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RESUMO

BAQUIAO, A. C. Fungos e micotoxinas em castanhas-do-brasil, da colheita ao armazenamento.
2012. 141 f. Tese (Doutorado em Microbiologia)- Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Sdo Paulo, S&o Paulo, 2012.

O presente estudo teve como objetivo avaliar a presenca de fungos e micotoxinas (aflatoxinas e acido
ciclopiazénico [ACP]) em castanhas-do-brasil coletadas a campo e no armazenamento, bem como a
micobiota do solo e ar nas coletas iniciais a fim de estabelecer possiveis vias de contaminacgéo fungica.
Objetivou também correlacionar os achados com fatores abidticos, determinar o potencial aflatoxigénico
de cepas de Aspergillus secdo Flavi e avaliar os niveis de selénio (Se) nas améndoas. As amostras
procederam do municipio de Itacoatiara, Amazonas, Brasil. A pesquisa de fungos foi feita pela técnica
de semeadura em superficie em meio Agar batata dextrose e Agar Aspergillus flavus — parasiticus e a
determinacdo de micotoxinas por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os niveis de Se foram
determinados por espectometria de absorcdo atbmica. As amostras coletadas a campo foram analisadas
em quatro periodos: Dia 0; amostras na arvore, Dias 5, 10 e 15; amostras em contato natural com solo 5,
10 e 15 dias, respectivamente. As amostras armazenadas, apds secagem, foram analisadas mensalmente
por 11 meses. Nas amostras coletadas a campo, os fungos mais prevalentes foram: A. flavus em ouricos
e améndoas; Fusarium spp. em cascas. No solo foram isolados, principalmente, Penicillium spp. e
Aspergillus flavus e no ar, Fusarium spp. e Penicillium spp. No armazenamento, em améndoas, foi
observado maior contaminacdo por A. flavus, Fusarium spp. e A. nomius; e em cascas, a predominancia
foi de Fusarium spp. e A. flavus. Aflatoxinas e ACP ndo foram detectados nas amostras analisadas.
Dentre as cepas de A. flavus isoladas 57,9% (278/480) foram aflatoxigénicas, bem como todas as cepas
de A. nomius e A. parasiticus. Os niveis de Se foram entre 30,64 e 139,35 pg/g. A elevada freqiiéncia de
cepas aflatoxigénicas isoladas principalmente no solo e em améndoas de castanha-do-brasil, mostrou
predisposicdo deste substrato a contaminacdo por A. flavus e a producdo de aflatoxinas. O aumento
progressivo do tempo de contato das castanhas-do-brasil com o solo foi acompanhado de maior
contaminagéo por A. flavus em ouricos, cascas e améndoas; sugerindo a possibilidade de contaminagéo
da castanha-do-brasil durante etapa a campo. Além disso, A. nomius e A. parasiticus foram isolados
somente no armazenamento, sugerindo que a contaminagdo ocorra no estoque das améndoas.

Palavras chave: Micoflora, Aspergillus, fungo, castanha-do-brasil, aflatoxina, &cido ciclopiazénico



ABSTRACT

BAQUIAO, A. C. Fungi and mycotoxins in Brazil nuts, from harvest to storage. 2012. 141 f.
Thesis (Microbiology)- Instituto de Ciéncias Biomedicas, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2012,

The objective of this present study was analyse, in the field and in the storage, mycobiota and the
contamination by mycotoxins (aflatoxins and cyclopiazonic acid) from Brazil nuts (nuts, shells and
pods), soil and air samples to determine possible route of fungi contamination. Also aimed to correlate
the findings with environmental factors; determine the aflatoxigenic potential from strains of
Aspergillus section Flavi and assess the levels of selenium (Se) in nuts. The samples were collected
from Itacoatiara, State of Amazonas, Brazil. The Brazil nuts mycobiota was determine by diluition
plating method in Potate Dextrose Agar and Aspergillus flavus — parasiticus agar and, micotoxins was
done by high performance liquid chromatography. The Se levels were determined by atomic
absortption spectrometry. Field samples were collected during different periods: day 0, samples still on
the tree; days 5, 10 and 15, samples in contact with soil for 5, 10 and 15 days, respectively. The most
prevalent fungi were Aspergillus flavus in fruit pods and nuts and Fusarium spp. in shells. Penicillium
spp. and A. flavus were isolated from soil, and Fusarium spp. and Penicillium spp. from air.The storage
samples, after dried, were analysed montly during 11 months; and showed predominance A. flavus,
Fusarium spp. e A. nomius in nuts, and Fusarium spp. and A. flavus in shells. Aflatoxins and
cyclopiazonic acid were not detected in any of the samples analyzed. Within species Aspergillus flavus
isolated, 57,9% (278/480) were aflatoxigenic, as well as all strains of A. nomius e A. parasiticus. The
Se levels were between 30,64 e 139,35 pg/g. The high frequency of isolation of aflatoxigenic A. flavus
strains from soil and Brazil nuts increases the chance of aflatoxin production in these substrates. These
findings suggest a possible contamination before drying and indicate soil as the main source of fungal
contamination of Brazil nuts. Therefore, A. nomius e A. parasiticus were isolated only in storage,
suggesting Brazil nuts contamination occurs in this period.

Keywords: Mycoflora, Aspergillus, fungi, Brazil nut, aflatoxin, cyclopiazonic acid.
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1.1 Caracteristicas das castanha-do-brasil:

A castanheira (Bertholletia excelsa Humb. & Bonpl., 1808) é originaria da regido amazonica,
encontrada em estado nativo desde o alto Orinoco (5° latitude norte) até o alto Beni (14° latitude sul),
incluindo Guiana francesa, Suriname, Guiana, Venezuela, Peru, Bolivia e Brasil, especialmente nos
estados de Rondbnia, Acre, Amazonas, Para, Goias e Mato Grosso (LORENZI, 2010; CLAY e
CLEMENT, 1993).

Unica representante do género, pertence a familia Lecythiadaceae (LORENZI, 2010; ALHO,
1999) e ¢é encontrada em solos pobres, argilosos ou argilo-arenosos, de textura media a pesada. Vegeta
naturalmente em clima quente e imido, com precipitacdo anual de 1400 a 2800 mm, temperatura média
anual de 24 a 27 °C e umidade relativa do ar de 79 a 86% (CLAY e CLEMENT, 1993).

A castanheira, arvore de grande porte, pode atingir até 50 m de altura e 2 metros de diametro de
base, com tronco cilindrico, reto, liso desprovido de ramos, ramificando apenas na por¢do superior de
sua copa. As folhas simples e glabras possuem de 25 a 35 centimetros de comprimento e coloragédo
verde-escura brilhante (LORENZI, 2010).

A éarvore floresce durante o periodo da seca, correspondendo, no leste da Amazonia, entre 0s
meses de novembro a fevereiro (LORENZI, 2010). Na floracédo, a castanheira apresenta flores brancas
ou cremes, com até 4 cm de didametro e seis pétalas, polinizadas por abelhas silvestres robustas
(Euglossinae) (ALHO, 1999).

A queda dos frutos se inicia na estagdo chuvosa, entre 0s meses de janeiro a abril no leste da
Amazonia e novembro a margo na regido de Manaus (CLAY e CLEMENT, 1993). O peso dos ouri¢os
associados a altura das castanheiras permite que os frutos alcancem o chdao com forca e velocidade,
afundando no solo. Alguns roedores, como cutias (Dasyprocta aguti) e pacas (Agouti paca), sdo
capazes de romper a capsula do ourico, alimentando-se das castanhas e conservando os excedentes no
chdo da floresta, os quais podem brotar, perpetuando novas geracdes da planta (ALHO, 1999).

O fruto da castanheira, ourico, € um pixidio imperfeito, com formato circular e capsular,
espessura fibrosa e compactada, coloragdo castanho-escura, com 10 a 12 cm de diametro, peso entre
0,5a 2,5 kg e contem de 10 a 25 sementes envoltas em uma polpa amarela (CLAY e CLEMENT, 1993;
LORENZI, 2010; ALHO, 1999). As sementes variam entre 3,5 a 7 cm de comprimento e 2 cm de
largura e peso de 4 a 10 g, possuem também uma casca dura e rugosa de formato triangular e encerram

em seu interior a améndoa, a castanha-do-brasil ou castanha-do-pard. A maturidade dos frutos pode ser
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atingida ap6s 15 meses da queda das flores (CLAY e CLEMENT, 1993). Plantas provenientes de
sementes podem iniciar a frutificacdo aos oito anos, mas somente apds 12 anos atingem producgéo de
améndoas (MULLER et al., 1995)

Apds remocdo dos ourigos, as castanhas sofrem processo de lavagem e triagem, visando a
remocgdo daquelas visivelmente deterioradas e atrofiadas, e entdo sdo submetidas a secagem e

armazenamento em depdsito até a comercializacéo.

1.2 Importancia social da castanha-do-brasil

A exploragdo comercial da castanha-do-brasil teve inicio no século XIX e apresentou
notoriedade meio século depois, com a abertura dos portos do rio Amazonas a navegacgao estrangeira.
Apbs a decadéncia da borracha, a castanha-do-brasil passou a constituir o principal produto extrativo
para exportacdo da regido norte do Brasil, na categoria de produtos béasicos. Dessa forma, visando
normatizar o comércio deste produto, foi proposto o Decreto Federal n® 5.975/06, que regulamenta o
Cadigo Florestal e a Politica Nacional do Meio Ambiente. Este decreto estabeleceu regras gerais sobre
o Plano de Manejo Florestal Sustentavel, supressdo de vegetacdo, utilizacdo de matéria-prima florestal,
reposicdo florestal e licenca para transporte de produtos florestais.

A coleta extrativista de castanha-do-brasil é considerada como um dos elementos fundamentais
de preservacdo da floresta amazonica. Problemas na producdo ou na comercializa¢éo das castanhas-do-
brasil induzem os extrativistas a derrubada de florestas para implantacdo de sistemas agricolas e
pecuarios. A desestruturacdo desta cadeia de producdo pode trazer incrementos aos desmatamentos na
Amazonia (SANTOS et al., 2010). Assim a producdo extrativista deve ser estimulada, apoiada e regida
por acbes governamentais.

Estudo de Almeida (2004) indica que existem no pais cerca de 778.150 castanheiros,

distribuidos em 14 milhdes de hectares, trabalhando em forma de extrativismo comunitario.
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1.3 Importancia econdmica da castanha-do-brasil

A castanheira apresenta varias aplicaces. Os ouri¢cos podem ser utilizados como combustivel
e, também, na confeccdo de objetos, mas o maior valor estd na améndoa, alimento rico em proteinas,
lipidios e vitaminas. Ela pode ser consumida fresca ou assada, além de participar como ingrediente de
receitas doces e salgadas. O 6leo pode ser usado “in natura” na culinaria ou como matéria-prima
manufaturada de produtos farmacéuticos, cosméticos, sabonetes, entre outros. Do residuo da extracao
do bleo, obtém-se um farelo usado em farinhas ou racdes (NASCIMENTO 1984). O “leite” de castanha
é de grande valor na culinéria regional e a madeira com boas propriedades ¢ indicada para reflores-
tamento e empregada tanto na construcdo civil quanto na naval. Alem disso, as castanhas com casca
podem ser vendidas desidratadas, semidesidratadas, ou a granel (sem beneficiamento) (ALHO, 1999).

De acordo com Pennacchio (2007), até 1990, o Brasil ocupava posicéo de lideranca no mercado
mundial na producdo de castanha-do-brasil, com 80% do comércio e uma producdo média de 51 mil
toneladas(t)/ano. Com a atual reducdo da producdo brasileira, a Bolivia passou a ser o maior exportador
mundial, com volume da ordem de 50 mil t anuais. O autor aponta possiveis explicacdes para a queda
da producdo de castanha-do-brasil nacional: reducdo dos castanhais produtivos; deficiéncias na cadeia
produtiva; escassez de politicas e de programas de incentivo a producdo e a comercializacao;
dificuldades de atendimento as exigéncias fitossanitarias para exportacdo, especialmente quanto aos
limites de tolerancia para presenca de aflatoxinas, sendo até 20 ppb (parte por bilhdo) no Brasil, e até 4
ppb nos EUA e Europa.

Desde o ano 2000, os pregos de venda da castanha-do-brasil apresentaram tendéncia crescente,
aumentando a atratividade da exploracdo desse produto. As razdes da sua valorizacdo séo diversas e
remetem a um conjunto de acdes de politica publica realizadas pelo governo federal (Pennacchio,
2007). Por se tratar de uma atividade extrativista, varios fatores interferem nessa relacdo e,
indubitavelmente, 0 mais importante € o valor de venda. A¢bes cooperativistas elevaram o preco médio
pago aos produtores, praticamente em 230%, passando de cerca R$ 0,35/kg em 2000, para R$ 1,16 em
2008 (ENRIQUEZ, 2009).

Convém destacar que a castanha oriunda da Bolivia, apresenta qualidade inferior a brasileira, em
razdo da existéncia de menores controles de exportacdo e de medidas fitossanitarias deficientes. Além

disso, apesar da producdo boliviana superar numericamente a brasileira, seu produto final possui menor
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valor agregado. A qualidade superior da castanha-do-brasil em nosso pais esta diretamente relacionada
as exigéncias dos 6rgaos nacionais para a comercializacdo do produto (ENRIQUEZ, 2009).

Foi sancionada em 18 de fevereiro de 2011 a RDC n° 7, a qual estabelece limites de aflatoxinas
totais para diversos substratos produzidos no Brasil, incluindo a castanha-do-brasil. Foram
considerados limites maximos de 20, 10 e 15 ppb; para castanhas-do-brasil destinadas a consumo direto
com casca, consumo direto sem casca e ao processamento posterior sem casca, respectivamente
(BRASIL, 2011).

Em 2009, a producdo nacional de castanha-do-brasil somou 37.467 toneladas (t), equivalente a
R$ 52,261 milhdes, representando um acréscimo de 21,6% em relacdo a producgdo de 30.815 toneladas,
obtida em 2008. O principal estado produtor foi 0 Amazonas, concentrando 42,7% do total coletado.
Seguem-no o Acre (27,5%) e o Para (18,7%). Entre os 20 maiores municipios rodutores, Rio Branco
(AC) deteve 7,0% da producdo nacional, seguido por Brasiléia (6,9%), Xapuri (6,7%) e Sena
Madureira (6,3%) (IBGE, 2009).

Basicamente, a producdo comercial brasileira de castanha-do-brasil, obedece a dois fluxos: o
consumo interno e a exportacdo. Essa relacdo tem se alterado na proporcdo de 35% a 50% para a
exportacdo e, 50% a 65% para o0 consumo interno. No caso das exportacdes podemos destacar como
principal destino a Bolivia com o produto “in natura”, seguida dos Estados Unidos, Japdo, Europa e
Australia (ENRIQUEZ, 2009).

1.4 Composicao da castanha-do-brasil
O valor alimenticio da castanha-do-brasil é alto, a améndoa possui cerca de 17% de proteina

(SOUZA e MENEZES 2004) e 67% de gordura (NASCIMENTO, 1984), aminoacidos essenciais,

como metionina e cisteina, e minerais como selénio (Se) (CLAY e CLEMENT 1993) (Tabela 1).
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Tabela 1- Composicdo quimica centesimal, teor de selénio e valor calérico da améndoa da castanha-do-brasil *.

Componentes Percentual e quantidade
Umidade 3,13%

Cinzas 3,84 %

Lipideos 67,3 %

Proteinas 14,29 %

Carboidratos 3,42 %

Fibra total 8,02 %

Fibra insolavel 4,89 %

Fibra solavel 3,12%

Valor caldrico 676,56 kcal

Fonte: Souza e Menezes, 2004.
* Dados referentes a castanha-do-brasil com casca armazenada.

A castanha-do-brasil é considerada fonte de selénio, o qual possui um importante papel como
antioxidante, estando envolvido no metabolismo da tiredide, prevencdo de neoplasias e distarbios
reprodutivos. Dessa forma, o consumo de castanha-do-brasil tem sido relacionado com atividades
antienvelhecimento e recomendado a atletas, idosos, criangas e pessoas que buscam uma vida saudavel
(COUTINHO et al., 2002).

A dose de selénio recomendada para ingestdo diéria pelo ‘“National Research Council” foi
estabelecida em 55 pg; entretanto o limite toleravel de consumo por dia pode alcangar até 400 pg
(NAS, 2000). Estes dados demonstram que o consumo de castanha-do-brasil, pode ser eficiente na

reposicao dos niveis de selénio no organismo humano.

1.5 Micobiota

Os alimentos, independentemente de sua origem, apresentam uma microbiota natural
extremamente varidvel, concentrada principalmente na regido superficial. Os fungos e as bactérias sao
0s microrganismos de maior destaque, tanto como agentes potenciais de deteriora¢do do produto, ou

como eventuais patégenos do homem. Porém, nas diversas etapas de processamento, 0s alimentos estdo
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sujeitos a contaminacdo por diferentes microrganismos que ndo fazem parte desta microbiota natural
(LEITAO, 1988).

Em relacdo ao ambiente onde vivem, os fungos foram divididos em fungos do solo e fungos do
ar. Os fungos do solo habitam partes subterraneas e aéreas inferior das plantas, fragmentos de vegetais
e compostos organicos depositados no solo. J& os fungos do ar sdo encontrados nas partes superiores
das plantas. H& também aqueles que colonizam ambos os ambientes (BURGESS et al., 1981).

O desenvolvimento fangico ocorre desde fases no campo, durante o processo de formacdo das
sementes, na colheita, nas fases de secagem, beneficiamento, até o armazenamento (ROSSETTO et al.,
2005); e ainda no manuseio e transporte até o consumidor (SANTOS et al., 2001). O impacto
econdmico da invasao fungica esta diretamente relacionado a perda de qualidade do produto, e inclui a
diminuicdo do poder de germinacao, alteracdes organolépticas, perda de matéria seca, aquecimento,
cozimento, mudancas quimicas e nutricionais e producdo de micotoxinas, tornando-0s improprios para
0 consumo (PASTER e BULLERMAN, 1988).

O solo é o principal reservatério primario de muitos fungos, inclusive os do género Aspergillus
(SMITH e ROSS, 1991). Gongalez et. al. (2008a) pesquisando a micobiota de amostras de solo,
provenientes de Junqueiropolis (SP, Brasil) mostraram uma prevaléncia dos géneros Penicillium e
Fusarium, e A. flavus foi detectado em 8% das amostras.

Gongalez et. al. (2008b) também pesquisaram micobiota de amostras de cascas de amendoim
provenientes de Junqueiropolis (SP, Brasil). Os principais fungos isolados foram Fusarium spp.
(78,75%), Rhizopus spp. (14,1%) e A. flavus (11,75%).

Em améndoas de castanha-do-brasil, os géneros mais frequentemente isolados foram
Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Fusarium, além de Acremonium, Paecilomyces, Absidia,
Trichoderma, entre outros (CASTRILLON e PURCHIO, 1988b; FREIRE et al., 2000; BAYMAN et
al., 2002; PACHECO et al., 2010).

No Brasil, Castrillon e Purchio (1988b) analisando améndoas de castanha-do-brasil procedentes
dos estados do Amazonas e Sdo Paulo, isolaram principalmente fungos dos géneros Aspergillus e
Penicillium, sendo as espécies A. flavus e A. parasiticus as mais frequentes.

Pacheco et al. (2010), analisando micobiota em améndoas de castanha-do-brasil oriunda do
municipio de Manaus (AM, Brasil), obtiveram predominancia de Aspergillus, Penicillium e Fusarium,
considerando-os géneros nativos na micoflora de castanha-do-brasil. Dentre as espécies de Aspergillus,

A. flavus e A. niger foram as mais isoladas.
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Em ourigos de castanha-do-brasil, coletados na Amazénia Peruana, foram isolados Penicillium,
Aspergillus, Acremonium, Coelomycetes e Pestalotiopsis, incluindo espécies A. flavus (ARRUS, et al.,
2005b).

1.5.1 Aspergillus spp.

O género Aspergillus foi descrito inicialmente pelo botanico italiano Pier Antonio Micheli em
1.729 (MACKENZIE, 1988) e suas espécies sdo, frequentemente, cosmopolitas e colonizam uma
grande variedade de substratos (LAFORET, 2008).

O género Aspergillus é agrupado a divisdo Deuteromycotina, a classe dos Hyphomycetes, a
ordem Moniliales, e a familia Moniliaceae. Sdo caracterizados pelo desenvolvimento de coldnias
coloridas e brilhantes e por produzir conidios em cabegas tipicas, do tipo “mop-like” (escovao) (PITT e
HOCKING, 2009).

Espécies micotoxigénicas ocorrem em trés secGes do género Aspergillus, mas a se¢do Flavi
contem o maior numero de produtores potenciais (PILDAIN et al., 2004), que inclui as seguintes
espécies: A. flavus, A. parasiticus, A. nomius, A. oryzae e A. sojae. Dentre essas, A. flavus, A.
parasiticus e A. nomius receberam as principais consideracoes pela capacidade de producédo de potentes
micotoxinas: as aflatoxinas. Ja as espécies A. oryzae e A. sojae sdo consideradas seguras pela “U.S.
Food and Drugs Administration”, por ndo apresentarem historico de producdo de toxinas, sendo
utilizadas industrialmente na produgéo de “saké”, miss6é e molho de soja (PITT e HOCKING, 2009).

Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nomius sdo mundialmente distribuidos em solo, ar,
materiais organicos e partes de plantas, invadindo pré ou pos-colheita; o que pode resultar na infeccao
fangica e producdo de micotoxinas (COTTY et al., 1994). Apresentam aspecto macro-morfologico
caracteristico por colbnias verdes a amarelas-oliva, podendo apresentar-se amarelas puras e acizentadas
com o decorrer do tempo (PITT e HOCKING, 2009). Microscopicamente, os conidioforos de A. flavus,
A. parasiticus e A. nomius surgem a partir de hifas vegetativas septadas. As fialides podem surgir
diretamente de uma vesicula globosa (condi¢do unisseriada) ou a partir da métula que envolve a
superficie da vesicula (condicdo bisseriada). A vesicula, a métula quando presente, as fialides, e as
cadeias de conidios compreendem a cabeca conidial, que no A. parasiticus, ¢ predominantemente
unisseriada, enquanto no A. flavus, a seriacdo é mais varidvel (KOKALIS-BURELLE et al., 1997). Os

conideos de A. flavus e A. nomius tem paredes delgadas, lisas ou levemente rugosas, séo esféricos a
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elipsoidais com vesiculas maiores que 50 um, com métulas presentes. Ja os conideos de A. parasiticus
s80 rugosos, com paredes espessas, esféricos, e suas vesiculas ndo ultrapassam 30 pum, e métulas sdo
incomuns (PITT e HOCKING, 2009).

A contaminacdo de castanha-do-brasil por Aspergillus secdo Flavi apesar de freqiiente, ainda
ndo esta elucidada, mas ocorre, principalmente, nas regides tropicais e subtropicais, comumente
implicados na deterioracéo de alimentos (TANIWAKI e SILVA, 2001).

1.6 Micotoxinas

O termo micotoxina ¢ originario do grego e do latim, sendo a palavra grega “mykes”, que
significa fungo; e a latina “toxicum”, que significa veneno ou toxina (BULLERMAN, 1979;
GOLDBLATT, 1972).

Os metabolitos priméarios dos fungos, e de outros organismos, sdo compostos indispensaveis ao
seu crescimento, como carbono, agucares e lipidios (BU’LOCK, 1980). Ja os metabolitos secundarios,
que caracterizam as quinomas, 0s pigmentos, os antibidticos e as micotoxinas, sdo produzidos por
varias espécies de fungos ao final da fase de crescimento exponencial, dependendo do acumulo dos
precursores originados do metabolismo priméario, como acetatos, piruvatos e aminoacidos (STEYN,
1977).

As micotoxinas, por definicdo, sdo metabolitos secundarios toxicos, de baixo peso molecular,
produzidos por espécies fungicas filamentosas, que contaminam alimentos no campo, no
armazenamento ou apos o processamento (MOSS, 1989), afetando a saude publica e a agroeconomia.
Sao responsaveis por perdas de milhdes de dolares anuais (HUSSEIN e BRASEL, 2001).

indicios das micotoxinas remetem a tempos antigos, e provavelmente, varios surtos de
micotoxicoses ja foram confundidos com pragas, envenenamentos e epilepsia. No Antigo Testamento,
as 10 pragas do Egito, quando Moisés tentava libertar os hebreus do dominio faradnico, evidenciaram o
problema destes metabolitos. Tambeém ha indicios na peste que dizimou os rebanhos e induziu tumores
e Ulceras em animais e nos egipcios (SABINO, 2004). Em 1850, ocorreu o episodio chamado de “Fogo
de Santo Antonio”, no qual a ingestdo de centeio infectado por Claviceps purpurea foi relacionada com
caracteristicas do ergotismo, aventando a possibilidade do perigo de metabdlitos tdxicos produzidos

por fungos (SANTURIO, 2000). No Japdo, muitas mortes foram associadas a ingestdo de arroz
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contaminado por Penicillium spp. (SAITO et al., 1971); e na Russia, Ulceras e estomatites foram
associadas a toxinas produzidas por Fusarium sporotrichioides (CAMPBELL e STOLOFF, 1974).

A micotoxicologia moderna inicia-se com a descoberta da aflatoxina, apos perdas de grande
numero de animais, principamente perus, na Inglaterra em 1961, atribuida ao consumo de amendoim a
dieta. A partir dai, novas importantes descobertas foram realizadas envolvendo o efeito
imunossupressor e carcinogénico das aflatoxinas e a revelagdo que as aflatoxinas contaminam gréos
ndo somente no armazenamento, mas também na pré-colheita.

A producdo de micotoxinas pelos fungos depende de uma série de fatores, incluindo a
susceptibilidade do substrato a colonizagdo do fungo produtor, presenca de macro e micronutrientes;
fatores fisicos como temperatura ambiental, umidade do substrato, pH do substrato, umidade relativa
do ar durante o armazenamento, aeracdo, danos mecanicos e tempo de armazenamento e fatores
bioldgicos como capacidade genética do fungo em produzir micotoxinas, quantidade de esporos
viaveis, interacdo de diferentes fungos existentes no mesmo substrato, interacdo de micotoxinas e
presenca de parasitas (insetos, roedores e acaros) (CIEGLER, 1978; MILLER, 1994). Além do mais, as
micotoxinas podem manter sua atividade bioldgica por longos periodos, podendo culminar em
micotoxicoses (JAY, 1994).

J& a suscetibilidade humana a intoxica¢des por micotoxinas também é variavel e depende da dose
da toxina ingerida; e idade, frequéncia de exposi¢do e condic¢do nutricional do hospedeiro (MILLER,
1994).

A contaminacdo dos géneros alimenticios por micotoxinas pode ser indireta através da ingestédo
de residuos em carne, ovos e leite, como consequiéncia do consumo de alimentos contaminados pelos
animais ou contaminacdo direta através do consumo de cereais, produtos de cereais, frutas secas, frutas
e outros pela contaminacdo com fungos toxigénicos. O resultado da ingestdo de micotoxinas € a
intoxicacdo alimentar, que pode acarretar efeitos toxicos agudos ou crénicos, dependendo do sistema
teste, dosagem e frequéncia da exposicdo (JAY, 1994). Segundo Miller (1994), a exposi¢do cronica as
micotoxinas através da dieta, ou seja, a ingestdo de pequenas doses por um longo periodo pode ter
efeitos mais expressivos do que a exposicao aguda.

De acordo com Taniwaki e Silva (2001), as micotoxinas muitas vezes ocorrem em baixas
concentragdes, o que dificulta sua deteccdo e propicia ingestdo continua. Além disso, uma mesma
toxina pode ser produzida por uma variedade de fungos, porem, nem todos os fungos séo produtores de

micotoxinas. Em uma mesma espécie, ha cepas produtoras e ndo produtoras de micotoxinas
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(ROSSETTO et al., 2005). A auséncia de sinais visiveis do crescimento fangico ndo pode ser
totalmente interpretada como auséncia de toxinas, ja que estas sdo capazes de permanecer no alimento,
mesmo na auséncia do fungo produtor (TANIWAKI e SILVA, 2001).

Existem centenas de micotoxinas detectadas produzidas por cerca de 350 espécies de fungos
(SABINO, 2004), porém as mais estudadas e comumente encontradas em alimentos sdo: aflatoxinas e
acido ciclopiazonico, produzidas principalmente, por espécies de Aspergillus; fusariotoxinas,
representadas pela zearalenona, fumonisinas, moniliforminas e tricotecenos, produzidas por Fusarium
spp.; e ocratoxinas, produzidas por Aspergillus alutaceus (A. ochraceus) e varias espécies do género
Penicillium (CLEVSTROM, 1986).

1.6.1 Aflatoxinas

O primeiro relato sobre a aflatoxina foi o de Stevens et al. em 1960, quando morreram
aproximadamente 100.000 perus na Inglaterra, apos a ingestdo de torta de amendoim de origem
brasileira, apresentando sintomas tipicos de ingurgitamento e congestdo renal com hemorragia ou
necrose do figado. O episddio foi atribuido a uma nova doenca, denominada por Blount (1961) de
“Turkey X Disease”. Outros farelos de amendoim provenientes do Quénia, Nigéria, Gambia na Africa
Ocidental, Uganda e india também provocaram sintomas similares (CARNAGHAN e SARGEANT,
1961).

Em 1961, foi atribuido ao Aspergillus flavus a origem da “Turkey X Disease”, isolando-0 das
amostras analisadas e confirmando-o como fungo produtor da toxina, denominada agora aflatoxina,
responsavel pelas mortes dos perus (SARGEANT et al., 1961). Posteriormente verificou-se que o &cido
ciclopiazénico, outra micotoxina produzida também por algumas cepas de A. flavus, também poderia
estar envolvido com os sintomas ja reportados sobre os perus (KOKALIS-BURELLE et al., 1997).

A primeira evidéncia do efeito carcinogénico da aflatoxinas foi reportada por Lancaster et al.
(1961), que observaram o desenvolvimento de tumores malignos em ratos que ingeriram racao
contaminada com a toxina em doses baixas, inferiores daquelas capazes de causar intoxicac¢do aguda.

No Brasil, a primeira referéncia sobre a ocorréncia de aflatoxinas parece ser a de Amaral
(1961)" apud Moraes (1964), que atribuiu & administracdo de farelo de torta de amendoim a
mortalidade observada em criacdes de suinos no Estado de Sao Paulo. A partir deste, diversos estudos

envolvendo etiologia e pesquisa de micotoxinas vem sendo registrados no pais.
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De acordo com a FAO (2004) a contaminacdo de micotoxinas em alimentos é um problema
mundial. Estima-se que cerca de 25% dos alimentos consumidos mundialmente apresentam significante
contaminagdo por micotoxinas. Além disso, o0 prejuizo econdémico anual é de aproximadamente 1
bilhdo de dolares, incluindo gastos com saude humana, animal e produtos agricolas condenados
(CAST, 2003).

Quimicamente, as aflatoxinas apresentam um grupo de compostos heterociclicos altamente
oxigenados; sua estrutura consiste de um nucleo cumarinico fundido a um anel bifurano e mais um anel
pentanona ou 6-lactona. As aflatoxinas B e M apresentam o anel pentanona, enquanto as aflatoxinas G
possuem o anel 6-lactona (Figura 1) (APPLEBAUM et al., 1982). As aflatoxinas sao compostos
policetdnicos resultantes da reacdo de condensacdo, por reducdo dos grupos cetbnicos na biossintese do
acido graxo realizado por Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nomius. Estes acidos graxos sao
metabolitos primarios de fonte de energia. As micotoxinas se formam no final da fase exponencial ou

no inicio da fase estacionéria de crescimento fungico (CREPPY, 2002).

Figura 1- Estrutura quimica das aflatoxinas B, B,, My, My, G; e G,.:

OH

o 0 OCH;

Aflatoxina M,

Aflatoxina G; Aflatoxina G,

Fonte: <http://www.food-info.net/uk/tox/afla.htm>, disponivel em 10 dez. 2011.

AMARAL, L. S. Torta de amendoim e morte de suinos. O Bioldgico, v. 27, 1961, p. 63.
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As aflatoxinas receberam essas denominagdes, B e G, devido suas caracteristicas fluorescentes,
“Blue” (azul) e “Green” (verde), quando expostas a radiacdo ultravioleta. A designacdo “M” origina-se
de “milk toxin” por ser uma toxina excretada no leite (HARTLEY e O'KELLEY, 1963). As aflatoxinas
sdo primariamente hepatotoxicas e podem causar injurias no figado, sendo AFB; considerada a mais
toxica, seguida da AFG;, AFB, e AFG, (BENNET e FERNHOLZ, 1978), além disso AFB; foi
descrita como 0 mais potente agente hepatocarcinégeno em mamiferos (IARC, 1993).

Os efeitos toxicologicos das aflatoxinas ocorrem apés a ativagdo metabdlica de suas moléculas
por enzimas hepaticas localizadas, sobretudo, no reticulo endoplasmatico liso (microssomas) e no
citoplasma (HUSSEIN e BRASEL, 2001) e culminam em propriedades hepatotdxicas, teratogénicas e
mutagénicas (SANTOS et al.,, 2001), podendo causar danos como hemorragias, edemas,
imunossupressao e carcinoma hepatico (SMITH e ROSS, 1991).

A biotransformacdpo das aflatoxinas é promovida por enzimas e podem ser dividas em duas
fases. Na primeira fase ocorrem reacdes de oxidacdo, reducdo e hidrélise, com o objetivo de tornar as
moléculas mais hidrofilicas. Na segunda fase, os compostos produzidos sdo conjugados a substancias
enddgenas (sulfato, glutationa, aminoacidos e grupos metil e acil), visando facilitar a excrecdo (Figura
2). O processo consiste em alteracdes moleculares reversiveis e irreversiveis. A detoxificacdo ocorre
mediante reacGes irreversiveis, produzindo metabdlitos hidroxilados, hidrossolGveis e menos toxicos
que os precursores como as aflatoxinas M, Qi;, P1, Bo.. J& a detoxicacdo reversivel é baseada na
formacdo de aflatoxicol, que posteriormente retorna a forma de aflatoxina B, por intermédio de reacdes
de oxidacdo. A principal reacdo de ativacdo da aflatoxina B; caracteriza-se pela epoxidacdo da
molécula, formando 8,9-epoxido de aflatoxina, o qual possui propriedades de ligacdo covalente com
acidos nucléicos, refletindo em atividades mutagénicas, teratogénicas, carcinogénicas e diminuicdo de
producdo de proteinas. Essas reacGes ocorrem no sistema enzimatico citocromo P-450, composto por
enzimas responsaveis pelas reacfes de oxidacdo, especialmente epoxidacdo de ligacdes covalentes,
importantes na ativacao de xenobidticos (SMITH e ROSS, 1991).
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Figura 2- Mecanismos de biotransformacgéo da AFB;

Aflatoxina B

Sistema enzimatico microssomal < > Sistema redutase —
do figado citoplasmatico
> Aflatoxicol
Epoxidacao Hidratacao Hidroxilacao o-Desmetilacao
\4 \4 \4
8,9-Epoxido de
aflatoxina AFB,, AFM; AFQ. AFP1,
S cov e Inibicao Excretado pelo Excretados na bile e
com acidos enzimatica leite urina
nucléicos (DNA)

v \ 4

Mutagénese Reducéo da
Teratogénese sintese protéica
Carcinogénese

Fonte: Dilkin e Mallman, 2004.

A exposicdo humana em relacdo a aflatoxina pode ocorrer através da ingestdo de alimentos
diretamente contaminados, principalmente por AFB;; ou também de outros produtos como leite e
carne, originarios de animais que consumiram ragdao contaminada (MOSS, 1989). Os sinais clinicos da
aflatoxicose aguda poderdo iniciar seis horas apds a ingestdo, refletindo em depressdo, presenca de
sangue nas fezes, tremores musculares, incoordenagcdo motora e hipertermia (até 41 °C), podendo
culminar em morte entre as 12 e 24 horas seguintes (DILKIN e MALLMANN, 2004).

As aflatoxinas possuem baixo peso molecular, sdo lipossoliveis e bastantes sollveis em
solventes moderadamente polares, como cloroférmio, metanol e dimetilsulféxido; neste caso, sdo

relativamente sensiveis a luz, particularmente a radiagdo ultravioleta. Quando secas, sdo estaveis em
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temperaturas elevadas e o ponto de fusdo da AFB; é de 269 °C, sendo destruidas por autoclavagem na
presenca de amonia e em tratamento com hipoclorito. Estas toxinas podem ser absorvidas pela pele,
pulméo e trato gastrintestinal, e distribuidas para musculos, rins e tecido adiposo, concentrando-se no
figado (OMS, 1983).

Em geral, as aflatoxinas podem ser detectadas por diversos métodos analiticos, como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), a cromatografia em camada delgada (CCD), a
cromatografia gasosa (CG) e ELISA (SCOTT, 1990).

As aflatoxinas sdo produzidas principalmente por cepas de Aspergillus flavus, A. parasiticus e
A. nomius (PITT e HOCKING, 2009). A espécie A. flavus destaca-se como mais importante produtora
de AF’s, capaz de sintetizar as AFB; e AFB,, ja A. parasiticus e A. nomius sdo capazes de produzir
AFB;, AFB,, AFG; e AFG;, (SMITH e ROSS, 1991; PITT e HOCKING, 1999).

A temperatura e a atividade de agua (Aa) minimas necessarias para o crescimento destes fungos
compreendem 6 a 45°C e 0,78 a 0,80, respectivamente. Para a producdo de micotoxinas, a Aa minima
varia de 0,83 a 0,87 (LACEY et al., 1991) e as temperaturas minima, 6tima e maxima para a producéo
de aflatoxinas sdo 12, 27 e 40-42°C, respectivamente (OMS, 1983). Em cereais estocados, os fatores
que facilitam o crescimento do género Aspergillus e a producédo de aflatoxinas sdao umidade relativa do
ar (80 a 85%) e do substrato (17%) e temperatura de armazenamento (24 a 35°C) (LEESON et al.,
1995).

As aflatoxinas possuem afinidade por substratos oleaginosos, como amendoim, milho, sementes
de algoddo, centeio, sorgo, trigo, cevada, nozes, semente de girassol, aveia, arroz, castanha-do-brasil,
pistache, avelds, entre outros (PITT e HOCKING, 2009).

A ocorréncia de aflatoxinas em castanhas-do-brasil tem sido confirmada por vérios estudos
(STEINER et al., 1992; MARKLINDER, 2005) e constitui um problema para a exportacdo da
castanha-do-brasil, desde 1998, quando a Unido Européia restringiu os limites de tolerancia de AF total
e AFB; para 4 e 2 ng/g, respectivamente. Aliado a isto, a devolucdo de lotes de castanha-do-brasil por
paises importadores devido ao alto nivel de contaminagdo (FAO, 1998) levou o Ministério da
Agricultura Pecuéaria e Abastecimento a elaborar um programa de monitoramento da cadeia produtiva
da castanha-do-brasil, visando prevencdo e controle da contaminacdo, regulamentando os niveis de
aflatoxinas permitidos na castanha-do-brasil.

O trabalho realizado por Castrillén e Purchio (1988a) avaliou a ocorréncia de aflatoxina em

améndoas de castanha-do-brasil coletadas de usinas de beneficiamento, mercados e feiras-livres em
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Manaus e de supermercados em S&o Paulo. Foram detectadas aflatoxinas em 3/115 amostras
analisadas, com niveis de AFB; entre 0,1 a 2,25 mg/kg; e de AFG; entre 0,075 a 1,5 mg/Kkg.

Em 1992, Freire et al. pesquisaram diversos metabolitos de cepas de Aspergillus flavus isolados
de améndoas de castanha-do-brasil, e detectaram aflatoxinas em 3/15 amostras analisadas; com niveis
de AFB; e AFB, maximos de 27,1 e 2,1 pug/kg, respectivamente.

Estudo de Caldas et al. (2002) pesquisou a ocorréncia de aflatoxinas em diversos alimentos,
inclusive castanha-do-brasil. Os resultados demonstraram que 33,3% (3/9) das amostras de castanha-
do-brasil analisadas estavam contaminadas por aflatoxinas.

Mello e Scussel (2007) apresentaram trabalho relacionando caracteristicas visuais (tamanho,
peso e cor) de améndoas de castanha-do-brasil com possivel deterioracdo e producédo de aflatoxinas. Os
autores observaram que somente as améndoas classificadas como pequenas apresentaram contaminacao
por aflatoxina B; ao nivel de 5,62 pg/kg. Ja em 2009, Pacheco e Scussel, detectaram aflatoxinas em
68,75% (55/80) das amostras analisadas de castanha-do-brasil, com niveis de AFB; entre 1,2 e 11,5
pa/kg.

Johnsson et al. (2008) e Olsen et al. (2008) alertaram sobre a importancia de A. nomius em
améndoas de castanha-do-brasil, definindo esta espécie fungica como um importante produtor de

aflatoxinas neste substrato.

Pacheco et al. (2010) detectaram aflatoxinas em 7,5% (9/120) das amostras de améndoas de
castanha-do-brasil coletadas da cidade de Manaus (AM, Brasil) entre 2003 e 2006. As aflatoxinas
foram detectadas nas amostras oriundas da etapa de recepcdo e de comercializacdo, em concentracGes

que variaram de 8 a 686 pg/kg para aflatoxina total.

Goncalez et. al. (2008b) pesquisaram a ocorréncia de aflatoxinas também em amostras de
cascas de amendoim em diferentes estagios de maturacdo, provenientes de Junqueiropolis (SP, Brasil).
Das 25 amostras analisadas, 6 (24%) apresentaram contaminacao por aflatoxinas, em concentragdes
que variaram de 5,42 a 218,52 ug/kg. A aflatoxina B; foi detectada em 100% das amostras

contaminadas e as aflatoxinas B, G; e G, foram detectadas em 83,3%, 50% e 50%, respectivamente.

Recentemente, Vargas et al. (2011) determinaram a presenca de aflatoxinas em cascas de

castanhas-do-brasil, principalmente em fragdes visivelmente deterioradas.
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1.6.2 Acido ciclopiazénico

O acido ciclopiazénico (ACP) foi isolado inicialmente a partir de Penicillium cyclopium
(HOLZAPFEL, 1968) e somente posteriormente foi relacionado como um metabolito de A. flavus
LINK (LUK, et al., 1977). Assim, os géneros relacionados com a producdo de ACP incluem:
Penicillium e Aspergillus, especialmente A. flavus, A. versicolor e o A. tamarii (DORNER et al., 1984,
TRUCKSESS et al., 1987; CAST, 2003).

O CPA é um inibidor especifico da enzima Ca®* ATPase, e possui papel importante na inducio
de alteracGes no transporte de ions em membranas celulares. Quando consumido com alimentos, pode
levar a quadro de degeneracdo e necrose hepética, lesGes miocardicas e efeitos neurotoxicos (RAO e
HUSAIN, 1985) além de afetar os ductos e 6rgaos originados em ductos (FRISVAD et al., 2006).

Sinais clinicos da intoxicacdo por ACP incluem anorexia, diarréia, degeneracdo e necrose dos
musculos e visceras, desidratacdo, perda de peso e convulsdes. Estes sintomas foram observados
artificialmente em ratos, cées, suinos, ovelhas e aves (CULLEN et al., 1988; CAST, 2003). Efeitos
neurotoxicos causados pelo ACP, como catalapsia e sedacdo, também foram descritos em suinos
desmamados (LOMAX et al., 1984).

Estudos com espécies aflatoxigénicas e ndo aflatoxigénicas de Aspergillus flavus tém mostrado
que existem cepas que podem produzir apenas AF’s, apenas ACP, ambas ou nenhuma delas
(GALLAGHER et al., 1978). Efeito sinérgico entre aflatoxinas e acido ciclopiazdnico em ratos e
macacos também ja foram descritos (SMITH et al., 1992; COLE, 1986; MORRISSEY et al., 1985;
PIER et al., 1989), entretanto seu papel na satide humana ainda permanece obscuro (COLE, 1986).

Ja foi constatada a presenca de ACP em alguns alimentos, tais como milho, amendoim, queijo,
carnes, semente de girassol, feno, tomate (LEBARS, 1979; GALLAGHER et al., 1978; LANSDEN e
DAVIDSON, 1983; DUTTON e WESTLAKE, 1985; NORRED et al., 1987; TRUCKSESS et al.,
1987; CHANG-YEN e BIDASEE, 1990; URANO et al., 1992b). Além disso, o ACP pode ser
transferido para o leite e ovos apds a administragdo oral em ovelhas lactantes e galinhas poedeiras
(DORNER et al., 1994), tornando a ingestéo desses subprodutos contaminados uma potencial fonte de
exposi¢do humana (OLIVEIRA et al., 2006).

Apesar da destacada importancia desta micotoxina, estudos envolvendo ACP e castanhas-do-

brasil sdo ausentes na literatura cientifica atual.
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1.7 Fatores abidticos

O crescimento fangico e a producdo de micotoxinas sdo influenciados por varios fatores. A
compreensdo de cada fator envolvido é fundamental para o entendimento total do processo de
contaminag&o, assim como para predizer e prevenir a producdo de micotoxinas (CHAMBERLAIN et
al., 1993). As condi¢fes ambientais exercem importante impacto no crescimento fangico e na produgéo
de micotoxinas, que sdo geneticamente reguladas em funcdo dessas condicdes (HOLLINGER e
EKPERIGIN, 1999).

Os principais fatores que podem afetar o desenvolvimento flngico em cereais sdo: contetdo de
umidade e atividade de agua (Aa) dos grdos, umidade relativa do ar, temperatura, tempo de
armazenamento, condicBes dos graos na pré-colheita, quantidade de in6culo presente nos graos no pré-

armazenamento e oxigenacao (WILSON et al., 1981).

1.7.1 Atividade de 4gua

A &gua €, provavelmente, o fator mais determinante para o crescimento fungico em produtos
estocados. Embora outros fatores também sejam relevantes, a auséncia de &gua impossibilita o
crescimento fangico (LACEY, 1988). A disponibilidade de agua no substrato é importante para o
desenvolvimento e selecdo de microrganismos (LACEY, 1988; TROLLER et al., 1984).

Nem toda a agua presente no substrato esta disponivel para a utilizacdo pelo microrganismo,
pois parte dela pode estar fortemente presa ao substrato por ligagdes quimicas (LACEY, 1988). A
determinacdo da Aa de um alimento possibilita a avaliacdo da agua disponivel aos microrganismos, e
seus com valores oscilam entre 0 e 1, sendo 1 o valor encontrado na agua pura e 0 total auséncia de
agua (TROLLER et al., 1984; JAY, 1994).

A atividade de agua é um conceito fisico-quimico, introduzido por Scott (1957) ao demonstrar a
relacdo da Aa nos alimentos e a habilidade dos microrganismos se desenvolverem neles. Assim, a Aa é
um fator intrinseco de grande importancia na conservacdo e no processo de deterioracdo de alimentos
(PITT e HOCKING, 2009).

A Aa pode ser definida como a relagdo entre a pressdo de vapor de agua de um substrato e a
pressdo de vapor de agua pura, nas mesmas condicOes, sendo expresso por: Aa =p / p0, onde p € a
pressdo de vapor da solucéo, e p0 € a pressédo de vapor do soluto (TROLLER et al., 1984).
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Todos os fungos toxigénicos apresentam valores minimo, étimo e maximo para seu crescimento
(JAY, 1994); e a maioria cresce em uma atividade de &gua de aproximadamente 0,85 (TANIWAKI e
SILVA, 2001).

De acordo com Leitdo (1988) e Lacey et al., (1991), a faixa de Aa ideal para o crescimento de
A. flavus e A. parasiticus esta entre 0,78 a 0,80 e 0,78 a 0,82, respectivamente. Para a producgdo de
aflatoxinas, os niveis necessarios de Aa estdo entre 0,83 e 0,87 para o A. flavus e 0,87 para o A.

parasiticus.

Tabela 2- Niveis minimos de atividade de agua necessarios para o crescimento e produgdo de micotoxinas das

principais espécies toxigénicas do género Aspergillus.

Aa minima
Fungos Crescimento | Producéo de micotoxinas Micotoxinas produzidas
A. flavus 0,78 - 0,80 0,83-0,87 Aflatoxinas
A. parasiticus | 0,78 — 0,82 0,87 Aflatoxinas

Fonte: Lacey et al., 1991; Leitdo, 1988.

A 4agua livre que permite o desenvolvimento fingico em graos pode ser resultado de secagem
inadequada no pré-armazenamento, deterioracdo dos grdos que pode aumentar a temperatura e
consequente transporte de agua durante sua atividade metabodlica, absorcdo da umidade ambiental,
dentre outros fatores (CHRISTENSEN e KAUFMANN, 1974).

1.7.2 Temperatura

A temperatura também é um fator importante para o crescimento flngico em sementes. A
maioria dos fungos capazes de infectar plantas podem se desenvolver a temperatura de 0 a 30 °C. Tanto
o A. flavus como o A. parasiticus e A. nomius podem crescer entre 6 e 45 °C, com faixa 6tima de
crescimento a 35 °C para o A. flavus e 35 e 37 °C para o A. parasiticus (LACEY, 1988).

A contaminagéo e conseqiente producdo de aflatoxinas em castanha-do-brasil por Aspergillus
secdo Flavi ainda permece oculta, mas especula-se que pode ocorrer em varios estagios da producao,

no campo e no armazenamento, assim como observado em amendoim (DIENER et al., 1987). No
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campo, a contaminacdo por aflatoxinas pode estar associada o estresse hidrico da planta sob condi¢Ges
de elevada temperatura (COLE et al., 1989). Ap6s a colheita, prévio ao armazenamento, a
contaminacgdo pose ser evitada com uma pré-secagem do substrato, o que promoveria na diminuicao da
Aa (DIENER e DAVIS, 1970).

Entretanto, a castanha-do-brasil tem origem em regido quente Umida e as safras coincidem com
a época das chuvas, quando o grau de umidade se eleva a mais de 90% e a temperatura média anual
pode alcancar 27 °C. Estes fatores associados poderiam favorecer a contaminagdo deste substrato por
cepas de Aspergillus spp. (HUECK, 1972).



2 PROPOSICOES E OBJETIVOS
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O Brasil é considerado o segundo exportador mundial de castanha-do-brasil, com producéo
concentrada na regido Norte, especialmente no Estado do Amazonas. A améndoa é um dos principais
produtos extrativista do Estado, devido a sua importancia econdmica e social.

Além disso, existe relacdo direta entre os fungos encontrados no solo e nas plantas nele cultivadas.
Assim, a presenca de cepas de Aspergillus no solo aponta para contaminagdo do mesmo nas plantas. Na
producdo de castanha-do-brasil a anélise do solo € critica, pois a coleta dos ourigos advém somente
apos a sua queda. Este pressuposto incita questionamentos, como o grau de transferéncia da microbiota
do solo para as castanhas-do-brasil, 0 tempo de exposi¢do dos ouricos no solo necessario para a
efetivacdo da contaminacdo da castanha-do-brasil por fungos, condi¢des de armazenamento necessarias
ao desenvolvimento fangico e vias de contaminacdo da castanha-do-brasil a campo e armazenadas.

Apesar da importancia econdmica que representa a contaminacdo fangica e por micotoxinas em
castanha-do-brasil, poucos estudos cientificos relacionados ao controle de qualidade neste substrato
foram realizados. E imprescindivel o conhecimento da contaminagdo flingica e por micotoxinas em
castanha-do-brasil, a fim de apontar possiveis vias de contaminacdo e medidas de controle micol6gico
e micotoxicolégico.

Baseado nestas informacdes pretendeu na presente investigacdo, como objetivo geral, monitorar, no
campo e armazenamento, a producdo de castanha-do-brasil, quanto a contaminacéo fingica e producgéo
de micotoxinas (aflatoxinas e &cido ciclopiaz6nico).

Os objetivos especificos incluem:

e Determinar a micobiota e a ocorréncia de aflatoxinas e acido ciclopiazbnico em amostras de

castanha-do-brasil, colhidas a campo, processadas e armazenadas;

e Correlacionar a micobiota das amostras de castanha-do-brasil com as do ar e do solo;

e Estabelecer a possivel via de contaminacdo flngica;

e Correlacionar os resultados obtidos com a atividade de agua das amostras e os elementos

climaticos na regido de estudo, no periodo de desenvolvimento da pesquisa;

e Avaliar o potencial aflatoxigénico de cepas de Aspergillus secdo Flavi isoladas;

e Determinar a concentracdo de selénio em castanhas-do-brasil.



3 MATERIAIS E METODOS
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3.1 Local
As amostras foram provenientes da Agropecuaria Aruana, municipio de ltacoatiara, Estado do
Amazonas, com 3°08" latitude sul, 58°26" longitude oeste e 26 m de altitude (Figura 3). A

Agropecuaria Aruand possui uma area total de 12.000 hectares, com plantio de Bertholletia excelsa

correspondente a 4.000 hec; estas destinadas a producao de mudas e arvores de castanhas-do-brasil.

Figura 3- Localizagdo da Agropecuaria Aruand, municipio de Itacoatiara, Amazonas, Brasil.
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Fonte: Disponivel em: <http://www.viagemdeferias.com/mapa/amazonas/>, Acesso em: 10 dez. 2011.

3.1 Amostras
3.1.1 Amostras coletadas a campo

Foi predeterminada uma area de plantio de Bertholletia excelsa que variou de 0,4 a 1,01 hectare,

eleitas pelo critério de producéo e queda dos ourigos, e altura dos castanhais.


http://www.viagemdeferias.com/mapa/amazonas/
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3.1.1.1 Diretamente da arvore

Foram coletados manualmente, com auxilio de funcionario treinado, e utilizando o0s
equipamentos de protecdo e seguranca, 5 amostras antes da queda ao solo, isto €, diretamente das

castanheiras, conforme Figura 4.

Figura 4- Coleta dos ourigos diretamente das castanheiras. Itacoatiara, AM, no periodo de fevereiro de 2008.

Fonte: Baquido (2012).

Desta forma, foram analisadas 5 amostras de castanha, 5 amostras da casca da castanha e 5
amostras de casca de ourigo por coleta.

Imediatamente apds a coleta, as amostras foram processadas em ambiente laboratorial nas
dependéncias da Fazenda Aruand (Figura 5), objetivando a pesquisa de microbiota flingica e

isolamento.
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Figura 5- Dependéncias laboratoriais na Fazenda Aruand, Itacoatiara, AM, no periodo de fevereiro a marco de 2008.

Fonte: Baquido (2012).

3.2.1.2 Contato com solo

A érea foi mantida sob avaliacdo durante 15 dias. Inicialmente, foram removidos todos os
ouricos caidos na area selecionada. A partir dai, diariamente foi realizado vistoria nas areas e 0s ouri¢os
caidos foram isolados e identificados (Figura 6) para estabelecer o tempo de contato com o solo. Foi
permitido que 0s ouri¢os entrassem em contato com o solo ao cairem naturalmente das arvores. De
cada parcela amostral foram coletados ouri¢cos, com tempo de contato com solo de 5, 10 e 15 dias,
totalizando 15 amostras. Desta forma, foram analisadas 15 amostras de castanha, 15 amostras da casca

da castanha e 15 amostras da casca do ourigo.
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Figura 6- Ourigo isolado e identificado conforme a data da queda. Itacoatiara, AM, no periodo de fevereiro de 2008

Fonte: Baquido, 2012.

Imediatamente ap6s a coleta, as amostras foram analisadas em ambiente laboratorial nas

dependéncias da Fazenda Aruana, objetivando a pesquisa de micobiota e isolamento fungico.

3.1.1.2 Solo

As amostras de solo foram processadas de acordo com DELP et al. (1986). Cinco amostras foram
coletadas no dia 0, 5, 10 e 15, sendo analisadas um total de 20 amostras. As amostras foram obtidas
superficialmente do solo (0-2 cm de profundidade) ao redor de cada castanheira (figura 7), e foram
homogeneizadas e submetidas a pesquisa de microbiota flngica. Todas as analises foram realizadas em

duplicata.

Figura 7- Coleta de amostras de solo, Itacoatiara, AM, no periodo de fevereiro de 2008.

Fonte: Baquido, 2012,
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3.1.1.3Ar

Foram realizados 5 coletas de amostras de ar em meio Agar Sabouraud-dextrose em aparelho
Miilipore (Figura 8), com intuito de isolamento de fungos do ar. As amostras foram coletadas na regido
da plantacdo das castanheiras, nos mesmos momentos de coleta dos ouricos (Dia 0, 5, 10 e 15),

perfazendo um total 20 de analises.

Figura 8- Coleta de amostra de ar. Itacoatiara, AM, no periodo de fevereiro de 2008.

Fonte: Baquido, 2012,

3.1.2 Amostras coletadas durante o armazenamento

3.2.2.1 Processamento prévio

Os ouricos, depois de coletados, foram encaminhados a indlstria da Fazenda Aruand, onde
foram submetidos a lavagem externa a jato com solucdo de hipoclorito de sodio 0,4% (Figura 9),

visando diminuicdo da carga microbiana.
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Figura 9- Higienizacdo dos ouricos. Itacoatiara, Amazonas, no periodo de margo de 2008.

Fonte: Baquido, 2012.

As castanhas foram removidas dos ouricos e submetidas a secagem em forno rotatério a lenha
(Figura 10), com temperatura constante de 45 °C por 30 horas, visando reduzir o teor de umidade das

amostras de 28% até alcancar 9%.

Figura 10- Forno rotatdrio. Itacoatiara, AM, no periodo de fevereiro de 2008.

Fonte: Baquido, 2012.

Apos secagem as amostras foram triadas e classificadas de acordo com o tamanho em mesa de

sedimetacdo e separacdo (Figura 11).
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Figura 11- Mesa de separacéo das castanhas por tamanho. Itacoatiara, AM, no periodo de fevereiro de 2008.

Fonte: Baquido, 2012.

3.2.2.2 Castanhas em casca armazenadas

As castanhas foram acondicionadas em sacas de nylon de 27 kg, empilhadas sobre estrados de
madeira e armazenadas em galpdo com condicdes de aeracao, por periodo de 11 meses (Figura 12).
Mensalmente foram retiradas amostras de multiplos pontos de cada saca, até completar total de 1.000 g.
As amostras foram enviadas ao Laboratorio de Micotoxinas da Universidade de S&o Paulo via correio,
imediatamente apds a coleta das mesmas, do més de setembro de 2008 a julho de 2009. Foram
coletadas 5 amostras a cada més, sendo utilizadas 55 amostras de castanha-do-brasil e 55 de casca de

castanha, totalizando 110 amostras.
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Figura 12- Sacarias contendo castanha-do-brasil em casca em galpdo. Itacoatiara, AM, no periodo de setembro de 2008 a
julho de 20009.

Fonte: Baquido, 2012,

3.3 Andlise da composicdo quimica do solo

As analises quimicas do solo, para a determinacdo de fosforo, nitrogénio, potassio, célcio,
magnésio, enxofre, boro, cobre, ferro, manganés e zinco, foram realizadas para caracterizacao fisico-
quimica do solo, sendo coletadas aliquotas em 3 profundidades (0-10 cm, 11-20 cm e 21-30 cm), que
ap6s homogeneizacao, foram analisadas pelo Laboratério de Analise de Solos e Plantas- LASP, da
EMBRAPA Amaz6nia Ocidental, Manaus, Amazonas.

3.4 Determinacao da atividade de agua

A atividade de agua das amostras de solo e de castanha-do-brasil foi determinada por aparelho
AQUALAB CX-2 (Decagon Devices Inc).
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3.5 Isolamento de micobiota

3.5.1 Meios de Cultura

3.5.1.1 Agar Batata Dextrose

O meio de cultura foi dissolvido em agua fervente conforme orientacdo prévia do fabricante,
adicionado cloranfenicol (100ug/mL) e corrigido para pH 5,6. Em seguida o meio foi autoclavado a
121 °C por 15 minutos, e distribuidos em placas de Petri e tubos de ensaio. Este meio se destinou ao
isolamento, identificagdo e manutencdo das cepas fagicas isoladas.

3.5.1.2 Agar Saboraund

O meio de cultura foi dissolvido em &gua fervente, conforme orientacdo prévia do fabricante,
adicionado cloranfenicol (100pug/mL) e entdo autoclavado a 121 °C por 15 minutos, corrigido para pH
5,6 e distribuido em placas de Petri destinadas ao Aparelho Monitor de ar (T-air, Millipore). Este meio

foi utilizado para pesquisa de fungos do ar.

3.5.1.3 Meio Martim

Meio utilizado para isolamento e contagem de fungos do solo (MARTIM, 1950).

Composicéo:

DEXIIOSE.....eeiiiiiieeiiie e 10 g
Peptona (OXOID)......ccoevvevviieiieeiecieeias 59

G P10 VO 1g
MOSO it 059
Rosa Bengala............cccceevveiiieviiiiciecn 0,0034 g
Agar 4gar (OXOID)......c.ovovveeeeeeeeeeeen. 20 g
EStreptomicCing........ccooveveveniieniniecee, 0,044 g

Agua Destilada g.5.p. ...c.oveveveereieeereeeenn. 1000 mL
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Foram dissolvidos todos os componentes em agua fervente, autoclavados e distribuidos em

placas de Petri.

3.5.1.4 Meio Agar Aspergillus flavus- parasiticus (AFPA)

Meio de cultura seletivo utilizado para isolamento de cepas de Aspergillus secdo Flavi nas

amostras de ourico, casca e améndoa de castanhas-do-brasil (PITT et al., 1979).

Composicao:

DEXIIOSE.....oeiviiiiiiiie e 10 g
PEPLONA.....eiiiiii e 59

G P10 VO 1g
MOSO i 0549
Rosa Bengala...........ccccoeevveveiieinccceenn, 0,0034 g
Agar 4gar (OXOID)......c.coovveeeeersireenn 20 g
EStreptomicCing........ccoovveveiininiiecee, 0,044 g
Agua Destilada g.S.p.....c.cvvvvveercrreercinene. 1000 mL

Com a finalidade de isolamento e contagem da micobiota das amostras de castanha-do-brasil
foram utilizados os meios Agar Aspergillus flavus- A. parasiticus (AFPA-OXOID) e Agar Batata
Dextrose (PDA-OXOID). Na etapa de manutencdo e identificacdo de cepas flngicas isoladas foi
utilizado o meio Agar Batata Dextrose (PDA- OXOID).

3.5.1.5 Agar Extrato de Levedura- Sacarose (YES)

Meio utilizado para cultivo de cepas de Aspergillus secdo Flavi com a finalidade de extracdo de
DNA genbémico.
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Composicao

Extrato de levedura (OXOID)........c.ccceevenen. 10g
SACAIDSE. ...ttt 750
Agar agar (OXOID)......c.coovvveerererreeerenens 10g
Agua destilada g.5.p.......ccovvverriiriiiieeinenn, 500 mL

Os componentes foram dissolvidos em &gua fervente e em seguida o meio foi submetido a

autoclavacdo a 121 °C por 15 minutos, e entdo distribuidos em placas de Petri estéreis.

3.5.1.6 Agar coco

Foi utilizado &gar coco para avaliacdo do potencial aflatoxigénico de cepas de Aspergillus se¢do
Flavi (LIN e DIANESE, 1976).

Composicao

Leite de COCO.....uvvveiriie e 200 mL
Agar 4gar (OXOID)......cccoovveereeseeeeeenn, 18g
Agua destilada g.5.p......ccovevvereeiiieeen, 600 mL

Todos os componentes foram homogeneizados em agua fervente e em seguida o meio foi

autoclavado a 121 °C por 15 minutos e distribuido em placas de Petri estéreis.

3.5.2 Micobiota das amostras de castanha-do-brasil

A técnica eleita para isolamento fungico das amostras de castanha-do-brasil foi a da semeadura
em superficie (PITT E HOCKING, 2009)

Dez gramas de cada amostra de castanha-do-brasil (améndoa, casca e ouri¢o) foram triturados
mecanicamente e diluidos em 90 mL de agua destilada estéril (diluicio 10™). A partir desta, foram
realizadas dilui¢des decimais sucessivas até 10, e foram inoculados 0,1 mL de cada amostra diluida
em meios de cultura agar AFPA e PDA acrescidos de cloranfenicol. As culturas foram incubadas a

temperatura de 25 °C durante até 15 dias, para entdo, ser procedida a contagem de coldnias. Convém
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ressaltar que foi realizada a corre¢@o do valor fungico final pelo fator de dilui¢éo, a fim de obtengéo do
nimero de unidades formadoras de colonia por grama de substrato (UFC/g) (BUSTA et al., 1984).

Todas as analises foram realizadas em duplicata.
3.5.3 Micobiota de solo

Dez gramas de cada amostra de solo foram diluidas em 90 mL de solucdo salina 0,85 % estéril,
obtendo-se a diluicdo 10™. A partir desta, foram realizadas diluicdes decimais sucessivas até 10~
empregando-se 0 mesmo diluente. Apds homogeneizacao, foi depositado 0,1 mL de cada diluicdo em
meio Martin solidificado (SWANSON et al., 1982). As placas foram incubadas a 25 °C por até 10 dias.
Todas as analises foram processadas em duplicata.

Apbs o periodo de incubacéo foi realizada a verificacdo das colbnias e posterior correcdao pelo
fator de diluicdo, obtendo-se assim o numero de unidades formadoras de colbnias por grama do
substrato (BUSTA et al., 1984).

3.5.4 Fungos do ar

Foram realizadas amostragens de fungos do ar, por intermédio do Aparelho Monitor de ar
(Millipore). Este método esta baseado na quantificacdo da sedimentacdo, por filtro de ar, dos esporos
flngicos anemofilos em placas de Petri contendo Agar Sabouraud Dextrose, no interior do aparelho.
Apbs exposicdo por 10 minutos, as placas foram fechadas e incubadas a temperatura 25 °C por até
cinco dias (GAMBALE et al., 1983).

Apbs o periodo de incubacdo foi realizada a verificacdo das colbnias, obtendo-se assim o

nimero de unidades formadoras de coldnias por m* de ar.
3.5.5 lIdentificacdo fungica

Todas as col6nias de fungos filamentosos isoladas em todos os substratos analisados foram

identificadas de acordo com abordagem polifasica.
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3.5.5.1 Técnica de Microcultivo

No interior de placa de Petri forrada com papel filtro, foi disposta uma lamina de vidro sobre
bastdo de vidro em “U”. Este conjunto foi esterelizado em autoclave a 121 °C por 15 minutos. Uma
parte de 1 cm X 1 cm de meio PDA foi assepticamente depositada sobre a ldmina. Com auxilio de al¢a
de platina em “L”, os fungos foram semeados pelos lados do agar e o papel filtro molhado com agua
esterelizada, a fim de permitir o crescimento fungico e fixacdo dos 6rgdos vegetativos e de frutificacao.
Este material, protegido pela placa de Petri, foi incubado em estufa a 25 °C, até que o crescimento
fangico fosse considerado satisfatério. Apos este, ldmina e laminula foram coradas por solucdo de
lactofenol-azul-algod&o, para posterior observacdo microscopica (RIDELL, 1950).

Os fungos foram classificados em nivel de género. Entretanto, aqueles pertencentes aos géneros
Aspergillus foram classificados até espécie, de acordo com os compéndios de Raper e Fennel (1965),
Barron (1972), Arx (1974), Kozakiewicz (1989) e Pitt e Hocking (2009).

3.5.5.2 Producdo de &cido asperqilico

Para auxiliar no processo discriminatério entre cepas de A. parasiticus e A. nomius (produtoras
das toxinas B's e G’s), no confirmatorio de A. flavus ndo-aflatoxigénicos, foram realizados cultivos em
meio AFPA, e observado reacdo colorimétrica alaranjada no verso da placa. Esta reacdo ocorre
somente em cepas de A. flavus e A. parasiticus, 0s quais produzem moléculas de acido aspergilico que

reagem com ions férricos do citrato férrico presente na composicao do meio (PITT et al., 1983).

3.5.5.3 Identificacdo molecular

A confirmacdo da identidade fangica de cepas de Aspergillus secdo Flavi foi realizada por
sequenciamento gendémico, sendo esta técnica indicada na pesquisa genotipica de cepas flangicas
(ABDOLLAHI e BUCHANAN, 1981; DEGOLA et al., 2007).


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T7K-4DFT4GC-1&_user=1517337&_coverDate=02%2F01%2F2005&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=5061&_sort=d&_docanchor=&view=c&_searchStrId=1036574666&_rerunOrigin=google&_acct=C000053456&_version=1&_urlVersion=0&_userid=1517337&md5=31782dbc9f9200b10e6e111f29ec7bf3#bib1
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3.5.5.3.1 Extracdo do DNA genomico das cepas de Aspergillus secdo Flavi

O DNA foi extraido diretamente da colonia fungica, utilizando “kit” PrepMan Ultra® Sample
Preparation Reagent (Applied Biosystems, Carlsbad, California, USA). Os isolados foram inoculados
em meio solido YES e incubados a 30 °C por até 3 dias em ambiente escuro. O DNA foi extraido a
partir de culturas jovens, para minimizar possiveis inibidores da PCR, como os pigmentos fungicos. O
micélio foi obtido cortando aproximadamente 0,5 cm? do meio de cultura inoculado e removendo todo
agar contido na amostra. Em seguida, o micélio foi transferido para tubo de polipropileno de
capacidade de 2,5 mL, contendo 300 pL de solucdo PrepMan Ultra®. A extracdo do DNA seguiu 0
protocolo recomendado pelo fabricante, que consiste em homogenizagdo em vértex, incubacdo a 100
°C durante 15 minutos, centrifugacdo a 1400 rpm (rotacdo por minuto) por 7 minutos, e transferéncia

de 200 pL para microtubos de 2,5 mL.
3.5.5.3.2 Quantificacdo do DNA extraido e pureza das amostras

A quantificacdo do DNA extraido foi realizada em aparelno GeneQuantpro calculator
(Amersham Pharmacia Biotech AB, Cambridge, Inglaterra). Um microlitro da solucdo de DNA diluida
(98:2, agua:DNA) foi inserida no leitor do aparelho e mensurado os valores de comprimento de onda a
260 nm e 280 nm, para calculos de pureza e concentracdo de DNA. A razdo entre as leituras da
densidade Optica a 260/280 nm permitiu estimativa da pureza de DNA. Foi estabelecido que somente as
amostras com valores de pureza igual ou superiores a 1,6 fossem consideradas aceitaveis; razdo abaixo
deste valor indicou presenca de contaminantes e proteinas, devendo as amostras ser novamente

extraidas. Além disso, foi realizada a correcdo da concentracdo de DNA, sendo definida em 40 ng/mL.
3.5.5.3.3 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e eletroforese dos produtos da PCR

Um fragmento da regido ITS do rDNA foi amplificado com os iniciadores ITS1 (5 TCC GTA
GGT GAA CCT GCG 3’) e ITS4 (5 TCC TCC GCT TAT TGA TAT3’) (WHITE et al., 1990). O
“mix” da PCR (25 pL) continha 12.5 pL 2X PCR Master Mix (Promega, San Luis Obispo, CA, USA),
6.5 uL de agua ultra pura, 2 pL de DNA (40 ng) e 2 puL (20 pmol) de cada iniciador (Prodimol
Biotecnologia, Minas Gerais, Brasil). As condi¢Ges de amplificacdo consistiram na denaturacdo inicial
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a 94 °C por 3 minutos (min.), seguida de 40 ciclos de denaturagdo a 94 °C por 1 min., pareamento dos
iniciadores com DNA alvo a 57 °C por 1 min., e extensdo final a 72 °C por 1 min.. Um passo de
extensdo final a 72 °C por 5 min. foi incluido ao final da amplificacdo. Foi utilizado termociclador
(GeneAmp PCR system 9700, Aplplied Biosystem, California, EUA).

Os produtos amplificados pela reacdo de PCR (3 pL) foram separados em gel de agarose 1,2 %,
acrescido de Sybr Safe (0,01%) em tampao TAE (Tris-acido acético glacial-EDTA, pH=8) a 100 mV.
Para visualizacdo e fotodocumentacdo, o gel foi exposto a luz ultravioleta. O marcador de peso
molecular foi de 100 pb (pares de base) DNA Ladder (Invitrogen®).

3.5.5.3.4 Purificagéo dos produtos amplificados

A purificacdo da solucdo visa eliminacdo de residuos e aumenta a qualidade das sequéncias
produzidas.

Os produtos amplificados foram purificados baseados em instru¢des do “kit” QIAQuick PCR
Purification Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha). Resumidamente, os amplificados foram homogenizados
com 100 pL do tampdo PB (Tampao de ligacdo) e transferidos para coluna de purificacdo acoplada a
um tubo coletor. Ap6s centrifugacdo a 1300 rpm por 1 minuto, a solucdo contida no tubo coletor foi
descartada e 700 pL de tampédo PE (tampdo de ligacdo) foi acrescido a coluna de filtragdo e esta,
centrifugada a 1300 rpm por 3 minutos. O tubo coletor e a solucdo nele contida foram descartados, e o
filtro foi acoplado em tubo de polipropileno de capacidade de 2,5 mL e entdo, 20 pL do tampédo de
eluicdo foi adicionado. A amostra foi incubada em temperatura ambiente durante 1 minuto, sendo
centrifugada a 1300 rpm por 1 minuto. O filtro foi descartado, e 0 DNA purificado foi recuperado no

tubo, sendo armazenado -20 °C até a realizacdo do sequenciamento (GILGADO et al., 2005)

3.5.5.3.5 Quantificacdo do DNA purificado e pureza das amotras

A quantificagdo dos purificados seguiu conforme descrito item 3.5.5.4.2, sendo considerada a

concentracdo de DNA satisfatoria entre 40 e 60 ng/mL.
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3.5.5.3.6 Sequenciamento dos produtos amplificados

Os produtos amplificados purificados foram seqiienciados bidimensionalmente de acordo com o
proposto pelo “kit” do protocolo Big-Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems,
Gouda, Holanda). Os iniciadores utilizados na reacdo de sequenciamento foram os mesmos utilizados
na reacdo de amplificacdo. A reacdo de sequenciamento foi realizada em placa de 96 pogos, cada um
contendo um produto de PCR purificado e diluido e “mix” preparado especificamente para cada
iniciador. Foram preparadas 2 solugdes de “mix” contendo para cada amostra 3 pL do tampéo, 1 uL do
Big Dye, 5 uL de DNA/agua (entre 40 e 60 ng/mL) e 1 pL do iniciador ITS1 (3,2 pmol) para um mix e
1 pL do iniciador 1TS4 (3,2 pmol) para o outro mix; totalizando 10 pL de volume final. A reagéo de
sequenciamento obedeceu ao seguinte programa: 35 ciclos de 95 °C por 15 segundos, 55 °C por 20
segundos e 60 °C por 1 minuto e meio, em termociclador (GeneAmp PCR system 9700, Aplplied
Biosystem, Califérnia, EUA) .

3.5.5.3.7 Precipitacdo da reacdo de sequenciamento

Ap6s o sequenciamento, os produtos da reacdo foram precipitados com a finalidade de
eliminacdo de sais, iniciadores e dNTPs e ddNTPs (didesoxiribonucleotideos) ndo incorporados. O
método de precipitacdo estabelecido foi o protocolo isopropanol e etanol. Resumidamente, foram
adicionados em cada poco da placa contendo as amostras sequenciadas 40 pL de isopropanol 65 %. A
placa entdo foi incubada a temperatura ambiente no escuro por 15 minutos, e entdo centrifugada a 3000
rpm por 30 minutos. A precipitacdo das moléculas de DNA ocorreu nesta etapa. Apds a centrifugacéo,
a solucdo foi entdo descartada e acrescida de 150 puL de etanol 70 %; sendo centrifugada a 3800 rpm
por 10 minutos. Apds esta etapa a solucdo foi novamente descartada por inversdo da placa e o excesso
removido por evaporacao a 95 °C.

Apos a precipitagédo, os fragmentos foram submetidos a etapa de denaturagdo. Foi adicionado
em cada poco da placa 15 pL de formamida HiDi (Applied Byosystem, Gouda, Holanda). A placa foi
vedada com tampa especifica para separagéo eletroforética em capilar, homogeneizada por 20 segundos

e incubada a 94 °C por 3 minutos, seguida de choque térmico a temperatura de 0 °C por 1 minuto.
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3.5.5.3.8 Sequenciamento de DNA e analise dos resultados

Para a andlise dos resultados, as amostras foram submetidas a sequenciador modelo ABI Prism
310 Genetic Analizer (Applied Biosystems), que utiliza poliacrilamida POP6 (Applied Biosystems,
Gouda, Holanda) e tampdo TBE 1X (Tris-Borato-EDTA) durante 30 minutos a 54 °C e 1300 volts,
com laser na poténcia de 25%.

Sequéncias consenso foram obtidas usando o programa AutoAssembler (PerkinElmer-Applied
Biosystems) e software SegMan (Lasergene, Madison, Wisconsin). As sequencias utilizadas foram
pesquisadas no BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov) (ALTSCHUL et al., 1990) de forma a confirmar
identificacGes das espécies entre as sequéncias geradas e as sequéncias do banco de dados.

3.6 Dados climatologicos

Durante o periodo de armazenamento (11 meses), os dados climatologicos referentes a
temperatura (°C), umidade relativa do ambiente (%) e precipitacdo fluvial (mm) foram obtidos de
fontes de Estacdo Climatica Principal de Itacoatiara/AM e decidas pelo CPTE/INPE. Os resultados
foram analisados objetivando avaliar a correlacdo entre variages dos elementos climéticos, a
quantidade de fungos isolados e a producdo de micotoxinas.
3.7  Determinacdo de micotoxinas

3.7.1 Potencial aflatoxigénico das cepas de Aspergillus secéo Flavi

3.7.1.1 Extracdo de aflatoxinas para realizacdo de potencial aflatoxigénico

Um fragmento de cada coldnia de Aspergillus secdo Flavi, previamente isolado foi inoculado em
meio agar coco e incubado a temperatura de 25 °C por 15 dias (LIN e DIANESE, 1976). Apos este
periodo, o conjunto cultura e agar foram pesados e o0 agar foi tranferido para Erlenmeyer de capacidade
de 500 mL e foi adicionado cloroférmio na proporcao de 10 g do cultivo para 30 mL de cloroférmio e

submetido a agitador mecanico horizontal durante 30 minutos. O homogeneizado foi filtrado em papel


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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de filtro contendo sulfato de sddio anidro e terra diatoméacea e o filtrado foi evaporado até residuo e
armazenado a -4°C até a realizagdo de cromatografia.

3.7.1.2 Avaliacdo qualitativa do potencial aflatoxigénico

A avaliacdo qualitativa do potencial aflatoxigénico por cepas de Aspergillus spp. isoladas foi
realizada por CCD.

Cada extrato extraido foi ressuspendido em 500 pL de cloroférmio, e imediatamente aplicada 10
pL na cromatofolha (“TLC silica gel 60”, Merck), com auxilio de micro-seringa. As cromatofolhas de
silica foram demarcadas com pontos de aplicacdo localizados 2 ¢cm da base inferior, onde foram
aplicadas as amostras com intervalos de 1 cm entre elas, bem como solucdo padrédo das aflatoxinas By,
B,, G; e G,. O didmetro da aplicacdo das amostras foi sempre o menor possivel a fim de evitar
dispersdo da toxina. Foi delimitada uma linha superior de 12 cm da base da placa, por meio de traco
forte, para delimitar a fase movel. A placa foi eluida unidimensionalmente com a utilizacdo de 100 mL
de fase-moOvel composta de solucdo saturada de cloroférmio:acetona (9:1), no interior de cuba
cromatografica com tampa de vidro. Apds a separacdo, as cromatofolhas foram submetidas a luz
ultravioleta com comprimento de onda de 366 nm (TARIN et al., 2004), comparando as revelagdes das
amostras com as do padrdo de referéncia (Rf) (SOARES e RODRIGUES-AMAYA, 1989). As
amostras que revelaram fluorescéncia de coloragédo verde indicaram a produgdo de aflatoxinas G’s, e as

que revelaram fluorescéncia azul, produgio de aflatoxinas B’s.

3.7.1.3 Avaliacdo guantitativa do potencial aflatoxigénico

A avaliacdo guantitativa do potencial aflatoxigénico das cepas de Aspergillus spp. isoladas foi
realizada por CLAE de acordo com Lebret et al. (2004) e Tanaka et al. (2000) com modificacGes.

Cada amostra extraida foi ressuspendida em 2 mL de cloroformio, e 100 pL desta solugéo foi
transferida para frasco ambar e seca até residuo. A partir dai, a amostra foi ressuspedida em 3 mL de
solucdo de acetonitrila:agua (85:15), agitada em vortex durante 1 minuto e entdo diluida em 27 mL de
agua acidificada (0,5 % &cido aceético glacial) e novamente agitada. A partir desta solugéo foi realizada
a extracdo em fase sdlida, utilizando cartucho de silica Strata C18-E 500 mg/3 mL, previamente
condicionado por 3 mL de metanol grau HPLC e 6 mL de agua acidificada 0,5 %. Esta solucdo foi
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submetida completamente a fluxo de 1 gota/segundo, com auxilio de bomba a vacuo. Apos esta etapa,
os cartuchos sofreram etapa de “clean up” (limpeza) com a adigdo de 12 mL de &gua acidificada e a
extracdo das aflatoxinas com eluicdo final em 1 mL de metanol grau CLAE. As amostras foram
submetidas a secagem a residuo, derivatizadas com 200 puL de hexano e 100 pL de TFA (acido
trifluoracético), e mantidas a 40 °C por 15 minutos, apds este as amostras foram secas a residuo e
ressupendidas em 2000 pL de solugdo metanol:agua (1:1, v/v). Volume entre 1 e 50 uL da solucédo
(dependendo da concentragdo da toxina) foi injetada no cromatdgrafo liquido e as aflatoxinas B, B,
G1 e G, presentes no extrato foram quantificadas, tendo como fase movel agua:acetonitrila:metanol
(8:1,5:1,5 v/Iviv) 0,1% TFA, fluxo de ImL/min, e detector de fluorescéncia (365 nm de excitacao e 450

nm de emissdo).

3.7.2 Determinacdo de aflatoxinas nas amostras de castanha-do-brasil

A determinacdo de aflatoxinas nas amostras de castanha-do-brasil foi realizada por CLAE de
acordo com Lebret et al. (2004) e Tanaka et al. (2000) com modifica¢Oes. Para este fim, foi utilizado o
cromatdgrafo liquido modelo Prominence da marca Shimadzu, modelo LC 20, mddulo CBM 20A,
detector de fluorescéncia RF 10 AXL marca Shimadzu e loop fixo com capacidade de 20 pl, e injetor
automatico de 1 a 100 pl acoplado a coluna analitica (Shimadzu, Shin-Pak VP ODS 150 x 4,6 mm).
Para analise dos resultados foi utilizado o programa LC Solution, Shimadzu.

3.7.2.1 Améndoas

Total de 25 gramas de cada amostra de améndoa foi homogeneizada e triturada. Aliquota de 2,5
g de cada amostra foi separada, entdo, adicionada 12,5 mL de solucdo acetonitrila:agua (85:15 v/v) e
submetida a vortex e, posteriormente, a agitador mecanico horizontal durante 60 minutos. O
homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm durante 3 minutos. Cinco mililitros do sobrenadante
foram, ent&o, transferidos para tubo de polipropileno de capacidade de 50 mL e adicionado de 45 ml de
agua acidificada e agitado vigorosamente. A partir desta solucdo foi realizada a extracdo em fase
sOlida, utilizando cartucho de silica Strata C18-E 500 mg/3 mL, previamente condicionado por 3 mL de
metanol grau CLAE e 6 mL de &gua acidificada. Esta solucdo foi submetida completamente a fluxo de

1 gota/segundo, com auxilio de bomba a vacuo. Apos esta etapa, os cartuchos sofreram etapa de “clean
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up” (limpeza) com a adicdo de 12 mL de agua acidificada 0,5 % e, extracdo das aflatoxinas com
eluicdo final em 1 mL de metanol grau CLAE. As amostras foram secas, derivatizadas, submetidas a
nova secagem a residuo e ressupendidas em 400 pL de solucdo metanol:agua (1:1, v/v).

Quarenta microlitos da solucéo foram injetados em cromatdgrafo liquido Shimadzu Prominence
(Kyoto, Japan) equipado com detector de fluorescéncia RF 10 AXL com comprimentos de onda de
excitacdo, 365 nm; e de emissdo: 450 nm e sistema de injecdo automatica. A coluna analitica
(Shimadzu, Shim-Pack VP ODS, 150 x 4.6 mm) estava acoplada em cartucho de pré-coluna (Shim-
Pack GVP-ODS, 10 mm x 4.6 mm) mantida a 40 °C em forno. A fase mdvel isocratica consistia de

solucdo de &gua:acetonitrila:methanol (8:1,5:1,5 v/viv) 0,1 % TFA, fluxo de 1 mL/min.

3.7.2.2 Cascas e Ouricos

Total de 25 gramas de cada amostra foi homogeneizada e triturada. Aliquota de 5 g de cada foi
separada, entdo, adicionada 12,5 mL de solucdo acetonitrila:dgua (85:15 v/v), submetida a vortex e
posteriormente a agitador mecanico horizontal durante 60 minutos. O homogeneizado foi centrifugado
a 10.000 rpm durante 3 minutos. Dois e meio mililitros do sobrenadante foi, entdo, transferido para
tubo de polipropileno de capacidade de 50 mL e adicionado de 47,5 ml de &gua acidificada e agitado
vigorosamente. A partir desta solugdo foi realizada a extracdo em fase solida, utilizando cartucho de
silica Strata C18-E 500 mg/3 mL, previamente condicionado por 3 mL de metanol grau CLAE e 6 mL
de &gua acidificada. Esta solucdo foi submetida completamente a fluxo de 1 gota/segundo, com auxilio
de bomba a vacuo. Apoés esta etapa, os cartuchos sofreram etapa de “clean up” com a adigdo de 12 mL
de &gua acidificada e extracdo das aflatoxinas com elui¢do final em 1 mL de metanol grau CLAE. As
amostras foram submetidas a secagem a residuo, derivatizadas, secadas novamente e ressupendidas em
400 pL de solucdo metanol:agua (1:1, v/v).

Vinte microlitos da solucdo foram injetadas no cromatografo liquido Shimadzu Prominence
(Kyoto, Japan) equipado com detector de fluorescéncia RF 10 AXL com comprimentos de onda de
excitacdo, 365 nm; e de emissdo: 450 nm e sistema de injecdo automatica. A coluna analitica
(Shimadzu, Shim-Pack VP ODS, 150 x 4.6 mm) estava acoplada em cartucho de pré-coluna (Shim-
Pack GVP-ODS, 10 mm x 4.6 mm) mantida a 40 °C em forno. A fase mdvel isocratica consistia de

solucdo de agua:acetonitrila:methanol (8:1,5:1,5 v/viv) 0,1 % TFA, fluxo de 1 mL/min.



63

3.7.3 Determinacdo de acido ciclopiazonico nas amostras de castanha-do-brasil

A determinacdo de ACP nas amostras de castanha-do-brasil (ourico, casca e améndoa) foi
baseada em Urano et al. (1992a).

Vinte e cinco gramas de cada amostra, previamente homogeneizada e triturada, foram
aliquotadas em 2,5 g e transferidas tubo de polipropileno com capacidade para 25 mL e acrescidos de
20 mL de solucdo de metanol:bicarbonato de sédio 2 % em agua (7:3). Apos agitacdo por 45 minutos
em agitador mecanico horizontal, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm durante 3 minutos.
Oito mililitros do sobrenadante foram transferidos para funil de separacdo e adicionados de 10 mL de
hexano. Em seguida, foi recolhida a fase inferior e acrescida de 8 mL de KCI 10%. A solugéo foi
acidificada com HCI 6N até obtencdo de pH=3. Foram entdo, realizadas duas particbes com 10 mL de
cloroférmio, visando concentracdo da amostra. Os extratos foram submetidos a secagem e
ressuspendidos em 1.000 pL de metanol grau CLAE e injetados em cromatdgrafo liquido Shimadzu
Prominence HPLC system equipado com detector UV-Vis (ultravioleta visivel) Shimadzu SPD-10A
com comprimento de onda a 282 nm, em sistema de injecdo automatica e coluna Luna C-8 (4.6 x 250
mm, 5-um de tamanho de particula; Phenomenex, Torrance, CA, USA) mantido a 40 °C em forno. A
fase movel isocratica consistiu de 4 mM de ZnSO,4 em solucgdo de metanol:agua (6:4, v/v) e foi eluida a

um fluxo constante de 1 mL/min.
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3.8 Determinacao de selénio

3.8.1 Digestdo das amostras de castanha-do-brasil

Cinco gramas de cada amostra de améndoa de castanha-do-brasil foram previamente moidas e
adicionadas de 10 mL de solugcdo de metanol:cloroformio (1:2, v/v), e submetida a homogenizador
orbital, operado a 350 rpm durante 30 minutos. Este procedimento foi repetido por duas vezes, com a
finalidade de remocdo dos lipideos. O extrato amostral entdo foi submetido a extracbes sequenciais
com &gua deionizada, NaCl, etanol, e NaOH. A separagdo de todos sobrenadantes foi realizada
utilizando sistema de filtragdo a vdcuo com membrana filtrante de 0,45 pm.

O solido final foi digerido em forno microondas em recipiente fechado, utilizando mistura
oxidante diluida (2,0 mL HNOj; 1,0 mL H,0,; 3 mL de agua). O programa de temperatura do
microondas apresentou 4 etapas descritas a seguir: (Temperatura/°C; rampa/minuto;
manuten¢do/minuto): 1 (140; 5; 1), 2 (180; 4; 5), 3 (200; 4; 10) e 4 (0; 0; 20). O extrato digerido foi
ressuspendido em 10 mL de agua deionizada (NAOZUKA e OLIVEIRA, 2007).

3.8.2 Determinacéo de Se por espectometria de absorcdo atdmica

Dez microlitros do extrato amostral digerido foram depositadas no interior de tubo de grafite
(Perkin Elmer) com injetor automatico AS-72. As condicdes instrumentais para o programa de
espectometria e de temperatura para o tubo de grafite atomizador na deteccéo de selénio apresentou as

condicdes descritas pela Tabela 3 (NAOZUKA et al., 2010):

Tabela 3- Programacdo térmica do forno de grafite.

Etapa Temperatura Rampa Manutencao Fluxo de ar
O (segundos) (segundos) (ml/minuto)
Secagem | 100 10 10 250
Secagem Il 130 2 15 250
Pirolise 1200 10 20 250
Atomizacdo 2300 0 5 0

Limpeza 2500 1 2 250
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O perfil elemental cromatogréafico foi construido usando MicrocalTM OriginTM (Verséao 5.0,
Microcal Software, Inc., USA).

3.9 Analise estatistica

Coeficiente de Spearman e modelo de regresséo logistica foram utilizados para estabelecimento
da correlacdo entre contaminacdo fangica por Aspergillus flavus no ourico, casca e améndoa de
castanha-do-brasil, considerando o tempo de contato com solo e contaminacgdo das amostras. A anélise

estatistica utilizou o procedimento REG do software SAS 9.0 (Statiscal Abalysis Software).



4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL



4.1 Fluxograma da produgdo de castanha-do-brasil
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4.2 Fluxograma analitico das amostras coletadas a campo
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4.3 Fluxograma analitico da amostras coletadas durante armazenamento 69
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5 RESULTADOS
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5.1 Amostras coletadas a campo
5.1.1 Anélise da composi¢do quimica do solo

A Tabela 4 mostra os resultados da analise da composicdo quimica do solo,

analisado durante a fase de coleta.
5.1.2 Isolamento e identificacdo fangica das amostras de solo

Nas amostras de solo foram encontrados os seguintes fungos: Penicillium spp.
(378,5 X 10° UFC/g), Aspergillus flavus (186,5 X 10° UFC/g), Cladosporium spp. (66 X
10° UFC/g), FNE (Fungos néo esporulados) (25 X 10° UFC/g), Fusarium spp. (6 X 10°
UFC/g), Aspergillus ochraceus (5,0 X 10°® UFC/g) Paecilomyces spp. (1 X 10° UFC/g),
Neurospora spp. (0,5 X 10° UFC/g) e Altenaria spp. (0,5 X 10° UFC/g).

No solo, A. flavus apresentou nimero de unidades formadoras de col6nia (UFC/g)
variando entre 2,5 X 10° e 80 X 10°. Neste substrato a Aa variou entre 0,97 e 0,99 (Tabela
5, Figura 13). Do total das cepas de A. flavus isoladas em solo, 64% (16/25) apresentaram

capacidade aflatoxigénica.



Tabela 4- Resultado da analise quimica de solo das areas experimentais, Itacoatiara, AM, no periodo de fevereiro de 2008.

Py pH C M.O. N P K Na Ca Mg Al H+Al SB t T \Y m Fe Zn Mn Cu
H,O g/kg % mg/dm? Cmol/dm® % mg/dm®

1 4,58 40,09 68,96 2,98 3 68 2 098 0,6 0,7 8,15 1,76 246 9,92 17,77 28,43 358 1,89 11,55 0,29

2 4,20 34,68 59,64 2,44 4 30 3 0,31 0,3 1,73 914 0,70 243 984 7,11 71,20 149 0,84 4,10 0,19

3 4,32 39,88 68,6 2,87 4 34 5 0,74 038 122 958 123 245 1081 11,36 49,86 284 1,42 8,29 0,23

4 4,47 34,48 59,31 2,43 3 34 3 0,78 065 066 6,60 153 219 813 18,83 30,26 215 1,38 1245 0,17

5 4,08 32,60 56,08 2,37 3 34 2 0,3 022 149 835 062 210 8,96 6,87 70,7 168 1,16 7,29 0,15

C= carbono; M.O.= Matéria organica; N= nitrogénio; P= fosforo; K= potassio; Na= sodio; Ca= calcio, Mg= magnésio; Al= aluminio; H= hidrogénio; SB= soma das bases

12

trocéveis; t= capacidade de troca cationica efetiva; T= capacidade de troca catidnica a pH 7,0; V= indice de saturacio por bases; m= indice de saturacio por aluminio; Fe= ferro;

Zn= zinco; Mn= manganés; Cu= cobre.
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Tabela 5- Unidades formadoras de coldnias por grama (UFC/g X 10°) dos fungos isolados de 20 amostras de solo, provenientes de Itacoatiara, AM, no periodo de fevereiro a

marco de 2008.
Contagem X 10° UFC/g
oy . Aa Penicillium Aspergillus Cladosporium ENE * Fusarium  Aspergillus Paecilomyces Alternaria Neurospora
spp. flavus spp. spp. ochraceus spp. spp. spp.
1 0,99 100 - 50 - - - - - -
a 2 0,99 15 10 - - - - - - -
1
Dia 0 3 0,99 5 20 - 10 - - - - -
4 0,99 15 80 - - - - - - -
5 0,98 70 5 - - - - - - -
X Aa' e T fungos’ 0,99 205 115 50 10 0 0 0 0 0
1 0,99 21,5 5 - - 1 - 0,5 - -
2 2 0,99 4,5 - 0,5 - - - 0,5 - -
Dia 5 3 0,99 - 5 5 - - - - - -
4 0,99 15 2,5 - - - - - - -
5 0,99 10 25 - 5 5 - - - -
X Aa e X fungos 0,99 37,5 37,5 55 5 6 0 1 0 0
1 0,99 10 - 5 - - - - - -
a 2 0,99 5 - - 5 - - - - -
3
Dia 10 3 0,96 20 - - - - - - - -
0,98 50 - - - - - - - -
5 0,99 - 4 - - - - - 0,5 0,5
X Aa e X fungos 0,98 85 4 5 5 0 0 0 0,5 0,5
1 0,98 15 10 5 - - - - - -
a 2 0,99 5 5 - - - 5 - - -
4
Dia 15 3 0,99 5 15 - - - - - - -
0,98 1 - 0,5 - - - - - -
5 0,98 25 - - 5 - - - - -
X Aa e X fungos 0,98 51 30 55 5 0 5 0 0 0
Contagem Total X 10° UFC/g
X Total’ 378,5 186,5 66 25 6 5 1 05 05

! Média de Aa das amostras, 2 Somatorio dos fungos, * Somatério dos fungos totais, * Fungos néo esporulados.
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Figura 13- Representacéo grafica das freqiiéncias absoluta (X 10° UFC/g) dos fungos mais isolados de 20
amostras de solo, provenientes de Itacoatiara, AM, no periodo de fevereiro a margo de 2008.
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Fonte: Baquido, 2012.
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5.1.3 Isolamento e identificacdo dos fungos do ar

Nas amostras de ar foram encontrados os seguintes fungos: Fusarium spp. (299
UFC/m®), Penicillium spp. (171 UFC/m®), Aspergillus flavus (60 UFC/m®), Trichoderma
spp. (52 UFC/m®), Neurospora spp. (31 UFC/m®), Aspergillus niger (29 UFC/md),
Alternaria spp. (25 UFC/m®), FNE (16 UFC/m®), Curvularia spp. (4 UFC/m®) e Mucor spp.
(4 UFC/m®. No ar, A. flavus apresentou nimero de unidades formadoras de colénia
(UFC/m3) variando entre 1 X 10* e 16 X 10* porém, espécies do género Fusarium foram
as mais isoladas, com valores oscilando entre 1 e 109 x10* UFC/m® de ar (Tabela 6; Figura
14). Do total das cepas de A. flavus isoladas no ar, 30% (18/60) apresentaram capacidade

aflatoxigeénica.



Tabela 6- Unidades formadoras de coldnias por m* de ar (UFC/m?) dos fungos isolados de 20 amostras de ar, provenientes de Itacoatiara, AM, no
periodo de fevereiro a marco de 2008.

Contagem X UFC/m®

Fusarium Penicillium Aspergillus Trichoderma Neurospora A.  Alternaria Curvularia  Mucor
Coleta  Amostra . FNE *
spp. spp. flavus spp. spp. niger spp. spp. spp.
1 - - 14 - - - - - - -
2 1 9 6 - - 4 - - - 1
16{
Dia 0 3 5 4 11 - - - - - - -
4 1 1 5 - - - - - - -
5 - 4 - - 1 - - - - -
% fungos’ 7 18 36 0 1 4 0 0 0 1
1 31 - - - - - - - -
2 40 2 1 - 30 1 - - - -
2a
Dia 5 3 40 ) ) ) ) 2 ) . ) )
4 40 4 - 1 - 3 - 3 1 -
5 45 12 - 40 - 7 - - - 1
Y. fungos 166 49 1 41 30 13 0 3 1 1
1 1 - - 7 - - - 3 - -
. 2 109 - 16 - - - - - - 1
3
Dia 10 3 - 3 - 1 - 1 21 - - -
4 1 1 - - - 8 - 4 1 -
5 1 - 3 - - - 2 - -
X fungos 114 5 16 11 0 9 21 9 1 1
1 4 - - - - 2 - - - -
2 4 76 1 - - - - - - -
4a
Dia 15 3 - 11 - - - 1 - 3 2 1
4 3 - - - - 4 1 - -
5 1 9 6 - - - - - - -
X fungos 12 99 7 0 0 3 4 4 2 1
Contagem total X UFC/m3
X Total’ 299 171 60 52 31 29 25 16 4 4

'Sométorio dos fungos,? Somatério dos fungos totais, * Fungos ndo esporulados.



77

Figura 14- Representacdo gréafica das freqiiéncias absoluta (UFC/m®) dos fungos mais isolados de 20
amostras de ar, provenientes de Itacoatiara, AM, no periodo de fevereiro a marco de 2008.
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Fonte: Baquido, 2012.
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5.1.4 Isolamento e identificacdo flngica das amostras de ouri¢os de castanha-do-brasil

Nas amostras dos ouricos foram encontrados os seguintes fungos totais: Aspergillus
flavus (2.206,3 X 10° UFC/g), Penicillium spp. (1127 X 10° UFC/g), Trichoderma spp.
(927 X 10° UFC/g), A. niger (611,8 X 10° UFC/g), Fusarium spp. (610,1 X 10° UFC/g), A.
tamarii (585,3 X 10° UFC/g), Humicula spp. (200 X 10° UFC/g), Neurospora spp. (128,1
X 10° UFC/g), , FNE (113 X 10° UFC/g), , A. restrictus (110,3 X 10° UFC/g), Eurotium
amstelodami (53,5 X 10° UFC/g), A. glaucus (2,5 X 10° UFC/g) e A. ornatus (2,5 X 106*
UFC/qg).

Nos ouricos, A. flavus apresentou ndmero de unidades formadoras de col6nia
(UFC/g) variando entre 0,3 X 10° e 863,5 X 10°. Neste substrato os niveis de Aa variaram
entre 0,88 e 0,99 (Tabela 7).

A espécie A. flavus foi a mais frequentemente isolada em todas as quatro etapas de
coleta (Dia 0, 5, 10 e 15) (Figura 15). Destas, o potencial aflatoxigénico foi predominante
em 40,8% (31/76) das cepas de A. flavus.
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Tabela 7- Unidades formadoras de coldnias por grama (UFC/g X 10°) dos fungos isolados de 20 amostras de ouricos, provenientes de Itacoatiara, AM, no periodo de fevereiro a

marco de 2008.
Contagem X 10° UFC/g
Coleta  Amostra Aa Aspergillus  Penicillium  Trichoderma A Fusarium A. ) Humicula Neurospora ENE * A Eurotium . A A.
flavus spp. spp. niger spp. tamarii spp. spp. restrictus amstelodami  glaucus ornatus
1 0,98 2,7 6,8 - 2,8 5,0 - - 15,0 - 42,3 - - -
18 2 0,98 55,4 - - 7,5 12,5 - - 12,5 - 12,5 2,5 - -
Dia 0 3 0,98 5,0 0,3 - - - - - 1,0 - 1,8 0,5 - -
4 0,94 35,0 - - 0,3 - - - 10,3 - - - - 2,5
5 0,98 2,5 2,5 - - 2,5 - - - - - - - -
X Aa' e X fungos’ 0,97 100,5 9,5 0,0 10,5 20,0 0,0 0,0 38,8 0,0 56,5 3,0 0,0 2,5
1 0,99 57,5 45,0 - 45,0 10,0 - - 2,5 3,0 - - - -
2° 2 0,97 55,0 - 69,0 20,3 75,0 - - 10,0 2,0 - - - -
Dia 5 3 0,98 - 5,0 - - 62,5 142,5 - - - - - - -
4 0,98 58,4 - - - 2,8 - - 72,8 - - - - -
5 1,00 0,3 49,0 - 55 - - - - - 28,8 - - -
X Aa e X fungos 0,98 171,2 99,0 69,0 70,8 150,3 142,5 0,0 85,3 50 28,8 0,0 0,0 0,0
1 0,91 20,0 - 100,0 - - - - - - - - - -
3 2 0,89 323,0 - - 55 2,5 - - 15 - - - 2,5 -
Dial 0 3 0,92 375 - - - 383,0 - - - - - - - -
4 0,95 157,5 - 183,0 - - - - - - - - - -
5 0,89 - 325 - - 17,5 0,3 - N 8,0 - - - -
X AaeX fungos 0,91 538,0 32,5 283,0 515 403,0 0,3 0,0 15 8,0 0,0 0,0 2,5 0,0
1 0,99 36,6 353,0 50,0 - 31,8 - - 2,5 - - 0,5 - -
4 2 0,98 - - - 325,0 5,0 4425 200,0 - - - - - -
Dia 15 3 0,95 390,0 203,0 - 25,0 - - - - 100,0 25,0 - - -
4 0,99 106,5 180,0 350,0 - - - - - - - 50,0 - -
5 0,99 863,5 250,0 175,0 175,0 - - - - - - - - -
X AaeZXfungos 1,0 1396,6 986,0 575,0 525,0 36,8 4425 200,0 2,5 100,0 25,0 50,5 0,0 0,0
Contagem Total X 10° UFC/g
X Total® 2206,3 1127,0 927,0 611,8 610,1 585,3 200,0 128,1 113,0 110,3 53,5 2,5 2,5

"Média de Aa das amostras, “Somatorio dos fungos, *Somatério dos fungos totais, *Fungos nao esporulados.
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Figura 15- Representacdo grafica das freqliéncias absoluta (X 106 UFC/g) dos fungos mais isolados de 20
amostras de ourigos de castanha-do-brasil, provenientes de ltacoatiara, AM, no periodo de
fevereiro a marco de 2008.
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Fonte: Baquido, 2012.
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5.1.5 Isolamento e identificacdo fungica das amostras de casca de castanha-do-brasil

Nas amostras de casca de castanha foram encontrados os seguintes fungos totais:
Fusarium spp. (5.376,5 X 10° UFC/g), Aspergillus flavus (1524,3 X 10° UFC/g),
Penicillium spp. (660,3 X 10° UFC/g), Neurospora spp. (327,5 X 10° UFC/g), FNE (322 X
10° UFC/g), Trichoderma spp. (284 X 10° UFC/g), A. restrictus (87,5 X 10° UFC/g), A
versicolor (62,5 X 10° UFC/g), Mucor spp. (22 X 10° UFC/g), A. niger (20,5 X 10°
UFC/g), Rhizomucor spp. (10 X 10° UFC/g), Alternaria spp (3 X 10° UFC/g), A. glaucus
(2,5 X 10° UFC/g), A. tamarii (0,5 X 10° UFC/g) e Cladosporium spp. (0,3 X 10° UFC/g).

Nas cascas de castanha-do-brasil, A. flavus apresentou ndmero de unidades
formadoras de coldnia (UFC/g) variando entre 0,3 X 10° e 793 X 10°. Neste substrato a Aa
variou entre 0,89 e ,99 (Tabela 8).

O género Fusarium foi o mais frequentemente isolado nas duas coletas iniciais (dia
0 e 5), variando neste periodo entre 10 X 10° e 1202,5 X 10° UFC/g. Na terceira coleta (dia
10) houve predominancia de Neurospora spp., com valores entre 270 X 10° e 2,5 X 10°
UFC/g. Na quarta coleta (dia 15), houve aumento de isolamento de cepas de A. flavus,
variando entre 12,75 X 10° e 792,5 X 10° (Figura 16). Destas, foi detectado potencial
aflatoxigénico em 63,8% (23/36) das cepas de A. flavus isoladas.
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Tabela 8- Unidades formadoras de coldnias por grama (UFC/g X 10 ) dos fungos isolados de 20 amostras de cascas de castanhas-do-brasil, provenientes de Itacoatiara, AM, no
periodo de fevereiro a marco de 2008.

Contagem X 10° UFC/g

Fusarium  Aspergillus Penicillium  Neurospora Trichoderma A. A. Mucor A.  Rhizomucor Alternaria A. A. Cladosporium
Coleta Amostra Aa FNE * . . . y

spp. flavus Spp. Spp. spp. restricus  versicolor  spp.  niger spp. spp. glaucus tamarii spp.
1 0,99 10,0 - 2,5 25 68,0 - - - - - - - - - -
18 2 0,99 20,0 5,0 - 35,0 - - - - - - - - - - -
Dia 0 3 0,99 57,5 5,0 - - - - - - - - - - - - -
4 0,99 1070,0 - - 7,5 - - - - - - - - - - -
5 0,99 1203,0 0,5 - - 68,0 - - - 20,0 - 10,0 - - - -

X Aa' e X fungo: 0,99  2360,5 10,5 2,5 45,0 136,0 0,0 0,0 0,0 20,0 0,0 10,0 0,0 0,0 0,0 0,0
T 0,99 2205,0 - 27,5 - - 0,0 - - - - - - - - -
28 2 0,98 545 0,3 352,5 - - - - - - - - - - - -
Dia 5 3 0,97 30,0 15,0 - 10,0 - - 67,5 - 2,0 - - - - - -
4 0,98 115,0 125,0 85,0 - 100,0 - 20,0 - - - - - - - -
5 0,98 1275 0,5 2,5 - - - - - - - - 3,0 - - -

X Aa e X fungos 0,98 2532,0 140,8 467,5 10,0 100,0 0,0 87,5 0,0 2,0 0,0 0,0 3,0 0,0 0,0 0,0
1 0,91 - 20,0 - - - 100,0 - - - - - - - - -
3 2 0,89 2,5 323,0 - 270,0 - - - - - 55 - - 2,5 - -
Dial 0 3 0,92 3825 38,0 - 2,5 - - - - - - - - - - -
4 0,95 - 158,0 - - 8,0 183,0 - - - - - - - - -
5 0,89 17,5 - 32,5 - - - - - - - - - - 0,3 -

X AaeX fungos 091 4025 539,0 32,5 272,5 8,0 283,0 0,0 0,0 0,0 55 0,0 0,0 2,5 0,3 0,0
1 0,97 20,0 - 145,0 - 15,0 - - - - - - - - - -
4 2 09 43 13,0 - - - - - 62,5 - 15,0 - - - - -
Dia 15 3 0,94 - - - - 63,0 1,0 - - - - - - - - -

4 094 323 28,0 12,8 - - - - - - - - - - - 0,3
5 098 250 793,0 - - - - - - - - - - - 0,3 -

X AaeXfungos 096 81,5 834,0 157,8 0,0 78,0 1,0 0,0 62,5 0,0 15,0 0,0 0,0 0,0 0,3 0,3

Contagem Total X 10° UFC/g
X Total® 5376,5 1524,3 660,3 327,5 322,0 284,0 87,5 62,5 22,0 205 10,0 3,0 2,5 0,5 0,3

'Média de Aa das amostras, “Sométorio dos fungos, *Somatério dos fungos totais, *Fungos néo esporulados.
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Figura 16- Representacdo grafica das freqiiéncias absoluta (X 10° UFC/g) dos fungos mais isolados de 20
amostras de cascas de castanha-do-brasil, provenientes de Itacoatiara, AM, no periodo de
fevereiro a marco de 2008.
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Fonte: Baquido, 2012.
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5.1.6 Isolamento e identificacdo fingica das amostras de améndoas de castanha-do-brasil

Nas amostras de améndoas de castanha-do-brasil foram encontrados os seguintes
fungos totais: Aspergillus flavus (2.548 X 10° UFC/g), Penicillium spp. (1.072,3 X 10°
UFC/g), Fusarium spp. (306 X 10° UFC/g), A ornatus (302,5 X 10° UFC/g), FNE (274,1 X
10° UFC/g), Neurospora spp. (149 X 10° UFC/g), Trichoderma spp. (44 X 10° UFC/g), A.
restrictus (32,5 X 10° UFC/g), Paecilomyces spp. (30 X 10° UFC/g), Mucor spp. (15 X 10°
UFC/g), Tricothecium spp (8 X 10° UFC/g), A. wentii (7,8 X 10° UFC/g), A. terreus (5,8 X
10° UFC/g), A. tamarii (5 X 10° UFC/g), A. glaucus (5 X 10° UFC/g) e A. niger (3 X 10°
UFC/g e Geotrichum spp. (3 X 10° UFC/g).

Nas améndoas, A. flavus apresentou nimero de unidades formadoras de col6nia
(UFC/g) variando entre 0,3 X 10° e 1.090 X 10°. Neste substrato a Aa variou entre 0,93 e
0,99 (Tabela 9). Esta mesma espécie apresentou predominéncia nas quatro etapas de coletas
(Dia 0, 5, 10 e 15) (Figura 17).

Foram também isoladas cepas de 67,8% (47/59) de cepas de Aspergillus flavus

aflatoxigeénicas.
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Tabela 9- Unidades formadoras de col6nias por grama (UFC/g X 10°) dos fungos isolados de 20 amostras de améndoas de castanha-do-brasil, provenientes de Itacoatiara, AM, no
periodo de fevereiro a marco de 2008.

Contagem X 10° UFC/g

Aspergillus  Penicillium  Fusarium A. Neurospora Trichoderma A. Paecilomyces Mucor Tricotecium A. A. A. A. Geotrichum A,
Coleta Amostra Aa FNE * . i . .
flavus Spp. Spp. ornatus spp. Spp. restricus Spp. Spp. spp. wentii  terreus tamarii glaucus spp niger
1 0,99 110,0 - - 250,0 - 25,0 - - - - - - - - - -
12 2 0,98 44,0 2,5 - - 33 98,0 - - 30,0 - - 75 - - - - -
Dia0 3 0,99 0,3 - 85,0 - 2,5 1,0 - - - - - - 58 - - - -
4 0,95 3,0 - 13,0 - - - - - - - - - - - - - -
5 0,98 30,0 - - - - 13,0 - - - 15,0 - - - - - - -
X Aa' L fungos2 0,98 187,3 2,5 98,0 250,0 58 137,0 0,0 0,0 30,0 15,0 0,0 75 58 0,0 0,0 0,0 0,0
1 0,98 25,5 6,8 0,3 - 0,3 2,0 - - - - - - - - - - -
2° 2 0,98 2,5 2,5 108,0 - - - 38,0 32,5 - - - - - - - - -
Dia5 3 0,98 2,7 0,0 2,5 52,5 - - - - - - - - - - - - 0,3
4 0,98 2,5 - - - - 75 5,0 - - - 8,0 0,3 - - - - -
5 0,98 6,3 4,0 4,5 - 15 - - - - - - - - - - - -
X Aa e X fungos 0,98 39,5 13,3 115,3 52,5 1,8 9,5 43,0 32,5 0,0 0,0 8,0 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3
1 0,93 25,3 - 35,0 - - - - - - - - - - - - 3,0 2,5
3 2 095 - 75 6,3 - 9,0 - - - - - - - - - - - -
Dial 0 3 0,95 1090,0 - - - 2,5 - 1,0 - - - - - - - - - 0,3
4 0,94 18,0 2,5 20,0 - - - - - - - - - - - 2,5 - -
5 0,98 213,0 680,0 5,0 - - - - - - - - - - - - - -
X Aae X fungos 0,95  1346,3 690,0 66,3 0,0 11,5 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,5 3,0 2,8
1 0,95 340,0 339,0 15,0 - 255,0 - - - - - - - - 2,5 - -
4? 2 0,93 565,0 27,5 0,1 - - - - - - - - - - 5,0 - - -
Dia 15 3 0,95 - - - - - 2,5 - - - - - - - - - - -
4 0,95 2,5 - 6,3 - - - - - - - - - - - - - -
5 0,98 67,5 - 5,0 - - - - - - - - - - - - - -
X Aa e X fungos 0,95 975,0 366,5 26,4 0,0 255,0 2,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 5,0 2,5 0,0 0,0
Contagem Total X 10° UFC/g
% Total® 2548,0 1072,3 306,0 3025 2741 149,0 44,0 32,5 30,0 15,0 8,0 78 58 5,0 5,0 3,0 3,0

'Média de Aa das amostras, “Soméatorio dos fungos, *Somatério dos fungos totais, *Fungos néo esporulados.
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Figura 17- Representacéo grafica das freqiiéncias absoluta (X 10° UFC/g) dos fungos mais isolados de 20
amostras de améndoas de castanha-do-brasil, provenientes de Itacoatiara, AM, no periodo de
fevereiro a marco de 2008.
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Fonte: Baquido, 2012.
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5.2 Amostras coletadas durante armazenamento
5.2.1 Isolamento e identificacdo fingica das amostras de cascas de castanha-do-brasil

Nas amostras de casca de castanha foram encontrados os seguintes fungos totais:
Aspergillus spp. (1595,5 X 10* UFC/g), Fusarium spp. (1507,98 X 10* UFC/g), Penicillium
spp. (1066,88 X 10* UFC/g), FNE (358,48 X 10* UFC/g), Acremonium spp. (61,20 X 10*
UFC/g), Cladosporium spp. (39,73 X 10* UFC/g), Geotrichum spp. (24,55 X 10* UFC/g),
Paecilomyces spp. (18,6 X 10* UFC/g), Alternaria spp (13,5 X 10* UFC/g), Verticillium
spp. (12,5 X 10* UFC/g), Eurotium spp. ( 10,5 X 10* UFC/g), Rhizopus spp. (7,65 X 10°
UFC/g), Mucor spp. (3,75 X 10* UFC/g) e Trichoderma spp. (0,65 X 10* UFC/g).

Nas cascas de castanha, o género Aspergillus spp. apresentou numero de unidades
formadoras de colonia (UFC/g) variando entre 0,3 X 10* UFC/g e 295,5 X 10* UFC/g.
Neste substrato a Aa variou entre 0,48 a 0,80 (Tabela 10).

O género Fusarium foi o mais prevalente nas coletas iniciais, substituido pelos
Geotrichum e Penicillium até a nona coleta. Ja na quinta coleta e nas finais, foi observado
maior grau de contaminacdo por Aspergillus em cascas (Figuras 18 e Figura 19).

As espécies de Aspergillus isolados nas amostras de casca de castanha-do-brasil
foram: A. flavus (448,88 X 10* UFC/g), A. nomius (187,6 X 10* UFC/g), A. parasiticus
(58,53 X 10* UFCI/g), A. penicillioides (744,23 X 10* UFC/g), A. restrictus (33,8 X 10°
UFC/g), A. ochraceus (26,63 X 10* UFC/g), A. wentii (17,88 X 10* UFC/g), A. tamarii
(14,05 X 10* UFCIg), A. sydowii (10,53 X 10* UFC/g), A. niger (6,0 X 10* UFC/g), A.
terreus (5,38 X 10* UFC/g), A. ornatus (1,65 X 10* UFCI/g), e A. versicolor (0,38 X 10*
UFC/g).

Dentre as espécies mais frequentemente isoladas de Aspergillus nas primeiras 4
coletas houve predominancia de A. flavus, variando neste periodo de 40,0 X 10* UFC/g e
7,7 X 10" UFC/g; na quinta coleta houve predominancia de A. nomius, com valor de 89,38
X 10* UFC/g; na sexta, sétima, oitava e nona coletas houve predominancia de A. terreus, A.
restrictus, A. penicillioides e A. tamarii, respectivamente. Na décima coleta houve maior

isolamento de A. flavus (233,4 X 10* UFC/g) e na décima primeira, de A. penicilliodes.



88

As espécies potencialmente aflatoxigénicas A. flavus, A. parasiticus e A. nomius
apresentaram quantidades variando entre 0,75 e 187,5; 0,75 e 25,5; e 0,03 e 89,38 X 10°
UFC/g, respectivamente. Dentre A. flavus aflatoxigénicos isolados neste substrato, obteve-
se freqiiéncia relativa de 62,7% (96/153).
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Tabela 10- Unidades formadoras de colonias por grama (UFC/g X 10%) dos géneros fungicos isolados de 55 amostras de cascas de castanha-do-brasil, provenientes de Itacoatiara,
AM, no periodo de setembro de 2008 a julho de 2009.

Contagem X 10* UFC/g

Aspergillus  Fusarium  Penicillium Acremonium  Cladosporium  Geothricum Paecilomyces Alternaria Verticillium Eurotium  Rhizopus Mucor Trichoderma
Coleta  Amostra Aa FNE*
Spp. Spp. Spp. Spp. Spp. Spp. Spp. Spp. Spp. Spp. Spp. Spp. Spp.
1 0,52 1,00 2,25 1,20 - - 0,25 - 0,10 - - - - - -
1 2 0,54 9,00 155,00 117,50 - - 2,50 - - - - - - - -
Setembro 3 0,51 25,00 80,00 20,00 - - 27,50 - - - - - - - -
2008 4 058 500 112,50 7,50 - - - 15,00 - - - - - -
5 0,48 5,00 775,00 350,00 - - - - - - - - - - -
X Aa' e X fungos’ 0,53 45,00 1124,75 496,20 0,00 0,00 30,25 0,00 15,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
I 0,54 0,30 7,75 30,25 - - - - - - - - - - -
22 2 0.60 - 60,00 8,75 12,25 - - - - 9,00 - - - - -
Outubro 3 0,57 1,25 39,50 5,75 - - 0,25 - - - - - - R -
2008 4 0,54 0,53 11,83 15,25 0,25 - - - - 4,50 - - - - -
5 0,55 7,35 6,25 7,75 - - 0,25 - - - - - - - -
X AaeX fungos 0,55 9,43 125,33 67,75 12,50 0,00 0,50 0,00 0,00 13,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1 0,63 15,25 21,25 - 50,00 - - - - - - - - - -
3? 2 0,65 - 57,50 - 25,00 - - - - - - - - - -
Novembro 3 0,64 42,25 2,50 3,00 25,00 - 2,50 - - - - - - - -
2008 4 0,64 7,50 7,50 - 85,00 7,50 - - - - - - - - -
5 0,64 7,50 0,75 - 32,75 - - - - - 12,50 - - - -
X Aae X fungos 0,64 72,50 89,50 3,00 217,75 7,50 2,50 0,00 0,00 0,00 12,50 0,00 0,00 0,00 0,00
1 0,58 1,50 7,50 - 4,25 0,20 - - - - - - - - -
42 2 0,68 6,23 1,75 1,75 1,00 - - - - - - - - - -
Dezembro 3 0,57 12,50 20,25 2,50 4,50 6,75 - - - - - - - - -
2008 4 0,68 1,50 3,00 8,75 - - - - - - - - - - -
5 0,57 4,00 3,50 4,25 - - - - - - - - - - -
X AaeX fungos 0,62 25,73 36,00 17,25 9,75 6,95 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1 0,69 45,25 0,40 5,00 - 3,25 - - - - - - - - -
52 2 0,58 4,50 39,60 9,50 - - 0,25 - - - - - - - -
Janeiro 3 0,56 7,13 10,00 13,80 - - 0,25 - - - - - - - -
2009 4 0,48 1,00 4,75 1,50 1,75 2,50 - - - - - - - - -
5 0,49 89,38 - 7,50 - - -

X AaeX fungos 0,56 147,25 54,75 37,30 1,75 5,75 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00




Contagem X 10* UFC/g

Aspergillus  Fusarium  Penicillium Acremonium  Cladosporium  Geothricum Paecilomyces Alternaria Verticillium Eurotium  Rhizopus Mucor Trichoderma
Coleta Amostra Aa FNE*

Spp. SPP. Spp. SPP. SPp. Spp. Spp. Spp. SPp. Spp. Spp. Spp. Spp.
1 0,68 0,43 - 3,85 - - 0,03 22,80 - - - - - - -
62 2 0,69 3,00 11,25 10.75 - - 2,00 1,75 - - - - 0,75 - -
Fevereiro 3 0,69 0,88 5,25 13,30 - - - - - - - - 0,15 - -
2009 4 0,71 0,83 1,00 2,03 - - - - - - - - - - -
5 0,72 3,38 0,25 1,88 0,25 - - - - - - - 0,18 - -

X Aae X fungos 0,69 8,50 17,75 21,05 0,25 0,00 2,03 24,55 0,00 0,00 0,00 0,00 1,08 0,00 0,00

1 0,68 12,58 - 44,78 5,00 - - - - - - - - - 0,15
72 2 0,58 20,70 - 111,73 0,45 - - - - - - - 5,00 - -
Margo 3 0,64 10,50 0,38 0,05 0,53 12,50 - - - - - - 0,08 - -
2009 4 0,60 6,00 0,13 2,50 32,50 - - - - - - - - - -
5 0,58 4,30 0,40 6,28 - 0,25 0,20 - - - - - 0,25 - -

X Aae X fungos 0,62 54,07 0,90 165,33 38,48 12,75 0,20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,33 0,00 0,15
1 0,68 2,00 6,00 22,50 0,25 - - - - - - - 0,75 - -
g 2 0,69 17,75 - 22,75 18,25 - - - - - - - 0,25 - -
Abril 3 0,69 8,50 - 6,00 - - - - - - - - - - -
2009 4 0,71 2,00 3,75 13,50 13,75 - - - - - - - 0,25 3,75 -

5 0,72 12,50 0,25 5,50 - - - - - - - - - - 0,25

X Aae X fungos 0,69 42,75 10,00 70,25 32,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,25 3,75 0,25
1 0,70 2,30 0,25 6,50 4,50 9,50 - - - - - - - - -
9% 2 0,79 0,10 - 6,50 8,50 - 1,00 - - - - - - - -
Maio 3 0,78 8,80 - 7,00 0,50 - - - - - - 0,50 - - -
2009 4 0,78 0,53 9,25 7,25 10,25 16,75 - - - - - - - - -
5 0,80 2,80 - 4,25 19,25 - - - - - - - - - -

X Aae X fungos 0,77 14,53 9,50 31,50 43,00 26,25 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50 0,00 0,00 0,00
1 0,64 31,00 1,00 1,00 - - 0,25 - - - - - - - -
10° 2 0,65 18,75 - 0,25 0,25 - - - - - - - - - -

Junho 3 0,64 8,50 - 1,75 - - - - - - - - - - 0,25
2009 4 0,62 225,00 - 1,00 - 2,00 - - - - - - - - -
5 0,61 4,25 - 1,00 - - - - - - - - - - -

X Aae X fungos 0,63 287,50 1,00 5,00 0,25 2,00 0,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,25
1 0,74 250,00 37,50 52,50 2,50 - 2,50 - - - - - - - -
112 2 0,72 295,50 1,00 9,50 - - - - 3,50 - - - - - -
Julho 3 0,75 20,25 - 0,25 - - - - - - - - - - -
2009 4 0,72 227,50 - 52,50 - - - - - - - 10,00 - - -
5 0,78 95,00 - 37,50 - - - - - - - - - - -

X AaeXfungoes 0,74 888,25 38,50 152,25 2,50 0,00 2,50 0,00 3,50 0,00 0,00 10,00 0,00 0,00 0,00

Contagem Total X 10* UFC/g
% Total’ 1595,50 1507,98 1066,88 358,48 61,20 39,73 24,55 18,60 13,50 12,50 10,50 7,65 3,75 0,65

'Média de Aa das amostras, “Somaétorio dos fungos, *Somatério dos fungos totais, *Fungos néo esporulados.



Tabela 11- Unidades formadoras de col6nias por grama (UFC/g X 10%) das espécies de Aspergillus isoladas de 55 amostras de cascas de castanha-do-brasil, provenientes de
Itacoatiara, AM, no periodo de setembro de 2008 a julho de 2009.

Contagem X 10* UFC/g

A. A. A. A. A. A. A. A. A. A. A. A. A.
Coleta  Amostra Aa o . . . . .. . . .
penicillioides flavus nomius parasiticus  restrictus ochraceus wentii  tamarii sydowii  niger terreus ornatus versicolor

1 0,52 - - - - - - - - 10,00 - - - -
12 2 0,54 - - - - - - - - - - - - -
Setembro 3 0,51 - 15,00 - - - - 10,00 - - - - - -
2008 4 0,58 - 2,50 2,50 - - - - - - - - - -
5 0,48 - 2,50 - - - 2,50 - - - - - - -

X Aa' e X fungos’ 0,53 0,00 20,00 2,50 0,00 0,00 2,50 10,00 0,00 10,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1 054 - 0,10 0,10 - - 0,10 - - - - - - -
2?2 2 0.604 - - - - - - - - - - - - -
Outubro 3 0,57 0,25 0,25 - - - 0,75 - - - - - - -
2008 4 0,54 - - - - - - - - 0,53 - - - -
5 0,55 - 7,35 - - - - - - - - - - -

X Aae X fungos 0,55 0,25 7,70 0,10 0,00 0,00 0,85 0,00 0,00 0,53 0,00 0,00 0,00 0,00
1 0,63 - 11,25 - - - - 4,00 - - - - - -
3 2 0,65 - - - - - - - - - - - - -
Novembro 3 0,64 - 13,75 2,75 25,50 - - - - - - 0,25 - -
2008 4 0,64 - 7,50 - - - - - - - - - - -
5 0,64 - 7,50 - - - - - - - - - - -

X AaeX fungos 0,64 0,00 40,00 2,75 25,50 0,00 0,00 4,00 0,00 0,00 0,00 0,25 0,00 0,00
1 0,58 0,25 1,25 - - - - - - - - - - -
42 2 0,68 - 5,00 - 0,03 - 0,45 - 0,25 - 0,50 - - -
Dezembro 3 0,57 - 5,00 - - 7,50 - - - - - - - -
2008 4 0,68 0,25 - - - - - - - - 1,25 - - -
5 0,57 - - 2,25 0,25 - - - - - 1,50 - - -

X AaeX fungos 0,62 0,50 11,25 2,25 0,28 7,50 0,45 0,00 0,25 0,00 3,25 0,00 0,00 0,00
1 0,69 - 45,00 - 0,25 - - - - - - - - -
52 2 0,58 0,75 2,50 - - - 1,25 - - - - - - -
Janeiro 3 0,56 0,63 1,75 - 4,75 - - - - - - - - -
2009 4 0,48 1,00 - - - - - - - - - - - -
5 0,49 - - 89,38 - - - - - - - - - -

X AaeX fungos 0,56 2,38 49,25 89,38 5,00 0,00 1,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00




Contagem X 10" UFC/g

A. A. A. A. A. A. A. A. A. A. A. A. A.
Coleta  Amostra Aa L . . i . . . . .
penicillioides flavus nomius parasiticus  restrictus ochraceus  wentii tamarii sydowii  niger terreus ornatus versicolor

1 0,68 - 0,10 - - - - 0,05 - - - 0,13 0,15 -
62 2 0,69 3,00 - - - - - - - - - - - -

Fevereiro 3 0,69 - - 0,55 - - - - - - - 0,25 - 0,08
2009 4 0,71 - 0,13 0,53 - 0,05 - - - - - 0,05 0,08 -

5 0,72 - 0,1 - - - 0,025 - - - - 3,2 - 0,05

X Aae X fungos 0,69 3,00 0,33 1,08 0,00 0,05 0,03 0,05 0,00 0,00 0,00 3,63 0,23 0,13
1 0,68 5 5,05 - - 2,525 - - - - - - - -
72 2 0,58 2,5 2,5 0,02 - 15,225 0,45 - - - - - - -

Margo 3 0,64 0,175 0,05 - - 2,5 0,025 - 5 - 2,5 - - 0,25
2009 4 0,6 - 2,925 - - - - 3,075 - - - - - -
5 0,58 0,1 2,525 - - 0,75 - - - - - 0,5 0,425 -

X AaeX fungos 0,62 7,78 13,05 0,02 0,00 21,00 0,48 3,08 5,00 0,00 2,50 0,50 0,43 0,25
1 0,68 1,5 0,25 - - 0,25 - - - - - - - -
g 2 0,69 3,25 1,5 - - - 13 - - - - - - -
Abril 3 0,69 0,25 6,75 - 0,25 - 1,25 - - - - - - -
2009 4 0,71 1 1 - - - - - - R - R R
5 0,72 9,5 2 0,25 - - 0,5 - - - - 0,25 - -

X Aae X fungos 0,69 15,50 10,50 1,25 0,25 0,25 14,75 0,00 0,00 0,00 0,25 0,00 0,00
1 0,7 0,025 - - - - 1 - 0,025 - 0,25 - 1 -
92 2 0,79 0,05 - - - - 0,05 - - - - - - -
Maio 3 0,78 - 0,025 - - - - - 8,775 - - - - -
2009 4 0,78 0,25 0,025 0,25 - - - - - - - - - -
5 0,8 2,5 - 0,025 - - 0,275 - - - - - - -

X Aa e X fungos 0,77 2,83 0,05 0,28 0,00 0,00 1,33 0,00 8,80 0,00 0,25 0,00 1,00 0,00
1 0,64 - 30,25 - - - - - - - - 0,75 - -
10? 2 0,65 5 8 5 - - 0,75 - - - - - -
Junho 3 0,64 0,25 5,25 3 ] - - - - - - - - -
2009 4 0,62 12,5 187,5 5 20 - - - - - - - - -
5 0,61 1,75 2,5 - - - - - - - - - - -

X Aae X fungos 0,63 19,50 233,50 13,00 20,00 0,00 0,00 0,75 0,00 0,00 0,00 0,75 0,00 0,00
1 0,74 75 100 70 0 5 - - - - - - - -
11 2 072 295 0,5 - - - - - - - - - - -
Julho 3 0,75 17,5 2,75 - - - - - - - - - - -
2009 4 0,72 227,5 - - - - - - - - - - - -
5 0,78 77,5 - 5 7,5 - 5 - - - - - - -

X AaeX fungos 0,74 692,50 103,25 75,00 7,50 5,00 5,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Contagem Total X 10* UFC/g
% Total® 744,23 488,88 187,60 58,53 33,80 26,63 17,88 14,05 10,53 6,00 5,38 1,65 0,38

'Média de Aa das amostras, Sométorio dos fungos, *Somatério dos fungos totais, *Fungos néo esporulados.
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Figura 18- Representacdo grafica das freqiiéncias absoluta (X 10* UFC/g) dos géneros fingicos mais isolados
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de 55 amostras de cascas de castanha-do-brasil, provenientes de Itacoatiara, AM, no periodo de
setembro de 2008 a julho de 2009.
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Fonte: Baquido, 2012.

Figura 19- Representacdo grafica do de unidades formadoras de colénias dos géneros Aspergillus spp. e
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Figura 20- Representacio grafica das freqiiéncias absoluta (X 10* UFC/g) das espécies de Aspergillus mais
isoladas de 55 amostras de cascas de castanha-do-brasil, provenientes de Itacoatiara, AM, no
periodo de setembro de 2008 a julho de 2009.
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Fonte: Baquido, 2012.
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5.2.2 Isolamento e identificacdo fangica das amostras de améndoas de castanha-do-brasil

Nas amostras de améndoas foram encontrados o0s seguintes fungos totais:
Aspergillus spp. (1528,13 X 10* UFC/g), Penicillium spp. (661,00 X 10* UFC/g), Fusarium
spp. (328,20 X 10* UFC/g), Acremonium spp. (66,9 X 10* UFC/g), FNE (55,23 X 10°
UFC/g), Cladosporium spp. (76,1 X 10* UFC/g), Mucor spp. (50,25 X 10* UFCIg),
Eurotium spp. (44 X 10* UFC/g), Rhizopus spp. (15,5 X 10* UFC/g), Trichoderma spp.
(12,5 X 10* UFC/g), Verticillium spp. (9,2 X 10* UFC/g), Paecilomyces spp. (1,7 X 10*
UFC/g), Neurospora spp. (0,5 X 10* UFC/g), Geotrichum spp. (0,43 X 10* UFC/g) e
Neurotium spp. (0,25 X 10* UFC/g).

Nas améndoas, o género Aspergillus spp. apresentou nimero de unidades
formadoras de colonia (UFC/g) variando entre 0,08 X 10* UFC/g e 225,0 X 10*UFC/g.
Neste substrato a Aa variou entre 0,50 a 0,83 (Tabela 12).

O género Fusarium foi isolado predominantemente nas coletas iniciais (primeira e
terceira), apresentando valores 227,5 e 0,28 X 10* UFC/g, respectivamente. Na quarta
coleta o fungo predominante foi Penicillium (14,55 X 10* UFC/g). A partir da quinta
coleta, houve predominéancia de isolados do género Aspergillus spp., variando entre 0,08 e
217,5 X 10* UFC/g. (Figuras 21 e Figura 22).

Dentro do género Aspergillus foram isoladas as seguintes espécies: A. flavus (439,5
X 10* UFC/g), A. nomius (261,05 X 10* UFC/g), A. parasiticus (30,75 X 10* UFC/g), A.
penicillioides (565,83 X 10* UFC/g), A. niger (98,55 X 10* UFC/g), A. wentii (78,53 X 10*
UFC/g), A. restrictus (18,15 X 10* UFC/g), A. terreus (16,28 X 10* UFC/g), A. ochraceus
(11,75 X 10* UFCI/g), A. ornatus (4,75 X 10* UFC/g), A. glaucus (2,5 X 10* UFC/g) e A.
versicolor (0,5 X 10* UFC/g).

A flavus foi uma das espécies mais isoladas em todas as coletas, notadamente nas
etapas (sétima a décima coleta). As espécies aflatoxigénicas foram isoladas somente a partir
da quarta coleta, com aumento significativo do nimero de unidade formadora de colbnias
nas uUltimas fases (Tabela 13 e Figura 23). Nas castanhas, as espécies potencialmente

aflatoxigénicas apresentaram grau de contaminacdo variando de 1,27 a 148,5 X 10* UFC/g
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(A. flavus); 0,25 a 165 X 10*(A. parasiticus); e 0,25 a 68,5 X 10* UFC/g, (A. nomius).
Dentre os isolados de A. flavus 54,9% (72/131) foram produtores de aflatoxinas.



Tabela 12- Unidades formadoras de col6nias por grama (UFC/g X 10*) dos géneros fungicos isolados de 55 amostras de améndoas de castanha-do-brasil, provenientes de
Itacoatiara, AM, no periodo de setembro de 2008 a julho de 2009.

Contagem X 10" UFC/g
Coleta  Amostra Aa Aspergillus  Penicillium  Fusarium  Acremonium ENE* Mucor Eurotium Cladosporium  Rhizopus Trichoderma Verticillium Paecilomyces Neurospora Geotrichum
SPp. SPp. SPP. SPP. SPP. SPp. SPp. SPP. SPP. SPp. SPp. SPP. SPP.
1 050 2,5 - - - 5 - - - - - - - - -
1 2 0,56 117,5 2275 - - - - 2,5 - - - - - -
Setembro 3 0,57 2,5 7,5 - R - - R - - - R - -
2008 4 054 95 10,75 375 - - - 2 - - - 1 -

5 050 10 0,5 75 - - - - - - - - - - -
X Aa'e X fungos2 0,53 12,5 2155 253,25 37,5 5 0 0 4,5 0 0 0 1 0 0
1 059 15 - 2 - - - - - - - - - - -
22 2 0,59 6,75 3 2,75 - - - 0,25 3,75 - - - - - -
Outubro 3 0,54 2,3 0,05 1,63 - - - - - - - - - - -
2008 4 051 115 0,25 0,25 - - - - 8,25 - - - - - -
5 055 125 - 0,15 - - - - - - - - - - -
X Aae X fungos 0,55 23,3 3,3 6,78 0 0 0 0,25 12 0 0 0 0 0 0
1 0,62 03 4,25 2,25 0,25 2,125 - - - - - - - - -
3? 2 0,65 1,55 - 10,9 - - - - - - - - - - -
Novembro 3 0,63 2,75 3,25 6,75 - 3 - - 1,25 0,5 - - - - -
2008 4 064 0,78 - 0,28 - 0,65 - - 0,25 - - - - - -
5 0,61 1 0,03 2,8 - 5,55 - - 2,5 - - - - - -
X Aae X fungos 0,63 6,38 7,53 22,98 0,25 11,33 0 0 4 0,5 0 0 0 0 0
1 0,57 5,05 0,05 0,075 - 0,55 - - - - - - - - -
42 2 0,68 0,28 4,75 15 - 2 - - 0,5 - - - - - -
Dezembro 3 0,56 3 5,75 - - 0,25 - - - - - - - - -
2008 4 063 0,5 15 0,25 - 0,5 - - - - - - - - -
5 059 125 2,5 0,325 - 0,5 - - - - - - - - -
X AaeZXfungos 061 10,08 14,55 2,15 0 38 0 0 0,5 0 0 0 0 0 0
1 0,70 15,5 2,5 8 - - - - - - - - - - -
52 2 0,66 1,75 2 1,675 0,5 - - - 0,05 - - - - - -
Janeiro 3 0,63 32,75 11,75 8,25 - - - - - - - - - - -
2009 4 058 1525 5 - - - - - 0,25 - - - - - -
5 0,55 1,1 0,7 0,025 - - - - - - - - 0,7 - -

X AaeXfungos 062 66,35 21,95 17,95 0,5 0 0 0 0,3 0 0 0 0,7 0 0




Contagem X 10" UFC/g

Aspergillus  Penicillium  Fusarium Acremonium Mucor Eurotium Cladosporium  Rhizopus Trichoderma Verticillium Paecilomyces Neurospora Geotrichum
Coleta Amostra Aa FNE

Spp. SPp. SPp. Spp. Spp. Spp. SPp. SPp. Spp. Spp. Spp. Spp. SPp.
1 0,75 0,75 0,25 0,725 - 1,6 - - 0,75 - - - - - -
6 2 0,77 0,08 0,35 3,225 - 0,25 - - - - - - - 0,25 -
Fevereiro 3 0,75 5,05 0,73 0,4 - - - - 0,03 - - - - R R
2009 4 0,67 0,28 - - 14 - - - 0,28 - - - - - -

5 0,70 10 0,1 - - - - - - - - - - - 0,425

X Aae X fungos 0,73 16,275 1,425 4,35 14 1,85 0 0 1,05 0 0 0 0 0,25 0,43
1 0,76 35,75 1,25 11,25 27,25 - - - - - 0,25 - - - -
72 2 0,72 20,75 24,75 - - 0,25 - - - - - - - - -
Margo 3 0,68 3 32,5 - - - 47,5 - - - - - - - -
2009 4 0,65 12,75 52,5 - - - - - 1,75 - - 9,2 - 0,25 -
5 0,62 155 1 0,25 - - 2,75 - 2,5 - - - - - -
XAaeZXfungos 0,69 227,25 112 11,5 27,25 0,25 50,25 0 4,25 0 0,25 9,2 0 0,25 0
1 0,75 12,5 22,25 0,5 - 20,75 - - - - - - - - -
g2 2 0,77 35 6,25 0,5 - - - 0,25 - - - - - -
Abril 3 0,75 12 8,25 0,25 - 2,5 - - 3,25 - - - - - -
2009 4 0,67 20 3,75 7 - 6,25 - - 0,5 - - - - - -
5 0,70 8,75 3,5 - - 0,5 - - - - - - - - -
X AaeXfungos 0,73 56,75 44 8,25 0 30 0 0,25 3,75 0 0 0 0 0 0
1 0,83 42 19,5 - - - - 11 - - 12,25 - - - -
9 2 0,80 17,75 13,75 - - - - - - - - - - - -
Maio 3 0,77 217,5 137,5 - - - - - - - - - - - -
2009 4 0,78 23,5 10 - - 1,5 - - - - - - - - -
5 0,80 47,5 - 1 - 0,75 - - 10,25 - - - - - -
X Aae X fungos 0,80 348,25 180,75 1 0 2,25 0 11 10,25 0 12,25 0 0 0 0
1 0,67 9,75 2,25 - - - - - - - - - - - -
10° 2 0,68 10,75 6,75 - - - - - - - - - - - -
Junho 3 066 245 5 - - - - - 25 - - - - - -
2009 4 0,65 30,25 25 - - - - 27,5 - 15 - - - - -
5 0,66 17,5 1 - - - - - - - - - - - -
X Aa e X fungos 0,66 92,75 17,5 0 0 0 0 27,5 2,5 15 0 0 0 0 0
1 0,78 23,25 75 - - - - - - - - - - - -
11 2 077 225 30 - - - - - - - - - - - -
Julho 3 076 225 - - - - - - - - - - - - -
2009 4 077 65 5 - - 0,75 - - - - - - - - -
5 0,76 130 - - - - - 5 - - - - - - -
X AaeZXfungos 0,77 668,25 42,5 0 0 0,75 0 5 0 0 0 0 0 0 0

Contagem Total X 10* UFC/g
X Total’ 1528,13 661,00 328,20 66,90 55,23 50,25 44,00 43,10 15,50 12,50 9,20 1,70 0,50 0,43

'Média de Aa das amostras, “Somaétorio dos fungos, *Somatério dos fungos totais, *Fungos néo esporulados.



Tabela 13- Unidades formadoras de colénias por grama (UFC/g X 10*) das espécies de Aspergillus isoladas de 55 amostras de améndoas de
castanha-do-brasil, provenientes de Itacoatiara, AM, no periodo de setembro de 2008 a julho de 2009.

Contagem X 10* UFC/g

A A. A. A A A A. A A A. A A
Coleta  Amostra Aa o . . . . . .
penicillioides flavus nomius niger wentii parasiticus restrictus ochraceus ornatus glaucus terreus versicolor

1 0,50 - 2,50 - - - - - - - - - -
12 2 0,56 - - - - - - - - - - - -
Setembro 3 0,57 - - - - - - - - - - - -
2008 4 0,54 - - - - - - - - - - - -
5 0,50 - 10,00 - - - - - - - - - -

X Aa' e T fungos® 0,53 0,00 1250 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1 0,59 - 1,50 - - - - - - - - - -
2 2 0,59 3,75 0,50 - - 2,50 - - - - - - -
Outubro 3 0,54 2,05 0,25 - - - - - - - - - -
2008 4 0,51 - - - - - - 11,50 - - - -
5 0,55 - 1,00 - - - - 0,25 - - - - -

X AaeX fungos 0,55 5,80 3,25 0,00 0,00 2,50 0,00 0,25 11,50 0,00 0,00 0,00 0,00
1 0,62 - 0,05 - - - - 0,25 - - - - -
3? 2 0,65 0,80 0,25 - - - - 0,50 - - - - -
Novembro 3 0,63 0,75 2,00 - - - - - - - - - -
2008 4 0,64 - 0,13 - - - - 0,65 - - - - -
5 0,61 1,00 - - - - - - - - - -

X Aae X fungos 0,63 2,55 2,43 0,00 0,00 0,00 0,00 1,40 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1 0,57 3,00 1,00 1,05 - - 0,00 - - - - - -
72 2 0,68 - 0,28 - - - - - - - - - -
Dezembro 3 0,56 - - - - - 0,50 2,50 - - - - -
2008 4 0,63 - - 0,25 - - - - 0,25 - - - -
5 0,59 - - - - - - 1,25 - - - - -

X Aa e X fungos 0,61 3,00 1,28 1,30 0,00 0,00 0,50 3,75 0,25 0,00 0,00 0,00 0,00
1 0,70 - - - - - 0,25 - - - - 15,25 -
52 2 0,66 0,50 1,25 - - - - - - - - - -
Janeiro 3 0,63 30,00 2,75 - - - - - - - - - -
2009 4 0,58 - - 15,25 - - - - - - - -
5 0,55 - 0,53 - 0,55 - - - - - - 0,03 -
X AaeX fungos 0,6 30,5 4,525 0 15,8 0 0,25 0 0 0 0 15,275 0
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Contagem X 10° UFC/g

A A. A. A. A. A. A. A. A. A A. A.
Coleta  Amostra Aa V. ) . . . . .
penicillioides  flavus nomius niger wentii parasiticus restrictus ochraceus ornatus glaucus terreus versicolor

1 075 0,75 - - - - - - - - - - -
g 2077 0075 - - - - - - - - - - -
Fevereiro 3 0,75 0,05 2,5 - - - - - - - 2,5 - -
2009 4 0,67 - 0,25 - - 0,025 - - - - - - -
5 0,70 0,1 10 - - - - - - - - - -
X AaeXfungos 0,73 0,975 12,775 0 0 0,025 0 0 0 0 2,5 0 0
1 0,76 3,25 32,5 - - - - - - - R - R

72 2 0,72 10 75 2,5 0,25 - 0 - - - - - 0,5
Margo 3 0,68 2,75 - - - - 0,25 - - - - -
2009 4 0,65 12,5 0,25 - - - - - - - - - -
5 0,62 29,25 58,25 - - 67,5 - - - - - - -

X Aae X fungos 0,69 57,75 98,5 2,5 0,25 67,5 0 0,25 0 0 0 0 0,5
1 075 0,25 1225 - - - - - - - - - -
g 2 077 - 05 3 - - - - - - - - -
Abril 3 075 - 12 - - - - - - - - - -
2009 4 067 5 10 - 5 - - - - - - - -
5 0,70 - 4 - - - - - - 475 - - -
X AaeX fungos 0,73 5,25 38,75 3 5 0 0 0 0 4,75 0 0 0
1 0,83 - 42 - - - - - -
9? 2 0,80 12,75 4 0,25 - - 0,75 - - - - - -
Maio 3 0,77 - 80 60 775 - - - - - - - R
2009 4 0,78 - 22,5 1 - - 0 - - - - - -
5 0,80 75 40 - - 0 - - - - - -

X Aae X fungos 0,80 20,25 148,5 101,25 77,50 0,00 0,75 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1 067 4 325 - - 2,5 - - - - - -
10° 2 068 - 1075 - - - - - - - - - -
Junho 3 0,66 15 3,75 0,5 - 2,5 1,75 - - - - 1 -
2009 4 0,65 75 10,25 - - - - 12,5 - - - - -
5 0,66 - 7,25 9,25 - 1 0 - - - - - -

X Aa e X fungos 0,66 26,50 32 13,00 0,00 3,50 4,25 12,50 0,00 0,00 0,00 1,00 0,00
1 0,78 20,75 - - - - 2,5 - - - - - -
112 2 0,77 137,5 62,5 17,5 - - 75 - - - - - -
Julho 3 0,76 115 - 105 - 5 0 - - - - - -
2009 4 0,77 27,5 22,5 - - - 15 - - - - - -
5 0,76 112,5 - 17,5 - - 0 - - - - - -

X AaeXfungos 0,77 413,25 85,00 140,00 0,00 5,00 25,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Contagem Total X 10* UFC/g
X Total® 56583 43498 26105 82,75 7853 3050 18,15 11,75 475 250 1628 050

!Aa das amostras, “Somaétorio dos fungos, *Somatério dos fungos totais, *Fungos néo esporulados.



101

Figura 21- Representacdo grafica das freqiiéncias absoluta (X 10* UFC/g) dos géneros fangicos mais isolados
de 55 amostras de améndoas de castanha-do-brasil, provenientes de Itacoatiara, AM, no
periodo de setembro de 2008 a julho de 2009.
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Figura 22- Representacdo grafica do de unidades formadoras de colbnias dos géneros Aspergillus spp. e
Fusarium spp. em amostras de améndoas de castanha-do-brasil, Itacoatiara, AM, no periodo
de setembro de 2008 a julho de 2009.
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Figura 23- Representacéo grafica das freqiiéncias absoluta (X 10* UFC/g) das espécies de Aspergillus mais
isoladas de 55 amostras de améndoas de castanha-do-brasil, provenientes de Itacoatiara, AM,

no periodo de setembro de 2008 a julho de 2009.
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5.2.3 Atividade de &4gua e dados climatologicos

Durante periodo experimental de armazenamento, os valores de atividade de agua
(Aa) das amostras variaram de 0,8 a 0,48 nas cascas e 0,83 e 0,5 nas améndoas de castanha-
do-brasil.

Neste mesmo periodo, os dados climatoldgicos registrados revelaram dias quentes,
com temperaturas entre 28 ¢ 26,2 °C, a precipitagdo pluvial entre 87,4 ¢ 79 mm e umidade
relativa do ar entre 18,9 e 2,4% (Tabela 14).

Os valores de elevada umidade relativa do ar constatados, refeltiram em aumento da
Aa gradativa das amostras, bem como na frequéncia absoluta de isolados de Aspergillus
secdo Flavi no mesmo periodo de estudo (Figura 24).
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Tabela 14- Unidades formadoras de colonia de Aspergilus flavus (X 10* UFC/g) em 110 amostras de castanhas-do-brasil (55 cascas e 55 améndoas)
coletadas durante periodo de armazenamento, valores médios de atividade de agua (Aa), temperatura (°C), umidade relativa do ar (URA) e
precipitacdo pluvial(mm) no periodo entre setembro de 2008 e julho de 2009, Itacoatiara, Amazonas.

ARMAZENAMENTO
A. flavus A. nomius A. parasiticus
Aa Temperatura URA  Precipitagdo Pluvial (UFC X 10%g)  (UFC X 10%g) (UFC X 10%/g)
Data Coleta

améndoa casca (C) (%) (mm) améndoa casca améndoa casca améndoa casca

Set/08 18 0,53 0,52 27,8 7,2 79 12,5 20 0 2,5 0 0

Out/08 22 0,55 0,55 27,7 7,3 80 3,25 7,7 0 0,1 0 0
Nov/08 32 0,63 0,63 27,5 9,4 82,7 2,43 40 0 2,75 0 25,5
Dez/08 42 0,6 0,61 27,1 7,4 83,9 1,28 11,25 1,3 2,25 0,5 0,28

Jan/09 52 0,62 0,55 26,6 11,1 87 4,53 49,25 0 89,35 0,25 5

Fev/09 62 0,72 0,69 26,2 18,9 87,4 12,78 0,33 0 1,08 0 0

Mar/09 7 0,68 0,61 26,7 13,5 85,2 98,5 13,05 2,5 0,02 0 0
Abr/09 82 0,72 0,69 27 6 85 38,75 10,5 3 1,25 0 0,25

Mai/09 9 0,79 0,76 26,7 12,9 85 148,5 0,05 101,25 0,28 0,75 0

Jun/09 102 0,66 0,63 26,9 6,8 84 32 233,5 13 13 4,25 20

Jul/09 112 0,76 0,74 28 2,4 79 85 103,25 140 75 25 7,5
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Figura 24- Representacdo grafica da frequéncia de cepas de Aspergillu secdo Flavi durante etapa de
armazenamento e relacdo com Aa e UR, entre setembro de 2008 e julho de 2009, Itacoatiara,
Amazonas.
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5.3 Determinacéo dos niveis de selénio

Nossos estudos revelaram a presenca de selénio em todas as amostras de améndoas

de castanha-do-brasil com valores valores entre 30,64 e 139,35 pg/g (Tabela 15).

Tabelal5- Valores da concentracdo de selénio (mg/g) nas améndoas de castanha-do-brasil coletadas a campo e no

armazenamento.
CAMPO ARMAZENAMENTO
Coletas | Amostras| Selénio (mg/g)] Coletas |Amostras| Selénio (mg/g)| Coletas |Amostras|Selénio (mg/g)| Coletas | Amostras| Selénio (mg/g)

1 62,54 1 49,88 1 76,91 1 54,43
2 111,84 18 2 52,05 52 2 67,31 9* 2 73,89
Dia 0 3 39,85 3 48,19 3 75,52 3 80,82
4 125,42 4 51,00 4 93,56 4 48,19
5 91,47 Set 2008. 5 20,73 Jan 2009. 5 52,43 Mai 2009. 5 84,25
Média 86,22 Média 44,37 Média 73,15 Média 68,32
1 30,64 1 57,41 1 48,63 1 69,27
2 53,86 22 2 59,12 6° 2 66,32 10% 2 72,95
Dia s 3 73,39 3 59,30 3 65,18 3 80,59
4 93,75 4 68,33 4 72,89 4 93,97
5 122,31 Out 2008. 5 59,68 Fev 2009. 5 49,56 Jun 2009. 5 80,89
Média 74,79 Média 60,77 Média 60,51 Média 79,53
1 55,09 1 60,83 1 139,35 1 59,64
2 65,68 3? 2 95,69 78 2 38,14 112 2 53,23
Dia 10 3 39,53 3 73,27 3 82,29 3 61,15
4 60,84 4 136,34 4 48,42 4 74,54
5 62,57 Nov 2008. 5 49,10 Mar 2009. 5 65,55 Jul 2009. 5 44 57
Média 56,74 Média 83,05 Média 74,75 Média 58,63

1 39,74 1 76,81 1 56,09

2 43,49 4 2 54,53 8 2 67,17

Dia 15 3 51,78 3 110,26 3 39,05

4 81,71 4 57,81 4 40,30

5 93,16 Dez 2008. 5 84,92 Abr 2009. 5 45,26

Média 61,98 Média 76,87 Média 49,57
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5.4 Micotoxinas

5.4.1 Otimizacéo da técnica de CLAE para deteccdo de aflatoxinas

5.4.1.1 Padrdes de aflatoxinas

Os padrdes de aflatoxinas Bi, By, G1 e G, adquiridos junto a Sigma, foram
ressuspendidos em solucdo de benzeno:acetonitrila (98:2, v:v), aferidos e quantificados em
espectofotometro DU 640 (Beckman, EUA). A solucdo com concentragdo de 1 pg/ml foi
utilizada nas atividades propostas.

5.4.1.2 Derivacdo quimica

O processo de derivacdo quimica com acido trifluoracético e hexano tem por
finalidade a conversdo das aflatoxinas B; e Gi, em By, € Gg,, respectivamente, o que
potencializa a capacidade de fluorescéncia e também a confirma a presenca das toxinas.

Foram testados diferentes protocolos de derivacdo, bem como modificacdes dos
mesmos (CASTRO et al., 2009; KHAYOON et al., 2009; TARIN et al., 2004; e SCOTT et
al., 1990), e o protocolo de derivacdo eleito, por apresentar os melhores resultados em
nossas condicdes laboratoriais, foi baseado em Scott et al. (1990) e segue descrito abaixo.

Foram acrescentados 200 pL de hexano (Mallinckrodt) e 100 pL de acido
trifluoracético (TFA), marca Sigma, na amostra extraida e na solucéo padrdo de aflatoxinas
previamente seca, contidas em frasco ambar. Esta solucdo foi homogeneizada manualmente
e aquecida em termobloco (Marconi), a temperatura de 40 °C durante 15 minutos. Apos
este procedimento, a solucdo foi evaporada a residuo em nitrogénio liquido e mantida a

temperatura de -20 °C até processamento cromatografico.

5.4.1.3 CLAE para aflatoxinas

Na etapa de extracdo de aflatoxinas foram testados diferentes protocolos, dentre eles
método descrito por Trucksess et al. (1991), algumas modificacdes sugeridas pela VICAM
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(USA) e o método preconizado por Stroka e Anklam (2000). Entretanto, o0 método eleito
por apresentar melhores resultados foi baseado em Tanaka et al. (2002) com modificagdes
de Lebret et al. (2004).

Foram testadas diferentes formulacbes de fase movel (CASTRO et al., 2009;
KHAYOON et al., 2009; TARIN et al., 2004; AKIYAMA et al., 2001 e SCOTT et al.,
1990) e foi eleita, dentro das condic¢Ges laboratoriais presentes, a fase mével baseada em
trabalho de Scott et al. (1990), que consiste na seguinte solucdo: acetonitrila: metanol: agua
(1,5:1,5:8, viviv), 1% TFA. Antes de ser acoplada ao CLAE, a solucdo da fase movel foi
submetida a ultrassom (Thornton) durante 1 hora, a fim de eliminar possiveis bolhas de ar,
que pudessem comprometer o bom desempenho do cromatégrafo.

5.4.1.4 Curva de calibracdo

A partir da solugdo de 1pg/ml de padrdo das quatro aflatoxinas By, By, Gy e G, em
cada matriz analisada (améndoa, casca e ourico de castanha-do-brasil), foram realizadas
diluicBes seriadas com as concentracbes de cada aflatoxina de 10; 5; 2,5; 1,25; e 0,625
ng/mL , que correspondem a 2; 1; 0,5; 0,25; e 0,125 ppb; respectivamente. O calculo das
concentrag0es foi realizado considerando o valor em partes por bilhdo (ppb) e considerando
valor da toxina em 1 grama de substrato final apds o processo de extracdo de aflatoxinas.

Os padrdes foram derivados e ressuspendidos conforme descrito anteriormente; e
cada ponto foi injetado em quintuplicata.

Os coeficientes de correlacdo (r?) obtidos para aflatoxina Gi, B;, G, e B, foram

0,999 para cada aflatoxina.

5.4.1.5 Coeficientes de recuperacio

Visando verificar o método de extracdo de aflatoxinas, bem como a cromatografia,
foi proposta a determinacgédo do coeficiente de recuperacao.

A recuperacdo de aflatoxinas foi realizada fortificando amostras de castanha-do-
brasil, que apresentaram niveis de aflatoxinas ndo detectados, com solucdo padrédo de

aflatoxinas. Os testes foram realizados em quintuplicata, inoculando solucéo correpondente
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a concentracdo de 5 ng/g de cada aflatoxina na matriz. A partir dai, executou-se a etapa de
extracdo e quantificagdo por CLAE, previamente descritas, e foram realizados os calculos
do percentual de recuperacédo para cada aflatoxina.

Os coeficientes de recuperacdo alcancados foram para aflatoxinas B, 80,44%; B,,
81,06%; G1, 83,28% e G, 84,26%.

5.4.1.6 Limites de guantificacdo e deteccio

Os testes de limite de deteccdo e quantificacdo foram realizados fortificando matriz
biolégica com concentragfes decrescentes da solucdo padrdo contendo as aflatoxinas B,
B,, G1 e G,. As amostras fortificadas foram entdo submetidas a extracdo de aflatoxinas e,
posterior analise por CLAE, até a menor concentracdo quantificavel e detectavel. Para
améndoas e cascas de castanha-do-brasil, os limites de quantificacdo para as 4 aflatoxinas
ficou estabelecido em 1,5 ng/g; e o limite de deteccdo, em 0,75 ng/g. Para ourigos, 0S

limites de quantificacdo foram 2,5 ng/g e os de deteccdo para as 4 aflatoxinas foram de 1,25

ng/g.

5.4.2 Andlise de aflatoxinas

5.4.2.1 Amostras de castanha-do-brasil

Foram realizados para cada lote de amostras analisadas por CLAE, por meio de
curva de calibracdo, controles positivos com trés concentracbes: 20, 10 e 2,5 ng/g, e
também controle negativo, com matriz que apresentasse niveis de aflatoxinas nao
dectectaveis.

Todas as amostras de améndoas, casca e ouri¢co de castanha-do-brasil, coletadas a
campo e armazenamento ndo revelaram valores detectaveis que confirmassem a presenca

de aflatoxinas.
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5.4.2.2 Capacidade toxigénica das cepas de Aspergillus secdo Flavi

Analise do potencial toxigénico das cepas de Aspergillus secdo Flavi isoladas a campo
(solo, ar, ourico, casca e améndoa) revelaram 56,1 % (110/196) de cepas aflatoxigénicos, com
producdo somente de aflatoxinas B; e B, com niveis de variando de 3 a 700.874 ng/g (AFB;) e de
11,4 a 4.002 ng/g (AFBy), sendo: 1) Ar: 30% (20/60), 2) Solo: 64% (16/25), 3) Ouricos: 40,8%
(31/76); 4) Cascas: 63,8% (23/36); e 5) Améndoas: 67,8% (40/59).

Foram isolados durante etapa de armazenamento de cascas e améndoas de castanha-do-
brasil 336 cepas de Aspergillus secéo Flavi, sendo 84,5% (278/336) de A. flavus; 12,5% (42/336)
de A. nomius e 3% (10/336) de A. parasiticus. O potencial toxigénico das cepas de Aspergillus
secdo Flavi revelou producdo de AFBi, AFB,, AFG; e AFG, com niveis variando de 0,75 a
85.519,14 ng/g; 2,01 a 5.968,89 ng/g, 5,74 a 224.265,89 ng/g e 2,40 a 1.510,02 ng/g;
respectivamente.

O percentual de cepas de A. flavus aflatoxigénicas constatados no armazenamento foi
59,1% (168/284), sendo: 1) Cascas: 62,7% (96/153) e 2) Améndoas: 54,9% (72/131).

Na etapa de armazenamento, as cepas de A. flavus isoladas a partir das améndoas,
apresentaram valores maximos para aflatoxinas B; e B, de 32.079,9 e 1897,0 ng/g
respectivamente. As cepas de A. parasiticus isoladas do mesmo substrato mostraram niveis
méaximos de aflatoxinas B;, By, G; e G, de 23.566,9; 267,8; 224.265,9 e 1.214,0 ng/qg,
respectivamente. Cepas de A. nomius obtiveram valores maximos de aflatoxina By, B, G; e
G, de 6.767,6; 178,3; 34.488,8 e 17.789,0, respectivamente.

As cepas de A. flavus isoladas de casca de castanha-do-brasil, no mesmo periodo,

apresentaram niveis maximos de aflatoxinas B; e B, de 32.079,9 e 1.897,0 respectivamente.
Os isolados de A. parasiticus apresentaram valores maximos de aflatoxinas B;, B,, G; € G,
respectivamente, de 23.566,9; 267,8; 224.265,9 e 1.214,0 ng/g. Cepas de A. nomius nas
mesmas condigdes apresentaram limite superior de aflatoxinas By, B,, G1 e G, de 6.767,6;
178,3; 34.488,8 e 17.789,0 ng/g, respectivamente.
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5.4.3 Otimizag&o da técnica de CLAE para deteccdo de ACP

5.4.3.1 Padrdo de ACP

O padrdo de &cido ciclopiazonico utilizado nas andlises foi adquirido pela empresa
Sigma, ressuspendido em solucdo de metanol grau CLAE. Foi realizada diluicdo a
concentracdo de 500 pg/ml, aferido e quantificado em espectofotdmetro DU 640
(Beckman, EUA).

5.4.3.2 CLAE para ACP

Na etapa de extracdo de &cido ciclopiazdnico foram testados diferentes protocolos
(URANO et al., 1992a; HAYASHI e YOSHIZAWA, 2005; MOTA e SOARES, 2000 e
MOLDES-ANAYA et al., 2009), bem como suas fases-moveis.

O método eleito que apresentou melhores resultados na etapa de otimizacdo foi
baseado no trabalho descrito por Urano et al. (1992a) com modificacdes.

Antes de ser acoplada ao CLAE, a solucdo da fase movel e de lavagem foram
submetidas a ultrassom (Thornton) durante 1 hora, a fim de eliminar possiveis bolhas de ar,
que pudessem comprometer o bom desempenho do cromatografo. Além disso, visando
evitar danos a coluna cromatografica, antes e apos a utilizacdo da fase mével, foi aplicada

solucdo de lavagem composta por metanol:agua (6:4).

5.4.3.3 Curva de calibracdo

A partir da solucdo de 500 pg/ml de padrdo de &cido ciclopiazdnico nas matrizes
analisadas foram realizadas dilui¢cGes seriadas com as seguintes concentracdes: 166; 333;
500; 666; 833 ng/g. O calculo das concentracGes foi expresso em ppb e considerou o valor
da toxina em 1 grama de substrato final apds o processo de extracdo de &cido

ciclopiazonico.
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Cada ponto foi injetado em sextuplicata e o coeficiente de correlacdo (r?) obtidos
para acido ciclopiazénico foi 0,997. Estes resultados demonstram que o método proposto

apresenta linearidade para os analitos testados.

5.4.2.4 Coeficiente de recuperacdo

A recuperacdo de acido ciclopiazénico foi realizada fortificando amostras de
castanha-do-brasil, que apresentaram niveis de acido ciclopiazdnico ndo detectados, com
solugdo padrdo do mesmo. Os testes foram conduzidos em quintuplicata, inoculando
solucdo correspondente a concentracdo de 500 ng/g de ACP em cada matriz. A partir dai,
foi procedida a extracdo, analise por CLAE e calculdado o percentual de recuperacédo de
ACP.

Os coeficientes de recuperacdo atingidos para ACP foi 93,45 % nas améndoas,

97,71% nas cascas e 89,65% nos ourigos.

5.4.3.5 Limites de quantificacdo e deteccdo

Os testes de limite de deteccdo e quantificacdo foram realizados fortificando cada
matriz com concentracfes decrescentes da solucdo padrdo contendo ACP. As amostras
fortificadas foram entdo submetidas a extracdo da toxina e analise em CLAE, até a menor
concentracdo quantificavel e detectdvel. Para améndoas os limites de quantificagdo e
deteccdo foram, respectivamente, 250 e 80 ng/g e para cascas e ouri¢os de castanha-do-

brasil, os limites de quantificacdo foi 600 ng/g e o limite de detec¢do, 200 ng/g.

5.4.4 Andlise de ACP

5.4.4.1 Amostras de castanha-do-brasil

Foram realizados para cada lote de amostras, por meio de curva de calibragdo,
controles positivos com trés concentragbes: 500, 270 e 140 ng/g, e também controle

negativo, com matriz que apresentasse niveis de ACP néo dectectaveis.
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Todas as amostras de améndoas, casca e ouri¢co de castanha-do-brasil, coletadas a

campo e armazenamento ndo revelaram a presenca de acido ciclopiazonico.



6 DISCUSSAO
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Estudos nacionais e internacionais abordando a pesquisa de fungos e de micotoxinas
em castanha-do-brasil, sdo escassos e utilizam, principalmente, amostras adquiridas no
varejo proveniente, na maioria das vezes de mercados locais (FREIRE et al., 2000;
BAYMAN et al., 2002; BLESA et al., 2004). Dados cientificos que descrevem e
acompanham as etapas de producdo da castanha-do-brasil a campo sé&o incipientes ou néo-
atuais, permanecendo ainda obscura a origem da contaminagdo fungica da castanha-do-
brasil. Pacheco e Scussel (2006) e Mello e Scussel (2007) sugerem que a contaminacao
possa acontecer a campo, ainda na floresta, ou durante o armazenamento e transporte dos
frutos até seu processamento. Apesar da contaminacgdo da castanhas-do-brasil por
aflatoxinas ser um fendmeno conhecido, os pontos criticos da infeccdo por Aspergillus
flavus, A. parasiticus e A. nomius, e consequente producdo de micotoxinas ainda néo foi
elucidado (MARKLINDER et al., 2005).

Os fungos anemofilos podem participar da contaminacdo de grdos na etapa do
campo, contaminando partes aéreas da planta durante seu desenvolvimento (LINDSEY e
TURNER, 1975).

No ar atmosférico, a predominancia, no presente estudo, de Fusarium spp.,
Penicillium spp. e Aspergillus flavus, vem ao encontro dos resultados obtidos por Pozzi et
al. (2005) e Almeida et al. (2002) , que também constataram elevada frequéncia dos citados
fungos em areas de cultivo de girassol e de milho, respectivamente. Pozzi et al. (2005),
detectaram no ar atmosférico frequéncia de isolamento do género Fusarium (68%),
Cladosporium (66%), Neurospora (38%), Penicillium (12%), Aspergillus (8%), entre
outros; enquanto Almeida et al. (2002) isolaram preferencialmente Fusarium spp.,
Penicillium spp. e Aspergillus spp. Tais fungos, considerados como dominantes universais,
também foram apontados por Gambale (1998) como os mais frequientes no ar atmosférico
de vérias cidades brasileiras.

O solo agricola pode servir de reservatério para diferentes fungos, inclusive
espécies micotoxigénicas (BAYMAN e COTTY, 1991 e COTTY, 1997), que podem
colonizar a planta e infectar a semente durante a emergéncia no solo (JACKSON e BELL,
1969). A predominancia de Penicillium spp. e Aspergillus flavus ja foi descrita
anteriormente, no Brasil, por Almeida et al. (2002), em solos de campos de milho; Pozzi et
al. (2005), em solos de plantacao de girassol; e Zorzete et al. (2008), em solos de plantacéo
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de amendoim. Estudos realizados em solo de cultivos de amendoim no estado de S&o
Paulo, Brasil, demonstraram a presenga de Penicillium spp. em 100 % das amostras e A.
flavus em 8 % das amostras (GONCALEZ et al., 2008a), e prevaléncia de cepas de
Penicillium spp., Trichoderma spp., Fusarium spp. e A. flavus (ZORZETE, et al., 2011).

A presenca de cepas de Aspergillus secdo Flavi, especialmente A. flavus, no solo,
pode resultar em perdas econdmicas, como resultados da deterioracdo e producdo de
micotoxinas nas améndoas (HILL et al.,1983).

A avaliacdo quimica do solo é considerada importante, pois a composi¢do mineral
balanceada, com niveis adequados de macro e micronutrientes, pode evitar possiveis
contaminagdes na cultura. Uma nutricdo inadequada do solo pode propiciar doencas,
reduzir a produtividade e favorecer a contaminacdo fungica e producdo de micotoxinas
(CUERQO, et al., 1991, AMEZQUITA et al., 1993).

Em castanhas-do-brasil, o tempo para maturidade fisioldgica da planta, que refelete
no fnicio da producdo castanheira, é acima de 12 anos, (MULLER et al., 1995). Isto
dificulta o estabelecimento de correlacdo direta entre a produtividade e a composicdo
quimica do solo. Além disso, por ser uma cultura basicamente extrativista, cuidados com a
nutricdo da terra de plantio séo, quase sempre, negligenciados.

Na Agropecudria Aruand, local onde o presente experimento foi conduzido, néo é
realizada a correcdo de minerais no solo da regido dos castanhais. O pH ideal para
crescimento de Aspergillus secdo Flavi e producédo de aflatoxinas situa-se entre 5e 11, e 4 e
6, respectivamente. Vale ressaltar que espécies de Aspergillus podem crescer em ampla
faixa de pH, variando de 2 a 11 e a producdo de aflatoxinas pode ocorrer entre pH 2 e 8
(BUCHANAM e AYRES, 1975; ICMSF, 1996). Assim, em nosso estudo, o pH do solo
apresentou valores entre 4,08 e 4,58; e se mostrou favoravel ao crecimento fangico e
producdo de toxinas.

Em ouricos de castanha-do-brasil, o grau de contaminacdo flingica (acima 10°
UFC/g), e a maior frequéncia de A. flavus e Penicillium spp. também foram confirmados
por Arrus et. al. (2005b), analisando amostras de ouricos coletadas assepticamente da
Amazonia peruana. Os autores obtiveram niveis de isolamento flngico superiores a 10’

UFC/g e predominancia de isolamento de Penicillium spp. (93%) e, tambem, de A. flavus
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(21%); e auséncia de isolamento de cepas de A. parasiticus e A. nomius também foi
constatada.

Nos isolados a campo, a predominancia de Fusarium spp, em amostras de cascas de
castanha-do-brasil, nas coletas iniciais, seguido pelo aumento de isolamento de A. flavus
nas finais, também foi constatada por Gongalez et al. (2008b). Estes pesquisadores,
analisando a micobiota de cascas de amendoim em fase de granagdo, demonstraram a
predominancia de Fusarium spp. (78,75%), Rhizopus spp. (14,1%) e A. flavus.

Nas améndoas coletadas a campo, o predominio de Aspergillus flavus, Penicillium
spp. e Fusarium spp, confirmam os resultados obtidos por Castrillon and Purchio (1988b),
que constataram maior freqiiéncia de Aspergillus e Penicillium, no mesmo substrato. O ndo
isolamento de A. flavus por Arrus et al. (2005b), analisando amostras de castanha-do-brasil
oriundas de ouricos coletados diretamente da arvore, pode ser atribuido ao ndo contato
entre substrato e solo. Em nossa investigacao, além das amostras coletadas diretamente da
castanheira, também foram analisados 3 diferentes coletas de amostras em contato com o
solo (5, 10 e 15 dias). Estudo conduzido por Beuchat (1975) também indicaram presenca de
isolados de A. flavus, embora em baixa contagem (2 a 146 UFC/g) em nozes coletadas
manualmente das arvores. Assim, a casca e 0 ouri¢o que envolvem a améndoa de castanha-
do-brasil, podem atuar como invélucro e apresentar funcdo protetora parcial contra
microrganismos, insetos e predadores, mas ndo impedem a contaminacdo fungica
(CASTRILLON e PURCHIO, 1988b).

A via de contaminagdo de A. flavus em castanha-do-brasil, até o presente momento,
ndo foi definida. Em milho, Mills (1989), descreve duas possiveis rotas de contaminacao:
1) Esporos provenientes de gramineas e solo poderiam participar da contaminacdo; 2)
Insetos e aves poderiam causar danos estruturais nas sementes, e esporos flngicos trazidos
pela dispersdo do ar atmosférico poderiam coloniza-las. Em nossa investigacao,
provavelmente, o solo foi a rota de infeccdo mais importante para castanha-do-brasil; visto
ser A. flavus o segundo fungo mais isolado neste substrato. Além disso, o longo tempo do
ourico em contato com o solo associado as condigdes climaticas da regido também
contribuem para a disperséo e desenvolvimento do fungo.

As analises estatisticas indicaram que a maior permanéncia dos ourigos com o solo

aumenta a predominancia de A. flavus (p= 0,011), alcancando até 43% de possibilidade de
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contaminag¢do por dia. Também demonstrou correlagdo positiva entre a presenca de A.
flavus no ourigo e na casca. (p=0,008).

Nossos resultados alertam para a possibilidade de transferéncia de cepas de A. flavus
aflatoxigénicas do solo para as améndoas de castanha-do-brasil, 0 que poderia resultar em
contaminacgéo por aflatoxinas. De acordo com Horn et al. (2005), a presenca de A. flavus
em amostras de solo, durante a coleta de frutos, sinaliza esse como reservatorio primario do
fungo e a presenca de cepas aflatoxigénicas indicaria possibilidade de contaminacdo pela
toxina (HILL, et al., 1983; TIRADO et al., 2010).

Ap0s a queda dos ouricos no solo, estes podem tornar-se rapidamente contaminados
por especies de Aspergillus (ARRUS et al., 2005b), principalmente se o solo contiver estas
cepas e houver danos estruturais nos ouricos (CASTRILON e PURCHIO, 1988a). Em
condicdes naturais, o ourigo é coletado somente ap06s sua queda, permanecendo no chéo por
tempo indeterminado, sendo este periodo crucial na contaminacdo por espécies de
Aspergillus spp. (ARRUS et al., 2005b). Tais dados vém ao encontro de nossos achados, 0s
quais demonstraram um aumento gradativo do nimero de UFC/g de A. flavus, conforme o
tempo de permanéncia no solo (Tabela 3), sugerindo que o solo possa atuar como a
principal fonte de contaminagéo.

Considerando as amostras coletadas no armazenamento, foi observada diminuigéo
logaritmica do grau de contaminagéo flngica (de 10° a 10* UFC/g), devido ao processo de
secagem das amostras e diminuicdo de Aa das mesmas. Johnsson et al. (2008) concluiram
que a partir de 2 a 3 log de UFC de contaminacao por Aspergillus secdo Flavi, aumenta o
risco de producdo de aflatoxinas (superior a 4 ng/g). Entretanto, 0s autores sugerem que é
necessario tempo de 40 a 90 dias de adaptacdo do fungo nas castanhas-do-brasil, mantidas
as condic¢des 6timas, para que ocorra tal producdo. Além disso, apos eficiente secagem das
castanhas-do-brasil, espera-se que o crescimento flngico cesse, mas conideos e aflatoxinas
ja formados poderam permanecer.

A prevaléncia de A. flavus e Penicillium spp. em castanhas-do-brasil armazenadas,
também foi confirmada por Castrillon e Purchio (1988b), em amostras provenientes de
usinas de beneficiamento, mercados e feiras-livres da regido do Amazonas e S&o Paulo; por
Freire et al. (2000) pesquisando micoflora de castanha-do brasil oriunda de mercados do
municipio de Belém, Pard; Bayman et al. (2002), analisando améndoas adquiridas em
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varejo nos Estados Unidos; e por Pacheco et al. (2010), estudando amostras coletadas do
municipio de Manaus, Amazonia. Pesquisas sugerem invasdo prematura e colonizacdo por
A. flavus em améndoas jovens, provavelmente na fase de pré-coleta (a campo) (FREIRE et
al, 2000; BAYMAN et al. 2002). O embasamento desta afirmacdo consiste na contatacdo
de distribuicdo uniforme e homogénea do fungo nas castanhas-do-brasil e pela observacéo
de améndoas deterioradas no interior de cascas integras.

Além disso, durante o armazenamento, a partir da 1 coleta em cascas e da 4? coleta
em améndoas foram isolados A. parasiticus e A. nhomius, que se mantiveram nas coletas
posteriores e se apresentavam ausentes nos isolados coletados a campo. O grau de
contaminacdo de améndoas de castanha-do-brasil por A. nomius foi descrito mais
recentemente por Olsen et al. (2008), os quais isolaram 22 cepas de A. flavus e 3, de A.
nomius provenientes da companhia italiana V. Besana S.p.a. € por Johnsson et al. (2008),
que realizando trabalho de contamingdo experimental de castanha-do-brasil por A. nomius,
concluiram que estas espécies sdo os maiores produtores de aflatoxinas neste substrato.

No estudo proposto foram constatadas cepas de A. flavus aflatoxigénicas isoladas a
partir de todos os substratos analisados, tanto a campo quanto no armazenamento. Estes
resultados coincidem com os de outros autores, analisando cepas de A. flavus isoladas do
solo, de ourigos e de améndoas (COTY e CARDWELL, 1999; RAZZAGHI-ABYANEH et
al., 2006; ARRUS et al., 2005b; CASTRILLON e PURCHIO, 1988b).

No solo em estudo foram isolados 64% (16/25) de cepas de A. flavus
aflatoxigénicas, enquanto Razzaghi-Abyaneh et al. (2006) isolaram apenas 27% em solos
de campo de milho. Em ourigos, isolamos 76 cepas de A. flavus, destas, 31 (40,8%) foram
produtoras; sendo que pesquisando o mesmo substrato Arrus et al. (2005b) isolaram
somente 5 cepas de A. flavus e 3 (60%), toxigénicas. Ja Castrillébn e Purchio (1988a)
isolaram 18 estirpes de A. flavus e 16 destas (88,8%) com capacidade aflatoxigénica;
enquanto nosso percentual foi de 67,8% (40/59) e 54,9% (72/131), para as améndoas
coletadas a campo e no armazenamento, respectivamente. Estes dados alertam para a
quantidade de cepas aflatoxigénicas presentes no solo e a possivel transferéncia desta para
améndoa de castanha-do-brasil, substrato notadamente favoravel ao desenvolvimento de

aflatoxinas.
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Em relagdo a presenca de micotoxinas nas amostras analisadas, a ndo deteccéo de
aflatoxinas coincide com os achados de alguns autores (ARRUS et al., 2005b; LEONG et
al., 2011; SOUZA e MENEZES, 2004; MARTINS et al., 2012). Arrus et al. (2005a),
isolaram cepas A. flavus toxigénicas em ouri¢os e ndo encontraram aflatoxinas em ourigos
e améndoas de castanha-do-brasil; bem como Leong et al. (2010), que também detectaram
aflatoxinas em 16% de amostras de améndoas variadas, mas ndo constataram micotoxinas
nas castanhas-do-brasil analisadas. Souza e Menezes (2004), analisando améndoas e tortas
de castanha-do-brasil provenientes de cooperativa agro-extrativista do municipio de
Xapuri, Acre; também ndo detectaram aflatoxinas. Mais recentemente, Martins et al.
(2012) ndo encontraram aflatoxinas em lotes de castanha-do-brasil, oriundos do municipio
de Manaus, Amazonas, destinados a exportacéo (safra de 2009).

Outras pesquisas revelaram deteccdo de aflatoxinas em castanha-do-brasil por
diferentes métodos, tais como fluorescéncia direta das améndoas (STEINER et al., 1992),
por CCD (CASTRILLON e PURCHIO, 1988a; FREIRE et al, 2000; CALDAS et al., 2002
e PACHECO et al., 2010), por CLAE (BLESA et al., 2004; MARKLINDER et al., 2005), e
por cromatografia gasosa (MELLO e SCUSSEL, 2007).

Pacheco e Scussel (2007) ao analisarem castanha-do-brasil provenientes do
municipio de Itacoatiara, Amazo6nia detectaram nivel de aflatoxina total entre 2,0 e 11,5
ng/g, utilizando cromatografia liquida acoplada a espectometria de massa com APCI modo
ion positivo. Ja em 2009, Pacheco e Scussel, analisando 0os mesmos substratos em casca e
descascados, comprovaram aflatoxinas com niveis superiores a 4 pg/kg, em apenas 8,7%
dos analisados (14/171).

Pacheco et al. (2010) detectaram aflatoxinas em 9/120 amostras de castanhas-do-
brasil (lotes de 2006 e 2007), provenientes de Manaus, Amazonas, com valores acima de 4
ng/kg e 5 destas amostras com limites superiores a 30 pg/kg.

Em 2011, Vargas et al., pesquisando aflatoxinas em castanhas-do-brasil prontas para
comercializa¢do e suas fragOes, obtidas do Acré e Para, detectaram valores entre 4,55 e
102,63 pg/g de aflatoxinas em 54/130 amostras testadas; e determinaram que as fragdes em
fase de deterioracdo analisadas de castanha, contribuiram significantemente para os altos
valores de aflatoxinas registrados. Além disso, os autores concluiram que as toxinas

estavam distribuidas de forma homogénea em todas as partes das castanhas-do-brasil
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(cascas e améndoas), diferenciando das demais améndoas, cuja distribui¢cdo concentra-se na
porcdo comestivel (améndoa). A explicacdo para a deteccdo de aflatoxinas em cascas pode
ser decorrente da auséncia de boas praticas e bom extrativismo ao longo do complexo
sistema de tranporte e armazenamento presente na regido Amazonica.

Scussel et al. (2011), propuseram a aplicacdo de métodos com atmosfera modificada
(ozbnio, didxido de carbono e absorventes), em embalagens de castanha-do-brasil
armazenadas objetivando avaliar, principalmente, o grau de degradacdo de aflatoxinas, o
controle fungico e estabilidade de lipides da améndoa. Dos tratamentos testados, Unico que
promoveu a degradacgdo de aflatoxinas, além de estabilidade ou inibigdo de crescimento de
microrganismos foi a aplicagdo de ozonio.

A auséncia de aflatoxinas em nossas amostras pode ser atribuida as boas préaticas
aplicadas na producdo das améndoas de castanha-do-brasil, como sele¢do das améndoas e
secagem prévia ao armazenamento. A extracdo das cascas e triagem das améndoas
visivelmente deterioradas por fungos também deve ter contribuido para a ndo deteccgdo de
aflatoxinas (AOAC, 2005). Ja o processo de secagem teve por finalidade diminuir a Aa da
amostras (BITANCOURT, 1949; AYERST e BUDD, 1960), e se mostrou eficaz no
controle da producéo de fungos e aflatoxinas (PACHECO e SCUSSEL, 2007; VARGAS et
al., 2011). Os niveis de Aa registrados em nossas amostras a campo (0,91 a 0,99) e
armazenamento (0,52 a 0,79), justificam a predominancia de cepas de Aspergillus secéo
Flavi, principalmente em améndoas e também explicam a auséncia de aflatoxinas. De
acordo com Kozakiewicz e Smith (1994) Aa minima e étima para crescimento de A. flavus
€ 0,71 e 0,98, respectivamente, e para producdo de aflatoxinas a Aa minima é de 0,82. Em
relacdo a castanha-do-brasil, estudos realizados por Arrus et al. (2005a) mostraram que Aa
Otima para crescimento e minima para a producdo de aflatoxinas foi de 0,91 e 0,68,
respectivamente. Em nossa pesquisa a campo, apesar dos niveis de umidade poderem
favorecer a producdo de aflatoxinas, o reduzido tempo de permanéncia do fungo nos
substratos (apenas 15 dias), provavelmente, ndo permitiu a adaptacdo necessaria para a
producdo de aflatoxinas pelas cepas. Segundo Bennett et al. (1979), a producdo de
aflatoxinas ocorre ap6s a fase exponencial de crescimento (idiofase). Ja nas amostras
armazenadas, entretanto, a producdo de aflatoxinas pode ter sido comprometida pela baixa
atividade de agua, que ndo alcancou 0,80.
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Além disso, outros fatores podem estar envolvidos na auséncia de deteccdo das
aflatoxinas, em amostras naturais tais como: 1) antagonismo por competi¢do por diversas
cepas fangicas e outros microrganismos, 2) diferentes doses infectantes capazes de iniciar o
processo de producdo toxigénica; 3) concentracdo irregular da toxina no lote ou 4)
combinacéo destes fatores (JOHNSSON et al., 2008).

A temperatura e precipitacdo pluvial média foram praticamente constantes durante o
periodo experimental, porém, os valores de umidade relativa do ar mostraram variacao
significativa (Tabela 5). De acordo com Arrus et al. (2005a) e Pacheco e Scussel (2009) as
variaveis abioticas que mais podem influenciar na producdo de aflatoxinas, sdo a umidade
relativa do ar e a temperatura. A temperatura média no local do estudo de 27 °C pode ter
contribuido para desenvolvimento de cepas de Aspergillus secdo Flavi (LACEY et al.,
1991; ARRUS et. al, 2005% PACHECO e SCUSSEL, 2009). Os valores elevados de
umidade relativa do ar da regido de estudo, refletiram em aumento gradativo da atividade
de &gua das amostras armazenadas (Tabela 5); entretanto ambos os fatores foram
insuficientes para garantir as condicfes minimas capazes de permitir a producdo de
aflatoxinas neste substrato.

A néo deteccdo de ACP em amostras de castanha-do-brasil em nossa investigacao
concorda com Gongcalez, et al. (2008b), que utilizando cascas de amendoim, obtidas do
municipio de Junqueiropolis, Sdo Paulo, ndo revelaram a presenca de ACP em niveis
detectaveis por CLAE. Também ndo encontraram esta toxina, Moldes-Anaya et al. (2009),
pesquisando 44 amostras de ragdo de frango por CLAE acoplado a espectometria de massa
e Hayashi e Yoshizawa (2005), analisando amostras de arroz, provenientes da Tailandia por
CLAE.

Todavia, estudos confirmam a presenca de ACP em todo processo de maturagdo do
amendoim a campo (GONCALEZ et al., 2008b e ZORZETE et al., 2011), em milho e
amendoim comercializados (URANO et al., 1992b), em tomates e seus subprodutos
(MOTTA e SOARES, 2000). Além disso, a co-ocorréncia de aflatoxinas e ACP tem sido
relatada por alguns autores (VAAMONDE et al., 2006; GONCALEZ et al., 2008a;
ZORZETE et al., 2011), o que acarretaria em associacdo das micotoxinas e aumentro da

sua toxicidade.
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De acordo com Vaamonde et al., (2006), as condi¢Bes Otimas experimentais para a
producdo de ACP sdo: Aa de 0,94; temperatura de 25 °C e tempo de incubagédo superior a
28 dias. Considerando os resultados obtidos a campo, apesar dos valores de Aa (0,99 a
0,89) otimo para a producdo de ACP, o tempo de incubacdo minimo pra permitir a
producdo de ACP ndo foi atingido (15 dias). J4 em amostras armazenadas, o tempo de
armazenamento (11 meses) e a temperatura média nos periodos analisados (em torno de 27
°C), poderiam favorecer a producdo de ACP, mas os valores de Aa em castanha-do-brasil
ndo alcancaram 0,80; impedindo tal producdo. Assim, estes dados justificam a auséncia de
amostras positivas para esta toxina em nossa investigagéo.

E importante ressaltar que relatos envolvendo deteccdo de ACP em castanhas-do-
brasil sdo ausentes na literatura cientifica atual, destacando o pioneirismo do presente
estudo.

O Se foi quantificado em todas as amostras de castanha-do-brasil analisadas, e os
niveis deste micronutriente (30,64 a 139,35 pg/g) vem ao encontro de outros trabalhos
cientificos em castanha-do-brasil, que estabeleceram concentracdes de Se variando de 0,2 e
253 pg/g (BARCLAY et al., 1995; KANNAMKUMARATH et al., 2002; DUMONT, et
al., 2006; PACHECO e SCUSSEL, 2007; YANG, 2009; MARTINS et al., 2012).

Devido a ndo deteccdo de aflatoxinas no presente estudo, ndo foi possivel
estabelecer relacdo entre a toxina e selénio. Parece haver correlacdo positiva entre niveis de
selénio e producdo de aflatoxinas. Altos niveis de selénio podem causar estresse oxidativo
em cepas de fungos, ativando assim, o mecanismo de produgdo de metabolitos secundarios.
Dependendo dos niveis, o selénio poderia induzir cepas aflatoxigénicas de Aspergillus
secdo Flavi a produzir aflatoxinas, o que acarretaria em contaminacdo de castanhas-do-
brasil, enquanto esporos e condi¢bes 6timas estiverem presentes (PACHECO e SCUSSEL,
2007).

Améndoas de castanha-do-brasil concentram Se, principalmente na pelicula que
envolve a améndoa (SOUZA e MENEZES, 2004), provavelmente, pela similiridade
quimica deste elemento com enxofre, um nutriente essencial na confeccdo proteica de
sementes (CLAY e CLEMENTE, 1993). A composi¢do quimica do solo dos castanhais é
de grande importancia, uma vez que a quantidade de Se presentes nas améndoas &

altamente dependente da quantidade de Se presente no solo (DUMONT et al., 2006). O
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enxofre é frequentemente deficiente em solos da regido Amazénica, especialmente apds
décadas ou séculos de exploracdo dos castanhais. Entretanto, a regido da Amazonia
oriental, que inclui o municipio de Itacoatiara, possui destacada quantidade de Se no solo
quando comparada a regido da Amazonia ocidental, com concentragGes em torno de 9,4 a
8,1 mg/kg (PACHECO e SCUSSEL, 2007), propiciando altos valores de Se em castanhas-
do-brasil desta regiéo.

O presente estudo evidenciou a suscetibilidade de castanha-do-brasil a colonizacéao
por A. flavus, especialmente em etapas precoces na fase de coleta a campo; e sua
perpetuacdo durante armazenamento, associado a cepas toxigénicas de A. nomius e A.
parasiticus. Além disso, os resultados mostraram que durante este periodo, a atividade de
agua do substrato exerceu papel determinante para o desenvolvimento fungico e
consequentemente, demonstrou um risco potencial para producéo de aflatoxinas. A elevada
porcentagem de cepas aflatoxigénicas indica que boas praticas de manejo podem prevenir a

ocorréncia de aflatoxinas em castanhas-do-brasil.



7 CONCLUSOES
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Dentro dos objetivos propostos e das condic¢Oes de realizagéo do presente estudo, as
conclusdes obtidas foram:

O presente estudo evidenciou a suscetibilidade de castanha-do-brasil a colonizagao por A.

flavus, especialmente em etapas precoces na fase de coleta a campo;

e O solo foi apontado como possivel via de contaminacdo fangica de améndoas de

castanha-do-brasil;

e A atividade de &gua do substrato exerceu papel importante para o crescimento fangico e

conseqiientemente, demonstrou um risco potencial para producéo de aflatoxinas;

e A umidade relativa do ar elevada, contribuiu para o aumento progressivo da Aa nas
castanhas-do-brasil (Aa até 0,79), mas ndo foi suficiente para permitir a producdo de

toxinas;

e O aumento progressivo do tempo de contato de ouri¢cos de castanha-do-brasil com o

solo foi acompanhado da maior contaminacao por A. flavus;

e A contaminacdo por A. nomius e A. parasiticus ocorreu durante periodo em que as

amostras permaneceram armazenadas;

e A prevaléncia significativa de A. flavus nas amostras de castanha-do-brasil coletadas
a campo, sinaliza este substrato como sendo de alto risco de contaminagéo pelo

fungo;

e A ndo deteccdo de aflatoxinas e &cido ciclopiazdnico nas amostras pode ser
atribuida a baixa atividade de dgua das amostras, resultado do processo de secagem
durante o armazenamento. Este fato demonstra que a secagem do produto pode

contribuir para o controle de aflatoxinas;
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e A elevada porcentagem de cepas aflatoxigénicas de Aspergillus secao Flavi, aliada a altos
niveis de producdo de aflatoxinas indicam que boas préaticas de manejo podem prevenir a
ocorréncia de aflatoxinas em castanhas-do-brasil,

e Os métodos para deteccdo de aflatoxinas e acido ciclopiazdnico em castanha-do-
brasil (améndoa, casca e ourigo) encontram-se validados e vidveis para analises
nestes substratos.
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