azul de algodao e forawm feitos
repiques em tubos com agar-Sabouraud-glicose (inclinado) para estude morfoldgico poste-
rior.

Para a produgac de aflatoxinas por Aspergillus sp. semeou-se fragmentos do fungo
no meio Yes. Incubacdo de 10 a 20 dias a 28°C, prazo suficiente para o crescimento da
coldnia. A seguir, filtrou-se o meio de cultivo em algodac hidrofilo livre de impurezas
utilizando-se um frasco de Erlemmneyer de 250 mi.

Depois de filtrado, procedeu-se a extragao com trés porgoes de cloroformio (25 m)
cada), em funil de separacac de 250 ml, %equndo o PMC-micotoxinas e Coomes & Feuell
(1965) .
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Conforme a necessidade da exclusao de interferentes nos extratos, utilizou-se, iso
ladamente ou em combinacao os métodos: precipitagao com acetato de chumbo neutro a 20%,
coluna da silica-gel (Pons et al., 1966), purificacao dliretana placacromatografica, rea
Vizando um primeiro desenvolvimento com eter etilico (Nabney & Nesbitt, 1965).

Para confirmar a analise, efetuou-se a cromatografia de camada delgada bidimensio
nal (Schuller et al., 1973) e pela aspersao de solugac de acido Sulflrico a 50% sobreas
manchas fluorescentes da amostra e do padrao. 0s sistemas de solventes:Cloroformio-ace

tona (90:10) e benzeno-acetato de etila-etanol (60:39:1).

RESULTADOS

0s resultados demonstram que das 100 amostras analisadas 3 foram positivas para
aflatoxinas Bl e Gl. Na tabela | observa-se que procediam: da Usina Londrina (UL-3),
castanhas desidratadas sem casca, qualidade boa; Usina [.B3. Sabba (UIBS-3), castanha na
tural em casca, qualidade mista, pertencentes ao Grupo | 2 amostra de Supermercados
(SEL) de Sao Paulo, natural em casca, qualidade mista, integrada no Grupo IV.

A analise dos extratos revela que os niveis variam de 0,1 a 2,25 ppm de aflatoxi-
na Bl e de 0,075 a 1,5 ppm de aflatoxina Gl. 0 nivel em termos de aflatoxinas, foi con
siderado elevado, muite elevado a baixo ou negativo, Tabela 1.

Das 100 amostras foram iscladas 312 colénias de fungos, sendo de 23 géneros dife-
rentes, Tabela 2.

Ma Tabela 3, estao demonstrados os percentuais dos géneros de fungos isolados de
85 amostras referentes as usinas (60), feiras-livre (10), CEASA (5) e Supermercados (10).
Observa-se que houve predominancia dos géneros Aspergillus sp. e Penicillium sp.

A Tabela &4, refere-se as amostras em ourigos {15) sob as designacoes Camo {5), CSA
(5) e a AF (5), das quais foram isoladas, predoeminantemente, Aspergillus sp., Penicil-
lium sp. e Cephalosporium sp.

0 genero Aspergillus spp. foi prevalente com 91 culturas pertencentes a sete gru-
pos (flavus, niger, nidulans, fumigatus, ochraceus e wentii). 0 génercPenicillium apre
sentou fregiiencia significativa com 83 culturas e a seguir,Absidia sp. (27), Paeci lomy
ces sp. (18) e Cephalosporium sp. (13), Tabela 2. Observou-se que, o numero de le
veduras, foi baixo, se comparado com © dos fungos filamentosos (Tabelas 2, 3 e L),

Analisando-se as 91 culturas de Aspergillus sp. verificou-se que 26 (28,57%) eram
espécies aflatoxigénicas, entretanto, apenas 24 (26,37%) foram positivas.

Por outro lado, nota-se gque das 24 amostras aflatoxigénicas, todas produziramafla
toxina B1 (100%) e somente 15 (62,50%) foram aflatoxinas G] positivas, Tabela 5.

Observou-se que as amostras variaram em niveis, entreos limites de 06,0025 3,33ppm
para aflatoxina Bl e de 0,0075 e 2,25 ppm para aflatoxina Gl, Tabela 5. Dentre os fungos
toxigénicos, 16 amostras da espécie Aspergillus flavus, 7 de Aspergillus parasiticus am
bos do grupo flavus e | Aspergillus fresenii do arupo Ochraceus. Este (ltimo, produziu

apenas aflatoxina Bl em nivel baixo e inconstante na elaboragac deste metabolico.
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DISCUSSAO

Para a identificacao dos Aspergillus, além dos meios convencionais, empregou-se o
meio ADM (Aspergillus differencial medium) utilizado na determinacac da espécie A, fla-
vus. Entretanto, o resultadoc demonstrou gue o ADM nao mostrou-se eficiente; tanto o A.
flavus, A. parasiticus (grupc flavus) como o A. fresenii (grupo ochraceus), produziram
pigmento, variando apenas na intensidade da cor. Assim, essa peculiaridade nao € exclu
siva na denominagac de espécie, como ja foi demonstrado que outras especies dogrupo fla
vus e espécies de outros grupos podem apresentar esse pigmento (Bothast & Fennell, 1974).

Alem das analises da presenca de fungos e amostras toxicas, verificou-se tipos de
deterioracao na castanha e alteracoes nas propriedades organolopticas: observou-se que
os Zigomycetes, consomem a amendoa totalmente, deixando a casca revestida internamente,
por uma camada miceliar branca e as vezes cinza, segundo o género presente. Outras es-
pecies em conjunto, inclusive Dematiaceos, produzem deteriaragac negra, crostosa e ino-
dora. A associacao de bactérias e fungos, em geral, altera a cor da castanha (cinza es
curo) e consisténcia (gelatinosa). Os géneros Fusarium sp. e Cephalosporium sp. danifi
cam a améndoa, modificando a sua consisténcia (mucdide), o cheire (odor pitrico) ea de
terioracao parda que so foi detectada depois de cortar a castanha, produz odor ran
¢0so, e na maioria destas amostras, isolou-se Aspergillus sp. e Penicillium sp.

Detectou-se nos ouricos, a presencga de larvas de inseto pertencente a familia Cur
culionidae que, além de estragar a entrecasca (tornando-a quebradiga e pulverulenta) pro
move sulcos rasos No mMesocarpo.

Os resultados relativos aos extratos das amostras, demonstraram que a de Supermer
cado apresentou nivel de toxidez "muito elevado'' para aflatoxinas Bl e Gl,diferindo das
amostras oriundas de usinas que em termos de aflatoxina foi paraBl, baixoc amédioepara Gl
baixo ouneqativo. Assim, na ocorrencia das trés amostras positivas considerou-se: tempo de
estocagem, tipe de tratamento do produto e sanidade das améndoas. Nas de supermercado,
perfodo de estocagem desconhecide, naturais (sem beneficiamento) nimero elevado de con-
taminacao; as de usinas, com tempo de estocagem conhecido, contaminagac moderada, e tra
tamento adequado.

A contaminagac macica verificada em algumas amastras, por fungos do género Asper-
gillus, produtores de aflatoxinas Bl e Gl, apresentaram-se isentas destas micotoxinas.

Conclui-se neste trabalho que a castanha do Pard, diante de todas as agressoes a
que é submetida e considerando-se as suas propriedades nutritivas, nao correspondeu as
espectativas de ser um substrato favoravel a producac de aflatoxinas. Pesquisas devem
ser efetuadas para verificar, os fatores intrinsecos do produto na interferéncia de pro

ducac de aflatoxina.

SUMMARY

One hundned samples of Brazil nuts 4rom the States of Amazonas and Sae Pawlo, were
analysed mycologieally and ftoxdcologically fer aflatoxins Bl and Gl. Thiee hundred and
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twelve fungd were isolated of which 91 were ¢f the genus Aspengiflus, §3 of the genus Pe
nleillium and the remainder included 73 diffenent genena, Amongst the Aspergillus samples,
26 wene producens of aflatoxin, distributed info three species: Aspengiffus glavus Link
(18); Aspengiflus parasiticus Speare (7) and Aspeagilflus fresenid Subram [1). Of the 100
extracts of anafysed nuts, three wene affatoxin-pesditive,

Tabela 1. Analise quantitativa de aflatoxinas Bl e Gl em farelo de amostras de castanhas

do Para.

Amosbras Concentracao de aflatoxinas (mg/kg)
B1 Gl

uL - 3 051 0,075

UIBS - 3 0,25 0,875

SEL - 7 2,25 1.5

UL - 3: Usina Londrina.
UIBS - 3: Usina |.B. Sabba.
SEL - 7: Supermercado Eldorado.

Tabela 2. Fregiiencia dos fungos encontrados nas amostras de castanha do Para segundo o
total de culturas isoladas.

Generos N Colonias de fungos iso Fregiiéncia
lados
Absidia sp. 27 8,65 %
Aspergillus sp. 91 29,16 %
Candida sp. 3 0,97 %
Cephalosporium sp. 13 416 %
Circinella sp. 1 0,32 %
Cladosporium sp. 3 0,597 %
Cuninghamella sp. L 1,29 %
Fusarium sp. 8 2,56 %
Geotrichum sp. 2 0,64 %
Humicola sp. L 1529 %
Monascus sp. 2 0,64 %
Mucor sp. 6 1,92 %
Neurospora sp. 1 0,32 %
Paecilomyces sp. 18 5,76 %
Penicillium sp. 83 26,60 %
Phialophora sp. 3 0,97 %
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continuacao (Tabela 2.).

Generos N¢ Colonias de fungos iso Freqiencia
lados

Rhedotorula sp. 3 0,97 %
Rhizopus sp. 5 1,60 %
Saccharomyces sp. 5 1,60 %
Syncephalastrum sp. 8 2,56 ¥
Torulopsis sp. 3 0,97 %
Trichoderma sp. 8 2,56 %
Verticillium sp. 5 1,60 %
NI 6 B o
Total 312 100 %
FNI = Fungos nao identificados.

Tabela 3. Freqgiiencia de fungos isolados em castanha do Para, procedentes de usinas de
beneficiamento, feiras-livres, CEASA (MAD-AM) e Supermercados (Grande Sac Pau

lo).
Generos Usina |Feira-livre| Ceasa |Supermercados| Total b 4
Absidia sp. 16 6 1 4 27 31,76
Aspergillus sp. 63 L 4 12 83 97,64
Candida 1 1 2 2,35
Cephalosporium sp. T 7 9 10,58
Circinella sp. 1 1 ] 4157
Cladosporium sp. Z 2 2,35
Cuninghamella sp. 3 1 4 4,70
Fusarium sp. 5 1 1 7 8,23
Geotrichum sp. 1 1 ] .15
Humicola sp. 4 4 4,70
Monascus sp. 2 Z 235
Mucor sp. 4 i 1 6 7,05
Neurospora sp. 1 1 1,17
Paecilomyces sp. 11 N 3 18 21,17
Penicillium sp. 55 5 6 8 74 87,60
Phialophora sp. 2 2 2,35
Rhodotorula sp. 2 1 3 3,29
Rhizopus sp. 3 ] ] 5 5,88
Saccharomyces sp. 5 5 8,33
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continuacao (Tabela 3.).

Geéneros Usina |Feira-livre| Ceasa [Supermercados| Total b 4
Syncephalastrum sp. 6 1 1 8 9,41
Torulopsis sp. 1 1 2 2,35
Trichoderma sp. 1 2 b 7 8,35
Verticillium sp. 1 3 3,52
FNI 2 ] 1 ! 5 5,88
Total 165 27 14 33 239
FNI = Fungos nao identificados.

Tabela 4. Fredligncia de géneros de fungos isolados de castanhas do Para em ourigo, pro
venientes de diversas localidades de Manaus (AM).

Geénero Baasalidades Total 2
CAMO csa AF

Aspergillus sp. 3 1 4 8 53,33
Candida sp. 1 1 6,66
Cephalosporium sp. 3 ] 4 26,66
Cladosporium sp. 1 1 6,66
Fusarium sp. 1 1 6,66
Geotrichum sp. 1 | 6,66
Penicillium sp. ] 6 2 9 60,0
Phialophora sp. I ] 6,66
Torulopsis sp. 1 1 6,66
Trichoderma sp. 1 ] 6,66
Verticillium sp. ¥ 2 13,33
FNI 1 i 6,66
Total 10 15 5 31
CAMO = CEASA MANAUS - OURICO.
CSA = COLONIA SANTO ANTONIO.
AF = ANTONIO FAUSTINOD.
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Tabela 5. Produgao de aflatoxina Bl e G) por funges isolados de castanha do Para (10 a
20 dias de cultivo em meio de YES, a 280C).
Amostras Fungos Aflatoxina (mg/200 ml) Total
Bi Gi
VA - 2 Aspergillus flavus 1,0 0,75 143258
ua - 7 Aspergillus flavus 0,0025 0,0018 0,0043
UL = 3 Aspergillus parasiticus 2l 1.5 3.5
L == Aspergillus flavus 0,01 0,01
UL - 9 Aspergillus flavus 2.8 1487 &,37
UL'=-10 Aspergillus parasiticus 245 1,87 4,37
bc - 3 Aspergillus parasiticus 2.5 1,87 ft .37
DC - 9 Aspergillus flavus 0,66 0,66
UIBS - 3  Aspergillus parasiticus 0,01 40,0075 0,175
UIBS - & Aspergillus parasiticus 6,002 0,002
Ucx - 3 Aspergillus flavus
uex - 7 Aspergilius flavus 0,001 0,001
ucx - 8 Aspergiilus flavus 1,0 0,75 1,75
uc¥ - 10 Aspergillus flavus 3,33 1,87 5.2
URM - 1 Aspergillus parasiticus 0,25 (),.25
URM - 3 Aspergillus flavus
URM - 7 Aspergillus flavus 1,0 1D
CMA - 4 Aspergillus flavus 0,05 0,05
cMO - 5 Aspergillus flavus 0,20 0,75 0,95
AF -1 Aspergillus fresenii 0,20 0,20
AF -1 Aspergillus flavus 0,33 0,25 0,58
AF - 2 Aspergillus parasiticus 1,0 0,75 1,75
JEO - 1 Aspergillus flavus 0,020 0,075 0,095
SEL — 7 Aspergillus flavus 1,0 2,25 320
SFM - 9 Aspergillus flavus 0,05 0,05
SFM - 10 Aspergillus flavus 0,05 1.5 2;8
Total 24 15 24
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