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RESUMO 

 

 

REIS, T. A. Micobiota e ocorrência de micotoxinas em amostras de castanha-do-

Brasil provenientes de diferentes Estados brasileiros. 2013. 216 f. Tese (Doutorado 

em Microbiologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 

Paulo, 2013. 

 

A castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa) é o mais importante produto florestal não 

madeireiro extraído da Amazônia comercializado nos mercados interno e externo. 

Trata-se de uma mercadoria de elevado valor econômico e nutricional, com 

características de produção peculiares muito complexas e de difícil controle. Desde a 

floresta, suas sementes são suscetíveis à contaminação por fungos, particularmente os 

micotoxigênicos e seus metabólitos. Neste contexto, torna-se imprescindível determinar 

a micobiota e a presença de micotoxinas em castanhas-do-Brasil provenientes dos 

estados pertencentes à região Amazônica do Brasil, os principais produtores. O objetivo 

deste estudo foi avaliar a presença de fungos e micotoxinas (aflatoxinas e ácido 

ciclopiazônico) em amostras de castanha-do-Brasil coletadas em diferentes estados: 

Acre, Amazonas, Amapá e Pará. Um total de 200 amostras de casca e 200 amostras de 

amêndoa foram semeadas em ágar Aspergillus flavus-parasiticus para pesquisa da 

micobiota. As micotoxinas foram analisadas tanto nas amêndoas quando nas cascas por 

cromatografia líquida de alta eficiência. A morfológica clássica e a análise molecular 

revelaram a presença dos seguintes fungos, em ordem decrescente de frequência: 

amêndoas - Phialemonium spp. (54%), Penicillium spp. (16%), Fusarium spp. (13%), 

Phaeoacremonium spp. (11%), e Aspergillus spp. (4%), cascas - Phialemonium spp. 

(62%), Phaeoacremonium spp. (11%), Penicillium spp. (10%), Fusarium spp. (9%), e 

Aspergillus spp. Aflatoxinas foram detectadas em 22 (11%) das 200 amostras de 

amêndoa, sendo que 13 (59,1%) amostras apresentaram níveis de aflatoxina B1acima de 

15 µg/kg, limite estabelecido pela Comissão Europeia e pela ANVISA. Dezenove 

(9,5%) das amostras de casca continham aflatoxinas, porém, em menores níveis do que 

os encontrados nas amêndoas. Ácido ciclopiazônico foi detectado em 44 (22%) das 

amostras do produto, com níveis entre 98,65 e 161,2 µg/kg. Assim, boas práticas no 

manejo da castanha-do-Brasil na coleta, durante o beneficiamento, até o armazenamento 

e comercialização são necessárias para garantir a qualidade do produto.  

 

 

Palavras-chave: Micoflora. Aspergillus. Fungo. Castanha-do-Brasil, Aflatoxinas. Ácido 

ciclopiazônico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

 

REIS, T. A. Mycobiota and mycotoxins in Brazil nut samples from different 

Brazilian states. 2013. 216 p. Ph. D. thesis (Microbiology) -Instituto de Ciências 

Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2013. 

 

Brazil nut (Bertholletia excelsa) is the most important non-timber forest products 

extracted Amazon and marketed in national and international markets. It is a product of 

high nutritional and economic value, with production characteristics peculiar very 

complex and difficult to control. Since the forest, the seeds are susceptible to fungal 

contamination, particularly mycotoxigenic fungi and their metabolites. In this context, it 

is essential to determine the mycobiota and mycotoxins in Brazil nuts from the states 

belonging to the Amazon region of Brazil, the main producers. The aim of this study was 

to evaluate the presence of fungi and mycotoxins (aflatoxins and cyclopiazonic acid) in 

Brazil nut samples collected in different states: Acre, Amazonas, Amapá and Pará. A 

total of 200 of husk samples and 200 of almond samples were plated on agar Aspergillus 

flavus - parasiticus for mycobiota determination. Mycotoxins were analyzed in both 

almonds and husks by high performance liquid chromatography. The classical 

morphological and molecular analysis revealed the presence of the following fungi, in 

decreasing order of frequency: almonds - Phialemonium spp. (54%), Penicillium spp. 

(16%) , Fusarium spp. (13%), Phaeoacremonium spp. (11%) and Aspergillus spp. (4%) , 

husks - Phialemonium spp. (62%), Phaeoacremonium spp. (11%), Penicillium spp. 

(10%), Fusarium spp. (9%), and Aspergillus spp. Aflatoxins were detected in 22 (11 %) 

of 200 almond samples, and 13 (59.1%) of the samples contained aflatoxin B1 levels 

above 15 µg/kg, the limit established by the European Commission and ANVISA. 

Nineteen (9.5%) of husk samples contained aflatoxin, but at lower levels than those 

found in almonds. Cyclopiazonic acid was detected in 44 (22%) of almond samples, with 

levels between 98.65 and 161.2 µg/kg. So, good practice in the management of Brazil 

nut in collecting, processing, storage and marketing are necessary to ensure the quality of 

the product. 

 

 

Keywords: Mycoflora. Aspergillus. Fungo. Brazil nut. Aflatoxins. Cyclopiazonic acid. 
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Este trabalho de doutorado nasceu da ideia de se estudar a diversidade da micobiota 

em amostras de castanha-do-Brasil. Com essa finalidade, quatro estados brasileiros foram 

escolhidos pela importância econômica no que se refere à comercialização desse valioso 

produto. Sob orientação do professor Dr. Benedito Corrêa, o experimento foi delineado e um 

projeto foi escrito e encaminhado ao CNPq e,quando aprovado, iniciaram-se os trabalhos. 

Para mim foi um grande privilégio participar desta pesquisa como aluna de doutorado e mais 

ainda sendo orientada pelo professor Benedito, que é uma pessoa que sempre admirei, sendo 

para mim um exemplo de pessoa, professor e pesquisador. Meu desejo de trabalhar com 

pesquisa iniciou quando, após um estágio no Laboratório de Micotoxinas em Pirassununga, 

SP,em 1996, fui aceita como aluna de iniciação científica do CNPq, sob orientação do 

professor Dr. Carlos Augusto Fernandes de Oliveira, que me apresentou o mundo da pesquisa 

científica. Foram duas iniciações científicas pesquisando efeitos das aflatoxinas em aves e 

resíduos em ovos. Foi uma época repleta de desafios, mas muito compensadora,pois aprendi 

muito com um professor admirável que me passou seus conhecimentos sobre os pilares da 

organização, método e disciplina. Após esses inesquecíveis anos, iniciei o estágio obrigatório 

no Instituto Adolfo Lutz, onde fui recebida pela pesquisadora e professora Dra. Myrna Sabino 

que concordou em ser minha supervisora. Já graduada, continuei frequentando seu laboratório 

como estagiária voluntária e, depois, aluna da Fundap. Foi um período extremamente 

enriquecedor e gratificante, pois trabalhar com a Dra. Myrna foi conhecer mais do que uma 

excelente pesquisadora, um ser humano incrível. Em meados de 2000, foi publicada no edital 

de concursos a abertura de uma vaga de especialista para o Laboratório de Micotoxinas do 

Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo. Candidatei-me à vaga. Fiz 

prova e entrevista com os professores Benedito Corrêa, Jorge Timenetsky e Manoel dos 

Santos. Após algumas semanas, saiu o resultado e fui aprovada. A partir do dia 7 de agosto de 

2000, iniciei minhas atividades como Especialista em Laboratório, sob a chefia imediata do 

prestigiado professor Benedito. Desde então, tenho o prazer de trabalhar com o que mais amo: 

ensino e pesquisa.Em 2009, após conversar com os professores Benedito e Carlos Taborda, e 

me comprometer a manter a qualidade do trabalho prestado, ingressei no programa de pós-

graduação do Departamento de Microbiologia e iniciei um grande empreendimento que está 

apresentado na forma desta tese. Meu agradecimento especial a todos que participaram dessa 

história e contribuíram para que esse objetivo fosse alcançado. 
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2.1 Castanha-do-Brasil 

 

 

A Bertholletia excelsa foi originalmente descrita, em 1807, por Humboldt e Bonpland. 

No entanto, foi Poiteau, em 1825, o primeiro a dar à Lecythidaceae o status de família, 

removendo os gêneros Bertholletia, Couratari, Couroupita e Gustavia da família Myrtaceae, 

em que eram tradicionalmente classificados (MORI; PRANCE, 1990). A castanheira do 

Brasil representa a única espécie do gênero Bertholletia, embora exista uma considerável 

variação no tamanho, forma e número de sementes por fruto (MORI; PRANCE, 1990). 

A castanheira é uma espécie arbórea de grande porte, cujo caule, de casca escura, é 

liso e desprovido de ramos até a fronde. É uma espécie típica da floresta amazônica, 

ocorrendo naturalmente em florestas de terra-firme nos Estados do Pará, Maranhão, 

Amazonas, Acre, Rondônia e ao norte do Mato Grosso. Ocorre ainda nas florestas limítrofes 

com o Suriname, Peru, Bolívia, Guiana Francesa e Venezuela (LOUREIRO et al., 1979). As 

árvores frondosas (Figura 1) chegam a 50 metros de altura e 2 metros de diâmetro no tronco 

(CLAY; CLEMENT, 1993). Podem viver mais de 500 anos e, frequentemente, chegam a 

viver 1.000 (MAGNANINI; MAGNANINI, 2003) ou 1.600 anos (TAITSON, 2007). 

As flores são grandes e alvas. Seus frutos, descritos por Serrano (2005) como pixídios 

imperfeitos, são denominados vulgarmente de ouriços e podem conter de 12 a 25 sementes 

cada (Figura 2). 

A castanha-do-Brasil recebe diversos nomes: castanha-do-Pará, castanha-do-

Maranhão, amendoeira-da-américa, porém a classificação dada pelo Ministério da Agricultura 

é castanha-do-Brasil. Brazil nut é a denominação para o mercado internacional.  
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Figura 1 – Castanheira 
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Figura 2 – Castanha-do-Brasil: ouriço, semente e amêndoa 

 

 

  

 

 

 

 

 

As castanheiras são encontradas em grandes conjuntos (os castanhais) que florescem 

entre outubro a dezembro, começam a frutificar aos oito anos, porém, somente aos doze 

atingem a produção normal de até 5000 kg/árvore/ano de fruto (COGELS, 1972).A época de 

colheita é de janeiro a março (estação chuvosa), estendendo-se por 6 meses (SOARES; 

REALE, 1976). O tempo que decorre entre o início do desenvolvimento dos frutos e a 

maturação é de mais de 12 meses (SCHREIBER, 1950). 

Para assegurar a produção, a castanheira depende da atividade de agentes 

polinizadores, selecionados pela morfologia da flor, capazes de abaixar a lígula para ter 

acesso ao néctar e ao pólen oferecidos pelas flores da castanheira (MORITZ, 1984). Os 

principais polinizadores são abelhas médias e grandes, principalmente as espécies Xylocopa 

frontalis, Xylocopa aurulenta, Epicharis rustica, Epicaris affinis, Centris similis, Eulaema 

nigrita, Eulaema cingulata, Bombus brevivillus e Bombus transversalis (MAUÉS, 2002). A 

disseminação das sementes é realizada por roedores, principalmente a cutia, sendo que 

algumas sementes são consumidas imediatamente, enquanto outras são armazenadas para 

posterior consumo ou abandonadas em outras áreas, onde germinam. Segundo Peres e Baider 

(1997), as sementes são dispersas a até 25 metros da árvore adulta e são enterradas 

individualmente a uma profundidade de 1 a 3 cm. 

A semente apresenta rendimento médio de tegumento (casca) entre 48 a 57% e 

amêndoa, entre 43 a 52%. A amêndoa é composta por cerca de 60% de óleo, 14% de 

proteínas, 3,5% de fibras e 3,3% de cinzas. A torta, obtida após a extração do óleo, apresenta 

acima de 40% de proteína e contém todos os aminoácidos essenciais, possuindo, em média, 

59 µg de selênio por amêndoa. As amêndoas de castanha-do-Brasil são consideradas uma 

excelente fonte nutritiva devido à alta concentração de proteínas, carboidratos, gorduras 

insaturadas, vitaminas e minerais essenciais (USDA, 2013). 

 

Semente 

 

Ouriço 
Amêndoa 
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O ouriço, após a retirada das sementes, pode ser usado na confecção de peças de 

artesanato (Figura 3) ou como combustível. A madeira da árvore, apesar de ser muito boa para 

forros, paredes e soalhos, tem sua utilização é proibida por lei ambiental que impede sua 

comercialização(Decreto n° 1282, de 19/10/1994) e, além disso, seus frutos possuem maior 

valor comercial do que sua madeira.  

 

Figura 3 – Vitrina de loja no Pará com embalagens com amêndoas e 

azeite de castanha e peças de artesanato feitas com ouriço e 

sementes de castanha-do-Brasil: porta-jóias, objetos de 

decoração e chaveiros 

 

 

  

2.2 Propriedades nutricionais 

 

A castanha-do-Brasil é altamente energética, contém quantidade expressiva de ácidos 

graxos poliinsaturados e proteína de boa qualidade biológica, além de fonte reconhecida de 

selênio, cálcio, fósforo, magnésio e vitaminas do complexo B (CARDARELLI; OLIVEIRA, 

2000; SOUZA; MENEZES, 2004). O Quadro 1 mostra a composição da castanha-do-Brasil 

por 100g de parte comestível - cada amêndoa tem cerca de 5 g. A castanha-do-Brasil é 

considerada uma boa fonte nutricional no enriquecimento e produção de alimentos como 

forma alternativa para alimentação da população local, em função da disponibilidade regional 

(CARDARELLI; OLIVEIRA, 2000; GLÓRIA; REGITANO-D'ARCE, 2000). 
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Quadro 1 – Composição média da castanha-do-Brasil 

por 100g de parte comestível 

 

Umidade  3,5% 

Energia 643 kCal 

Proteína 14,5g 

Lipídeos 63,5g 

Carboidrato 15,1g 

Fibra alimentar 7,9g 

Cinzas 3,4g 

Cálcio 146mg 

Magnésio 365 mg 

Ácidos graxos saturados 15,3g 

Ácidos graxos monoinsaturados 27,4 g 

Ácidos graxos poli-insaturados 21,0g 

        Fonte: TACO, 2011 

 

A castanha-do-Brasil é mais rica em selênio (Se) do que outras nozes. Vários autores 

(ANDRADE et al., 1999; BARCLAY, 1995; BOWEN, 1966; VONDERHEIDE et al., 2002) 

e o USDA (2013) reportam a castanha-do-Brasil como o alimento mais rico nesse mineral. O 

Se está envolvido no metabolismo da tireóide, tendo um importante papel como antioxidante. 

A prevenção de câncer é apontada como sua mais marcante característica, sendo o Se 

utilizado como quimiopreventivo, reduzindo a morbidade e mortalidade por câncer em 

indivíduos suplementados por esse elemento. A literatura médica mostra que baixos níveis de 

Se, encontrado no plasma, não causam câncer, porém sua diminuição, aparentemente, 

aumenta à susceptibilidade ao desenvolvimento de neoplasias dada a exposição a um 

carcinógeno (CLARK, 1985), ou reduz a habilidade do organismo em resistir ao estresse dos 

causadores de cânceres (CHU et al., 1984; YU et al., 1985). Baum et al. (1997) demonstraram 

que a deficiência em Se foi profundamente associada à diminuição da sobrevida de pacientes 

portadores de HIV-1. Dessa forma, o consumo de castanha-do-Brasil tem sido relacionado 

com atividades antienvelhecimento e recomendado a atletas, idosos, crianças e pessoas que 

buscam uma vida saudável (COUTINHO et al., 2002). 

A dose de Se permitida é de 55 µg por dia, para pessoas a partir dos 14 anos de idade, 

sendo o limite de ingestão tolerável diária de 400 µg (IOM, 2000). Em altas doses o Se é 

tóxico. Em 1961, em uma província chinesa de 248 habitantes, 82,5% ficaram severamente 

afetados e 50% vieram a óbito, depois de uma intoxicação endêmica por Se no solo da região, 

o qual foi absorvido pelos vegetais que foram consumidos pelas pessoas. Estudos revelaram 

que a quantidade média de Se consumida por habitante foi de 5000 µg (YANG et al., 1983). 
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Dentre os sintomas de intoxicação por selênio estão queda de cabelos e unhas, descoloração 

da pele, perdas dentárias, hiperreflexia de tendões, torpor, hemiplegia, convulsões e paralisias 

(YANG et al., 1983).  

 

2.3 Importância socioeconômica 

  

Na Amazônia, grande parte da população depende do extrativismo e comercialização 

dos produtos da mata para conseguir seu próprio sustento. Porém, a opulência da floresta 

contrasta com a pobreza dessa população, que vive em situação de extrema penúria.  

O povoamento da região se intensificou no final do século XIX, devido à migração de 

nordestinos que fugiam da seca e buscavam a Amazônia para trabalhar como seringalistas. 

Com o fim do ciclo da borracha, muitos trabalhadores continuaram na região e passaram a 

tirar seu sustento dos castanhais. 

No século XX, a partir da década de 70, instalaram-se na Amazônia megaprojetos, 

sendo o maior exemplo o Projeto Jari, iniciado em 1967, quando um empresário norte-

americano comprou 1,6 milhões de hectares dos Estados do Pará e Amapá, com a finalidade 

de implementar a criação extensiva de búfalos e produção de celulose. Além do imenso 

impacto gerado na estrutura da região, houve grandes danos ambientais com a derrubada da 

floresta nativa e o plantio de eucaliptos. 

 Muitas vezes, a figura do atravessador empenha um importante papel para sustentar 

essa condição de miséria das famílias e dos trabalhadores que vivem coleta da castanha-do-

Brasil. O processo inicia quando o atravessador fornece aos castanheiros mantimentos e 

utensílios para realização do seu trabalho. Depois, esse mesmo atravessador compra a 

produção a preços ínfimos e, cobra muito caro pelas mercadorias que fornece. Com isso, o 

extrativista entra num círculo vicioso de dívidas, gerando uma espécie de “escravidão” 

(NELSON; FUJIWARA, 2002). 

 A fim de romper esse ciclo de dependência, tem sido criada uma nova lógica de 

produção na região Amazônica, que visa ofertar infraestrutura para que o castanheiro agregue 

valor ao seu produto: as cooperativas. 

 O elemento fundamental dessas cooperativas é a garantia de um suporte aos 

castanheiros. Os castanheiros vendem seus produtos para cooperativa que tratam do 

beneficiamento da castanha, produzem derivados (biscoitos, farinha, óleo) e vendem seus 

produtos e promovem junto aos trabalhadores uma justa distribuição dos excedentes 

(NELSON; FUJIWARA, 2002). 
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2.4 Aspectos produtivos da castanha-do-Brasil 

 

A produção e extração de castanhas-do-Brasil ocorrem somente no bioma amazônico 

(FREITAS-SILVA; VENANCIO, 2011). A região da Amazônia brasileira é dividida em 

regiões leste e oeste. A região oeste compreende parte do Amazonas (começando em Manaus 

em direção ao oeste), o Acre e o Amapá. A região leste é composta pelos estados do Pará, 

Amapá, parte do norte do Maranhão e a parte leste do Amazonas (começando em Manaus 

para direção leste) (Lei nº 1.806 de 06.01.1953). 

Segundo Tonini (2007), as florestas com castanheiras cobrem uma superfície de 

aproximadamente 325 milhões de hectares na Amazônia, com a maior parte distribuída entre 

o Brasil (300 milhões), a Bolívia (10 milhões) e o Peru (2,5 milhões).  

Por séculos, o Brasil dominou o mercado, de tal modo que o produto ainda tem o 

nome do país. Em 2010, 77% de toda castanha-do-Brasil consumida no mundo foi processada 

e exportada pela Bolívia (FAO, 2013), um país com muito menos recursos e menor 

capacidade econômica que seu vizinho a leste (COSLOVSKY, 2014). 

A história da indústria da castanha-do-Brasil pode ser dividida em três fases. A 

primeira fase estende-se desde os tempos coloniais até o início dos anos 1970, nesse período o 

Brasil manteve o monopólio de processamento e exportação da castanha-do-Brasil 

(HOMMA; MENEZES, 2008). A segunda fase vai desde início dos anos 1970 até a década de 

1990, período no qual as indústrias brasileira e boliviana seguiram trajetórias opostas. No 

Brasil, o governo federal adotou uma série de políticas que provocaram o desmatamento nas 

regiões altamente produtoras de castanha-do-Brasil. Essas políticas incluíram construção de 

projetos de infraestrutura, como estradas, barragens, operações de mineração, a concessão de 

crédito subsidiado para a pecuária e desapropriação de terras para reforma agrária (BUNKER, 

1982; BUNKER et al., 2002; EMMI, 1988). Por conta dessas intervenções, em meados da 

década de 1980, a área antigamente conhecida como "o polígono dos castanhais" pela riqueza 

de seus bosques havia se tornado "o cemitério dos castanhais" com inúmeros troncos 

carbonizados cobrindo a paisagem (HOMMA, 2004). Por outro lado, na Bolívia, as condições 

de negócios evoluíram de forma bastante diferente. Em 1985, o governo boliviano embarcou 

em um ambicioso programa de reformas econômicas com a estatal Empresa Nacional de la 

Castaña (ENACA), uma empresa de processamento de castanha-do-Brasil (ASSIES, 1997; 

FUNDES, 2003).Com o encerramento das atividades da ENACA, alguns de seus ex-

funcionários usaram o conhecimento adquirido e iniciaram a comercialização da castanha. 

Devido a esse panorama, em 1998, a Bolívia contava com cerca de 20 processadores e 
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exportadores de castanha-do-Brasil (ASSIES, 1997; FUNDES, 2003; KAIMOWITZ; 

BOJANIC, 1998). A participação da Bolívia nos mercados dos EUA e da União Europeia era 

de 43,8%, aproximadamente igual à referida participação do Brasil (Comissão Europeia, 

2013; FAO, 2013). Após esse período, iniciou-se a terceira fase de produção, quando 

autoridades europeias impuseram rígidos padrões sanitários sobre uma gama de produtos 

alimentares importados, incluindo níveis máximos de tolerância permitidos de aflatoxinas em 

castanhas-do-Brasil. Nesse momento, os produtores brasileiros sofreram consideráveis perdas, 

mas seus concorrentes bolivianos foram capazes de realizar melhorias necessárias para o 

sucesso competitivo (COSLOVSKY, 2014). 

Com a falta de investimento do governo brasileiro para reverter essa problemática, 

testes para pesquisa de aflatoxinas demoravam muito tempo para serem realizados e não eram 

conduzidos de acordo com os padrões internacionais. Além disso, constatou-se falha de 

comunicação entre as autoridades aduaneiras e sanitárias, que não checaram a saída de 

embarcação com lote de castanha-do-Brasil contendo aflatoxinas acima dos limites toleráveis 

pela União Europeia. A partir desse fato, a importação de castanhas provenientes do Brasil 

começou a ser paulatinamente rejeitada e, em julho de 2003, esse produto foi considerado de 

baixa qualidade o que levou ao reforço das exigências de castanhas brasileiras (Decisão da 

Comissão 2004/493/CE). Somente em maio de 2004, através do Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento, o Brasil reconquistou a licença para exportar castanhas-do-Brasil 

para União Europeia, entretanto, essa situação maculou a imagem do mercado brasileiro. 

Atualmente, o extrativismo de castanha no Brasil se caracteriza pela alta concentração 

de produção em alguns Estados, sendo que o Acre, o Amazonas e o Pará detentores de 80,7% 

da produção, os demais Estados (Amapá, Mato Grosso, Rondônia e Roraima) totalizam os 

19,3% restantes (TONINI, 2007). 

A castanha é um dos produtos não madeireiros mais importantes da economia florestal 

da Amazônia, após a decadência da borracha. Trata-se da única semente comercializada 

internacionalmente, cuja coleta é feita com exclusividade em áreas de florestas naturais 

(CLAY, 1997). Segundo o IBGE (2010), a castanha é o segundo produto florestal não 

madeireiro em termos comerciais na região norte do Brasil (Quadro 2), perdendo somente 

para o fruto de açaí (Euterpe oleracea).  
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Quadro 2 - Quantidade extraída e valor em reais da castanha-do-Brasil no 

ano de 2011 

 

 Quantidade (toneladas) Valor (x 1000 R$) 

Brasil 42.152 69.404 

Norte 39.917 65.159 

Acre 14.035 19.329 

Amazonas 14.661 25.531 

Amapá 401 375 

Pará 7.192 12.574 

Rondônia 3.523 7.282 

Roraima 105 68 

   

Centro-oeste 2.234 4.245 

Mato Grosso 2.234 4.245 

Fonte: IBGE, 2011 

 

Na última avaliação, a produção brasileira tem mantido, desde 2000, cerca de 30 mil 

toneladas/ano. A possível contaminação por micotoxinas, que diminui a qualidade do produto, 

pode ser um fator de desestímulo para a comercialização do mesmo (Figura 4).  

 

Figura 4 - Evolução da produção de castanha-do-Brasil de 1990 a 2007

 

         Fonte: IBGE, 2009.  

  

No que se refere à comercialização da castanha-do-Brasil, a produção brasileira 

obedece dois fluxos: consumo interno e exportação (Figura 5). Essa relação tem-se alterado 

na proporção de 25 a 30% para a exportação, e 70 a 75% para o consumo interno. No caso das 
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exportações, pode-se destacar, como principal destino a Bolívia, com o produto “in natura”, 

seguido dos Estados Unidos (CONAB, 2012). 

Nos quatro primeiros meses de 2012, o volume total das exportações de castanha-do-

Brasil atingiu 4.940 toneladas, gerando uma receita de US$ 6,5 milhões, valor 65,6% superior 

ao observado no mesmo período de 2011. A elevação na receita com a exportação do produto 

é reflexo de uma melhora nos preços internacionais, principalmente dos compradores 

europeus e norte-americanos, pois são os que melhor remuneram o produto (CONAB, 2012). 

 
Figura 5 - Movimentação da produção, do consumo interno e da exportação da castanha-do-

Brasil de 2001 a 2011 

 

 

Fonte: IBGE, 2009 

 

Atualmente, o Brasil é o segundo país exportador de castanha-do-Brasil. Desde a 

década de 1990, a Bolívia é o principal produtor mundial de castanha (BOJANIC, 2001), 

sendo atualmente o primeiro produto florestal exportado em importância econômica desse 

país. A Bolívia domina o mercado da castanha-do-Brasil tanto em exportação, quanto 

qualidade sanitária e tecnologia empregada, além de ter valor agregado, pois 97% do 

faturamento da indústria da castanha boliviana provêm da castanha processada, enquanto 

somente 45% do faturamento brasileiro advem desse produto (COSLOVSKY, 2005). 

Além da importância do comércio externo, a comercialização da castanha dentro do 

país é uma importante fonte de renda para milhares de agricultores, seringueiros e povos 

indígenas que vivem na Amazônia.  

As ações governamentais de apoio à produção extrativista têm gerado resultados muito 

positivos, uma vez que a organização dos núcleos em cooperativas e organizações de classe 

          Produção (t)                              Consumo interno (t)                          Exportação (t) 
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tem dado maior poder de negociação. Essas ações fizeram com que o preço médio pago aos 

produtores se elevasse nos últimos onze anos, praticamente em 460%, passando de uma média 

de R$0,35/kg em 2000, para os atuais R$ 2,05/kg em 2012 (CONAB, 2012). 

Um ponto de destaque da comercialização desse produto é a grande sazonalidade dos 

preços em que são comercializados, como pode ser observado na Figura 6. 

 

Figura 6 - Valor recebido pelos produtores de castanha-do-Brasil nos Estados do Acre 

(AC), Amazonas (AM), Amapá (AP), Pará (PA), Roraima (RR) e 

Rondônia (RO) 

 

 

Fonte: CONAB, 2012. 

 

A cadeia produtiva da castanha (Figura 7) caracteriza-se por aspectos peculiares que 

não estão presentes em outras culturas comumente estudadas, dentre esses aspectos estão o 

fato de se tratar de um produto do extrativismo realizado pelo povo que habita as 

proximidades dos castanhais. 
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Figura 7 - Cadeia produtiva da castanha-do-Brasil da coleta na floresta às cooperativas 

 

 

 

 Nas cooperativas ocorre o beneficiamento da castanha, até o produto final para 

comercialização no mercado interno e externo (Figura 8). As cooperativas têm um importante 

papel na valorização da castanha, pois o produto vendido sem casca agrega valor 

principalmente para exportação (Figura 9). Nota-se que durante o beneficiamento ocorre uma 

etapa de autoclavagem. Nesta etapa, as castanhas “in natura” são colocadas em forno, onde 

são aquecidas e rapidamente esfriadas, neste momento as cascas se desprendem das 

amêndoas, facilitando o descascamento.  
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Figura 8 – Fluxograma do beneficiamento da castanha-do-Brasil nas cooperativas 

 

 

 

Figura 9 – Evolução do preço (US$) de exportaçao da castanha com e sem casca 

 

 

         Fonte: IBGE, 2009 
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2.5 Micobiota 

 

A partir do momento em que o homem primitivo começou a estocar alimentos, os 

micro-organismos deteriorantes exigiram seu tributo (PITT; HOCKING, 2009). 

Os micro-organismos estão presentes ubiquamente em todo ecossistema terrestre de 

onde são disseminados e podem contaminar as plantas. Desta forma, as sementes são 

contaminadas por uma ampla gama de bactérias, leveduras e fungos filamentosos através do 

ar, insetos e chuvas. Assim, quando as sementes ou cereais são colhidos carregam consigo 

esses contaminantes (MAGAN; ALDRED, 2004). 

No armazenamento de grãos e sementes, as condições são mais estáveis e controladas 

do que no campo, essas circunstâncias oferecem um bom nicho ecológico para os fungos 

(MAGAN; ALDRED, 2004). O número de espécies fúngicas que podem colonizar sementes e 

grãos estocados é muito amplo. Os fungos normalmente encontrados nos alimentos 

armazenados são os que podem germinar a baixos níveis de atividade de água. Por outro lado, 

a capacidade de germinar rapidamente pode ser uma vantagem na competição efetiva com 

outros fungos por nutrientes (MAGAN; ALDRED, 2004). 

 A contaminação fúngica em castanhas-do-Brasil tem sido estudada desde o século 

passado (BITANCOURT, 1941; CASTRILLON; PURCHIO, 1988; SPENCER, 1921). Sabe-

se que as castanhas necessitam de cuidados, pois são susceptíveis a injúrias, infestação por 

insetos e contaminação por fungos, podendo acumular micotoxinas (CLAY; CLEMENT, 

1993). 

 

2.6 Generalidades de Aspergillus spp. 

 

O gênero Aspergillus Link foi descrito inicialmente pelo botânico italiano Pier 

Antonio Micheli, em 1729, que descreveu 1900 plantas e 900 fungos. Neste estudo, a 

visualização microscópica das estruturas produtoras de esporos das espécies de Aspergillus, 

foi associada a um objeto usado pela igreja católica para borrifar água benta durante uma 

parte da liturgia, chamado aspérgilo (AINSWORTH, 1976), através dessa observação 

atribuiu-se o nome Aspergillus a esse gênero fúngico. Após cerca de 100 anos, o gênero foi 

validado por Link (1809). Atualmente, o gênero Aspergillus pertence ao filo Ascomycota, 

ordem Eurotiales, família Trichocomaceae, tendo a descrição mais completa realizada por 

Raper e Fennell (1965), que reconheceram 132 espécies. Neste tratado, o gênero Aspergillus 
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foi descrito em relação aos aspectos morfológicos e às formas sexuadas (teleomorfo) e 

assexuadas (anamorfo). 

Atualmente, o gênero Aspergillus é constituído por aproximadamente 260 (GEISER et 

al., 2007; SAMSON; VARGA, 2009) a 837 espécies (HAWKSWORTH, 2011), divididas em 

7 subgêneros (Aspergillus, Circumdati, Fumigati, Flavipedes, Nidulantes, Clavati e Ornati). 

Cada subgênero é divido em seções e cada seção compreende um conjunto de espécies 

correlacionadas. 

As espécies de Aspergillus encontram-se entre os fungos mais abundantes em todo o 

mundo, sendo relativamente pouco exigentes em relação aos fatores abióticos de crescimento. 

Por exemplo, eles podem crescer em uma vasta gama de temperaturas (6-55 °C) e em 

ambientes com umidade baixa, sendo que algumas espécies de Aspergillus requerem atividade 

de água mínima para crescimento de 0,71 (LACEY, 1989). Aspergillus são caracterizados 

pelo desenvolvimento de colônias coloridas e brilhantes e por produzir conídios em cabeças 

típicas, do tipo “mop-like” ou escovão (Figura 9) (PITT; HOCKING, 2009). 

 

Figura 10 – Fotomicrografia óptica de Aspergillus spp. 

(Coloração: lactofenol azul algodão; 400 

x) 

 

 

 

A taxonomia de Aspergillus está em constante transição e ainda não há consenso sobre 

a definição dos táxons dentro dos grupos. Há várias discussões a respeito de quais ferramentas 

moleculares seriam mais indicadas para a caracterização destes fungos, uma vez que a 

identificação das espécies é difícil, devido às variações e sobreposição de características 
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morfológicas e bioquímicas dos isolados. O sequenciamento da região ITS (Internal 

Transcribed Spacer) do DNA ribossomal é recomendado para a identificação de espécies do 

gênero Aspergillus (SAMSON et al., 2006), porém tem sido indicado o sequenciamento de 

mais de um gene com o propósito de aumentar a confiabilidade dos resultados. Sendo assim, 

além da região ITS, o sequenciamento dos genes de β-tubulina (GLASS; DONALDSON, 

1995) e calmodulina (CARBONE; KOHN, 1999) têm sido usados. Com isso, o estudo de 

sequências de DNA pode fornecer informações importantes para a definição das espécies e 

sua identificação apropriada (HINRIKSON et al., 2005). 

 

2.7 Aspergillus Seção Flavi 

 

Aspergillus Seção Flavi historicamente inclui espécies com conídios e cabeças em 

tons de verde-amarelo ao marrom e esclerócios negros. Esta seção alberga 20 espécies 

teleomórficas e 5 anamórficas (GONÇALVES, S.S. et al., 2012; HEDAYATI et al., 2007; 

PILDAIN et al., 2008). Os isolados das conhecidas “espécies domesticadas”, tais como A. 

oryzae, A. sojae e A. tamarii são utilizados em processos de fermentação na culinária 

(CAMPBELL-PLATT; COOK, 1989). Espécies de A. oryzae geneticamente modificadas são 

utilizadas para a produção de enzimas incluindo lactase, pectina esterase, lipase, protease e 

xilanase (PARIZA; JOHNSON, 2001). 

Outras espécies desse grupo têm recebido considerável atenção devido à sua 

habilidade para produzir aflatoxinas: Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus e Aspergillus 

nomius. 

A descrição das espécies de Aspergillus Seção Flavi é baseada principalmente em 

métodos tradicionais (parâmetros morfológicos, incluindo o diâmetro da colônia, cor e relevo, 

tamanho e textura de conídios e estrutura conidióforos (KLICH, 2002). Microscopicamente, 

os conidióforos de A. flavus, A. parasiticus e A. nomius surgem a partir de hifas vegetativas 

septadas. As fiálides podem surgir diretamente de uma vesícula globosa (condição 

unisseriada) ou a partir da métula que envolve a superfície da vesícula (condição bisseriada). 

A vesícula, a métula quando presente, as fiálides, e as cadeias de conídios compreendem a 

cabeça conidial, que no A. parasiticus, é predominantemente unisseriada, enquanto no A. 

flavus, a seriação é mais variável (KOKALIS-BURELLE et al., 1997). Os conídios de A. 

flavus e A. nomius têm paredes delgadas, lisas ou levemente rugosas, são esféricos a 

elipsoidais com vesículas maiores que 50 µm, com métulas presentes. Já os conídios de A. 
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parasiticus são rugosos, com paredes espessas, esféricos, e suas vesículas não ultrapassam 30 

µm, e métulas são incomuns (PITT; HOCKING, 2009).  

Outra característica estudada na morfologia das espécies de Aspergillus Seção Flavi é 

a capacidade de produção de esclerócios, que são estruturas que servem como propágulos 

infectantes no solo (ASTORECA et al., 2011). Segundo Kozakiewicz (1994), a produção de 

esclerócio é uma característica encontrada em algumas espécies de A. flavus. Quando 

produzido, o tamanho do esclerócio divide A. flavus em dois fenótipos: cepas S (small) que 

produzem numerosos pequenos esclerócios (< 400 µm de diâmetro) e cepas L (large) que 

produzem, em menor quantidade, esclerócios maiores (> 400 µm de diâmetro) (NOVAS; 

CABRAL, 2002). Muitos estudos correlacionam a produção de esclerócios com a produção 

de aflatoxinas (COTTY; CARDWELL, 1999; EGEL et al., 1994; MAGGON et al., 1969; 

SANCHIS et al., 1984; VOGEL et al., 1965) Alguns autores encontraram que cepas L podem 

produzir ou não aflatoxinas B (EGEL et al., 1994) e as cepas S produzem aflatoxinas B ou 

aflatoxinas B e G (BARROS et al., 2006; COTTY; CARDWELL, 1999; EGEL et al., 1984). 

Apesar da importância dos caracteres clássicos, a diferenciação entre espécies pode ser 

difícil devido à extensa divergência morfológicas resultantes de um alto nível de variabilidade 

genética (KUMEDA; ASAO, 1996). Sendo assim, a taxonomia deste grupo de fungos é 

altamente complexa. Dados recentes indicam que várias espécies atribuídas a Seção Flavi não 

podem ser distinguidos com base somente em características morfológicas (FRISVAD et al., 

2005; PILDAIN et al., 2008). Para diferenciá-las, ferramentas moleculares têm sido estudadas 

para classificar espécies dessa seção (GODET; MUNAUT, 2010). 

 

2.8 Micotoxinas 

 

 Micotoxinas são metabólitos secundários tóxicos produzidos por espécies fúngicas 

filamentosas que contaminam alimentos no campo, no armazenamento ou após o 

processamento (MOSS, 1989). Elas englobam uma considerável variedade de compostos com 

baixo peso molecular com diversas estruturas químicas e atividades biológicas. Algumas 

micotoxinas são tóxicas para plantas ou micro-organismos, porém esses compostos não são 

classificados como antibióticos de origem fúngica (CHU; BHATNAGAR, 2004). Como a 

maioria dos metabólitos secundários microbianos, os benefícios para os próprios fungos que 

os produzem ainda não foram esclarecidos.  

 As ações das micotoxinas no organismo humano e animal são chamadas de 

micotoxicoses. As micotoxicoses são exemplos de "envenenamento por meios naturais" e, 
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portanto, são análogas às patologias causadas por exposição a pesticidas ou resíduos de metais 

pesados. Os sintomas de uma micotoxicose dependem do tipo de micotoxina, quantidade e 

duração da exposição, a idade, saúde e sexo do indivíduo exposto, e muitas outras 

características mal compreendidas que envolvem genética, estado dietético, além de 

interações com outras micotoxinas (BENNETT; KLICH, 2003). Sabe-se que, os quadros de 

intoxicação por micotoxinas podem ser agravados por fatores como a deficiência de vitamina 

A, privação calórica, abuso de álcool e status de doença infecciosa. Por sua vez, as 

micotoxicoses podem aumentar vulnerabilidade a doenças microbianas, exacerbando os 

efeitos da desnutrição e podem interagir em sinergia com outras toxinas. 

 Devido às suas diversas estruturas químicas, as micotoxinas podem causar um grande 

número de efeitos biológicos, como carcinogenicidade, mutagenicidade/teratogenicidade e 

imunotoxicidade (BHATNAGAR et al., 2002; CHU, 1998; WOGAN, 1992).  

 As micotoxinas são responsáveis por perdas de milhões de dólares anuais, incluindo 

gastos com saúde humana, animal e produtos agrícolas condenados (HUSSEIN; BRASEL, 

2001). Os principais substratos suscetíveis à contaminação por micotoxinas, especialmente 

aflatoxinas, incluem o amendoim, milho, semente de algodão e castanha-do-Brasil (AMORIM 

et al., 2000; ARRUS et al., 2005; BAQUIÃO et al., 2012; ELTAWILA et al., 2013; 

JELINEK, 1987; STEINER et al., 1992). 

 

2.9 Histórico das micotoxinas 

 

 Embora as micotoxicoses sejam bem estudadas atualmente, a identificação da 

micotoxina específica como agente causal das enfermidades não é bem conhecida na maioria 

dos incidentes (BHATNAGAR et al., 2002).  

 Pelo menos uma das dez pragas do Egito registradas em Êxodo (430 anos A.C.) estaria 

associada com contaminação de micotoxinas em alimentos (MARR; MALLOY, 1996). Na 

idade média, centeio infectado por Claviceps purpurea, afligiu grande parte da população 

europeia, quando o ergotismo era chamado de “fogo sagrado” ou “fogo de Santo Antonio” 

pela sensação de queimação e subsequente necrose ocasionada pelas propriedades 

vasoconstritoras da ergotamina. Acreditava-se que uma peregrinação ao santuário de Santo 

Antonio traria alívio e cura aos enfermos (VAN DONGEN; DE GROOT, 1995). Muitos 

peregrinos obtiveram recuperações milagrosas, mas nada pode ser afirmado se foi em 

decorrência do poder da oração ou da mudança de alimentação (MATOSSIAN, 1989). 
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 Nos séculos XIX e XX, o beribéri cardíaco agudo, foi uma doença que acometeu o 

Japão e outros países asiáticos, esta enfermidade caracterizada por palpitações, náuseas, 

vômitos, dificuldade respiratória, posterior falência respiratória (UENO, 1974) foi causada 

pelo consumo de arroz contendo citroveridina produzida por Eupenicillium ochrosalmoneum 

(WICKLOW et al., 1988). 

 A estaquibotriotoxicose causou a morte de dezenas de milhares de equinos na Rússia 

entre 1930-1940. O consumo de feno contaminado por Stachibotrys spp., produtor de 

tricotecenos, pode causar manifestação neurológica aguda, como tremor, incoordenação, 

leucopenia e hemorragia (MOREAU, 1979). 

 Também na Rússia, durante a primeira metade do século XX, uma doença conhecida 

como aleucia tóxica alimentar (ATA) matou cerca de 100 mil pessoas entre 1942 e 1948 

(JOFFE, 1978). O quadro de diarreia, vômito, dor abdominal, seguido de hemorragias na pele, 

cavidade oral, seguida de lesões necróticas é atribuído pelo consumo de grãos contaminados 

por tricotecenos, principalmente a toxina T-2, produzidos por Fusarium poae e Fusarium 

sporotrichoides. 

 Nefropatias causadas por ocratoxinas foram relatadas nos Bálcãs (TANCHEV; 

DOROSSIEV, 1991). Esta toxina é produzida por Aspergillus ochraceus e Penicillium 

verrucosum e ocorre na cevada e em grãos verdes de café. 

 Recentemente, a população tem-se preocupado com a zearalenona, pois pode estar 

relacionada à puberdade prematura em crianças de 7 a 8 anos de idade (PAINTER, 1997). A 

zearalenona que é um composto estrogênico produzido por Fusarium graminearum e por 

outras espécies de Fusarium, que podem contaminar de trigo. Essa micotoxina é 

frequentemente associada a efeitos de hiperestroginismo em suínos.  

 Historicamente, a associação entre consumo de milho mofado e altos níveis de câncer 

esofágico em regiões da África do Sul (MARASAS, 1993, 1996) e na China (LI et al., 1980; 

YANG, 1980) é bem conhecida. Isso é devido à produção de fumonisinas por espécies de 

Fusarium, principalmente F. veriticillioides. Esta micotoxina, mundialmente encontrada em 

milho, causa leucoencefalomalácia em equinos (KELLERMAN et al., 1990; MARASAS et 

al., 1988), edema pulmonar em suínos (COLVIN; HARRISON, 1992), hepato e 

nefrotoxicidade em ratos (GELDERBLOM et al., 1988), camundongos (SHARMA et al., 

1997) e coelhos (GUMPRECHT et al., 1998). 

 No início dos anos de 1960, as micotoxinas ganharam destaque, quando uma misteriosa 

doença matou aproximadamente 100.000 perus jovens na Inglaterra, essa síndrome foi 

denominada doença “X” dos perus (turkey “X” diasease). As aves morriam geralmente dentro 
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de uma semana sendo com os seguintes sintomas: perda de apetite, diminuição da mobilidade, 

fraqueza das asas, das pernas e, no exame pós-morte, observou-se lesões necróticas no fígado. 

Não tendo sido possível identificar nenhum agente infeccioso, os autores suspeitaram que ela 

pudesse ser de origem nutricional, pois mudando a alimentação, muitas vezes cessava a 

mortalidade. Sendo assim, aventou-se que esse fato ocorreu após os animais consumirem 

ração suplementada com torta de amendoim importada do Brasil (BLOUNT, 1960, 1961). A 

hipótese foi confirmada por investigações intensas que levaram à descoberta das aflatoxinas 

como agente etiológico desse surto (BLOUNT, 1960, 1961; SARGEANT et al., 1961). Esse 

episódio associado à subsequente descoberta da carcinogenicidade das aflatoxinas em ratos e 

a ocorrência de hepatomas em trutas arco-íris deu à descoberta um maior significado. A partir 

de então, nasceu a ciência moderna da micotoxicologia (COLE, 1986). 

 Em uma leitura cuidadosa da publicação original nota-se que a descrição da doença “X” 

dos perus não é condizente, na sua totalidade, com o quadro de aflatoxicose. Alguns sinais 

reportados por Blount (1960, 1961) e Siller e Ostler (1961) podem ser atribuídos à outra 

micotoxina frequentemente produzida por algumas espécies de A. flavus. Esta micotoxina é 

um ácido indol-tetrâmico, nomeado como ácido ciclopiazônico (ACP) (HUSSEIN; BRASEL, 

2001). O ACP foi descoberta por ser produzido por Penicillium cyclopium. Desta forma, no 

episódio da doença “X” dos perus, os quadros de enterite hemorrágica, cabeça arqueada para 

trás, pernas estiradas são atribuídos a co-contaminação por ACP (COLE, 1986). 

  

2.10 Aflatoxinas  

 

As aflatoxinas são um grupo estreitamente relacionado e amplamente estudado 

produzidas por uma variedade de diferentes espécies de Aspergillus, mas ainda não 

encontradas fora do gênero Aspergillus. As aflatoxinas foram encontradas em 3 grupos 

filogeneticamente diferentes: A. flavus, A. parasiticus, A. parvisclerotigenus, A. nomius, A. 

bombycis e A. pseudotamarii na seção Flavi, A. ochraceoroseus e A. rambellii na seção 

Ochraceorosei e Emericellaastellata e E. venezuelensis na seção Nidulantes (FRISVAD et al., 

2005).  

 Em virtude de sua capacidade de ligação ao DNA das células, esses metabólitos são 

carcinógenos naturais que afetam animais e humanos (BEDARD; MASSEY, 2006). Dentre 

estes, as aflatoxinas mais comumente estudadas são as aflatoxina B1 (AFB1), aflatoxina B2 

(AFB2), aflatoxina G1 (AFG1) e aflatoxina G2 (AFG2), que receberam estas denominações, 

pois emitem fluorescências azuis e verdes ("blue" e "green", respectivamente) sob luz 

http://www.studiesinmycology.org/content/59/1/31.full?sid=96ca8bb2-be38-47a3-9e4e-a17be87d9469#ref-32
http://www.studiesinmycology.org/content/59/1/31.full?sid=96ca8bb2-be38-47a3-9e4e-a17be87d9469#ref-32
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ultravioleta (ALLCROFT et al., 1966; DE IONGH et al., 1964). A estrutura química das 

aflatoxinas é formada por um núcleo cumarínico fundido a um anel bifurano e um anel 

pentanona (AFB1 e AFB2) ou 6-lactona (AFG1 e AFG2) (APPLEBAUM et al., 1982). 

 A biotransformação das aflatoxinas é promovida por enzimas e pode ser divididas em 

duas fases. Na primeira, ocorrem reações de oxidação, redução e hidrólise, tornando as 

moléculas mais hidrofílicas. Na segunda fase, os compostos produzidos são conjugados a 

substâncias endógenas (sulfato, glutationa, aminoácidos e grupos metil e acil), facilitando a 

excreção. Este processo consiste em alterações moleculares reversíveis e irreversíveis. A 

detoxificação ocorre mediante reações irreversíveis, produzindo metabólitos hidroxilados, 

hidrossolúveis e menos tóxicos que os precursores (aflatoxinas M1, Q1, P1, B2a). Já a 

detoxificação reversível ocorre com formação de aflatoxicol, que posteriormente retorna a 

forma de AFB1 por intermédio de reações de oxidação. A principal reação de ativação da 

AFB1 caracteriza-se pela epoxidação da molécula, formando o composto 8,9-epóxido de 

aflatoxina, o qual possui propriedades de ligação covalente com ácidos nucleicos, refletindo 

em atividades mutagênicas, teratogênicas, carcinogênicas e diminuição de produção de 

proteínas. Essas reações ocorrem no sistema enzimático citocromo P-450, composto por 

enzimas responsáveis pelas reações de oxidação, especialmente epoxidação de ligações 

covalentes, importantes na ativação de xenobióticos (SMITH; ROSS, 1991).  

As aflatoxinas mais comumente produzidas pelo A. flavus são as AFB1 e AFB2, 

enquanto A. parasiticus e A. nomius produzem além das duas aflatoxinas já mencionadas, as 

AFG1 e AFG2 (Figura 10). Na maioria dos isolados produtores, a AFB1 é produzida em 

grandes quantidades (CAST, 2003; SMITH; ROSS, 1991). AFB1 é a mais tóxica das quatro 

principais substâncias, apresentando propriedades hepatotóxicas, teratogênicas e mutagênicas, 

podendo causar hemorragias, edemas, imunossupressão e carcinoma hepático (SMITH; 

ROSS, 1991). A manifestação de seus efeitos carcinogênicos ocorre após a conversão 

hepática em AFB1-epóxido, o qual reage com macromoléculas e ácidos nucleicos (BUSBY; 

WOGAN, 1984). A AFB1 é classificada no grupo 1 dos carcinógenos humanos pela 

“International Agency for Research on Cancer” (IARC, 1993).  

A contaminação com aflatoxinas é um problema muito sério que preocupa os 

exportadores brasileiros de castanhas-do-Brasil, desde o estabelecimento dos limites máximos 

de tolerância para aflatoxinas em castanha-do-Brasil pela Comissão da União Europeia em 

fevereiro de 2010. Nas amêndoas antes do processamento, os limites são 8,0 μg/kg para AFB1 

e 15,0 μg/kg para aflatoxinas totais (AFB1+AFB2+AFG1+AFG2) e para as prontas para 

consumo, 5,0 μg/kg for AFB1e 10,0 μg/ kg para aflatoxinas totais (EC, 2010). 
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 No mercado interno a regulamentação sancionada pela ANVISA (2011), determinou o 

limite máximo de tolerância de aflatoxinas totais de 20, 10 e 15 μg/kg para castanhas-do-

Brasil destinadas ao consumo direto com casca, consumo direto sem casca e ao 

processamento posterior sem casca, respectivamente. 

 

Figura 11 – Estruturas químicas das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 

  

 

Fonte: Hussein e Brasel, 2001 

 

2.11 Ácido ciclopiazônico 

 

 O ácido ciclopiazônico (ACP) é um ácido indol tetrâmico tóxico (Figura 11). Tem sido 

implicado em quadros de intoxicação humana para uma variedade de espécies (RAO; 

HUSAIN, 1985). A toxina é conhecida por ser produzida por uma variedade de fungos, 

incluindo algumas espécies de Penicillium (HOLZAPFEL, 1968; LE BARS, 1979) e A. flavus 

(YOKOTA et al., 1981). De acordo com Frisvad et al. (2006), A. versicolor não é produtor de 

ACP, em trabalho de Ohomomo et al. em 1973, a cepa A. oryzae produtora de ACP havia sido 

erroneamente identificada como A. versicolor. 

Fungos que produzem ACP podem crescer em muitos substratos, incluindo queijo, 

carnes, e vários grãos e sementes. A co-contaminação de alimentos por ACP e aflatoxinas tem 

Aflatoxina B1 Aflatoxina G1 

Aflatoxina B2 Aflatoxina G2 
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sido estudada por diversos pesquisadores (GIORNI et al., 2007; HEPERKAN et al., 2012; 

LANSDEN; DAVIDSON, 1983; MARTINS; MARTINS, 1999; PIER et al., 1989; 

VAAMONDE et al., 2003). 

 ACP é um inibidor específico da ATPase cálcio dependente no retículo 

endoplasmático, resultando num aumento da contração muscular (RILEY et al., 1992). Em 

ratos, ACP causa lesões em fígado, rins, pâncreas, baço e coração (PURCHASE, 1971). 

Frangos de corte alimentados com 100 mg/kg de ACP mostraram proventriculite ulcerativa, 

necroses hepática e esplênica, necrose na mucosa da moela, e baixo ganho de peso com 

significativa taxa de mortalidade (DORNER et al., 1983; SMITH et al., 1992). ACP não é 

considerada como uma potente toxina em quadros agudos, uma vez que a DL50 oral em ratos 

está entre níveis de 30–70 mg/kg (ANTONY et al., 2003; NISHIE et al., 1987). 

Surpreendentemente, em relação aos mamíferos, suínos parecem um pouco mais sensíveis ao 

ACP com NOEL (non-observable-effect level) de aproximadamente 1,0 mg/kg (LOMAX et 

al., 1984). 

 Especula-se que ACP pode estar associado a quadros de náusea, depressão, 

intoxicação e perda da consciência em homens que consumiram milho Kodo em algumas 

regiões ao norte da Índia (ANTONY et al., 2003; RAO; HUSAIN, 1985). Os efeitos tóxicos 

do ACP podem ser mascarados pela concorrência de aflatoxicoses, como no caso da torta de 

amendoim relacionada à doença “X” dos perus (BRADBURN et al., 1994; SPENSLEY, 

1963). 

 

       Figura 12 – Estrutura química do ACP 

 

 

       Fonte: Holzapfel, 1968 
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3 PROPOSIÇÃO E OBJETIVOS 
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O Brasil é o segundo exportador mundial de castanha-do-Brasil, com produção 

concentrada na região norte principalmente nos estados do Acre, Amazonas, Pará e Amapá 

(Quadro 3). Assim, a castanha-do-Brasil apresenta grande importância econômica e social. 

Análises econômicas apontam potencial crescente deste mercado nacional e internacional.   

 

Quadro 3– Área das reservas extrativistas nas áreas de 

produção de castanha-do-Brasil 

 

Estado Área (hectares) 

Acre 1.721.365 

Amazonas 3.074.768 

Pará 3.949.166 

Amapá 4481.651 

Fonte: IBGE, 2009  

 

 A castanha-do-Brasil é exposta no campo e no armazenamento a fatores físicos, 

químicos e biológicos, promovendo deteriorações no substrato, e consequentes perdas 

econômicas e potenciais perigos à saúde humana. A adequada manutenção das castanhas 

durante o processo de colheita e manufatura permite a conservação de características 

organolépticas, nutricionais e de sanidade do grão, preservando a qualidade do produto.  

Apesar da importância econômica representada pela contaminação por fungos e 

micotoxinas em castanha-do-Brasil, poucos estudos científicos relacionados ao controle de 

qualidade foram relatados. É imprescindível estabelecimento da micobiota e detecção de 

micotoxinas em castanha-do-Brasil, a fim de apontar medidas de controle micológico e 

determinar pontos críticos na cadeia produtiva, amenizando-se, com isso, as perdas 

econômicas. 

 Além de controlar a presença de fungos e micotoxinas através de métodos químicos e 

físicos, é importante que se possa controlar também estes fungos através de métodos 

biológicos. Por este motivo, o conhecimento da diversidade genética das espécies fúngicas é 

um fator essencial para identificar genótipos mais patogênicos ou que produzam elevados 

níveis de micotoxinas. Essas informações podem facilitar a produção de fungicidas mais 

eficientes ou sementes geneticamente modificadas mais resistentes aos patógenos, 

favorecendo, assim, a adoção de medidas de controle e de prevenção da contaminação fúngica 

e produção de micotoxinas. Com base nesses dados, a presente investigação teve como 

objetivos identificar a micobiota e a ocorrência de aflatoxinas e de ácido ciclopiazônico em 
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castanha-do-Brasil, tanto em amêndoas quanto em cascas, de amostras provenientes de 

diferentes Estados do Brasil (Acre, Amazonas, Amapá e Pará), além de estudar através de 

abordagem polifásica as cepas de Aspergillus Seção Flavi isoladas das amostras. 

 

Os objetivos específicos do trabalho incluíram: 

 Determinação da atividade de água, teor de umidade e micobiota em amostras de 

castanha-do-Brasil (amêndoas e cascas), provenientes da região norte do Brasil (Acre, 

Amazonas, Amapá e Pará); 

 Pesquisa da presença de aflatoxinas e de ácido ciclopiazônico nas amostras; 

 Identificação através de abordagem polifásica das cepas de Aspergillus seção Flavi 

isoladas de cascas e amêndoas; 

 Avaliação do potencial toxigênico (aflatoxinas e ácido ciclopiazônico) de cepas de 

Aspergillus seção Flavi isoladas das amostras coletadas; 

 Determinação da concentração de selênio em amostras de amêndoas; 

 Um objetivo suplementar foi incluído: identificação utilizando abordagem polifásica 

dos isolados de Aspergillus Seção Flavi de amostras de cascas e amêndoas de 

castanha-do-Brasil com certificação orgânica, provenientes de Manicoré, Amazonas. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
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4.1 Área de estudo – caracterização geográfica 

 

As amostras foram provenientes de 4 Estados pertencentes à região norte da Amazônia 

brasileira, a saber: Acre, Amazonas, Amapá e Pará (Quadro 4, Figura 12). 

 

       Quadro 4 – Coordenadas geográficas e altitudes dos locais de estudo 

 

Estado Latitude Longitude Altitude 

Acre 9° 58’S 67° 48’O 153 m 

Amazonas 5° 48’S 61° 18’O 45 m 

Amapá 1° 07’S 52° 00’O 20 m 

Pará 1° 57’S 48° 11’O 10 m 

 

Figura 13 – Localização geográfica da região de estudo (Acre, Amazonas, Amapá e Pará) 
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A coleta foi realizada nos 4 estados brasileiros da região norte no mês de abril de 

2009, referentes à safra anterior (novembro de 2008). A primeira cooperativa visitada foi a 

COVEMA no Amazonas onde foram cedidos 2 lotes de amostras de 20 kg não-orgânicas e 20 

kg orgânicas. Depois, no Pará, não foi possível coletar amostras de cooperativa, assim sendo, 

as amostras representativas desse estado, provenientes de Acará, foram adquiridas no 

Mercado Ver-o-peso, em Belém. Após, no Amapá, a cooperativa COMAJA concedeu 20 kg 

de amostras. Por fim, no Acre, a COOPERACRE forneceu 20 kg de amostras. Ao todo, o 

período da coleta foi de 15 dias, sendo que as amostras foram enviadas pelo correio e 

encaminhadas para o Laboratório de Micotoxinas, armazenadas em temperatura ambiente e 

processadas logo após o término das coletas. Durante todo trabalho a sequência dos resultados 

apresentados seguiram a ordem: Rio Branco – AC, Manicoré – AM, Laranjal do Jari – AP e 

Acará – PA. 

 

4.1.1 Rio Branco - Acre 

 Figura 14 - Localização do Rio Branco 

no Acre 

 
Fonte: Wikipédia. Ficheiro: Acre Municip 

RioBranco.svg 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rio Branco é um município 

brasileiro, capital do Acre (Figura 14). 

Localiza-se às margens do Rio Acre, 

no Vale do Acre e na microrregião 

homônima. Principal município do 

Estado, de acordo com uma estimativa 

do IBGE (2013) a cidade possui uma 

população de 348.354 habitantes. Na 

capital situa-se a COOPERACRE 

(Figuras 15, 16, 17, 18 e 19). 

 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Rio_Acre
http://pt.wikipedia.org/wiki/IBGE
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Figura 15 – Fachada da COOPERACRE, Rio Branco, AC 

 

 
 

Figura 16 – Galpões de armazenamento da castanha-do-Brasil (A, B, C). Interior de 

galpão (D) 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 

C D 
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         Figura 17 – Sacas entregues por cooperado 

 

 

 

Figura 18 – Resíduos de cascas de castanhas 

utilizadas como fertilizante 

 

 

    

Figura 19– Produtos comercializados pela COOPERACRE 
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4.1.2 Manicoré - AM 

Figura 20– Localização de Manicoré no 

Amazonas 

 

 
Fonte: Wikipédia. Ficheiro: Amazonas Municip 

Manicore. svg 

 

 

 

Figura 21 – Fachada da COVEMA 

 

 
 

 

 

 

 

Manicoré é um município 

brasileiro do interior do estado do 

Amazonas (Figura 20). Pertence à 

mesorregião do sul amazonense e à 

microrregião do Rio Madeira. Sua 

população é estimada em 48.373 

habitantes (IBGE, 2013).Neste 

município localiza-se a COVEMA 

(Figuras 21,22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 

29 e 30). 

 



62 

 

Figura 22 – Galpões de armazenamento 

 

 
 

 
 

 

 

Figura 23 – Polidor mecânico para castanha-

do-Brasil com cascas 
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        Figura 24 – Forno de autoclave abastecido com resíduos de cascas de castanhas 

 

 
 

 

       Figura 25 - Autoclave 

 

 
 

 

Figura 26– Descascadoras de castanhas 
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                             Figura 27– Castanhas descascadas (amêndoas) 

 

 
 

 

Figura 28 – Classificação das amêndoas: G-grande, M-média, P-pequena, K- 

quebrada 

 

 
 

 

 

Figura 29 – Produtos comercializados pela COVEMA 

 

 

G M P 
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Figura 30 – Coleta de amostras para trabalho: (A) amostras que foram 

comparadas às demais cooperativas e (B) coleta da amostra 

orgânica 

 

 
 

 

4.1.3 Laranjal do Jari – AP 

 

Figura 31 – Localização do Laranjal 

do Jari no Amapá 

 

 

Fonte: Wikipédia. Ficheiro: Amapa 

Municip LaranjaldoJari.svg 

 

 

 

 

Laranjal do Jari é um município do sul do 

estado do Amapá (Figura 31). A população é 

estimada em 40.357 habitantes (IBGE, 

2013). Seus limites são Vitória do Jari a sul; 

Oiapoque, Pedra branca do Amapari e 

Mazagão a leste; Almeirim (PA) a sul, 

Guiana Francesa ao norte e Suriname a 

noroeste. Neste município localiza-se a 

COMAJA (Figuras 32, 33, 34, 35, 36, 37, 

38, 39, 40, 41, 42 e 43). 

 

A 
B 
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Figura 32 – Fachada da COMAJA 

 

 

 

 

Figura 33 – Armazenamento de amostras 
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Figura 34 – Polidor de castanhas 

 

 

 

 

Figura 35– Armazenamento de castanhas polidas 
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          Figura 36 – Castanheira localizada na COMAJA 

 

 

 

 

Figura 37- Autoclave 

 

 

 

 



69 

 

 

Figura 38- Cascas de castanhas utilizadas como 

combustível do forno 

 

 

 

 

Figura 39 – Descascadoras de castanhas 
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   Figura 40– Amêndoas 

 

 

 

 

Figura 41– Limpeza das amêndoas, retiradas das quebradas 
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Figura 42 – Classificação das castanhas 

 

 

 

Figura 43– (A) Sala de embalagem (B) Embalagem com identificação de Usina do 

Pará 

 

 

 

4.1.4 Acará – PA 

       

 Figura 44– Localização de 

Acará no Pará 

 

       
Fonte: Wikipédia. Ficheiro: Para 

Municip Acara. svg 

 

Acará é um município do sul do 

estado do Pará (Figura 44). A população é 

estimada em 60.039 habitantes (IBGE, 

2013). Pertence à microrregião de Tomé-

Açu. As castanhas adquiridas neste estado 

foram provenientes de Acará e 

comercializadas no Mercado Ver-o-peso em 

Belém (Figuras 45, 46, 47, 48, 49, 50 e 51). 

 

A B C 
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Figura 45 – Comercialização de castanha-do-Brasil em Ver-o-peso 

 

 

 

 

Figura 46– Comercialização de castanhas 
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Figura 47– Comercialização de ouriços e castanhas 

 

 

 

 

      Figura 48 – Trabalhador abrindo ouriço em Ver-o-peso 
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 Figura 49 – Pequeno armazém de comerciante em Ver-o-peso 

de onde as amostras do estado do Pará 

procederam 

 

 

 

 

 

Figura 50 – Artesanato comercializado no Mercado Ver-o-peso produzido com ouriços e 

castanhas  

 

 

 

4.2. Amostras 

 

Foram utilizadas 400 amostras de amêndoas (200) e cascas (200) de castanha-do-

Brasil coletadas “in loco” em cooperativas de castanha-do-Brasil localizadas na região norte 

do Brasil, nos estados: Amazonas (AM), Pará (PA), Amapá (AP) e Acre (AC) durante o mês 

de março de 2009. As amostras foram provenientes da coleta realizada na safra anterior 

(novembro de 2008). Foram coletadas 50 amostras de 400g de cada por estado, 

correspondendo a 20 kg de castanhas de cada região. As cascas de cada castanha foram 



75 

 

cuidadosamente e assepticamente removidas por quebra utilizando um quebrador (Figura 51). 

Depois de descascadas, as amostras foram divididas em 200 amostras de cascas e 200 

amostras de amêndoas. Essas amostras foram analisadas para teor de umidade (Tu), atividade 

de água (Aa), presença de fungos, aflatoxinas e ácido ciclopiazônico.As identificações das 

amostras seguem a legenda referida no Quadro 5.Para a realização de o objetivo suplementar, 

foram coletados 20 kg de amostras com certificação orgânica da região de Manicoré, as quais 

foram divididas em 50 amostras de cascas e 50 amostras de amêndoas. 

 

Figura 51 – Quebrador utilizado para separar as cascas das amêndoas 

 

 

 

Quadro 5 – Legenda da identificação das amostras 

 

Estados Amostras Siglas 

Acre (AC) 
Amêndoas AC A 

Cascas AC C 

Amazonas (AM) 
Amêndoas AM A 

Cascas AM C 

Amapá (AP) 
Amêndoas AP A 

Cascas AP C 

Pará (PA) 
Amêndoas PA A 

Cascas PA C 
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4.3 Teor de umidade (Tu) e Atividade de água (Aa) 

 

 A análise do Tu foi realizada em duplicata por método clássico de acordo com a ISO 

712. As cascas e amêndoas de castanhas-do-Brasil foram trituradas e 5g (± 1mg) de cada 

amostra foi colocada em uma placa de metal em um forno ventilado em temperatura constante 

(130 – 133 °C) por 3 horas e as amostras foram pesadas novamente. O percentual da diferença 

entre os pesos inicial e final das amostras foi o Tu. 

 A Aa foi medida através de método instrumental em duplicata por ponto de orvalho 

através de equipamento Aqualab CX-2 (Decagon Devices, Inc., Pullman, WA, EUA). As 

cascas e amêndoas de castanhas-do-Brasil foram trituradas foram colocados em um cepo 

descartável e a Aa foi determinada. 

 

4.4 Isolamento da Micobiota 

 

A metodologia escolhida para o isolamento da micobiota das amostras foi diluição 

seriada com plaqueamento em superfície. Para isso, as amostras foram quebradas 

assepticamente e separadas em amêndoas e cascas. Dez gramas de cada amostra de castanha-

do-Brasil (amêndoa e casca), previamente trituradas mecanicamente, foram diluídas em 90 

mL de água destilada estéril (diluição 10
-1

). A partir desta, foram realizadas diluições 

decimais sucessivas até 10
-4

, e inoculado 0,1 mL de cada amostra em meio de cultura AFPA 

(FRÄNDBERG et al., 2003; OLSEN et al., 2008; PITT et al., 1983). Após, as placas foram 

incubadas a temperatura de 25 °C por até 5 dias, sendo procedida a contagem das colônias. 

Posteriormente, foi realizada a correção do fator de diluição, a fim de obtenção do número de 

unidades formadoras de colônia por grama (UFC/g) tanto das amostras de casca como de 

amêndoa (BUSTA et al., 1984). Todas as análises foram realizadas em duplicata. Os 

diferentes tipos morfológicos foram isolados em Ágar Batata Dextrose e identificados pela 

técnica de microcultivo (RIDDELL, 1950). Os fungos foram classificados até gênero, já 

aqueles pertencentes aos gêneros Aspergillus foram classificados como pertencentes à Seção 

Flavi, de acordo com os compêndios de Raper e Fennel (1965) e Arx (1981) e, após, mantidos 

em micoteca para estudo polifásico. 
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4.5 Meios de cultura 

 

 Todos os componentes dos meios de cultura foram procedentes da empresa Oxoid 

(Waltham, MA, EUA), exceto o cloranfenicol que foi adquirido de farmácias de manipulação 

em São Paulo. 

 Com a finalidade de isolamento da micobiota das amostras de castanha-do-Brasil e a 

pesquisa de produção de ácido aspergílico foi utilizado o meio Ágar Aspergillus flavus- 

parasiticus (AFPA). Ágar Batata Dextrose (PDA) foi utilizado nas etapas de manutenção das 

cepas fúngicas isoladas. 

 Para estudo morfológico das cepas de Aspergillus foi utilizado Ágar Extrato de Malte 

(MEA) e Ágar Czapek (CZ). 

 Foram utilizados os meios de Ágar Blakeslee de Malte (Blakeslee's Malt Agar) e CZ 

para o estudo de termorresistência. 

 O potencial toxigênico das cepas de Aspergillus foi realizado em Ágar Coco para a 

produção de aflatoxinas e Ágar Extrato de Levedura – Sacarose (YES) para produção de 

ácido ciclopiazônico e também pra crescimento dos isolados fúngicos para posterior extração 

de DNA.  

 

4.5.1 PDA  

 

 PDA foi utilizado no isolamento, identificação e manutenção dos fungos isolados 

(PITT; HOCKING, 2009). No preparo, foi acrescido cloranfenicol e corrigido para pH 5,6.  

 Preparo:O meio de cultura foi dissolvido em água fervente conforme determinação do 

fabricante: 39 g em água destilada q.s.p (1000 mL) e, em seguida, foi adicionado o 

cloranfenicol (100 μg/mL). Foram distribuídos 15 mL em tubos de ensaio. O meio foi então 

autoclavado a 121 °C durante 15 minutos.  

 

4.5.2 AFPA  

 

 Meio seletivo utilizado para isolamento de Aspergillus Seção Flavi nas amostras de 

castanha-do-Brasil (amêndoas e cascas) (PITT et al., 1983).Composição:peptona (10 g); 

extrato de levedura (20 g); citrato férrico amoniacal (0,5g); ágar bacteriológico (15 g); 

cloranfenicol (0,1 g); dicloran (2 mg – 0,2% em etanol); água destilada q.s.p. (1000 

mL).Preparo:Os componentes foram dissolvidos em água destilada fervente. O meio foi 
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autoclavado a 121 ºC durante 15 minutos e volumes de 20 mL foram distribuídos em placas 

de petri esterilizadas 90 x 15 mm. 

 

4.5.3 MEA 

 

 Esse meio de cultura foi utilizado para o estudo macroscópico das colônias de 

Aspergillus (PITT; HOCKING, 2009). Composição: extrato de malte (10 g); ágar 

bacteriológico (25 g); cloranfenicol (0,1 g); água destilada q.s.p. (1000 mL). Preparo:Os 

componentes do meio de cultura foram dissolvidos em água fervente e em seguida, foi 

adicionado o cloranfenicol (100 μg/mL). O meio foi autoclavado a 121 ºC durante 15 minutos 

e volumes de 20 mL foram distribuídos em placas de petri esterilizadas 90 x 15 mm. 

 

4.5.4 Agar Blakeslee's Malt  

 

Este meio foi utilizado no estudo de termorresistência das cepas de Aspergillus spp. 

(KURTZMAN, 1987). Composição: extrato de malte (20 g); peptona (1 g); glicose (20g); 

ágar bacteriológico (20 g); água destilada q.s.p. (1000 mL). Preparo:Os componentes do meio 

de cultura foram dissolvidos em água fervente e em seguida, foi adicionado o cloranfenicol 

(100 μg/mL). O meio foi autoclavado a 121 ºC durante 15 minutos e volumes de 20 mL foram 

distribuídos em placas de petri esterilizadas 90 x 15 mm. 

 

4.5.5 Ágar CZ 

 

Este meio foi utilizado no estudo de termorresistência das cepas de Aspergillus spp. 

(PITT; HOCKING, 2009). Composição: caldo czapek (33,4 g); ágar bacteriológico (20 g); 

água destilada q.s.p. (1000 mL). Preparo:Os componentes do meio de cultura foram 

dissolvidos em água fervente e em seguida, foi adicionado o cloranfenicol (100 μg/mL). O 

meio foi autoclavado a 121 ºC durante 15 minutos e volumes de 20 mL foram distribuídos em 

placas de petri esterilizadas 90 x 15 mm. 

 

4.5.6 Ágar YES 

 

Este meio foi utilizado para a produção de ACP e para o crescimento de micélio para 

extração de DNA (PITT; HOCKING, 2009). Composição: extrato de levedura (20 g); 
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sacarose (150 g); ágar bacteriológico (20 g); água destilada q.s.p. (1000 mL). Preparo:Os 

componentes do meio de cultura foram dissolvidos em água fervente e em seguida, foi 

adicionado o cloranfenicol (100 μg/mL). O meio foi autoclavado a 121 ºC durante 15 minutos 

e volumes de 10 mL foram distribuídos em placas de petri esterilizadas 60 x 15 mm. 

 

4.5.7 Ágar Coco 

 

 Utilizado para a avaliação do potencial aflatoxigênico das cepas de A. flavus e A. 

parasiticus (LIN; DIANESE, 1976). Composição: leite de coco (200 mL); ágar bacteriológico 

(20 g); água destilada q.s.p. (1000 mL). O pH foi corrigido para 6,9. Preparo: Os 

componentes do meio de cultura foram dissolvidos em água fervente e em seguida, foi 

adicionado o cloranfenicol (100 μg/mL). O meio foi autoclavado a 121 ºC durante 15 minutos 

e volumes de 10 mL foram distribuídos em placas de petri esterilizadas 60 x 15 mm. 

 

4.6 Determinação de micotoxinas 

 

 Todos os solventes utilizados nas etapas de determinação de micotoxinas (amêndoas e 

cascas) foram grau cromatográfico. A água Milli-Q foi produzida em nosso departamento 

utilizando o equipamento de purificação de água: Academic System (Millipore, Marlborough, 

MA, EUA). 

 

4.6.1 Otimização dos métodos para detecção de micotoxinas 

 

 Os métodos para determinação de micotoxinas das amostras de amêndoa, casca e da 

potencialidade toxigênica das cepas de Aspergillus Seção Flavi foram previamente testados e 

otimizados. 

 Com essa finalidade, foram avaliados os seguintes parâmetros: porcentagem de 

recuperação, repetibilidade, limite de detecção (LD) e limite de quantificação (LQ). 

 

4.6.1.1 LD e LQ 

 

 O LD foi determinado como a concentração mais baixa que possa ser determinado 

sendo diferente a partir de uma amostra branca, ou seja, livre da micotoxina estudada. Os 

valores estimados da LD foram baseados na relação de cinco vezes o ruído de linha de base e 
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determinado por análise das soluções padrão de cada analito, diminuindo as concentrações até 

ao nível mínimo detectável (IUPAC, 1999). 

O LQ foi definido como o nível acima do qual os resultados quantitativos podem ser 

obtidos com um grau de confiança especificado (IUPAC, 1999). O LQ foi determinado por 

análise das soluções padrão de cada micotoxina, diminuindo as concentrações até o nível mais 

baixo quantificado com precisão e exatidão aceitável. 

Os LD e LQ foram realizados através da inoculação de solução padrão contendo as 

aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 ou ACP tanto nas amêndoas quanto nas cascas. Após evaporação 

do solvente em que o padrão estava ressuspendido, procedeu-se a extração, limpeza e 

separação por CLAE. O método de quantificação foi através de curva de calibração. 

 

4.6.1.2 Testes de recuperação de micotoxinas e repetibilidade 

 

 De acordo com o INMETRO (2003), a porcentagem de recuperação expressa a precisão 

de uma metodologia, sendo estimada pela adição de quantidades conhecidas do analito em 

uma determinada amostra. Repetibilidade é utilizada para avaliar a dispersão dos resultados 

entre ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, e em condições definidas. 

Para os testes de recuperação, realizados em quintuplicata, foram utilizadas amostras 

previamente analisadas e que apresentaram níveis de micotoxinas não detectada. Sendo assim, 

5g de amostras de castanha-do-Brasil (amêndoas e cascas) foram adicionadas de uma mistura 

dos padrões das quatro aflatoxinas ou ACP. As amostras foram deixadas em repouso durante 

a noite e, em seguida, foram extraídas utilizando os métodos descritos para determinação de 

aflatoxinas e ACP, de acordo com as seções 4.6.2 e 4.6.3, respectivamente. 

 A quantificação das micotoxinas foi realizada através de curva de calibração construída 

a cada lote (batch). 

Para os testes de recuperação para aflatoxinas, foi inoculada solução-padrão 

correspondente à concentração de 10 µg/kg de cada aflatoxina na matriz. Após, executaram-se 

as etapas de extração, limpeza, derivatização e separação por CLAE (seção 4.6.2). Foram 

calculados os percentuais de recuperação para cada aflatoxina e os respectivos coeficientes de 

variação da recuperação. 

No que diz respeito ao ACP, o teste de recuperação foi realizado a partir da inoculação 

da solução-padrão, diluída em metanol, correspondente à concentração de 50 µg/kg. A partir 

da inoculação, foram executadas as etapas de extração e quantificação por CLAE (seção 

4.6.3).  
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4.6.1.3 Curvas de calibração para aflatoxinas 

 

 O valor final de massa injetado no cromatógrafo corresponde a 1g de amostra (tanto 

para amêndoas quanto para cascas). Dessa forma, as curvas de calibração para as aflatoxinas, 

com 5 pontos e em quintuplicata, foram realizadas injetando-se soluções derivatizadas dos 

padrões nas concentrações de 0,625; 1,25; 2,5; 5 e 10 ng/mL para cada aflatoxina. Essas 

concentrações correspondem aos valores de 0,25; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 µg/kg, respectivamente. 

  

4.6.1.4 Curva de calibração para ACP 

 

Foi injetado no cromatógrafo, valor final de 1,2 g de amostra (tanto para amêndoas 

quanto para cascas). Assim, a curva de calibração para ácido ciclopiazônico, com 5 pontos e 

em quintuplicata, foi realizada injetando-se 40 µL soluções-padrões nas concentrações de 

166,0; 333,4; 500,0; 666,7 e 833,0 ng/mL. Essas concentrações correspondem aos valores de 

55,2; 97,6; 166,7; 222,23 e 277,66 µg/kg; 

 

4.6.2 Determinação de aflatoxinas em amostras de castanha-do-Brasil 

 

Foram determinadas as aflatoxinas em amêndoas e cascas.Para etapa de extração de 

aflatoxinas foram testados diferentes protocolos, dentre eles: Trucksess (1991), Stroka e 

Anklam (2000), AOAC (2000), Lebret et al. (2004) e Tanaka et al. (2002).  

O protocolo utilizado foi baseado nas metodologias propostas por Lebret et al. (2004) 

e Tanaka et al. (2000) com modificações. Para tal, as amostras foram trituradas e 

homogeneizadas, e 2,5 g de cada amostra de amêndoa e 5 g de cada amostra de casca foram 

transferidos para um tubo de polipropileno com fundo cônico (tipo Falcon) de 50 mL, 

adicionou-se 12,5 mL de solução acetonitrila:água (85:15, v/v). Os tubos foram submetidos a 

agitador vórtex por 1 minuto e, posteriormente, a agitador mecânico horizontal durante 60 

minutos. Os tubos foram centrifugados a 10000 rpm durante 3 minutos. Cinco mililitros do 

sobrenadante foram, então, transferidos para outro tubo de polipropileno (tipo Falcon) de 50 

mL e adicionados 45 mL de água acidificada com ácido acético glacial a 0,5%. O tubo foi, 

então, agitado vigorosamente. A partir desta solução foi realizada a extração em fase sólida, 

utilizando cartucho Strata C18-E 500 mg/3 mL, previamente condicionado com 3 mL de 

metanol e 6 mL de água acidificada 0,5%. A solução foi submetida completamente a fluxo de 

1 gota/segundo, com auxílio de bomba a vácuo. Após esta etapa, a limpeza foi realizada pela 
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adição de 12 mL de água acidificada e a eluição das aflatoxinas foi feita com 1 mL de 

metanol em frasco âmbar. O metanol foi evaporado a resíduo e os frascos foram armazenados 

a -4 ºC até o momento da derivatização química. 

A derivatização química dos extratos, utilizando ácido trifluoracético (TFA) e hexano 

(STUBBLEFIELD, 1986), foi realizada com a finalidade de aumentar os sinais 

cromatográficos das AFB1 e AFG1, transformando-as em AFB2a e AFG2a, respectivamente, 

confirmando a identidade química desses compostos. Assim, o procedimento foi realizado 

pela adição de 200 µL de hexano e 100 µL TFA, os frascos foram incubados a 40 ºC por 15 

minutos e, a seguir, a solução derivatizante foi evaporada sob nitrogênio. Após esse processo, 

as amostras foram ressuspendidas em 500 µL de solução metanol: água (1:1, v/v) e 50 µL de 

cada amostra foram injetados. 

A separação das aflatoxinas foi realizada por cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE), tendo como fase móvel isocrática, baseada em trabalho de Scott et al. (1990), 

composta por água:acetonitrila:metanol (8:1,5:1,5 v/v/v) acrescido de 0,1% TFA a um fluxo 

de 1 mL/min.O equipamento utilizado para separação dos compostos foi o cromatógrafo 

líquido de alta eficiência - Prominence da marca Shimadzu (Shimadzu Corporation, Quioto, 

Japão), modelo LC 20, com coluna analítica de fase reversa C18 Shim-Pack VP-ODS 5 µm 

150L X 4,6 (Shimadzu) e cartucho de pré-coluna Shim-Pack GVP-ODS 10 X 4,6 (Shimadzu), 

acoplada em forno CTO-20A com temperatura constante de 40 °C. Foi utilizado detector de 

fluorescência RF 10 AXL (365 nm de excitação e 450 nm de emissão), com injetor 

automático de volume variável de 1 a 100 µL. O cromatógrafo foi conectado ao computador 

através do módulo de interface CBM 20A. Para análise dos resultados foi utilizado o 

programa LC Solution (Shimadzu). 

 Os padrões de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 (Sigma, St. Louis, MO, EUA) utilizados nas 

análises foram ressuspendidos em solução de benzeno:acetonitrila (98:2, v/v) e quantificados 

em espectrofotômetro DU-640 (Beckman Coulter, Brea, CA, EUA). A partir da concentração 

encontrada, foi realizada diluição a 1 µg/mL de cada aflatoxina. A partir dessa solução foram 

realizadas as diluições para uso nas atividades propostas.  

  

4.6.3 Determinação de ACP em amostras de castanha-do-Brasil 

 

Na literatura, não encontramos métodos validados para análise de ACP em amêndoas 

e cascas de castanha-do-Brasil, assim, diferentes protocolos foram testados (HAYASHI; 
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YOSHIZAWA, 2005; MOLDES-ANAYA et al., 2009; MOTTA; SOARES, 2000; URANO 

et al., 1992), porém, os resultados obtidos nos testes de recuperação não foram satisfatórios.  

A metodologia que apresentou melhores resultados foi a de Urano et al. (1992) com 

modificações, conforme descrito a seguir. Cinco gramas de cada amostra triturada foi 

acrescida de 20 mL de metanol:bicarbonato de sódio 2% em água (7:3, v/v). Após 30 minutos 

em agitador mecânico horizontal, o conteúdo do frasco foi filtrado em papel de filtro. Cinco 

mililitros do extrato foram transferidos para funil de separação e adicionados 10 mL de 

hexano, o funil foi agitado e a porção superior (lipídica) foi descartada. A fase inferior foi 

transferida para um béquer com 50 mL de solução de cloreto de potássio 10%, o pH dessa 

solução foi corrigido para 3,0 com solução de ácido clorídrico. Essa solução foi transferida 

para funil de separação e foram realizadas 2 partições com 10 mL cada de clorofórmio. O 

extrato foi evaporado sob nitrogênio até resíduo e armazenado a - 20 ºC até momento da 

cromatografia.Na separação cromatográfica, os extratos foram diluídos em 1 mL de metanol e 

injetados 100 µL no cromatógrafo (Shimadzu modelo Prominence) através de injetor 

automático. O ACP, quando presente, foi separado em cromatógrafo líquido de alta eficiência 

- Prominence da marca Shimadzu, modelo LC 20, com coluna analítica de fase reversa C18 

Shim-Pack VP-ODS 5 µm 150L X 4,6 e cartucho de pré-coluna Shim-Pack GVP-ODS 10 X 

4,6 acoplada em forno CTO-20A com temperatura constante de 40 °C. A fase móvel utilizada 

foi baseada em Urano et al. (1992) com algumas modificações, modo isocrático composta por 

metanol:água (7:3, v/v) a um fluxo de 0,6 mL/min. Foram utilizados detector UV-VIS SPA-

10 (282 nm). Para análise dos resultados foi utilizado o programa LC Solution, Shimadzu. 

 O padrão de ACP (Sigma) utilizado nas análises foi ressuspendido em metanol e 

diluído a 1 µg/mL. A partir dessa solução foram realizadas as diluições para uso nas 

atividades propostas.  

 

4.6.4 Avaliação do potencial toxigênico das cepas de Aspergillus  

 

 Todas as cepas de Aspergillus isoladas durante o estudo foram avaliadas quanto à 

potencialidade para produção de aflatoxinas, utilizou-se, para essa finalidade, a metodologia 

preconizada por Lin e Dianese (1976). 

 Um inóculo de cada colônia de Aspergillus, obtido do cultivo de 7 dias da cepa em 

PDA a25 °C, foi semeado em meio de cultivo ágar coco e incubado a 25 °C por 15 dias. 

 Após esse período, todo o conteúdo da placa foi transferido para frasco erlenmeyer de 

250 mL e a cada 10 g da cultura com o ágar foi acrescida de 30 mL de clorofórmio. Os 
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frascos foram submetidos a agitador mecânico horizontal durante 30 minutos. Os extratos 

clorofórmicos foram filtrados em papel de filtro para frascos âmbares. Os filtrados foram 

evaporados até resíduo em banho-maria (60 ºC) e armazenados a -4 ºC até a realização da 

cromatografia. Foi realizada triagem através de cromatografia em camada delgada (CCD) 

com os extratos ressuspendidos em 1 mL de clorofórmio e aplicados 10 µL de cada extrato 

em cromatofolha de sílica gel G60 (Merck, Darmstadt, Alemanha). A cromatografia foi 

realizada em cuba cromatográfica contendo como fase móvel solução saturada de 

clorofórmio:acetona (9:1, v/v). Após a separação, as cromatofolhas foram secas em capela de 

exaustão e observadas em sala escura sob luz UV com comprimento de onda () de 360 nm. 

As manchas das amostras foram comparadas as dos padrões de aflatoxinas (AFB1, AFB2, 

AFG1, AFG2) de acordo com o Rf dos padrões.  

A quantificação das aflatoxinas foi realizada por CLAE. Para essa finalidade, cada 

extrato foi ressuspendido em 2 mL de clorofórmio e uma alíquota de 100 µL desta solução foi 

transferida para outro frasco âmbar e evaporada até resíduo. A partir daí, o extrato foi 

ressuspedido em 3 mL de solução de acetonitrila:água (85:15,v/v), agitado em vórtex durante 

1 minuto e diluído em 27 mL de água acidificada (0,5% ácido acético glacial) e novamente 

agitada. A partir desta solução foi realizada a extração em fase sólida, utilizando cartucho de 

sílica Strata C18-E 500 mg/3 mL, conforme metodologia descrita para as amostras de 

castanhas (seção 4.6.1). 

 

4.6.5 Avaliação do potencial toxigênico de ACP das cepas de Aspergillus 

 

Para avaliação do potencial de produção de ácido ciclopiazônico foi utilizada a técnica 

preconizada Trucksess et al. (1987). 

 Um inóculo da colônia de Aspergillus, obtido do cultivo da cepa em ágar Batata 

Dextrose, foi semeado em meio de cultivo ágar YES e incubado a 25 °C por 12 dias. 

 Após esse período, todo o conteúdo da placa foi transferido para frasco erlenmeyer de 

250 mL e a cada 10 g da cultura com o ágar foi acrescida de 30 mL de metanol. Os frascos 

foram submetidos a agitador mecânico horizontal durante 30 minutos. Os extratos 

metanólicos foram filtrados em papel de filtro para frascos âmbares. Os filtrados foram 

evaporados até resíduo em banho-maria (60 ºC) e armazenados a -4 ºC até a realização da 

cromatografia. Os extratos foram diluídos em 1 mL de metanol e a cromatografia para 

separação de ACP nas amostras foi realizada conforme a seção 4.6.2. 
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4.7 Caracterização química de selênio das amostras de castanha-do-Brasil 

 

 A caracterização química de selênio (Se) das amostras de amêndoas de castanha-do-

Brasil foi desenvolvida com a colaboração da Professora Deborah Inês Teixeira Favaro do 

Laboratório de Análise por Ativação Neutrônica – LAN, Instituto de Pesquisas Energéticas e 

Nucleares – IPEN, Centro do Reator de Pesquisas – CRPq localizado na Universidade de São 

Paulo campus de São Paulo. 

 O conteúdo de Se foi determinado através de análise por ativação neutrônica 

instrumental - AANI (AOAC, 1995), essa técnica tem sido largamente utilizada para análise 

de alimentos e dietas, devido às suas características de alta precisão, exatidão e sensibilidade, 

além de ser uma técnica multielementar (FAVARO et al., 2009; PARR, 2000; IYENGAR et 

al., 2004). 

 

4.7.1 Validação da metodologia 

 

 A precisão e a exatidão do método de AANI foram verificadas por meio da análise dos 

materiais de referência e Apple Leaves (NIST SEM 1515), Peach Leaves (NIST SRM 1547), 

que possuem valores certificados de concentração para os elementos analisados. 

Os padrões sintéticos dos elementos analisados foram preparados a partir de soluções 

padrão da marca SPEX CERTIPREP (Metuchen, NJ, EUA), diluídas a concentrações 

apropriadas. 

Utilizou-se o método de AANI comparativo, segundo o qual amostras e padrões 

(contendo quantidades conhecidas do elemento de interesse) são irradiados simultaneamente, 

sob um fluxo de nêutrons, ocorrendo formação de isótopos radioativos por meio de reações 

nucleares. Uma vez que cada isótopo produzido no processo de ativação possui características 

de emissão próprias (meia vida e energia das partículas ou radiação gama emitidas) é possível 

efetuar determinações quantitativas da concentração por comparação com padrões. 

 

4.7.2 Preparação de amostras e padrões para irradiação 

 

 Cerca de 200 mg de amostras (duplicata) e materiais de referência do National 

Institute of Standards and Technology –NIST (Gaithersburg, MD, EUA) Apple Leaves (NIST 

SEM 1515), Peach Leaves (NIST SRM 1547) e os padrões sintéticos dos elementos de 

interesse, foram irradiados conjuntamente. As amostras e padrões foram irradiados durante 8 
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horas, sob um fluxo de nêutrons térmicos de 1 a 5 x 10
12 

n.cm
-2

s
-1

, no reator de pesquisa IEA-

R1 do IPEN/CNEN-SP. 

 

4.7.3 Medidas da atividade gama induzida 

 

A primeira medida foi realizada após um tempo de decaimento de 5 a 7 dias, por 

aproximadamente 90 minutos para amostras e materiais de referência, e de 15 a 30 minutos 

para os padrões sintéticos. A segunda medida foi realizada após um tempo de decaimento de 

15 a 20 dias, com um tempo de contagem de 15 horas para as amostras e materiais de 

referência e de cerca de 30 minutos, para os padrões sintéticos.   

As medidas da radiação gama emitida pelos radioisótopos produzidos na irradiação 

das amostras e padrões foram feitas num espectrômetro gama, constituído de detector de Ge 

hiperpuro, modelo 20190 POP TOP da EG&G ORTEC, com resolução de 1,9 keV para o pico 

de 1332,49 keV do
60

Co, acoplado a uma placa ACE 8K da EG&G ORTEC (Midland Road 

Oak Ridge,TN, EUA) e eletrônica associada e a microcomputadores para aquisição e análise 

dos dados.  

 Para o processamento dos espectros, utilizou-se o programa de computação 

VISPECT2, em linguagem TURBOBASIC, desenvolvido pelo Dr. Piccot, Saclay, França. 

 

4.8 Sequenciamento do DNA ribossomal (DNAr) das cepas isoladas 

 

As cepas de Phialemonium spp. e Phaeoacremonium spp. foram confirmadas através 

de sequenciamento da região ITS (WHITE et al., 1990). 

As cepas de Aspergillus foram confirmadas por sequenciamento das regiões ITS, β-

tubulina (GLASS; DONALDSON, 1995) e calmodulina (CARBONE; KHON, 1999). 

 

4.8.1 Extração de DNAr dos fungos 

  

O DNAr foi extraído e purificado diretamente das colônias fúngicas a partir do cultivo 

em ágar YES (ABDOLLAHI; BUCHANAN, 1981, DEGOLA et al., 2007), seguindo o 

protocolo do kit PrepMan Ultra
®
 (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA). Para tal, os 

isolados foram inoculados em ágar YES e cultivados por 3 dias em estufa a 30 °C, em 

seguida, com o auxílio de um bisturi, um fragmento de micélio de aproximadamente 0,5 cm
2 

foi recortado da periferia da colônia. Removeu-se o ágar, e o micélio foi transferido para um 

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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microtubo de 1,5 mL contendo 300 µL de PrepMan Ultra
®

. O microtubo foi agitado em 

vórtex por um minuto e colocado em banho de água a 100 °C por 15 minutos e centrifugado 

por 7 minutos a 14000 rpm em temperatura ambiente. Após, o sobrenadante foi transferido 

para outro microtubo de 1,5 mL e armazenado a -4°C até o momento da quantificação e 

realização da Reação de Polimerase em Cadeia (PCR).  

 

4.8.2 Quantificação de DNA e cálculo de pureza das amostras 

 

 Para quantificação, o DNA extraído foi diluído 1:50 em água Milli-Q e quantificado 

em NanoDrop™ 2000c (Thermo Scientific Waltham, MA, EUA) em comprimento de onda de 

260 nm, também foi realizada da medida da absorbância no comprimento de onda de 280 nm 

para verificar a presença de proteínas e calcular a pureza do DNA através da razão entre 

densidade óptica (DO) A260 nm e A280 nm (DO260/DO280) (SAMBROOK et al., 1989). 

Valores abaixo de 1,8 indicam grande quantidade de contaminantes e proteínas, nesse caso, a 

extração de DNA foi realizada novamente. O DNA foi diluído a 40 ng/µL para realização da 

reação de polimerase em cadeia. 

 

4.8.3 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

 

 Para a PCR foram utilizados microtubos de 0,2 mL. O fragmento da região ITS foi 

amplificado com ITS1 e ITS4. Parte do gene de β-tubulina foi amplificada usando os 

iniciadores T22 e TUB-F. Parte do gene da calmodulina foi amplificada usando os iniciadores 

CDM42 e CDM637. As sequências dos iniciadores utilizados estão no Quando 6.A PCR foi 

realizada com 12,5 µL de PCR Master Mix (Promega, San Luis Obispo, CA, EUA), 6,5 µL de 

água Milli-Q e 2 µL de DNA (40 ng) e 2 µL (20 pmol) de cada iniciador (Prodimol 

Biotecnologia, MG, Brasil) para um volume final de 25 µL. O programa de amplificação 

incluiu uma denaturação inicial (94 ºC por 3 min), seguido por 35 ciclos de denaturação (94 

ºC por 1 min), anelamento a 57 °C (ITS), 49 °C (β-tubulina), ou 54 °C (calmodulina) por 1 

min, e extensão a 72 ºC 1 min. Uma etapa de extensão final a 72 °C por 5 min foi incluída ao 

final da amplificação. 
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Quadro 6 - Sequências dos iniciadores utilizados no estudo 

 

Gene Iniciador Sequência do iniciador (5’ – 3’) 

Internal transcribed spacer ITS1 

ITS4 

TCC GTA GGT GAA CCT GCG 

TCC TCC GCT TAT TGA TAT 

β-tubulina T22 

TUB-F 

TCTGGATGTTGTTGGGAATCC 

CTGTCCAACCCCTCTTAGGGCGACT 

Calmodulina CMD42 

CMD637 

GGCCTTCTCCCTATTCGTAA 

CTCGCGGATCATCTCATC 

 

4.8.4 Eletroforese do produto de PCR 

 

 Após a realização da PCR, todas as amostras foram submetidas à eletroforese em gel 

para verificação da eficiência da amplificação (Figura 52). O gel de agarose foi preparado a 

uma concentração de 1,2% em solução de TAE 1x (Tris Acetato EDTA) acrescidos de Gel 

Red (Biotium, Hayward, CA, EUA) ou Sybr Safe (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) (1 µL a 

cada 10 mL de gel). Para aplicação das amostras nos poços do gel, 3 µL das amostras foram 

previamente coradas com azul de bromofenol (2µL) e aplicados 3 µL em cada poço. O gel foi 

submetido a 100 volts a 400 mA por 1 hora. Como referência, para confirmar o tamanho dos 

fragmentos, foram adicionados 6 µL de DNA Ladder 100 pb (Invitrogen), preparados na 

proporção de 1:5 (DNA Ladder: corante que acompanha, v/v) no primeiro poço de cada linha. 

 

 

Figura 52– Eletroforese em gel de agarose para 

verificação da eficiência da PCR 

 

 

    

DNA Ladder 

Controle negativo 

Bandas de PCR 
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4.8.5 Purificação dos produtos da PCR 

 

A purificação do produto da reação de PCR teve como objetivo a remoção de 

iniciadores, dNTPs, enzimas e sais dos produtos de PCR que pudessem interferir na reação de 

sequenciamento. Para isso, várias formas de purificação foram testadas e a que apresentou 

melhor desempenho foi a do kit QIAquick PCR purification (Qiagen, Hilden, Alemanha), 

otimizado conforme descrito a seguir: ao volume de 17 µL do produto de PCR (20 µL total 

menos 3 µL que fora aplicado no gel de eletroforese) foi adicionado 100 µL do Buffer PB – 

Binding Buffer (Tampão de Ligação) e todo conteúdo foi transferido para coluna que 

acompanha o kit, a qual foi deixada em repouso por um minuto, centrifugada a 13000 rpm por 

1 minuto e descartada a fase inferior do microtubo. Após, foi adicionado 700 µL de Buffer PE 

– Wash Buffer (Tampão de Lavagem), foi deixado em repouso por um minuto, centrifugado a 

13000 rpm por 1 minuto e descartado a fase inferior do microtubo. O conjunto foi 

centrifugado novamente a 13000 rpm por 3 minutos para remoção total do tampão de 

lavagem. Para eluição, a coluna foi transferida para um novo microtubo de 1,5 mL e 

adicionando 20 µL de EB – Elution Buffer (Tampão de Eluição) no centro da coluna, deixado 

por 1 minuto em repouso e centrifugado 13000 rpm por 1 minuto.  

 

4.8.6 Quantificação da PCR purificada 

 

 Após a purificação, foi realizada quantificação do produto de PCR purificado em 

NanoDrop, onde também foi verificada a pureza do produto conforme explicado na seção 

4.7.2. Para a etapa de sequenciamento, utilizaram-se amostras com valores de pureza estava 

maior ou igual a 1,80, caso contrário a etapa de PCR foi repetida. 

 

4.8.7 Reação de sequenciamento dos produtos de PCR 

 

 Os produtos de PCR purificados foram sequenciados bidirecionalmente (“foward” e 

“reverse”) utilizando o kit Big Dye Terminator v3.1. Cycle Sequencing (Applied Biosystems). 

Os iniciadores utilizados foram os mesmos utilizados na PCR. A reação foi realizada em placa 

de 96 poços (MicroAmp Optical – 96-Well Reaction Plate com MicroAmp Full Plate Cover 

(Applied Biosystems), contendo o produto de PCR purificado diluído na quantidade entre 40 

a 80 ng (adicionando-se água Milli-Q para um volume final 5 µL) adicionado da mistura 
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contendo: 3 µL de tampão; 1 µL do Big Dye e 1 µL do iniciador na concentração de 3,2 pmol, 

assim, com volume final de 10 µL.  

 Foi realizado um “spin” na placa (até 1000 rpm) para sedimentação da reação, a 

seguir, a placa foi colocada no mesmo termociclador utilizado para a PCR com a seguinte 

ciclagem: 25 ciclos de 95 °C por 20 segundos, 50 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto. 

Após a reação, a placa foi armazenada a -20 °C. 

 

4.8.8 Precipitação da reação de sequenciamento 

 

 Após a ciclagem de sequenciamento, o produto foi precipitado a fim de retirar o 

excesso de possíveis interferentes. 

 Para tal, foram adicionados a cada poço da placa: 40 µL de solução álcool isopropílico 

P.A. 65%, a placa foi submetida a agitador vórtex, spin e incubada em temperatura ambiente, 

protegida da luz por 15 minutos. Após esse período, a placa foi centrifugada a 3000 rpm por 

30 minutos com temperatura de 20 °C. Após a centrifugação o sobrenadante foi descartado 

por inversão, seguido de spin com a placa invertida com papel absorvente. Foram, então, 

adicionado 150 µL de álcool etílico P.A. 70%, 3800 rpm por 10 minutos com temperatura de 

4 °C. Novamente o sobrenadante foi descartado por inversão, seguindo de spin com a placa 

invertida com papel absorvente e o excesso de etanol foi evaporado em termociclador a 94 °C 

por 4 minutos. A placa foi armazenada a -20°C embrulhada em papel alumínio para proteção 

da luz. 

 

4.8.9 Denaturação  

 

 Imediatamente antes de a placa ser colocada no sequenciador, os fragmentos foram 

denaturados com 10 µL de formamida HiDi (Applied Biosystems) adicionados em cada poço 

da placa que foi, então vedada, homogeneizada por 20 segundos em vórtex, seguido de spin e 

incubada a 94 °C por 3 minutos e choque térmico em gelo por 5 minutos. 

 

4.8.10 Eletroforese capilar 

 

 A separação eletroforética em capilar foi realizada em um sequenciador ABI Prism 

3100 (Applied Biosystems), utilizando POP6 (Applied Biosystems) e tampão TAE 1x 

durantes 54 °C por 30 minutos, 1300 volts, com laser de potência de 25%. 
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4.8.11 Edição, avaliação da qualidade e análise das sequências geradas 

 

 Sequências consenso foram obtidas usando o programa CodonCode Aligner Versão 

3.7.1. (CodonCode Corporation, Centerville, MA, EUA). As sequências usadas foram 

pesquisadas no BLASTn (www.ncbi.nlm.nih.gov) (ALTSCHUL et al., 1990) de forma a 

confirmar identificações preliminares.  

 

4.9 Estudo da termotolerância das cepas de Aspergillus Seção Flavi 

 

Para verificar a termotolerância dos isolados, cada cepa de Aspergillus Seção Flavi foi 

semeada em 3 placas de Petri (90x15 mm) contendo ágar CZ, MEA, PDA e incubadas, no 

escuro, em 3 diferentes temperaturas (25, 37 e 42 °C) (PETERSON et al., 2001, 

KURTZMAN et al., 1987), totalizando 9 placas por cepa. Os diâmetros das colônias foram 

mensuradas após 7 dias de incubação utilizando régua milimétrica. 

 

4.10 Avaliação da produção de ácido aspergílico 

 

 A produção de ácido aspergílico foi avaliada utilizando o AFPA (PITT et al., 1983). 

Cada isolado de Aspergillus Seção Flavi foi semeado em placa de Petri (60x15 mm) contendo 

AFPA e observados o verso após incubação a 30 °C por 48h. A presença de coloração laranja 

foi considerada positiva para produção de ácido aspergílico. Esta reação ocorre em cepas de 

A. flavus e A. parasiticus, os quais produzem moléculas de ácido aspergílico que reagem 

citrato férrico presente na composição do meio. 

 

4.11 Capacidade de produção de esclerócios 

 

 A capacidade de produção de esclerócios foi avaliada utilizando a metodologia de 

Barros et al. (2006). Para tal, cada cepa de Aspergillus foi cultivada em ágar CZ e mantida a 

30 
o
C, por 14 dias. Em seguida, a superfície da cultura foi lavada com solução Tween 20 (100 

µL/L) e filtrada em papel de filtro Whatmann. Os esclerócios foram secos e armazenados em 

microtubos de 1,5 mL a -4 
o
C. Cada cepa foi classificada em produtora ou não produtora. 

Quando produzidos, 10 esclerócios foram selecionados aleatoriamente e a média do diâmetro, 

em micrômetros, foi realizada no microscópio Nikon,com o auxílio de uma lâmina 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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milimétrica (5+ 100/100 mm ± 0,2 µm) e ocular com retículo (CRL W 10x/18) da marca Carl 

Zeiss do Brasil (SP, Brasil). 
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5 RESULTADOS 
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5.1 Tu e Aa das amostras de amêndoas e cascas  

 

A média geral do Tu das 200 amostras de amêndoa foi de 4,4%, sendo o maior valor 

médio encontrado no Amapá (5,8%) e o menor (3,7%) no Acre. Em relação às 200 amostras 

de casca, a média do teor de umidade foi de 14,9%, sendo a maior média nas amostras do 

Amapá (16,7%) e a menor no Amazonas (14,1%) (Tabela 1). 

 A mensuração dos níveis de Aa revelou que a média geral nas amostras de amêndoa 

foi de 0,76, com a maior média (0,81) no Amazonas e a menor (0,65) no Pará. Já em relação 

às amostras de cascas, a média geral foi de 0,70, sendo a maior média, mas amostras do Acre 

(0,77) e a menor no Pará (0,63) (Tabela 1). 

 

Tabela 1 – Níveis de atividade de água e de teor de umidade (médios, máximos, mínimos 

e desvio padrão) em amostras de castanha-do-Brasil (200 amêndoas e 200 

cascas) dos 4 Estados brasileiros estudados 

 

Estados Amostras 
 

Atividade de água 

 

 
 

Teor de umidade (%) 

 

 Média
a
 DP

b
 Max

c
 Min

d
   Média DP Max Min 

AC 
Amêndoa  0,85 0,08 0,96 0,69   3,70 0,36 5,30 3,20 

Casca  0,77 0,10 0,94 0,51   14,30 0,50 15,30 13,40 

AM 
Amêndoa  0,81 0,05 0,93 0,68   3,83 0,25 4,50 3,40 

Casca  0,75 0,06 0,87 0,58   14,1 0,66 16,30 13,10 

AP 
Amêndoa  0,76 0,11 0,95 0,55   5,82 1,59 10,30 3,80 

Casca  0,68 0,08 0,85 0,56   16,73 2,44 22,00 12,90 

PA 
Amêndoa  0,64 0,06 0,79 0,56   4,15 0,85 8,30 2,50 

Casca  0,62 0,03 0,71 0,55   14,51 1,36 17,10 12,20 
a
Nível médio 

b
 Desvio padrão 

c
Nível máximo 

d
Nível mínimo 

 

5.2 Micobiota das amostras de amêndoas e cascas 

 

A pesquisa da micobiota das amostras de castanha-do-Brasil (cascas-200 e amêndoas-

200), provenientes dos 4 Estados, realizada por morfologia clássica e molecular,revelou a 

presença dos seguintes fungos por ordem decrescente de frequência: Amêndoas- 

Phialemonium spp. (54%); Penicillium spp. (16%) Fusarium spp. (13%); Phaeoacremonium 

spp. (11%) e Aspergillus spp. (4%) (Tabela 2); Cascas- Phialemonium spp. (62%); 

Phaeoacremonium spp. (11%); Penicillium spp. (10%) Fusarium spp. (9%) e Aspergillus spp. 
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(5%) (Tabela 2). Dentro do gênero Phialemonium, o mais frequente nas amostras analisadas, 

a espécie P. dimorphosporum (= P. curvatum). 
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Tabela 2 - Principais gêneros fúngicos isolados de 400 amostras de amêndoas (200) e cascas (200) provenientes dos 4 

Estados brasileiros em estudo (Acre - AC, Amazonas – AM, Amapá – AP, Pará – PA) 

 

 

Estados Amostras 
Frequência dos principais fungos isolados 

Aspergillus spp. Phialemonium spp. Phaeoacremonium spp. Penicillium spp. Fusarium spp. 

AC 
Amêndoa 10% 61% 10% 11% 5% 

Casca 16% 57% 5% 16% 2% 

AM 
Amêndoa 1% 50% 12% 14% 22% 

Casca 1% 68% 9% 11% 10% 

AP 
Amêndoa 3% 54% 12% 6% 23% 

Casca 3% 55% 12% 6% 24% 

PA 
Amêndoa 2% 50% 12% 34% 2% 

Casca 2% 68% 19% 9% 2% 

Média 
Amêndoa 4% 54% 11% 16% 13% 

Casca 5% 62% 11% 10% 9% 



97 

 

A presença do gênero Aspergillus spp., considerado um dos mais importantes fungos 

do ponto de vista micotoxicológico, foi constatada nas cascas (5%) e amêndoas (4%). Em 

relação ao grau de contaminação (número de UFC/g) foram detectados os seguintes valores de 

Aspergillus:amêndoas: 307 UFC/g (AM); 910 UFC/g (AC); 377UFC/g (AP) e 91 UFC/g 

(PA). Nas cascas, os resultados foram: 1948 UFC/g (AM); 9000 UFC/g (AC); 1521 UFC/g 

(AP) e 687 UFC/g (PA).  

 

5.3 Padronização da metodologia para pesquisa de aflatoxinas 

 

O método proposto para detecção de aflatoxinas nas amostras, baseado nos descritos 

por Lebret et al. (2004) e Tanaka et al. (2002) com modificações,foi escolhido por apresentar 

maior confiabilidade.  

 

5.3.1 LD e LQ para aflatoxinas 

 

Para amêndoas e cascas de castanha-do-Brasil, os limites de quantificação e detecção 

para todas as aflatoxinas foram 1,5 µg/kg e 0,75 µg/kg, respectivamente.  

 

5.3.2 Teste de recuperação para aflatoxinas 

 

 Os coeficientes de recuperação obtidos foram para aflatoxinas B1, 80,44%; B2, 

83,28%; G1, 116,06% e G2, 84,26%, e os coeficientes de variação da recuperação foram: 

6,4%; 3,5%; 4,7%, e 6,7% para AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2, respectivamente. Os tempos de 

retenção foram 5; 7,5; 11 e 17 minutos (± 5%) para AFG1, AFB1, AFG2 e AFB2, 

respectivamente (Figura 53). 

 

5.3.3 Curvas de calibração para aflatoxinas 

 

 Os valores dos coeficientes de correlação foram de 0,999 para todas as aflatoxinas 

(Figura 53). 
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Figura 53 – Representação cromatográfica das aflatoxinas: (I) padrões, (II) amostra de 

amêndoa e (III) amostra de casca 
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5.3.4 Determinação de aflatoxinas em 400 amostras de amêndoas (200) e cascas (200) de 

castanhas-do-Brasil 

 

Em relação à pesquisa de aflatoxinas nas 200 amostras de amêndoas, foram encontrados 

os seguintes resultados positivos para aflatoxinas: Acre (8%), Amazonas (18%), Amapá (10 

%) e Pará (8%) (Tabela 3). 

Das 4 amostras positivas do estado do Acre, todas apresentaram níveis superiores a 15 

µg/kg. Segundo a ANVISA (2011), o limite máximo de tolerância para aflatoxinas em 

castanha-do-Brasil sem casca para processamento posterior é de 15 µg/kg. Nessa região 

também foi detectada amostra com maior concentração de aflatoxinas: 1.058,00 µg/kg para 

AFB1 e 1.655,04 µg/kg para aflatoxinas total. Das 9 amostras positivas provenientes do estado 

do Amazonas, 8 estavam com níveis de aflatoxinas total acima de 15 µg/kg. No estado do 

Amapá, das amostras contaminadas, apenas uma esteve acima de 15 µg/kg (46,41 µg/kg de 

aflatoxinas total). Quatro amostras positivas também foram encontradas nas amêndoas 

provenientes do estado do Pará, porém, o valor máximo detectado foi de 7,12 µg/kg de 

aflatoxinas total. Em relação à presença de aflatoxinas nas 200 amostras de cascas, os valores 

detectados foram abaixo dos encontrados nas amêndoas: Acre (10%), Amazonas (14%), 

Amapá (10%) e Pará (4%) (Tabela 3).  
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Tabela 3- Porcentagens de contaminação por aflatoxinas e os valores médios encontrados em 400 amostras de castanhas-do-Brasil (200 

amêndoas e 200 cascas) provenientes dos 4 Estados brasileiros (Acre - AC, Amazonas – AM, Amapá – AP, Pará – PA) 

 

Estados 

 

Amostras 

 

Aflatoxinas 

AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 

Amostras 

positivas 

(%) 

Faixa 

(µg/kg) 

Amostras 

positivas 

(%) 

Faixa 

(µg/kg) 

Amostras 

positivas 

 (%) 

Faixa 

(µg/kg) 

Amostras 

positivas 

 (%) 

Faixa 

(µg/kg) 

AC 
Amêndoa 8 11,9-1.058,0 6 13,7 – 130,4 6 17,9 – 243,0 4 14,7-223,6 

Casca 12 6,8 – 61,8 4 1,1 – 3,1 8 4,4-46,3 2 6,0 

AM 
Amêndoa 18 6,8- 36,6 4 1,1 – 1,6 14 2,7 – 12,6 2 1,8 

Casca 14 2,9 – 9,5 ND
a
 - 14 1,6 – 3,2 ND - 

AP 
Amêndoa 10 2,5 – 38,7 4 0,5 – 7,7 2 2,9 2 0,8 

Casca 10 3,6 – 15,1 ND - 2 1,9 ND - 

PA 
Amêndoa 8 1,7 – 6,9 ND - ND - ND - 

Casca 4 2,8 – 3,3 ND - ND - ND - 

a  Não detectado. 
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5.3.5 Potencial aflatoxigênico das cepas de Aspergillus isoladas 

 

Através da CCD foi possível fazer uma triagem das cepas aflatoxigênicas e inferir o 

coeficiente de diluição dos extratos, previamente à separação por CLAE (Figura 54).  

Os níveis de aflatoxinas B1 variaram de 12,47 µg/kg (amêndoa do Estado do Acre) a 

349.070,06 µg/kg (amêndoa do Estado do Amazonas). Em relação à aflatoxina B2 variaram de 

6,98 µg/kg (casca do Estado do Amazonas) a 4.690,27 µg/kg (amêndoa do Estado do 

Amazonas). Para aflatoxina G1 os valores foram de 11,60 µg/kg (amêndoa do Estado do 

Amapá) a 43.196.137,65 µg/kg (amêndoa do Estado do Acre), e para G2 9,57 µg/kg (casca do 

Estado do Pará) a 14.687,02 µg/kg (amêndoa do Estado do Amazonas).  

O potencial aflatoxigênico das cepas referentes às amostras de castanhas orgânicas 

revelou que os níveis de AFB1 variaram de 0,78 µg/kg a 1.167,03 µg/kg, AFB2 de 1,15 a 

22,57 µg/kg, AFG1 de 11,12 a8.337,03 µg/kg e AFG2 de 1,14 a 4,92 µg/kg.  

 

 

Figura 54- CCD visualizada sob luz UV (360 nm) 

para separação de aflatoxinas 
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5.4 Metodologia para pesquisa de ACP 

 

A metodologia que apresentou melhores resultados foi a de Urano et al. (1992) com 

modificações descritas na seção 4.6.2. 

 

 

5.4.1 LD e LQ para ACP 

 

Tanto para amêndoas, quanto para cascas de castanha-do-Brasil, os LD e LQ foram 

50,0 µg/kg e 100,0 µg/kg, respectivamente.  

 

5.4.2 Curva de calibração para ACP 

 

O valor do coeficiente de correlação foi de 0,999. 

 

5.4.3 Teste de recuperação para ACP 

 

A recuperação média foi de 82% para amêndoas e 74% para cascas. e os coeficientes 

de variação da recuperação foram de 6,5 e 7,0% para amêndoas e cascas, respectivamente.O 

tempo de retenção foi 10 minutos (± 5%) (Figura 55). 
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Figura 55 – Representação cromatográfica de ACP: (I) padrão, (II) amostra de 

amêndoa e (III) amostra de casca 
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5.4.4 Determinação de ACP em amostras de castanhas-do-Brasil 

  

A pesquisa de ácido ciclopiazônico nas 200 amostras de amêndoas revelou os seguintes 

resultados positivos: Acre (6%), Amazonas (2%), Amapá (4%) e Pará (10%).   

As amostras (3) positivas provenientes do Estado no Acre apresentaram valores entre 

124,67 µg/kg a 151,33 µg/kg; amostra (1) positiva proveniente do Estado do Amazonas 

apresentou concentração de 132,86 µg/kg. Das amostras do Amapá, 2 foram positivas com 

valores de 143,26 µg/kg e 161,2 µg/kg e das amêndoas  provenientes do Estado do Pará 5 

(cinco) apresentaram valores entre 98,65 µg/kg a 123,31 µg/kg. Nas cascas, a presença de 

ACP foi constatada em 10% das amostras  do Acre,10% do Amapá e 10% no Pará (Tabela 4). 

Salienta-se a não detecção de ACP nas amostras provenientes do Amazonas. 

 

Tabela 4- Porcentagens de contaminação por ácido ciclopiazônico e os valores 

médios encontrados em 400 amostras de castanhas-do-Brasil (200 

amêndoas e 200 cascas) provenientes dos 4 estados brasileiros em 

estudo (Acre - AC, Amazonas – AM, Amapá – AP, Pará – PA) 

 

Estados Amostras Amostras positivas (%) Faixa(µg/kg) 

AC 
Amêndoa 6 124,7 – 151,3 

Casca 10 101,3 – 133,5 

AM 
Amêndoa 2 132,8 

Casca ND
a
 ND 

AP 
Amêndoa 4 143,3 – 161,2 

Casca 10 105,8 – 133,5 

PA 
Amêndoa 10 98,65 -123,31 

Casca 10 101,9 – 151,1 

           a  Não detectado. 

 

5.4.5 Potencial de produção de ACP das cepas de Aspergillus isoladas 

  

 O valor médio das 43 cepas de Aspergillus produtoras de ACP foi de 2.889,56 µg/kg. 

Os níveis mínimo e máximo foram de 353,38 µg/kg e 7.991,67 µg/kg, respectivamente, e 

ambos determinados em cepas isoladas de amêndoas provenientes do Estado do Amapá. 
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5.5 Análise de selênio nas amostras de amêndoas 

 

 A determinação de selênio nas amostras de amêndoas de castanha-do-Brasil revelou 

maior concentração média de selênio nas amostras provenientes do Amazonas e a menor 

naquelas provenientes do Acre (Tabela 5). 

 

Tabela 5 - Concentração média de selênio (mg/kg) em 

amostras de amêndoas 

 

Estados Concentração de selênio (mg/kg) 

AC 1,71 

AM 6,65 

AP 5,81 

PA 5,14 

 

 

5.6 Identificação molecular de fungos 

 

 A identificação molecular foi realizada através do sequenciamento da região ITS, parte 

do gene calmodulina e ß-tubulina, sendo possível identificar todas as espécies de Aspergillus 

isoladas (Tabelas 6 e 7). 

Dentre as 254 Aspergillus espécies isoladas de amêndoas e cascas, 98 cepas foram 

provenientes do Acre, 31 do Amazonas, 81 do Amapá e 44 do Pará. Dentre elas, 240 são 

pertencentes à Seção Flavi. A espécie mais frequentemente isolada foi A. nomius, seguida por 

A. flavus. Em menor quantidade foram isolados A. parasiticus, A. pseudotamarii, A. tamarii e 

A. caelatus. Outras espécies de Aspergillus não pertencentes à Seção Flavi também foram 

identificadas: A. sclerotium, A. versicolor, A. sydowii e A. persii. Ao todo foram classificadas 

240 cepas de Aspergillus Seção Flavi. 

Já em relação às amostras orgânicas de castanha-do-Brasil, foram isolados 47 cepas de 

Aspergillus Seção Flavi, sendo a maioria classificada como A. flavus, seguida por A. nomius, 

A. caelatus e A. tamarii. Outras espécies não foram encontradas nestas amostras. 
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Tabela 6 – Frequência absoluta das espécies de Aspergillus isoladas nas amostras de castanhas-do-Brasil provenientes de 

diferentes Estados brasileiros, incluindo as procedentes das amostras orgânicas 

 
Procedência 

das cepas 

 Espécies de Aspergillus 

 A. nomius A. flavus A. parasiticus A. pseudotamarii A. caelatus A. tamarii A. sclerotium A. persii A. sydowii A. versicolor 

AC  50 30 2 2 0 6 1 0 2 5 

AM  24 4 0 0 1 1 0 0 0 1 

AP  55 22 2 0 0 0 0 1 0 1 

PA  25 14 1 0 1 0 0 0 2 1 

Orgânicas  6 35 0 0 5 1 0 0 0 0 
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Tabela 7 – Frequência relativa das 254 cepas Aspergillus isoladas das amostras de castanhas-do-Brasil provenientes dos 4 Estados 

brasileiros em estudo (Acre - AC, Amazonas – AM, Amapá – AP, Pará – PA) 

 

Estados Amostras 

Frequência das espécies de Aspergillus (%)  

A. nomius A. flavus A. parasiticus A. pseudotamarii A. caelatus A. tamarii A. sclerotium A. sydowii A. persii A. versicolor  

AC 

Amêndoa 52,5 17,5 2,5 0 0 15,0 2,5 2,5 0 7,5  

Casca 50,0 39,6 1,7 3,5 0 0 0 1,7 0 3,5  

AM 

Amêndoa 80,0 13,3 0 0 0 0 0 0 0 6,7  

Casca 75,0 12,5 0 0 6,25 6,25 0 0 0 0  

AP 

Amêndoa 67,7 19,4 6,5 0 0 0 0 0 3,2 3,2  

Casca 66,0 34,0 0 0 0 0 0 0 0 0  

PA 

Amêndoa 7,7 69,2 0 0 0 0 0 15,4 0 7,7  

Casca 77,4 16,2 3,2 0 3,2 0 0 0 0 0  

Média 

Amêndoa 56,0 24,5 2,85 0 0 6,1 0,8 2,85 0,8 6,1  

Casca 63,8 30,5 1,3 1,3 1,3 0,5 0 0 0 1,3  
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5.7 Estudo da termotolerância das cepas de Aspergillus Seção Flavi 

 

O estudo de termotolerância demonstrou que todos os isolados cresceram 

vigorosamente em 7 dias às temperaturas de 25 e 37 °C, com crescimento médio de63 e 56 

mm, respectivamente. Por outro lado, os isolados testados a 42 °C tiveram crescimento médio 

de 22 mm.Esse resultado descartou a possibilidade de isolamento de A. bombycis, espécie 

estreitamente relacionada à A. nomius.  

 

5.8 Produção de ácido aspergílico pelas cepas de Aspergillus Seção Flavi 

 

Os isolados de A. flavus aflatoxigênicos e não-aflatoxigênicos e A. parasiticus 

apresentaram verso alaranjado, o que confirma a produção de ácido aspergílico em AFPA. As 

cepas de A. nomius apresentaram, em geral, coloração bege, sendo que algumas apresentaram 

produção de ácido aspergílico. 

 

5.9 Estudo da produção de esclerócios pelas cepas de Aspergillus Seção Flavi 

 

 Todos os esclerócios analisados foram considerados do tipo L (large), ou seja, 

apresentaram diâmetro acima de 400 µm. De modo que todos estavam na faixa de 400 a 1100 

µm de diâmetro. 

 Dentre as 240 cepas de Aspergillus testadas para produção de esclerócios, 70 os 

produziram. Destas, 53 foram identificadas como A. nomius e 17 como A. flavus, sendo 15 

aflatoxigênicas e, as outras 2 não foram produtoras de aflatoxinas.  

 Em relação aos 47 isolados provenientes das amostras orgânicas, apenas 3 produziram 

esclerócios, sendo 1 A. nomius, 1 A. flavus aflatoxigênico e 1 A. flavus não-aflatoxigênico. 

 

5.10 Aspergillus Seção Flavi e potencial micotoxigênico 

 

Todas as cepas de A. nomius (155/155), A. pseudotamarii (2/2) e A. parasiticus (5/5) 

produziram AFB e AFG, porém, nenhuma delas produziu ACP, já as cepas de A. tamarii (0/7) 

e A. caelatus (0/2) isoladas não produziram nem aflatoxinas e nem ACP. Do total das 71 

cepas de A. flavus isoladas 85,1% (61/71) foram micotoxigênicas, sendo que 25,3% (18/71) 

produziram somente AFB, 18,3% (13/71) produziram somente ACP e 42,2% (30/71), tanto 

AFB quanto ACP concomitantemente (Figura 56). 



109 

 

Figura 56 – Representação do número de cepas de 

A. flavus micotoxigênicas isoladas das 

4 cooperativas 

 

 

 

Dos 47 isolados de Aspergillus Seção Flavi referentes às amostras de castanha orgânica, 

74,4% (35/47) foram classificados como A. flavus, seguido de A. nomius (12,7%, 6/47), A. 

caelatus (10,6%, 5/47) e A. tamarii (2,1%, 1/47). Em relação ao potencial micotoxigênico das 

referidas cepas, todas as cepas de A. nomius foram produtoras de AFB e AFG e nenhuma 

delas produziram ACP, já no que concernem as cepas A. flavus, 80% (28/35) foram 

micotoxigênicas, sendo que 14,2% (5/35) cepas produziram apenas AFB, 20% (7/35) 

produziram somente ACP e 45,7% (16/35) produziram AFB e ACP concomitantemente. As 

cepas isoladas das amostras de castanha orgânicas de A. tamarii e A. caelatus também não 

foram aflatoxigênicas e tampouco produziram ACP. Em referência ao ACP, 65,7% (23/35) 

das cepas de A. flavus foram produtoras (Figura 57). 
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Figura 57 – Representação do número de cepas de 

A. flavus micotoxigênicas isoladas das 

amostras orgânicas 
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As características extrativas do modo de produção da castanha-do-Brasil são difíceis 

de serem controladas (FREITAS-SILVA; VENÂNCIO, 2011). Além disso, o clima da região 

amazônica, caracterizado por uma temperatura média de 26 °C e umidade relativa de 80-95% 

favorecem o crescimento fúngico. Com isso, indústrias e produtores têm realizado esforços 

consideráveis ao longo dos últimos 15 anos para minimizar o crescimento de fungos, 

principalmente Aspergillus e, consequentemente, a contaminação por aflatoxinas.  

As principais etapas da produção da castanha-do-Brasil são: coleta do ouriço na 

floresta, abertura do fruto, retirada das sementes, armazenamento em paiós e transporte para 

as cooperativas, onde são beneficiadas e comercializadas (FREITAS-SILVA;VENÂNCIO, 

2011). Na floresta amazônica, após a queda dos ouriços, eles ficam em contato direto com o 

solo durante vários dias antes da coleta e, durante este tempo, o fruto pode ser contaminado 

com espécies de fungos (ARRUS et al., 2005). Trabalho realizado por Baquião et al. (2012) 

apontou o solo como a principal via de contaminação por fungos em castanhas-do-Brasil.  

A partir do solo, reconhecido como paraíso dos fungos, a infecção fúngica pode 

ocorrer através porosidade da casca (SPENCER, 1921), fissuras feitas por insetos, pássaros ou 

outros danos mecânicos. Essas condições associadas ao clima da região favorecem a 

penetração e propagação de fungos do ouriço, para a casca e, finalmente, atingindo a amêndoa 

das castanhas (ARRUS et al., 2005; CASTRILLON; PURCHIO, 1988). 

Em nosso estudo foi observado maior frequência de isolamento de fungos nas cascas 

do que nas amêndoas. As cascas das castanha-do-Brasil são compostas principalmente de 

lignina e celulose (BONELLI et al., 2001). A celulose fornece característica higroscópica à 

casca, que associada à condição climática da região amazônica, confere à casca seu maior teor 

de umidade. Há uma tendência para o equilíbrio higroscópico entre umidade relativa do ar de 

umidade e o teor de água da casca. Por outro lado, devido ao seu elevado teor de lipídios 

(característica hidrofóbica) nas amêndoas, o teor de umidade das cascas não é inteiramente 

transferido para amêndoas. Isto pode explicar os diferentes valores de umidade encontrados 

em amostras de casca (média: 14,96) e amêndoa (média: 4,37). Embora o teor de umidade 

mensure uma quantidade total de água em determinado substrato, a atividade de água refere-

se à quantidade de água livre, disponível ao crescimento de micro-organismos. No ponto de 

equilíbrio higroscópico são esperados valores similares de atividade de água entre cascas e 

amêndoas. No presente estudo, os níveis médios de atividade de água foram 0,70 e 0,76 para 

cascas e amêndoas, respectivamente. Ressaltamos que esses valores estavam abaixo do 

intervalo mínimo de atividade de água (0,78-0,80) estabelecido para o crescimento de 

Aspergillus (LACEY et al., 1991) e produção de micotoxinas (superior a 0,85) (SCHMIDT-
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HEYDT et al., 2009). A maior freqüência de isolamento fúngico nas 

cascas,comparativamente as amêndoas, pode ser atribuída à proteção exercida pela casca da 

castanha, mantendo assim a qualidade da amêndoa (RIBEIRO et al., 1993). 

No presente estudo, Phialemonium spp. foi o principal fungo isolado. De acordo com 

Guarro et al. (1999), Phialemonium spp. é caracterizado pela sua semelhança morfológica 

com o gêneros Fusarium e Acremonium. Phialemonium spp. é um fungo demáceo, sem 

pigmentação escura evidente. Esse gênero fúngico foi inicialmente descrito como 

intermediário entre os gêneros Acremonium spp. e Phialophora spp. (GAMS; MCGINNIS, 

1983). O gênero Phialemonium inclui as espécies o Phialemonium curvatum, Phialemonium 

dimorphosporum e Phialemonium obovatum. No entanto, P. dimorphosporum, a espécie mais 

frequente, é considerada um sinônimo de P. curvatum (GUARRO et al., 1999). Estes fungos 

são amplamente distribuídos na natureza e já foram isolados em solo, ar, efluentes industriais 

e esgotos (GAMS; MCGINNIS, 1983; PERDOMO et al., 2011) . 

Bitancourt (1941) isolou dentre outros fungos, Aspergillus spp., Penicillium spp., 

Cephalosporium spp. (= Acremonium spp.). Castrillon e Purchio (1988) identificaram 

Aspergillus spp., Penicillium spp. e Acremonium spp. como gêneros dominantes isolados em 

amostras de castanha-do-Brasil. Freire et al. (2000) relataram o predomínio de Aspergillus 

spp. em cascas de castanha-do-Brasil, ademais outros gêneros fúngicos como Penicillium, 

Cunninghamella, Rhizopus, Fusarium e Acremonium, também foram isolados neste estudo. 

Em relação às espécies de Aspergillus, a diferenciação morfológica (macro e 

microscopia) não é suficiente para distingui-los, isso ocorre devido às semelhanças 

interespecíficas e variabilidade intraespecífica de seus isolados (RODRIGUES et al., 2009). 

Samson e Varga (2009) relataram que,isoladamente, nenhum método é perfeito para 

identificação das espécies. De acordo com os autores,a taxonomia polifásica, com o emprego 

de estudos morfológicos,análise de extrólitos e sequenciamento de diferentes regiões do 

DNA, devem ser considerados em conjunto. No presente trabalho, as espécies de Aspergillus 

isoladas foram identificadas utilizando uma abordagem polifásica. Consoante à nossa 

investigação, autores citam a dificuldade de, através de estudo morfológico, diferenciar as 

espécies A. flavus e A. nomius, pois estas compartilham muitas características comuns 

(KURTZMAN et al., 1987). Neste caso, para diferenciá-las é necessário conhecer o perfil 

toxigênico, uma vez que A. flavus pode produzir AFB e A. nomius produz AFB e AFG. Outra 

constatação importante é o fato de isolados de A. nomius não produzirem ACP e, além disso, 

eles são diferenciados pela sequência de nucleotídeos de seus genes. Semelhanças 

morfológicas também são encontradas entre as espécies A. nomius e A. bombycis, que também 
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apresentam o mesmo perfil de produção de aflatoxinas (AFB e AFG). Nesse caso, para 

diferenciá-las é necessário estudar a taxa de crescimento e realizar sequenciamento de 

diferentes regiões do DNA (PETERSON et al., 2001). No quesito termorresistência, isolados 

de A. bombycis crescem moderadamente 37 °C (em média 15 mm de diâmetro), porém, não 

crescem a 42 °C. Por outro lado, isolados de A. nomius crescem vigorosamente a 37 °C (em 

média 65 mm de diâmetro) e também crescem a42 °C (em média 19,8 mm de diâmetro) 

(PETERSON et al., 2001). Em nosso trabalho, todos os isolados testados cresceram a 42 °C, 

excluindo a hipótese de se tratar de A. bombycis. Sendo assim, a combinação de resultados 

obtidos da morfologia, da determinação do potencial de produção de micotoxinas (aflatoxinas 

e ACP), da produção de ácido aspergílico em AFPA, de testes de termorresistência e da 

análise de sequências de 3 genes (ITS, calmodulina e ß-tubulina) foi capaz de assegurar a 

identificação das espécies de Aspergillus isoladas. 

Dentro do gênero Aspergillus, a maior freqüência de isolamento de A. nomius vem de 

encontro com os achados de Olsen et al. (2008), que estudaram lotes de castanha-do-Brasil. 

Nesse estudo, isolados de A. nomius produziram altos níveis de aflatoxinas. 

Além de ter sido isolado em castanhas-do-Brasil (BAQUIÃO et al., 2012; 

CALDERARI et al., 2013; GONÇALVES, J. C. et al., 2012; OLSEN et al., 2008), 

Aspergillus nomius já foi encontrado em pistache (FEIBELMAN et al., 1998), trigo 

(KURTZMAN et al., 1987), milho e amendoim (PITT et al., 1993), solo agrícola dos Estados 

Unidos (EGEL et al., 1994; KURTZMAN et al., 1987), do Irã (RAZZAGHI-ABYANEH et 

al., 2006) e da Tailândia (EHRLICH et al., 2007). Amplamente distribuída na natureza, esta 

espécie é considerada grande produtora de aflatoxinas em castanhas-do-Brasil (STDF, 2009). 

Além disso, A. nomius reveste-se de grande importância pela produção de níveis mais 

elevados de aflatoxinas, comparativamente aos isolados de A. flavus. 

Dos isolados de Aspergillus, a espécie A. flavus, a segunda mais frequente em nossa 

investigação, tem sido isolada predominantemente no solo, em produtos vegetais, 

principalmente amendoim, milho e em outras culturas (BARROS et al., 2006; NEPOTE et al., 

1997; NESCI; ETCHEVERRY, 2002; NOVAS; CABRAL, 2002; PILDAIN et al., 2004, 

2005; RESNIK et al., 1996; VAAMONDE et al., 1995). Algumas de suas espécies são 

capazes de produzir ACP concomitantemente às aflatoxinas (BURDOCK; FLAMM, 2000). 

Desta forma, a contaminação de alimentos por cepas de A. flavus capazes de produzir 

simultaneamente aflatoxinas e ACP pode resultar na coocorrência destas toxinas, como 

reportado por diversos estudos (FERNANDEZ-PINTO et al., 2001; LANDSEN; 

DAVIDSON, 1983; MARTINS; MARTINS, 1999; VAAMONDE et al., 2003). Múltiplos 
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fatores estão envolvidos no desenvolvimento de A. flavus e consequente na biossíntese de 

metabólitos secundários, como umidade, temperatura, composição do substrato, danos 

mecânicos ou causados por insetos, e a interação entre espécies fúngicas que compartilham o 

mesmo nicho ecológico (ASTORECA et al., 2013). Em nosso estudo, a coocorrência das 

espécies A. flavus e A. nomius no mesmo substrato pode ter ocasionado uma competição de 

ambas as espécies pelo mesmo substrato, sendo mais favorável ao A. nomius nas condições de 

armazenamento das cooperativas estudadas (Acre, Amazonas e Amapá).  

Por sua vez, nas amostras orgânicas houve prevalência de A. flavus, indicando que o 

fungo está mais adaptado às condições de campo do que A. nomius. Esse resultado foi similar 

ao das amostras provenientes do Pará, onde não foi possível realizar a coleta em uma 

cooperativa propriamente dita. A maior frequência de A. flavus em amostras de castanha-do-

Brasil está de acordo com os achados de Baquião et al. (2012). No citado estudo, as amostras 

provenientes da Agropecuária Aruanã (Itacoatiara, Amazonas)receberam, após o período da 

realização da pesquisa (2009), o selo oficial do Sistema Brasileiro de Avaliação da 

Conformidade Orgânica, concedido pela Tecpar (Instituto de Tecnologia do Paraná)credenciada 

para certificação de orgânicos com acreditação pelo INMETRO.As amostras orgânicas foram 

provenientes da cooperativa COVEMA (Manicoré, Amazonas),essa cooperativa obteve a 

certificação da IMO-Control em 2004.  

Das 106 cepas de A. flavus (71 cepas do estudo original + 35 cepas isolados de 

castanhas orgânicas), 29,2% (31/106) foram não-aflatoxigênicas. Isolados de A. flavus não 

produtores de aflatoxinas não são comuns na Argentina (VAAMONDE et al., 2003), mas são 

predominantes no Irã, em solos utilizados para o cultivo de milho. Isolados não 

aflatoxigênicos são considerados de grade importância pela possibilidade de serem utilizados 

como agentes de biocontrole na prevenção de contaminação por espécies aflatoxigênicas 

(RAZZAGHI-ABYANEH et al., 2006) 

Apesar do não isolamento de A. parasiticus em amostras de castanha-do-Brasil em 

estudos anteriores (ARRUS et al., 2005; BAQUIÃO et al., 2012),e o isolamento em baixa 

frequência em nossa pesquisa,trata-se de uma espécie importante do ponto de vista 

toxigênico, uma vez que isolados não-aflatoxigênicos desta espécie são raros (BLANEY et 

al., 1989; HORN et al., 1996; TRAN-DINH et al., 1999). 

Estudo recente identificou uma nova espécie isolada de castanha-do-Brasil: 

Aspergillus bertholletius, cujos isolados são não-aflatoxigênicos (TANIWAK et al. 2012). 

Por definição, a agricultura orgânica é um sistema de manejo sustentável da unidade 

de produção com enfoque sistêmico que privilegia a preservação ambiental, a 
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agrobiodiversidade, os ciclos biogeoquímicos e a qualidade da vida humana (RICCI et al., 

2006). Como um dos critérios para obtenção da certificação orgânica, os extrativistas 

receberam treinamento para coleta e para os primeiros cuidados das castanhas, que incluíram 

pré-seleção das castanhas deterioradas, secagem adequada antes do encaminhamento às 

cooperativas. Ressaltamos que a castanha-do-Brasil é, naturalmente orgânica, pois não são 

utilizados agrotóxicos nos castanhais, entretanto para certificação orgânica é necessário que 

haja uma validação dessa qualidade. O fato de ser “livre de aflatoxina” compreende uma 

importante característica de um alimento orgânico. 

Em relação aos esclerócios,a mais eficiente fonte de inoculo para iniciar o ciclo de 

infecção na planta hospedeira (WILSON et al., 1989), as condições de temperatura, meio de 

cultivo e tempo que utilizamos para indução da produção foram de 30 °C, em ágar CZ, por 14 

dias (BARROS et al., 2006). Autores registraram que a temperatura atua como um fator muito 

importante para sua produção, sendo que a esporulação é aumentada gradativamente de 10 a 

30-35 °C, principalmente em se tratando de ágar CZ e, em temperaturas superiores, observa-

se diminuição da produção (GIORNI et al., 2012). No que se refere ao tamanho dos 

esclerócios foi observado que todos os isolados, quando produziram esclerócios, foram L. 

Outros trabalhos também relataram cepas L dominantes (HORN; DORNER, 1998), por outro 

lado, alguns autores encontraram maior número de cepas S (PROBST, 2005). Constatamos 

também baixa frequência de isolados produtores, visto que, das106 cepas de A. flavus 

estudadas (71 cepas do estudo original + 35 cepas isolados de castanhas orgânicas), 79 foram 

aflatoxigênicas, e destas 20,2% (16/79) foram produtoras de esclerócios. Nosso resultado está 

de acordo com outros autores que reportaram que a produção de esclerócio é uma 

característica rara encontrada em algumas espécies de A. flavus (KOZAKIEWICZ et al., 

1994). Já em relação às 161 cepas de A. nomius (155 cepas do estudo original + 6 cepas 

isolados de castanhas orgânicas) todas foram aflatoxigênicas e destas 32,9% (53/161) 

produziram esclerócios. Alguns autores não encontraram correlação entre produção de 

aflatoxinas e esclerócios (BENNETT et al., 1979; ABEYWICKRAMA; BEAN,1991). 

Algumas tentativas de correlacionar altos índices de produção de aflatoxinas e esclerócios 

demonstram resultados contraditórios. Probst (2005) encontrou cepas S altamente produtoras 

de aflatoxinas, enquanto Abbas et al. (2005) constatou que cepas L produzem altos níveis de 

aflatoxinas. Existem indicações que o fenótipo produtor de esclerócios possa estar relacionado 

à procedência da cepa estudada (COTTY, 1997; HORN; DORNER, 1998; YIN et al., 2009), 

o que pode explicar a falta de consenso entre os autores. Em nosso estudo, nenhum 

comentário neste aspecto foi possível. 
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Dezoito aflatoxinas já foram identificadas, porém somente AFB1, AFB2, AFG1e 

AFG2são encontradas em alimentos (DECASTELLI et al., 2007). Uma maneira de controlar o 

consumo de alimentos contaminados por micotoxinas é realizada por leis. Atualmente, a 

regulamentação das aflatoxinas ocorre em mais de 75 países (EL TAVILA et al., 2013). 

Sendo que, em todo mundo, os limites de AFB1 e aflatoxinas totais variam de 1 a 20 µg/kg e 0 

a 35 µg/kg, respectivamente (FAO, 2004).A Comissão Europeia estabeleceu o limite máximo 

de tolerância para castanha-do-Brasil para processamento de 15 µg/kg para a soma das 

aflatoxinas AFB1+AFB2+AFG1+AFG2 e 8 µg/kg para AFB1 (CE, 2010). No ano seguinte, 

2011, a ANVISA estabeleceu limites similares para comercialização do produto em mercado 

nacional (Quadro 7). Essa iniciativa aumentou a proteção dos consumidores brasileiros, pois 

evita que mercadorias rejeitadas por outros países sejam vendidas em território nacional. À 

vista disso, a presença de aflatoxinas em alimentos é uma questão de grande preocupação para 

exportadores e comerciantes locais de castanha-do-Brasil.  

 

Quadro 7 - Limites máximos toleráveis para aflatoxinas em castanha-do-Brasil no Brasil e 

na União Europeia 

 

 AFB1(µg/kg) Aflatoxinas  

totais (µg/kg) 

ANVISA   

com casca para consumo direto Não se aplica 20 

sem casca para consumo direto Não se aplica 10 

sem casca para processamento posterior Não se aplica 15 

   

União Europeia   

sem casca para consumo direto 5 10 

sem casca para processamento posterior 8 15 

Fonte: ANVISA, 2011; Comissão Europeia (2010) 

 

Em nosso estudo, os estados brasileiros que tiveram amostras com níveis de 

aflatoxinas superiores ao limite máximo de tolerância foram Amazonas (8/9) e Acre (4/4). Por 

outro lado, apenas uma amostra de Amapá (1/5) e nenhum do Pará (0/4) apresentaram níveis 

superiores a 15 µg/kg. 
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Em relação ao ACP, estudos sobre a ocorrência de desta micotoxinas em castanha-do-

Brasil são escassos e, até o presente trabalho, não havia sido detectada ACP em amostras de 

castanha-do-Brasil (BAQUIÃO et al., 2012). Todavia, estudos confirmam a presença de ACP 

em amostras de amendoim, milho e tomate (MOTTA; SOARES, 2000; URANO et al., 1992; 

ZORZETE et al., 2011). Em nossa pesquisa, 5% das amostras de amêndoas foram positivas 

para ACP, sendo os níveis mínimo e máximo de 98,65 µg/kg e 161,2µg/kg, respectivamente 

(Tabela 4). É importante ressaltar que não há legislação no que diz respeito ao limite máximo 

tolerável de ACP em nenhum lugar do mundo.  

Por sua vez, os dados obtidos da determinação de selênio das amêndoas indicaram que 

as amostras provenientes do Estado do Acre (Estado localizado a extremo oeste do Brasil) 

foram as que apresentaram menores concentrações de selênio (1,71 mg/kg) comparado às 

amostras provenientes dos demais Estados (Amazonas, Amapá e Pará), cuja média foi de 5,87 

mg/kg. A detecção de menores níveis de Se nas amostras provenientes do oeste, em relação às 

amostras provenientes do leste da região norte do Brasil foi relatada em estudos anteriores 

(PACHECO; SCUSSEL, 2007), em que os níveis de selênio foram de 23,5 mg/kg e 43,8 

mg/kg em amostras coletadas a oeste e leste, respectivamente. Este fato ocorre, pois a 

composição do solo da região apresenta quantidade de variável de Se (PACHECO e 

SCUSSEL, 2007). De acordo com FAO (1993), a razão das castanhas-do-Brasil serem ricas 

em selênio ocorre devido à similaridade química entre o selênio e o enxofre, que é um 

nutriente essencial para formação de aminoácidos (metionina e cisteína) e proteínas nas 

castanhas. Como existe deficiência de enxofre no solo amazônico, se o solo contiver Se, este 

pode ser utilizado pela planta substituindo o enxofre.Vale enfatizar que, a dose permitida de 

ingestão de Se é de 55 µg por dia, para pessoas a partir do 14 anos de idade, sendo o limite de 

ingestão tolerável diária de 400 µg (IOM, 2000). Considerando que uma amêndoa da 

castanha-do-Brasil tem em média 5 g, uma amêndoa proveniente da região do Acre, tem cerca 

de 8,5 µg de Se, enquanto que uma amêndoa proveniente dos outros Estados estudados 

(Amazonas, Amapá e Pará) contém 29,3 µg deste micronutriente. 

Atualmente, não há uma tecnologia disponível que elimine completamente a 

contaminação por micotoxinas em alimentos (HALÁSZ et al., 2009; SCUSSEL et al., 2011; 

SHAPIRA; PASTER, 2004,). A maioria das estratégias de controle é baseada na prevenção, 

tanto na pré-coleta, coleta, transporte e armazenamento. A proposta de uso da aplicação de 

ozônio parece ser um método promissor, principalmente pelo seu baixo custo, eficiência 

(SCUSSEL et al., 2011), alterações ínfimas nas características sensoriais e a possibilidade de 

uso em larga escala(FREITAS-SILVA; VENÂNCIO, 2010). O efeito na detoxificação de 
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aflatoxinas tem sido estudado em castanha-do-Brasil (FREITAS-SILVA; VENÂNCIO, 2010, 

SCUSSEL et al., 2011), em amendoim (CHEN et al., 2014) e em milho (LUO et al., 2014). 

Especula-se que o mecanismo de ação ocorra pelo ataque do ozônio nas duplas ligações de 

carbono C8 e C9 das aflatoxinas.  

No presente estudo, a presença de isolados aflatoxigênicos indica também a 

necessidade de controle dos fatores abiótico no armazenamento, como a utilização de 

atmosferas controladas em termos de umidade relativa do ar, temperatura, tratamento com 

ozônio e redução do oxigênio. 

Como constatamos, a cadeia de produção das castanhas-do-Brasil tem muitas 

peculiaridades, o que exige uma abordagem holística. Sua produção se inicia na floresta, 

quando os frutos que contêm as sementes caem no solo, após, eles são coletados e 

armazenados por extrativistas que são responsáveis pelo tratamento inicial ainda na floresta. 

Em primeiro lugar, este sistema não permite que pragas e doenças causem danos 

caracteristicamente observados em monoculturas, por causa do equilíbrio do ecossistema 

florestal (FREITAS-SILVA; VENÂNCIO, 2011). No contexto da castanha-do-Brasil, os 

parâmetros mais influentes são os que afetam o desenvolvimento de fungos e a produção de 

micotoxinas. Boas práticas na coleta dos ouriços, secagem adequada que deve ocorrer logo 

após a colheita e tão rapidamente quanto possível, armazenamento em condições de baixas 

temperaturas e umidades evita que o nível de atividade de água das castanhas aumente e estas 

se tornem um bom substrato para espécies micotoxigênicas.  
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7. CONCLUSÕES 
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 A realização deste trabalho permitiu chegar às seguintes conclusões: 

 

 Devido à presença de celulose nas cascas, que lhes confere características 

higroscópicas, há uma tendência para o equilíbrio higroscópico entre a umidade 

relativa do ar e as cascas, resultado em maiores níveis de teor de umidade em 

comparação às amêndoas; 

 A composição lipídica das amêndoas impede que o teor de umidade seja transferido 

das cascas para as amêndoas, embora os níveis de atividade de amêndoas e cascas 

sejam similares; 

 Phialemonium spp. foi o fungo mais isolado tanto nas amostras de casca quanto 

amêndoa, porém a maior frequência de contaminação fúngica nas cascas dos que as 

amêndoas, demonstra que a contaminação ocorre das cascas para as amêndoas; 

 Aflatoxinas e ácido ciclopiazônico foram encontrados nas amostras de amêndoas e 

cascas;  

 A utilização de abordagem polifásica foi essencial para diferenciação das cepas de 

Aspergillus, sendo possível discriminar espécies estreitamente relacionadas; 

 Aspergillus nomius foi a espécie mais frequente dentre o gênero Aspergillus spp., 

excetuando-se nas amostras orgânicas, nas quais Aspergillus flavus foi o mais isolado, 

este resultado foi similar ao das amostras de amêndoa provenientes do Estado do Pará; 

 A determinação de selênio nas amostras de amêndoas revelou que as amostras 

provenientes do extremo oeste da região amazônica brasileira foram as que 

apresentaram menores concentrações desse elemento; 

 Apesar da maior frequência de isolamento de Aspergillus toxigênicos nas cascas, essas 

não são um bom substrato para a produção de aflatoxinas. 

 A presença do fungo não implica necessariamente em um alimento contaminado, 

porém, o isolamento de cepas de Aspergillus potencialmente aflatoxigênicas; mostra 

que a amêndoa da castanha-do-Brasil é um substrato suscetível para o 

desenvolvimento de fungos micotoxigênicos; 

 Boas práticas no manejo da castanha-do-Brasil desde a coleta, beneficiamento, 

armazenamento e até sua comercialização são necessárias para garantir a qualidade do 

produto, para que o mesmo não cause danos à saúde dos consumidores e prejuízos 

econômicos. 
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APÊNDICE A – Tabelas suplementares 

 

Tabela A.1- Níveis de umidade (teor de umidade e atividade de água) e número de unidades formadoras de colônias por grama (10
3 

UFC/g) em 50 amostras de amêndoas de castanha-do-Brasil (ACA1 a ACA50), provenientes do Estado do Acre – AC 

 

Amostras Tu* Aa** 
Aspergillus 

spp. 

Penicillium 

spp. 

Fusarium 

spp. 

Phialemonium 

spp. 

Pheacremonium 

spp. 

Thrichoderma 

spp. 
FNE*** 

Rhizopus 

spp. 

Verticillium 

spp. 

ACA1 3,5 0,72 0,2 - - 0,3 - 0,1 0,1 - 0,1 

ACA2 3,7 0,96 - - - 12 2 - 1 - - 

ACA3 3,5 0,83 1 - - 15 - - - - - 

ACA4 4,2 0,89 1 4 1 37 9 - - - - 

ACA5 3,8 0,95 - 23 - 54 13 - - - - 

ACA6 3,6 0,88 1 13 - 12 - - - - - 

ACA7 3,9 0,82 1 - - 5 - 2 - - - 

ACA8 3,8 0,95 2 6 1 49 11 - - - - 

ACA9 4,0 0,87 3 - - 9 8 - 1 - - 

ACA10 3,8 0,84 - 1 - 8 6 - - - - 

ACA11 3,5 0,92 40 - 40 - - - - - - 

ACA12 3,4 0,96 0,4 - 0,7 - - - - - - 

ACA13 3,6 0,95 3 - 1 6 - 1 - - - 

ACA14 3,6 0,94 - 2 - 14 - - - - - 

ACA15 3,7 0,78 - 2 2 - - - 6 - - 

ACA16 3,9 0,69 20 - - 17 3 - - - - 

ACA17 3,8 0,88 - 1 - 4 - - - - - 

ACA18 3,6 0,88 1 2 1 - - - - - - 

ACA19 3,7 0,78 - - - 4 - - - - - 

ACA20 3,8 0,78 1 4 - 10 - - - - - 

ACA21 3,7 0,86 - 5 - 8 - - - - - 

ACA22 3,8 0,74 - - - 4 - - - - - 

ACA23 3,4 0,68 1 - - 11 5 - - - - 

ACA24 3,7 0,74 - 1 - 19 1 - - - - 

ACA25 3,6 0,88 - 22 - - - - - - - 
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Amostras Tu* Aa** 
Aspergillus 

spp. 

Penicillium 

spp. 

Fusarium 

spp. 

Phialemonium 

spp. 

Pheacremonium 

spp. 

Thrichoderma 

spp. 
FNE*** 

Rhizopus 

spp. 

Verticillium 

spp. 

ACA26 4,0 0,86 - - - 51 18 - 1 - - 

ACA27 3,4 0,91 1 2 1 1 - 1 - - - 

ACA28 5,3 0,67 1 1 - 18 10 - - - - 

ACA29 4,2 0,87 0,8 0,4 - - - - 0,1 - - 

ACA30 3,6 0,66 - - - - - 2 - - - 

ACA31 3,7 0,73 1 1 - 16 7 - - - - 

ACA32 3,7 0,92 8 4 - 9 4 - - - - 

ACA33 3,4 0,87 0,6 - 0,1 7 4 - - - - 

ACA34 3,8 0,83 - - - 1 - - 1 - - 

ACA35 3,7 0,58 0,6 - 0,5 - - - 0,2 - - 

ACA36 3,6 0,63 1 2 - - - 3 - - - 

ACA37 3,3 0,67 3 4 - 27 3 - - - - 

ACA38 3,6 0,88 0,6 - - - - 0,1 - - - 

ACA39 3,6 0,93 2 - - 10 - - - - - 

ACA40 4,5 0,86 0,3 0,9 - 6,3 - - - - - 

ACA41 3,6 0,79 - 10 - 145 5 - - - - 

ACA42 3,7 0,64 0,2 0,4 0,5 - - - 0,1 - - 

ACA43 4,5 0,91 0,3 1,5 0,2 0,2 - - - - - 

ACA44 4,4 0,94 - - 2 11 - - - - - 

ACA45 3,4 0,81 0,5 0,5 - 3,3 - - - - - 

ACA46 3,4 0,95 - - 1 24 3 - - - - 

ACA47 3,2 0,63 0,4 0,2 0,1 - - 0,2 - - - 

ACA48 3,2 0,95 3 2 3 - - - - - - 

ACA49 3,5 0,76 1 - - 7 - - - - - 

ACA50 3,5 0,75 0,1 0,1 0,2 1 - 0,3 0,2 - - 

Média 3,7 0,82 2,0 2,3 1,1 12,7 2,2 0,2 0,2 0,0 0,0 

*Tu: Teor de umidade 

**Aa: Atividade de água 

***FNE: Fungo não-esporulado 

Limite de detecção: 50 UFC/g 
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Tabela A.2- Níveis de umidade (teor de umidade e atividade de água) e número de unidades formadoras de colônias por grama (10
3 

UFC/g) em 50 amostras de cascas de castanha-do-Brasil (ACC1 a ACC50), provenientes do Estado do Acre – AC 

 

Amostras Tu* Aa** 
Aspergillus 

spp. 

Penicillium 

spp. 

Fusarium 

spp. 

Phialemonium 

spp. 

Pheacremonium 

spp. 

Thrichoderma 

spp. 
FNE*** 

Rhizopus 

spp. 

Verticillium 

Spp. 

ACC1 14,4 0,61 10 2 - - - 1 4 - - 

ACC2 14,5 0,94 - 30 - 20 10 10 - - - 

ACC3 14,5 0,83 30 30 - 98 2 - - - - 

ACC4 14,3 0,78 20 - 10 18 2 - - - - 

ACC5 13,8 0,88 5 1 - 18 9 - 1 - - 

ACC6 14,1 0,83 4 - 4 - - 1 - - - 

ACC7 13,7 0,84 6 - - - - 4 - - - 

ACC8 14,4 0,89 90 - 10 370 - - - - - 

ACC9 13,9 0,74 8 - 2 - - - - - - 

ACC10 13,6 0,78 5 1 1 53 - - - - - 

ACC11 14,6 0,76 3 - - 18 8 2 - - - 

ACC12 13,5 0,92 20 - 10 19 1 - 10 - - 

ACC13 14,3 0,94 50 40 - - - - - - - 

ACC14 13,4 0,93 20 50 - 77 3 - - - - 

ACC15 13,7 0,60 30 80 - 222 8 10 - - - 

ACC16 14,6 0,64 30 20 - - - - 20 - - 

ACC17 15,2 0,74 20 - - 77 13 10 - - - 

ACC18 14,6 0,78 4 1 - 2 - 2 2 - - 

ACC19 14,8 0,82 3 2 - 19 14 - - - - 

ACC20 14,9 0,64 50 130 - 100 10 - - - - 

ACC21 14,9 0,70 7 - - 12 - 2 1 - - 

ACC22 13,8 0,64 15 2 - 17 2 2 - - - 

ACC23 13,5 0,67 10 80 30 - - - - - - 

ACC24 14,6 0,71 50 60 - 747 33 - - - - 

ACC25 14,3 0,86 10 - 6 28 - - - - - 
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Amostras Tu* Aa** 
Aspergillus 

spp. 

Penicillium 

spp. 

Fusarium 

spp. 

Phialemonium 

spp. 

Pheacremonium 

spp. 

Thrichoderma 

spp. 
FNE*** 

Rhizopus 

spp. 

Verticillium 

spp. 

ACC26 15,0 0,74 20 10 10 132 18 - - - - 

ACC27 14,4 0,92 8 - - - - - 4 - - 

ACC28 15,2 0,63 40 30 - 341 19 - - - - 

ACC29 15,2 0,74 - 40 - 48 12 - - - - 

ACC30 14,6 0,61 4 - 1 3 - - - - - 

ACC31 14,6 0,51 2 - 1 8 7 - 2 - - 

ACC32 14,7 0,86 2 - - 2 - 1 - - - 

ACC33 14,3 0,79 30 20 - 199 31 - - - - 

ACC34 15,1 0,72 20 20 10 41 9 - - - - 

ACC35 14,1 0,79 5 8 - - - 1 - - - 

ACC36 13,7 0,83 20 40 - 215 45 10 - - - 

ACC37 13,9 0,79 20 10 - - - - - - - 

ACC38 13,7 0,81 30 20 - 10 - - - - - 

ACC39 14,8 0,75 15 - - - - 1 - - - 

ACC40 14,5 0,75 30 70 - 46 14 - - - - 

ACC41 14,4 0,66 30 1 2 - - - - - - 

ACC42 13,9 0,68 8 - - - - - 5 - - 

ACC43 14,7 0,86 7 11 - - - 1 2 - - 

ACC44 13,9 0,85 8 3 - 5 - - - - - 

ACC45 14,1 0,63 10 1 - 32 - - 2 - - 

ACC46 14,8 0,90 16 4 1 10 - - - - - 

ACC47 14,2 0,64 - 2 - - - 2 - - - 

ACC48 14,4 0,92 20 20 - 33 17 - - - - 

ACC49 15,3 0,76 20 20 10 64 6 - 10 - - 

ACC50 13,9 0,76 20 10 - 10 - - 10 - - 

Média 14,3 0,77 17,7 17,4 2,2 62,3 5,9 1,2 1,5 0,0 0,0 

*Tu: Teor de umidade 

**Aa: Atividade de água 

***FNE: Fungo não-esporulado 

Limite de detecção: 50 UFC/g 
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Tabela A.3- Níveis de umidade (teor de umidade e atividade de água) e número de unidades formadoras de colônias por grama (10
3 

UFC/g) em 50 amostras de amêndoas de castanha-do-Brasil (AMA1 a AMA50), provenientes do Estado do Amazonas – AM 

 

Amostras Tu* Aa** 
Aspergillus 

spp. 

Penicillium 

spp. 

Fusarium 

spp. 

Phialemonium 

spp. 

Phaeoacremonium 

spp. 

Thrichoderma 

spp. 
FNE*** 

Rhizopus 

spp. 

Verticillium 

spp. 

AMA1 3,6 0,86 - 1 96 - - - - - - 

AMA2 3,8 0,86 - 5 2 97 89 - - - - 

AMA3 3,6 0,83 - - 8 21 15 - - - - 

AMA4 3,5 0,83 - 1 - 23 12 - 2 - - 

AMA5 4,5 0,88 - - 3 14 - - - - - 

AMA6 3,6 0,83 0,2 0,9 9,8 - - - - - - 

AMA7 3,8 0,83 - 1 10 - - - - - - 

AMA8 3,7 0,86 - 4 6 - - - - - - 

AMA9 4,1 0,86 - 7 15 - - - - - - 

AMA10 3,9 0,76 - 2 - 5 - - - - - 

AMA11 3,7 0,68 - 8 9 - - - - - - 

AMA12 3,9 0,82 - 5 - 9 - - - - - 

AMA13 3,9 0,79 1 7 18 - - - - - - 

AMA14 3,6 0,89 - 3 - 15 12 - - - - 

AMA15 3,5 0,81 - 4 16 8 7 - 1 - - 

AMA16 4,0 0,87 1 4 18 - - - - - - 

AMA17 3,9 0,88 - 7 1 12 9 - - - - 

AMA18 3,9 0,80 1 3 - 43 10 - - - - 

AMA19 4,1 0,83 1 10 - 17 - - - - - 

AMA20 4,0 0,75 - 6 - 15 - - - - - 

AMA21 3,7 0,81 - 10 - 59 19 - - - - 

AMA22 3,5 0,84 - 6 - 20 17 - - - - 

AMA23 3,8 0,82 - 7 - 41 16 - - - - 

AMA24 4,4 0,69 - 38 - - - - - - - 

AMA25 3,9 0,93 - 56 - - - - - - - 
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Amostras Tu* Aa** 
Aspergillus 

spp. 

Penicillium 

spp. 

Fusarium 

spp. 

Phialemonium 

spp. 

Phaeoacremonium 

spp. 

Thrichoderma 

spp. 
FNE*** 

Rhizopus 

spp. 

Verticillium 

spp. 

AMA26 3,8 0,80 - 3 - 7 - 1 - - - 

AMA27 3,7 0,85 6 20 - - - - - - - 

AMA28 3,4 0,83 1 20 11 - - - - - - 

AMA29 3,7 0,85 3 6 11 - - - - - - 

AMA30 3,8 0,70 1 6 12 - - - - - - 

AMA31 3,8 0,77 - - 15 - - - - - - 

AMA32 4,3 0,80 - 6 - 13 10 - 5 - - 

AMA33 3,8 0,76 1 2 8 - - - - - - 

AMA34 4,1 0,85 3 4 15 - - - - - - 

AMA35 3,4 0,83 - 17 18 - - - - - - 

AMA36 4,0 0,75 1 - - - - - - - - 

AMA37 3,9 0,84 - 9 15 - - 3 - - - 

AMA38 3,8 0,75 - 12 1 - - - - - - 

AMA39 3,7 0,74 - 11 13 - - - - - - 

AMA40 3,8 0,75 - 7 16 - - 1 - - - 

AMA41 4,4 0,79 1 10 - 27 15 - - - - 

AMA42 3,6 0,76 - - 40 - - - - - - 

AMA43 4,1 0,83 - 10 - 606 24 - - - - 

AMA44 3,5 0,82 10 20 150 155 25 - - - - 

AMA45 3,9 0,79 - 2 2 25 12 - - - - 

AMA46 4,2 0,84 0,4 0,8 3,6 - - - - - - 

AMA47 3,6 0,69 1 1 2 7 - - - - - 

AMA48 3,8 0,79 - 9 67 - - - - - - 

AMA49 3,7 0,83 - 20 - 66 14 - - - - 

AMA50 3,8 0,71 0,1 - 0,3 78 34 - - - - 

Média 3,8 0,81 0,7 7,8 12,2 27,7 6,8 0,1 0,2 0,0 0,0 

*Tu: Teor de umidade 

**Aa: Atividade de água 

***FNE: Fungo não-esporulado 

Limite de detecção: 50 UFC/g 
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Tabela A.4- Níveis de umidade (teor de umidade e atividade de água) e número de unidades formadoras de colônias por grama (10
3 

UFC/g) em 50 amostras de cascas de castanha-do-Brasil (AMC1 a AMC50), provenientes do Estado do Amazonas – AM 

 

Amostras Tu* Aa** 
Aspergillus 

spp. 

Penicillium 

spp. 

Fusarium 

spp. 

Phialemonium 

spp. 

Phaeoacremonium 

spp. 

Thrichoderma 

spp. 
FNE*** 

Rhizopus 

spp. 

Verticillium 

spp. 

AMC1 14,5 0,81 - - 4 133 21 - - - - 

AMC2 14,1 0,78 20 40 - 728 102 - - - - 

AMC3 14,3 0,76 - 90 10 402 88 - - - - 

AMC4 14,8 0,68 - 40 - 804 96 - - - - 

AMC5 15,6 0,79 30 120 - 158 22 - - - - 

AMC6 13,4 0,77 - 12 - 99 33 - - - - 

AMC7 14,1 0,80 10 20 10 305 35 - - - - 

AMC8 14,5 0,71 0,8 2,3 5,2 - - - - - - 

AMC9 15,4 0,76 2 - 1 61 22 - - - - 

AMC10 14,7 0,76 - 40 - 759 41 - 10 - - 

AMC11 14,4 0,66 - 19 - 116 16 - - - - 

AMC12 15,5 0,72 - 1 - 7 - - - - - 

AMC13 14,6 0,79 1 18 - 44 10 - - - - 

AMC14 13,1 0,84 - 20 120 - - - - - - 

AMC15 13,3 0,87 10 40 - 508 22 - 10 - - 

AMC16 14,0 0,85 - 40 10 909 61 - - - - 

AMC17 15,1 0,74 2 12 - 37 - - - - - 

AMC18 16,3 0,79 - 40 20 252 38 - - - - 

AMC19 14,7 0,78 80 - 40 149 51 - - - - 

AMC20 13,8 0,71 - - - 916 74 - - - - 

AMC21 13,5 0,75 4 17 6 - - - - - - 

AMC22 13,3 0,69 - 40 260 - - - - - - 

AMC23 13,2 0,80 - - 40 826 74 - - - - 

AMC24 13,9 0,68 - 30 - 69 21 - - - - 

AMC25 13,6 0,79 4 37 - - - - - - - 
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Amostras Tu* Aa** 
Aspergillus 

spp. 

Penicillium 

spp. 

Fusarium 

spp. 

Phialemonium 

spp. 

Phaeoacremonium 

spp. 

Thrichoderma 

spp. 
FNE*** 

Rhizopus 

spp. 

Verticillium 

spp. 

AMC26 13,7 0,79 3 17 - 19 - - - - - 

AMC27 13,4 0,75 - 60 - 202 18 10 - - - 

AMC28 14,0 0,74 10 8 - 21 2 - - - - 

AMC29 13,9 0,70 2 3 - - - - - - - 

AMC30 14,0 0,63 2 7 1 - - - - - - 

AMC31 14,0 0,86 1 - - - - - - - - 

AMC32 13,7 0,74 - 230 - 387 43 - - - - 

AMC33 13,5 0,84 - - - 2944 256 - - - - 

AMC34 14,2 0,79 - 50 - 272 78 - - - - 

AMC35 14,2 0,70 - 70 10 750 210 - - - - 

AMC36 13,7 0,74 - 20 - 42 18 10 - - - 

AMC37 14,2 0,84 - 50 - 225 5 - - - - 

AMC38 14,4 0,67 - 130 - 151 19 - - - - 

AMC39 13,4 0,84 - - 120 72 38 - - - - 

AMC40 14,2 0,75 10 - 90 494 46 - - - - 

AMC41 14,0 0,71 10 80 80 - - - - - - 

AMC42 14,2 0,66 3 - 15 20 3 - - - - 

AMC43 14,1 0,75 - 40 - 412 58 - - - - 

AMC44 13,7 0,72 - 20 70 88 12 - - - - 

AMC45 14,3 0,77 - 90 30 1278 201 - - - - 

AMC46 13,6 0,83 - 610 - 197 12 - - - - 

AMC47 13,2 0,57 - - 40 267 23 - - - - 

AMC48 13,6 0,71 - 10 50 254 27 - - - - 

AMC49 13,9 0,76 - - 1270 54 46 - - - - 

AMC50 14,0 0,69 - 270 120 - - - - - - 

Média  14,1 0,75 4,1 48,9 48,4 308,6 38,8 0,4 0,4 0,0 0,0 

*Tu: Teor de umidade 

**Aa: Atividade de água 

***FNE: Fungo não-esporulado 

Limite de detecção: 50 UFC/g 
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Tabela A.5- Níveis de umidade (teor de umidade e atividade de água) e número de unidades formadoras de colônias por grama (10
3 

UFC/g) em 50 

amostras de amêndoas de castanha-do-Brasil (APA1 a APA50), provenientes do Estado do Amapá - AP 

 

Amostras Tu* Aa** 
Aspergillus 

spp. 

Penicillium 

spp. 

Fusarium 

spp. 

Phialemonium 

spp. 

Phaeoacremonium 

spp. 

Thrichoderma 

spp. 
FNE*** 

Rhizopus 

spp. 

Verticillium 

spp. 

Curvularia 

spp. 

APA1 7,2 0,88 0,2 - 0,8 1,2 - - 0,3 - - - 

APA2 6,9 0,88 - - - 48 32 - - - - - 

APA3 8,0 0,88 0,2 - - - - - - - - - 

APA4 6,7 0,86 1 - 2 20 14 - - - - - 

APA5 10,3 0,79 0,11 0,4 - 0,83 - - - - - - 

APA6 7,4 0,88 -  0,6 6,3 - - - - - - 

APA7 4,8 0,80 - - - 24 6 10 - - - - 

APA8 7,2 0,89 - 1 7 8 - - - - 1 - 

APA9 4,9 0,84 0,1 - - 9,3 - - - - - - 

APA10 5,1 0,95 - 6 1 4 - - - - - - 

APA11 5,4 0,77 0,3 0,7 - 10 1 0,1   - - 

APA12 4,5 0,71 - - 180 - - - - - - - 

APA13 5,7 0,75 - - - 19 3 - - - - - 

APA14 5,7 0,73 0,1 0,7 0,1 4 - 0,1 - - - - 

APA15 5,3 0,78 0,1 1,4 0,2 18 1 - - - - - 

APA16 4,9 0,69 - 2 - 62 5 - - - - - 

APA17 6,3 0,67 0,2 2 - 2,3 - 0,1 - - - - 

APA18 4,2 0,67 - - 3 12 - - - - - - 

APA19 4,3 0,63 - - 4 - - - - - - - 

APA20 4,0 0,59 1 1 - 8 - - - - - - 

APA21 4,5 0,61 0,3 0,7 0,3 1,5 - - - - - - 

APA22 4,5 0,62 0,2 0,2 - 9,2 - - - - - - 

APA23 4,2 0,55 0,5 3,2 - 1,8 - - - - - - 

APA24 3,8 0,65 - 2 - 66 8 - - - - - 

APA25 4,0 0,65 10 2,7 - 1,2 - - - - - - 
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Amostras Tu* Aa** 
Aspergillus 

spp. 

Penicillium 

spp. 

Fusarium 

spp. 

Phialemonium 

spp. 

Pheacremonium 

spp. 

Thrichoderma 

spp. 
FNE*** 

Rhizopus 

spp. 

Verticillium 

spp. 

Curvularia 

spp. 

APA26 4,5 0,57 - 1 2 12 5 - - - - - 

APA27 4,9 0,60 - 0,2 0,4 1,3 - - - - - - 

APA28 4,6 0,65 0,2 0,8 0,1 4,2 - - - - - - 

APA29 4,7 0,65 - 2 1 1 - - - - - - 

APA30 4,0 0,59 0,1 - - 4,3 - - - - - - 

APA31 5,6 0,58 - - - 7 3 - - - - - 

APA32 4,0 0,82 - 10 - 70 7 - - - - - 

APA33 4,9 0,69 - - 10 3 - - - - - - 

APA34 5,4 0,82 - - 2 3 - 1 - - - - 

APA35 9,8 0,89 4 2 - 24 4 - - - - - 

APA36 8,5 0,89 2,3 - - 1,6 - 0,1 - - - - 

APA37 6,0 0,74 - 10 10 35 15 - - - - - 

APA38 6,4 0,79 1 - - 37 12 1 - - - - 

APA39 7,4 0,90 1 - - 11 - - 2  2 - 

APA40 4,6 0,75 - 1 - 27 3 - - - - - 

APA41 7,5 0,78 1,1 1,7 - 2,2 - - - - - - 

APA42 6,9 0,78 - 3 2 - - 1 - - - - 

APA43 8,5 0,85 0,3 0,5 - 1,7 - 0,1 - - - - 

APA44 4,4 0,78 0,1 2,8 - 3,7 - - - - - - 

APA45 8,4 0,86 0,6 0,5  4 1 - - - - - 

APA46 4,8 0,82 10 - 50 33 17 - - - - - 

APA47 6,2 0,91 - 3 13 - - - - - - - 

APA48 6,2 0,82 - 5 - 24 5 - - - - - 

APA49 5,9 0,88 - 2 1 16 1 - 1 - - - 

APA50 7,1 0,86 1,8 0,1 - - - - - 0,1 - - 

Média 5,8 0,76 0,7 1,4 5,8 13,3 2,9 0,3 0,1 0,0 0,1 0,0 

*Tu: Teor de umidade 

**Aa: Atividade de água 

***FNE: Fungo não-esporulado 

Limite de detecção: 50 UFC/g 
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Tabela A.6- Níveis de umidade (teor de umidade e atividade de água) e número de unidades formadoras de colônias por grama (10
3 

UFC/g) 

em 50 amostras de cascas de castanha-do-Brasil (APC1 a APC50), provenientes do Estado do Amapá - AP 

 

Amostras Tu* Aa** 
Aspergillus 

spp. 

Penicillium 

spp. 

Fusarium 

spp. 

Phialemonium 

spp. 

Pheacremonium 

spp. 

Thrichoderma 

spp. 
FNE*** 

Rhizopus  

spp. 

Verticillium 

spp. 

Curvularia 

spp. 

APC1 21,2 0,81 4 10 - 28 2 - 1 - - - 

APC2 18,8 0,82 10 20 - 597 13 10 - - - - 

APC3 19,0 0,80 - 2 - 39 3 1 - - 1 - 

APC4 19,9 0,70 7 13 1 30 2 - - - - - 

APC5 18,7 0,77 4 12 1 - - - - - - - 

APC6 20,7 0,84 - 10 1 - - - - - - - 

APC7 17,4 0,74 - - 1 38 14 3 - - - 6 

APC8 22,0 0,82 8 - - 22 8 3 - - - - 

APC9 15,4 0,63 2 19 - 77 16 1 - - - - 

APC10 19,7 0,76 4 7 - 9 - - - - - - 

APC11 16,2 0,63 8 12 - 19 9 3 - - - - 

APC12 16,0 0,64 - 60 40 33 20 10 - - - - 

APC13 18,2 0,75 5 - 6 46 17 2 - - - - 

APC14 16,9 0,63 9 8 - 11 5 - - 1 - - 

APC15 18,0 0,68 6 21 - - - 1 - - - - 

APC16 18,8 0,67 1 1 1 1 - - - - - - 

APC17 15,4 0,64 7 12 - 9 - - 1 - - - 

APC18 14,9 0,58 2 10 2 22 - - 1 - - - 

APC19 13,0 0,58 2 - 20 - - 3 - - - - 

APC20 13,1 0,59 1 12 - 2 - - - - - - 

APC21 15,4 0,65 4 10 4 39 4 - - - - - 

APC22 13,0 0,59 2 7,3 0,4 1,6 - - - - - - 

APC23 14,8 0,58 5 12 2 27 5 1 - - - - 

APC24 14,4 0,58 2 12 3 - - 4 - - - - 

APC25 14,6 0,65 - - - 2,1 - 0,2 - - - - 
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Amostras Tu* Aa** 
Aspergillus 

spp. 

Penicillium 

spp. 

Fusarium 

spp. 

Phialemonium 

spp. 

Pheacremonium 

spp. 

Thrichoderma 

spp. 
FNE*** 

Rhizopus 

spp. 

Verticillium 

spp. 

Curvularia 

spp. 

APC26 13,5 0,58 - 0,4 - 5,4 - 0,1 - - - - 

APC27 15,8 0,63 - - 7 75 7 2 - - - - 

APC28 13,9 0,62 2 13 - 12 3 - - - - - 

APC29 14,0 0,56 1 9 1 6 - - - - - - 

APC30 12,9 0,56 4 2 - 7 6 2 - - - - 

APC31 13,8 0,58 4 4 1 20 7 - - - - - 

APC32 16,1 0,69 3 6 - 48 10 1 - - - - 

APC33 14,8 0,68 5 29 - 49 23 - - - - - 

APC34 15,9 0,67 4 13 1 19 4 - 1 - - - 

APC35 19,1 0,84 5 - - 11 7 1 - 1 - - 

APC36 18,1 0,75 3 - - 38 8 - - - - - 

APC37 15,8 0,70 3 9 - 8 5 4 - - - - 

APC38 15,3 0,71 2 3 - 28 6 1 - - - - 

APC39 20,0 0,83 - 49 1 5 - 1 - - - - 

APC40 14,5 0,64 9 9 2 53 11 - - - - - 

APC41 20,8 0,77 3 6 - - - 1 - - - - 

APC42 15,7 0,65 2 - 1 8 - 2 - - - - 

APC43 19,9 0,69 12 4 - 24 9 - - - - - 

APC44 16,4 0,70 2 10 23 - - - - - - - 

APC45 16,4 0,65 3 6 - 18 - 1 - - - - 

APC46 17,0 0,71 0,1 1 - 1,8 - - - - - - 

APC47 18,8 0,79 3 7 - - - 4 - - - - 

APC48 18,5 0,76 2 20 1 27 7 - - - - - 

APC49 15,3 0,61 9 1 - 18 4 3 - - - - 

APC50 19,0 0,74 - - - 50 12 1 - - - - 

Média 16,7 0,68 0,7 1,4 5,9 13,3 2,9 0,1 0,0 0,1 0,0 0,0 

*Tu: Teor de umidade 

**: Atividade de água 

***FNE: Fungo não-esporulado 

Limite de detecção: 50 UFC/g. 
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Tabela A.7- Níveis de umidade (teor de umidade e atividade de água) e número de unidades formadoras de colônias por grama (10
3 

UFC/g) 

em 50 amostras de amêndoas de castanha-do-Brasil (PAA1 a PAA50), provenientes do Estado do Pará-PA 

 

Amostras Tu* Aa** 
Aspergillus 

spp. 

Penicillium 

spp. 

Fusarium 

spp. 

Phialemonium 

spp. 

Pheacremonium 

spp. 

Thrichoderma 

spp. 
FNE*** 

Rhizopus 

spp. 

Verticillium 

spp. 

Curvularia 

spp. 

PAA1 2,5 0,62 1 13 1 8 6 - - - - - 

PAA2 2,9 0,61 - 2 - 6 1 - - - - - 

PAA3 3,1 0,57 - - - 28 5 - - - - - 

PAA4 3,3 0,64 - 8 - 1 - - - - - - 

PAA5 3,5 0,68 2 85 - 3 - - - - - - 

PAA6 3,4 0,64 - 0,1 0,1 1,3 - 0,3 - - - - 

PAA7 3,7 0,59 0,6 - - 1,4 - - - - - - 

PAA8 5,4 0,56 3 - - - - - - - - - 

PAA9 4,1 0,68 - 11 - - - - - - - - 

PAA10 3,7 0,60 0,1 0,2 - 18 5 - - - - - 

PAA11 3,8 0,60 - 1 - 10 - - - - - - 

PAA12 4,2 0,57 - 1 - - - - - - - - 

PAA13 4,3 0,62 - 1 - 17 6 - - - - - 

PAA14 3,7 0,58 - 0,1 0,1 0,6 - - - - - - 

PAA15 3,8 0,57 - - - 27 - - - - - - 

PAA16 5,5 0,61 - 1 - 1,5 - 0,1 - - - - 

PAA17 3,5 0,58 0,1 3,5 - 0,3 - - - - - - 

PAA18 3,8 0,64 - 6 - 16 8 - - - - - 

PAA19 4,3 0,71 - 2,6 0,1 0,6 - - - - 0,1 - 

PAA20 3,9 0,61 - 0,2 0,4 3 1 - - - - - 

PAA21 3,8 0,59 - 3 0,1 1,3 - - - - - - 

PAA22 4,2 0,63 - - - 19 7 - - - - - 

PAA23 3,9 0,71 - 4,6 0,1 1,2 - - - - - - 

PAA24 4,4 0,56 1,8 - - - - - - - - - 

PAA25 3,9 0,60 - 1,5 1,5 - - - - - - - 
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Amostras Tu* Aa** 
Aspergillus  

spp. 

Penicillium 

spp. 

Fusarium 

spp. 

Phialemonium 

spp. 

Pheacremonium 

spp. 

Thrichoderma 

spp. 
FNE*** 

Rhizopus 

spp. 

Verticillium 

spp. 

Curvularia  

spp. 

PAA26 4,0 0,67 - 24 - 16 6 - - - - - 

PAA27 8,3 0,63 - 2 1 5 - - - - - - 

PAA28 4,7 0,60 - 7,1 0,1 - - 0,1 - - - - 

PAA29 4,4 0,74 - - - 6 2 - - - - - 

PAA30 4,6 0,79 - 0,6 0,9 - - 0,1 - - - - 

PAA31 4,2 0,627 - 1,8 0,1 2,8 - - - - - - 

PAA32 4,6 0,756 - 0,2 - 5,7 - - - - - - 

PAA33 4,0 0,675 - 3 - 5 - 1 - - - - 

PAA34 4,4 0,66 - 0,3 - 4 1 0,1 - - - - 

PAA35 4,3 0,66 0,2 2,3 - 2,3 - - - - - - 

PAA36 4,2 0,77 - - - 5 2 - - - - - 

PAA37 5,3 0,63 0,3 0,2 - 1,7 - - - - - - 

PAA38 4,8 0,69 - 5 1 15 11 - - - - 1 

PAA39 4,1 0,62 - 1 - 8 - - - - - - 

PAA40 4,2 0,61 0,4 0,6 - 4,7 - - - - - - 

PAA41 4,2 0,65 - 0,6 - 3,3 - 0,1 0,1 - - - 

PAA42 3,8 0,78 - 0,3 0,7 0,8 - - - - - - 

PAA43 4,1 0,59 - 2,5 - 0,4 - 0,1 - - - - 

PAA44 5,5 0,67 - 0,3 0,2 1,3 - 0,4 - - - - 

PAA45 4,0 0,61 - 0,4 - 3 2 - - - - - 

PAA46 4,1 0,78 0,1 0,9 0,1 3,3 1 - - - - - 

 PAA47 4,5 0,73 0,1 0,1 - 2,3 - 1,4 - - - - 

PAA48 3,5 0,66 - 0,1 0,3 5,2 - - - - - - 

PAA49 3,9 0,61 - 1 - 27 4 1 3 - - - 

PAA50 3,4 0,58 - 0,3 - 3,2 - - - - - - 

Média 4,2 0,64 0,2 4,0 0,2 5,9 1,4 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 

*Tu: Teor de umidade 

**Aa: Atividade de água 

***FNE: Fungo não-esporulado 

Limite de detecção: 50 UFC/g. 
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Tabela A.8- Níveis de umidade (teor de umidade e atividade de água) e número de unidades formadoras de colônias por grama (10
3 

UFC/g) 

em 50 amostras de cascas de castanha-do-Brasil (PAC1 a PAC50), provenientes do Estado do Pará-PA 

 

Amostras Tu* Aa** 
Aspergillus  

spp. 

Penicillium 

spp. 

Fusarium 

spp. 

Phialemonium 

spp. 

Pheacremonium 

spp. 

Thrichoderma 

spp. 
FNE*** 

Rhizopus 

spp. 

Verticillium 

spp. 

Curvularia 

spp. 

PAC1 13,0 0,62 - 60 - 184 46 - - - - - 

PAC2 13,9 0,61 3 9 5 13 4 - - - - - 

PAC3 13,3 0,58 10 30 - 548 182 - - - - - 

PAC4 14,2 0,63 1 8 10 40 17 - - - - - 

PAC5 15,2 0,67 0,5 2,7 0,7 3,8 - - - - - - 

PAC6 12,7 0,64 - 5 - 18 9 6 - - - - 

PAC7 13,3 0,60 1 7 - 29 8 - - - - - 

PAC8 14,3 0,59 2 10 - 51 32 1 - - - - 

PAC9 14,1 0,64 - 6 - 25 5 - 1 - - - 

PAC10 13,3 0,61 10 - - 302 38 40 - - - - 

PAC11 13,2 0,61 0,2 - 0,3 7,8 - - - - - - 

PAC12 13,1 0,56 0,1 1,3 1,2 5,3 - - - - - - 

PAC13 12,3 0,61 - 8 - 19 5 1 1 - - - 

PAC14 12,9 0,59 1 5 - 102 11 - - - - - 

PAC15 12,6 0,58 0,9 1,2 0,4 3,2 - - - - - - 

PAC16 15,4 0,59 - 1 1 111 42 - - - - - 

PAC17 12,8 0,59 0,4 2,3 1 5,2 - - - - - - 

PAC18 12,2 0,61 0,5 2 0,6 - - 0,1 0,1 - - - 

PAC19 16,3 0,69 0,4 - 0,6 1,2 - 0,2 0,1 - - - 

PAC20 14,3 0,61 10 30 20 52 28 - - - - - 

PAC21 14,8 0,59 - 3 3 14 3 2 - - - - 

PAC22 15,4 0,62 0,5 0,3 2,1 3,4 - - - - - - 

PAC23 12,9 0,63 1 6 - 59 33 1 - - - - 

PAC24 12,8 0,54 0,4 - 0,3 7,8 - - - - - - 

PAC25 12,3 0,63 2 8 3 89 35 - - - - - 
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*Tu: Teor de umidade 

**Aa: Atividade de água 

***FNE: Fungo não-esporulado 

Limite de detecção: 50 UFC/g

Amostras Tu* Aa** 
Aspergillus 

spp. 

Penicillium 

spp. 

Fusarium 

spp. 

Phialemonium 

spp. 

Pheacremonium 

spp. 

Thrichoderma 

spp. 
FNE*** 

Rhizopus 

spp. 

Verticillium 

spp. 

Curvularia 

spp. 

PAC26 15,5 0,65 10 10 - 488 42 - - - - - 

PAC27 16,6 0,64 1 2 - 37 6  - - - - 

PAC28 15,6 0,61 - 13 - 79 9 3 - - - - 

PAC29 16,3 0,64 0,5 1 0,8 3,3 - 0,4 - - - - 

PAC30 16,9 0,71 1 2 2 41 4 3 - - - - 

PAC31 14,9 0,61 0,1 1,5 0,6 7,6 - 0,1 - - - - 

PAC32 16,1 0,61 0,3 1,4 - 6,3 - - 0,1 - - - 

PAC33 15,0 0,68 0,3 1,2 - 6 - - - - - - 

PAC34 16,1 0,66 1 3 1 45 8 - - - - - 

PAC35 15,4 0,67 2 5 - 26 5 1 - - - - 

PAC36 17,1 0,67 - 0,4 - 1,6 - - - - - - 

PAC37 14,6 0,61 0,1 - - 5,3 - - - - - - 

PAC38 16,0 0,66 1 3 3 52 39 - - - - 1 

PAC39 15,3 0,63 1 1 - 68 35 - - - - - 

PAC40 16,2 0,64 0,2 - - 3 1 - - - - - 

PAC41 15,7 0,62 - 50 9 - - 1 - - - - 

PAC42 14,9 0,65 - 7 1 53 29 - - - - - 

PAC43 15,4 0,59 - 27 2 35 22 - - - - - 

PAC44 15,4 0,61 - 2,1 - 2,3 - - 0,1 - - - 

PAC45 16,1 0,62 0,2 0,9 1 1,7 - 0,1 - - - - 

PAC46 14,8 0,66 - 15 - 55 27 - - - - - 

PAC47 13,8 0,64 - 3,2 - 6,3 - - - - - - 

PAC48 14,2 0,66 - 3 1 45 17 - - - - 1 

PAC49 13,9 0,61 0,8 2,8 1,1 3 - - - - - - 

PAC50 13,3 0,58 1 2 - 3 15 1 - - - 1 

Média 14,5 0,62 1,3 7,3 1,4 55,3 15,1 1,2 0,0 0,0 0,0 0,1 
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Tabela A.9 - Potencial aflatoxigênico, potencial de produção de ácido ciclopiazônico, 

produção de ácido aspergílico e identificação molecular das cepas de 

Aspergillus  

 

Amostra Aflatoxina ACP AFPA Espécie de Aspergillus 

AC A 01  BG - + A. nomius 

AC A 01 BG - ++ A. nomius 

AC A 03 BG - ++ A. nomius 

AC A 07 BG - + A. nomius 

AC A 07  BG - + A. parasiticus 

AC A 08 BG - - - A. nomius 

AC A 09  B - ++ A. flavus 

AC A 09  NP - +++ A. tamarii 

AC A 11 BG - - - A. nomius 

AC A 12  BG - +++ A. nomius 

AC A 13 NP - +++ A. sclerotium 

AC A 16  NP - - A. versicolor 

AC A 18 BG - - A. nomius 

AC A 20 BG - - A. nomius 

AC A 23 BG - - A. nomius 

AC A 27  NP - -  A. versicolor 

AC A 28  NP - + A. sydowii 

AC A 28  NP + + A. flavus 

AC A 29  BG - +++ A. nomius 

AC A 29  NP - + A. tamarii 

AC A 31  BG - ++ A. nomius 

AC A 33  NP - - - A. tamarii 

AC A 33  BG - + A. nomius 

AC A 35  B + - A. flavus 

AC A 35  NP - - A. flavus 

AC A 36 NP - - - A. tamarii 

AC A 37 BG - +++ A. nomius 

AC A 37  NP - - A. tamarii 

AC A 38 BG - ++ A. nomius 

AC A 39  BG - - - A. nomius 

AC A 40 BG - +++ A. nomius 

AC A 40 NP - - - A. tamarii 

AC A 42  B - ++ A. flavus 

AC A 43 BG - ++ A. nomius 

AC A 45 B - - A. flavus 

AC A 46 BG - +++ A. nomius 

AC A 47 BG - ++ A. nomius 

AC A 48  BG - - A. nomius 

AC A 49  B + + A. flavus 

AC A 49  NP + - A. versicolor 

AC C 01  BG - +++ A. nomius 

AC C 03  B - +++ A. flavus 

AC C 04  NP -  A. nomius 

AC C 05 BG - +++ A. parasiticus 

AC C 06  BG - ++ A. nomius 

AC C 07  BG - - A. nomius 
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AC C 07  NP - + A. flavus 

AC C 08  NP + - A. versicolor 

AC C 09  BG - + A. nomius 

AC C 12 BG - - A. nomius 

AC C 13  BG - ++ A. nomius 

AC C 13 BG - - - A. nomius 

AC C 14  B + +++ A. flavus 

AC C 15  BG - ++ A. nomius 

AC C 16  BG - + A. nomius 

AC C 16 BG - + A. nomius 

AC C 17  B + +++ A. flavus 

AC C 18  B + +++ A. flavus 

AC C 19 BG - + A. nomius 

AC C 20 BG - + A. nomius 

AC C 20  B + + A. flavus 

AC C 21 B + + A. flavus 

AC C 22  BG - +++ A. nomius 

AC C 23  BG - - A. nomius 

AC C 24  BG - - A. pseudotamarii 

AC C 24 NP - - A. flavus 

AC C 25 BG - - A. nomius 

AC C 26  BG - - A. nomius 

AC C 26  B + + A. flavus 

AC C 27  NP - +++ A. flavus 

AC C 28  B + - A. flavus 

AC C 28 BG - +++ A. nomius 

AC C 28  NP - - A. flavus 

AC C 30  B + + A. flavus 

AC C 31 BG - - A. nomius 

AC C 33 BG - ++ A. nomius 

AC C 34  B + +++ A. flavus 

AC C 35  BG - - A. nomius 

AC C 35 BG - - A. pseudotamarii 

AC C 35 NP - - A. versicolor 

AC C 36 BG - + A. nomius 

AC C 37  B + +++ A. flavus 

AC C 38  BG - + A. nomius 

AC C 38  B - ++ A. flavus 

AC C 39  BG - + A. nomius 

AC C 39  BG - + A. nomius 

AC C 39  B - + A. flavus 

AC C 40  BG - - - A. nomius 

AC C 41  BG - ++ A. nomius 

AC C 41  B + - A. flavus 

AC C 42 B + +++ A. flavus 

AC C 43  B - + A. flavus 

AC C 46  BG - - A. nomius 

AC C 46  BG - +++ A. nomius 

AC C 48  B - +++ A. flavus 

AC C 49  NP - - A. sydowii 

AC C 49 B + + A. flavus 
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AC C 50  B - + A. flavus 

AM A 06  BG - - A. nomius 

AM A 06  NP + ++ A. flavus 

AM A 13  NP - - A. versicolor 

AM A 16  BG - - - A. nomius 

AM A 19  BG - +++ A. nomius 

AM A 29  BG - - - A. nomius 

AM A 30   BG - - A. nomius 

AM A 33  BG - - A. nomius 

AM A 33   BG - - A. nomius 

AM A 34 BG - - A. nomius 

AM A 36 BG - + A. nomius 

AM A 41 BG - +++ A. nomius 

AM A 44  B - + A. flavus 

AM A 46  BG - + A. nomius 

AM A 50 BG - - A. nomius 

AM C 02   BG - - A. nomius 

AM C 05  B - ++ A. flavus 

AM C 08  BG - +++ A. nomius 

AM C 09  BG - ++ A. nomius 

AM C 13 BG - - A. nomius 

AM C 15  BG - ++ A. nomius 

AM C 17 BG - - A. nomius 

AM C 21 NP - - A. caelatus 

AM C 21  NP - - A. tamarii 

AM C 25  BG - ++ A. nomius 

AM C 28 BG - - - A. nomius 

AM C 29 NP - + A. flavus 

AM C 30 BG - + A. nomius 

AM C 31  BG - - A. nomius 

AM C 41 BG - + A. nomius 

AM C 42 BG - ++ A. nomius 

AP A 01 B + + A. flavus 

AP A 01 NP - +++ A. flavus 

AP A 03  BG - +++ A. nomius 

AP A 04  BG - - A. nomius 

AP A 05 BG - - A. nomius 

AP A 09 B + - A. flavus 

AP A 11  BG - +++ A. nomius 

AP A 15  BG - ++ A. nomius 

AP A 17  BG - - A. nomius 

AP A 20  BG - ++ A. nomius 

AP A 21  BG - + A. nomius 

AP A 22  BG - ++ A. nomius 

AP A 23 BG - +++ A. nomius 

AP A 23  B + +++ A. flavus 

AP A 25 BG - +++ A. parasiticus 

AP A 28  BG - - A. nomius 

AP A 28  NP + ++ A. versicolor 

AP A 30  BG - - A. nomius 

AP A 35 BG - + A. nomius 
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AP A 36  BG - ++ A. parasiticus 

AP A 38  BG - ++ A. nomius 

AP A 39  BG - ++ A. nomius 

AP A 41 NP - +++ A. persii 

AP A 41  BG -  - A. nomius 

AP A 43 BG - - A. nomius 

AP A 43 B - ++ A. flavus 

AP A 44 BG - - A. nomius 

AP A 45 BG - + A. nomius 

AP A 46  BG - ++ A. nomius 

AP A 50 B + ++ A. flavus 

AP A 50  BG - - A. nomius 

AP C 01 BG - + A. nomius 

AP C 01  B - +++ A. flavus 

AP C 02 BG - ++ A. nomius 

AP C 04 BG - +++ A. nomius 

AP C 04  B - + A. flavus 

AP C 05  BG - - A. nomius 

AP C 05 NP + - A. flavus 

AP C 08  B - +++ A. flavus 

AP C 09 BG - + A. nomius 

AP C 10 B + +++ A. flavus 

AP C 13  BG - - A. nomius 

AP C 14 BG - + A. nomius 

AP C 14 BG - + A. nomius 

AP C 15 BG - + A. nomius 

AP C 15  NP + +++ A. flavus 

AP C 16  NP + +++ A. flavus 

AP C 17 BG - ++ A. nomius 

AP C 17  B - +++ A. flavus 

AP C 19  NP + +++ A. flavus 

AP C 20  BG - +++ A. nomius 

AP C 21  BG - - A. nomius 

AP C 22 BG - + A. nomius 

AP C 22  NP + +++ A. flavus 

AP C 23  BG - + A. nomius 

AP C 29  BG - - - A. nomius 

AP C 30 BG - + A. nomius 

AP C 31  BG - +++ A. nomius 

AP C 32  B - - - A. flavus 

AP C 33  BG - +++ A. nomius 

AP C 33  NP - ++ A. flavus 

AP C 34 BG - - A. nomius 

AP C 35 BG - ++ A. nomius 

AP C 37  BG - + A. nomius 

AP C 38  BG - +++ A. nomius 

AP C 40  NP - +++ A. flavus 

AP C 40  BG - +++ A. nomius 

AP C 41 BG - - A. nomius 

AP C 42  NP + ++ A. flavus 

AP C 43  B + ++ A. flavus 
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AP C 43  BG - + A. nomius 

AP C 44  BG - + A. nomius 

AP C 44  BG - - A. nomius 

AP C 45  BG - +++ A. nomius 

AP C 46  BG - - A. nomius 

AP C 46  BG - - A. nomius 

AP C 47  BG - - A. nomius 

AP C 47 B - +++ A. flavus 

AP C 48 BG - - A. nomius 

AP C 49 BG - + A. nomius 

AP C 49 NP + +++ A. flavus 

PA A 01  NP + + A. flavus 

PA A 05  B + +++ A. flavus 

PA A 06  NP - - A. sydowii 

PA A 08  B + + A. flavus 

PA A 10   B + +++ A. flavus 

PA A 17   B + + A. flavus 

PA A 24  B + + A. flavus 

PA A 35  NP - - A. versicolor 

PA A 37  B + ++ A. flavus 

PA A 38  NP - - A. sydowii 

PA A 40   NP + ++ A. flavus 

PA A 46   B + ++ A. flavus 

PA A 47  BG - + A. nomius 

PA C 02  BG - ++ A. nomius 

PA C 03  B + + A. flavus 

PA C 04  BG - +++ A. nomius 

PA C 05 BG - - A. nomius 

PA C 07  BG - ++ A. nomius 

PA C 08  BG - +++ A. nomius 

PA C 10  BG - - A. nomius 

PA C 11  BG - - A. nomius 

PA C 12  BG - - A. nomius 

PA C 15 BG - ++ A. nomius 

PA C 17  BG - - - A. nomius 

PA C 18  B + +++ A. flavus 

PA C 20 BG - +++ A. nomius 

PA C 22 BG - + A. nomius 

PA C 23  BG - - A. nomius 

PA C 24 BG - +++ A. nomius 

PA C 25 BG - +++ A. nomius 

PA C 26  BG - - A. nomius 

PA C 27  NP - - - A. flavus 

PA C 29 BG - +++ A. nomius 

PA C 31  BG - - A. nomius 

PA C 32 BG - + A. nomius 

PA C 34 BG - +++ A. nomius 

PA C 35 BG - +++ A. nomius 

PA C 38 BG - + A. nomius 

PA C 40  NP + + A. flavus 

PA C 40  NP - - A. caelatus 
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PA C 40  BG - ++ A. parasiticus 

PA C 45 B + +++ A. flavus 

PA C 49  BG - + A. nomius 

PA C 50 BG - - A. nomius 

 

B  cepas produtoras de aflatoxinas do grupo B (AFB1 e AFB2) 

BG  cepas produtoras de aflatoxinas dos grupos B e G (AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2) 

NP  cepas não produtoras de aflatoxinas 

ACP (+)  cepas produtoras de ACP 

ACP (-)  cepas não produtoras de ACP 

AFPA (+++, ++, +)  cepas produtoras de ácido aspergílico os sinais (+) indicam a 

intensidade do reverso laranja 

AFPA (-)  cepas não produtoras de ácido aspergílico 
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Tabela A.10 - Incidência de aflatoxinas (µg/kg) e ácido ciclopiazônico 

(µg/kg) em 50 amostras de amêndoas de castanha-do-

Brasil (ACA1 a ACA50), provenientes do Estado do 

Acre – AC 

 

Amostra 
Concentração de aflatoxinas em µg/kg Concentração de  

ACP em µg/kg AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 

ACA1 ND ND ND ND ND 

ACA2 ND ND ND ND ND 

ACA3 ND ND ND ND ND 

ACA4 ND ND ND ND ND 

ACA5 ND ND ND ND ND 

ACA6 ND ND ND ND ND 

ACA7 ND ND ND ND ND 

ACA8 ND ND ND ND ND 

ACA9 ND ND ND ND ND 

ACA10 ND ND ND ND ND 

ACA11 ND ND ND ND ND 

ACA12 ND ND ND ND ND 

ACA13 11,97 ND 17,04 ND ND 

ACA14 ND ND ND ND ND 

ACA15 ND ND ND ND ND 

ACA16 ND ND ND ND ND 

ACA17 ND ND ND ND ND 

ACA18 ND ND ND ND ND 

ACA19 ND ND ND ND ND 

ACA20 ND ND ND ND ND 

ACA21 ND ND ND ND ND 

ACA22 83,31 13,76 ND ND ND 

ACA23 ND ND ND ND ND 

ACA24 ND ND ND ND ND 

ACA25 ND ND ND ND ND 
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Amostra 
Concentração de aflatoxinas em µg/kg Concentração de 

ACP em µg/kg AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 

ACA26 ND ND ND ND ND 

ACA27 ND ND ND ND ND 

ACA28 ND ND ND ND 151,33 

ACA29 ND ND ND ND ND 

ACA30 ND ND ND ND ND 

ACA31 ND ND ND ND ND 

ACA32 ND ND ND ND ND 

ACA33 ND ND ND ND ND 

ACA34 ND ND ND ND ND 

ACA35 ND ND ND ND 143,56 

ACA36 ND ND ND ND ND 

ACA37 ND ND ND ND ND 

ACA38 ND ND ND ND ND 

ACA39 ND ND ND ND ND 

ACA40 ND ND ND ND ND 

ACA41 ND ND ND ND ND 

ACA42 ND ND ND ND ND 

ACA43 ND ND ND ND ND 

ACA44 141,72 7,86 98,39 14,74 ND 

ACA45 ND ND ND ND ND 

ACA46 ND ND ND ND ND 

ACA47 ND ND ND ND ND 

ACA48 ND ND ND ND ND 

ACA49 ND ND ND ND 124,67 

ACA50 1058,00 130,4 243,04 223,6 ND 

 ND: Não detectado.  

 Limite de detecção para aflatoxinas 1,5 µg/kg 

 Limite de detecção para ácido ciclopiazônico: 50 µg/kg 
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Tabela A.11 - Incidência de aflatoxinas (µg/kg) ácido ciclopiazônico 

(µg/kg) em 50 amostras de cascas de castanha-do-

Brasil (ACC1 a ACC50), provenientes do Estado do 

Acre – AC 

 

Amostra 
Concentração de aflatoxinas em µg/kg Concentração de 

ACP em µg/kg AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 

ACC1 ND ND ND ND ND 

ACC2 ND ND ND ND ND 

ACC3 ND ND ND ND ND 

ACC4 ND ND ND ND ND 

ACC5 ND ND ND ND ND 

ACC6 ND ND ND ND ND 

ACC7 ND ND ND ND ND 

ACC8 ND ND ND ND ND 

ACC9 ND ND ND ND ND 

ACC10 ND ND ND ND ND 

ACC11 ND ND ND ND ND 

ACC12 7,82 1,12 4,97 ND ND 

ACC13 ND ND ND ND ND 

ACC14 ND ND ND ND 128,31 

ACC15 ND ND ND ND ND 

ACC16 ND ND ND ND ND 

ACC17 ND ND ND ND ND 

ACC18 ND ND ND ND ND 

ACC19 6,87 ND 4,37 ND ND 

ACC20 ND ND ND ND 133,56 

ACC21 ND ND ND ND ND 

ACC22 ND ND ND ND ND 

ACC23 ND ND ND ND ND 

ACC24 ND ND ND ND ND 

ACC25 ND ND ND ND ND 
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Amostra 
Concentração de aflatoxinas em µg/kg Concentração de 

ACP em µg/kg AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 

ACC26 ND ND ND ND ND 

ACC27 ND ND ND ND ND 

ACC28 ND ND ND ND ND 

ACC29 ND ND ND ND ND 

ACC30 ND ND ND ND 118,76 

ACC31 ND ND ND ND ND 

ACC32 ND ND ND ND ND 

ACC33 ND ND ND ND ND 

ACC34 ND ND ND ND ND 

ACC35 ND ND ND ND ND 

ACC36 ND ND ND ND ND 

ACC37 ND ND ND ND ND 

ACC38 9,84 ND 7,87 ND ND 

ACC39 ND ND ND ND 103,24 

ACC40 ND ND ND ND ND 

ACC41 ND ND ND ND 101,28 

ACC42 3,12 ND ND ND ND 

ACC43 ND ND ND ND ND 

ACC44 ND ND ND ND ND 

ACC45 ND ND ND ND ND 

ACC46 ND ND ND ND ND 

ACC47 ND ND ND ND ND 

ACC48 16,12 ND ND ND ND 

ACC49 ND ND ND ND ND 

ACC50 61,84 3,07 46,30 6,01 ND 

 

 ND: Não detectado.  

 Limite de detecção para aflatoxinas: 1,5 µg/kg 

 Limite de detecção para ácido ciclopiazônico: 50 µg/kg 
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Tabela A.12 - Incidência de aflatoxinas (µg/kg) ácido ciclopiazônico 

(µg/kg) em 50 amostras de amêndoas de castanha-do-

Brasil (AMA1 a AMA50), provenientes do Estado do 

Amazonas – AM 

 

Amostra 
Concentração de aflatoxinas em µg/kg Concentração de 

ACP em µg/kg AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 

AMA1 ND ND ND ND ND 

AMA2 ND ND ND ND ND 

AMA3 ND ND ND ND ND 

AMA4 ND ND ND ND ND 

AMA5 ND ND ND ND ND 

AMA6 ND ND ND ND 132,86 

AMA7 ND ND ND ND ND 

AMA8 ND ND ND ND ND 

AMA9 ND ND ND ND ND 

AMA10 ND ND ND ND ND 

AMA11 ND ND ND ND ND 

AMA12 36,60 1,61 12,63 ND ND 

AMA13 ND ND ND ND ND 

AMA14 ND ND ND ND ND 

AMA15 ND ND ND ND ND 

AMA16 ND ND ND ND ND 

AMA17 27,98 1,05 10,03 ND ND 

AMA18 ND ND ND ND ND 

AMA19 ND ND ND ND ND 

AMA20 ND ND ND ND ND 

AMA21 20,83 ND 5,87 ND ND 

AMA22 ND ND ND ND ND 

AMA23 ND ND ND ND ND 

AMA24 ND ND ND ND ND 

AMA25 ND ND ND ND ND 
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Amostra 
Concentração de aflatoxinas em µg/kg Concentração de 

ACP em µg/kg AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 

AMA26 ND ND ND ND ND 

AMA27 22,06 ND ND ND ND 

AMA28 ND ND ND ND ND 

AMA29 6,81 ND 2,68 ND ND 

AMA30 ND ND ND ND ND 

AMA31 ND ND ND ND ND 

AMA32 ND ND ND ND ND 

AMA33 24,58 ND 9,61 ND ND 

AMA34 22,70 ND 7,59 ND ND 

AMA35 ND ND ND ND ND 

AMA36 32,79 ND 14,80 1,79 ND 

AMA37 ND ND ND ND ND 

AMA38 ND ND ND ND ND 

AMA39 ND ND ND ND ND 

AMA40 ND ND ND ND ND 

AMA41 ND ND ND ND ND 

AMA42 ND ND ND ND ND 

AMA43 ND ND ND ND ND 

AMA44 26,74 ND ND ND ND 

AMA45 ND ND ND ND ND 

AMA46 ND ND ND ND ND 

AMA47 ND ND ND ND ND 

AMA48 ND ND ND ND ND 

AMA49 ND ND ND ND ND 

AMA50 ND ND ND ND ND 

 

 ND: Não detectado.  

 Limite de detecção para aflatoxinas: 1,5 µg/kg 

 Limite de detecção para ácido ciclopiazônico: 50 µg/kg 
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Tabela A.13 - Incidência de aflatoxinas (µg/kg) ácido ciclopiazônico 

(µg/kg) em 50 amostras de cascas de castanha-do-

Brasil (AMC1 a AMC50), provenientes do Estado do 

Amazonas – AM 

 

Amostra 
Concentração de aflatoxinas em µg/kg Concentração de 

ACP em µg/kg AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 

AMC1 ND ND ND ND ND 

AMC2 9,48 ND 3,09 ND ND 

AMC3 ND ND ND ND ND 

AMC4 ND ND ND ND ND 

AMC5 ND ND 11,50 ND ND 

AMC6 ND ND ND ND ND 

AMC7 ND ND ND ND ND 

AMC8 6,70 ND 2,67 ND ND 

AMC9 7,75 ND 2,82 ND ND 

AMC10 ND ND ND ND ND 

AMC11 ND ND ND ND ND 

AMC12 9,46 ND 3,07 ND ND 

AMC13 7,58 ND 3,20 ND ND 

AMC14 ND ND ND ND ND 

AMC15 ND ND ND ND ND 

AMC16 ND ND ND ND ND 

AMC17 2,98 ND 1,61 ND ND 

AMC18 ND ND ND ND ND 

AMC19 ND ND ND ND ND 

AMC20 ND ND ND ND ND 

AMC21 4,02 ND 2,82 ND ND 

AMC22 ND ND ND ND ND 

AMC23 ND ND ND ND ND 

AMC24 ND ND ND ND ND 

AMC25 ND ND ND ND ND 
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Amostra 
Concentração de aflatoxinas em µg/kg Concentração de 

ACP em µg/kg AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 

AMC26 ND ND ND ND ND 

AMC27 ND ND ND ND ND 

AMC28 ND ND ND ND ND 

AMC29 ND ND ND ND ND 

AMC30 ND ND ND ND ND 

AMC31 ND ND ND ND ND 

AMC32 ND ND ND ND ND 

AMC33 ND ND ND ND ND 

AMC34 ND ND ND ND ND 

AMC35 ND ND ND ND ND 

AMC36 ND ND ND ND ND 

AMC37 ND ND ND ND ND 

AMC38 ND ND ND ND ND 

AMC39 ND ND ND ND ND 

AMC40 ND ND ND ND ND 

AMC41 ND ND ND ND ND 

AMC42 ND ND ND ND ND 

AMC43 ND ND ND ND ND 

AMC44 ND ND ND ND ND 

AMC45 ND ND ND ND ND 

AMC46 ND ND ND ND ND 

AMC47 ND ND ND ND ND 

AMC48 ND ND ND ND ND 

AMC49 ND ND ND ND ND 

AMC50 ND ND ND ND ND 

 

 ND: Não detectado. 

 Limite de detecção para aflatoxinas: 1,5 µg/kg 

 Limite de detecção para ácido ciclopiazônico: 50 µg/kg 
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Tabela A.14 - Incidência de aflatoxinas (µg/kg) ácido ciclopiazônico 

(µg/kg) em 50 amostras de amêndoas de castanha-do-

Brasil (APA1 a APA50), provenientes do Estado do 

AMAPÁ - AP 

 

Amostra 
Concentração de aflatoxinas em µg/kg Concentração de 

ACP em µg/kg AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 

APA1 ND ND ND ND 74,69 

APA2 ND ND ND ND ND 

APA3 ND ND ND ND ND 

APA4 ND ND ND ND ND 

APA5 ND ND ND ND ND 

APA6 ND ND ND ND ND 

APA7 ND ND ND ND ND 

APA8 ND ND ND ND ND 

APA9 ND ND ND ND 143,26 

APA10 ND ND ND ND ND 

APA11 ND ND ND ND ND 

APA12 ND ND ND ND ND 

APA13 ND ND ND ND ND 

APA14 ND ND ND ND ND 

APA15 ND ND ND ND ND 

APA16 ND ND ND ND ND 

APA17 ND ND ND ND ND 

APA18 ND ND ND ND ND 

APA19 ND ND ND ND ND 

APA20 38,73 7,68 ND ND ND 

APA21 2,60 ND ND ND ND 

APA22 ND ND ND ND ND 

APA23 1,64 ND ND ND 161,2 

APA24 ND ND ND ND ND 

APA25 ND ND ND ND ND 
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Amostra 
Concentração de aflatoxinas em µg/kg Concentração de 

ACP em µg/kg AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 

APA26 ND ND ND ND ND 

APA27 ND ND ND ND ND 

APA28 ND ND ND ND ND 

APA29 ND ND ND ND ND 

APA30 ND ND ND ND ND 

APA31 ND ND ND ND ND 

APA32 ND ND ND ND ND 

APA33 ND ND ND ND ND 

APA34 ND ND ND ND ND 

APA35 3,14 0,56 2,93 0,86 ND 

APA36 ND ND ND ND ND 

APA37 ND ND ND ND ND 

APA38 ND ND ND ND ND 

APA39 ND ND ND ND ND 

APA40 2,50 ND ND ND ND 

APA41 ND ND ND ND ND 

APA42 ND ND ND ND ND 

APA43 ND ND ND ND ND 

APA44 ND ND ND ND ND 

APA45 ND ND ND ND ND 

APA46 ND ND ND ND ND 

APA47 ND ND ND ND ND 

APA48 ND ND ND ND ND 

APA49 ND ND ND ND ND 

APA50 ND ND ND ND ND 

 

 ND: Não detectado.  

 Limite de detecção para aflatoxinas: 1,5 µg/kg 

 Limite de detecção para ácido ciclopiazônico: 50 µg/kg 
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Tabela A.15 - Incidência de aflatoxinas (µg/kg) ácido ciclopiazônico 

(µg/kg) em 50 amostras de cascas de castanha-do-

Brasil (APC1 a APC50), provenientes do Estado do 

AMAPÁ - AP 

 

Amostra 
Concentração de aflatoxinas em µg/kg Concentração de 

ACP em µg/kg AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 

APC1 3,73 ND ND ND ND 

APC2 ND ND ND ND ND 

APC3 ND ND ND ND ND 

APC4 ND ND ND ND ND 

APC5 ND ND ND ND 140,24 

APC6 ND ND ND ND ND 

APC7 ND ND ND ND ND 

APC8 ND ND ND ND ND 

APC9 ND ND ND ND ND 

APC10 ND ND ND ND ND 

APC11 ND ND ND ND ND 

APC12 ND ND ND ND ND 

APC13 ND ND ND ND ND 

APC14 ND ND ND ND ND 

APC15 ND ND ND ND 134,15 

APC16 ND ND ND ND ND 

APC17 3,66 ND ND ND ND 

APC18 ND ND ND ND ND 

APC19 ND ND ND ND ND 

APC20 15,11 ND 1,99 ND ND 

APC21 ND ND ND ND ND 

APC22 ND ND ND ND 108,76 

APC23 ND ND ND ND ND 

APC24 ND ND ND ND ND 

APC25 ND ND ND ND ND 
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Amostra 
Concentração de aflatoxinas em µg/kg Concentração de 

ACP em µg/kg AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 

APC26 ND ND ND ND ND 

APC27 ND ND ND ND ND 

APC28 ND ND ND ND ND 

APC29 ND ND ND ND ND 

APC30 ND ND ND ND ND 

APC31 ND ND ND ND ND 

APC32 ND ND ND ND ND 

APC33 ND ND ND ND ND 

APC34 ND ND ND ND ND 

APC35 ND ND ND ND ND 

APC36 ND ND ND ND ND 

APC37 ND ND ND ND ND 

APC38 ND ND ND ND ND 

APC39 ND ND ND ND ND 

APC40 ND ND ND ND ND 

APC41 ND ND ND ND ND 

APC42 ND ND ND ND 158,36 

APC43 3,95 ND ND ND 128,61 

APC44 ND ND ND ND ND 

APC45 ND ND ND ND ND 

APC46 ND ND ND ND ND 

APC47 5,09 ND ND ND ND 

APC48 ND ND ND ND ND 

APC49 ND ND ND ND 105,77 

APC50 ND ND ND ND ND 

 

 ND: Não detectado.  

 Limite de detecção para aflatoxinas: 1,5 µg/kg 

 Limite de detecção para ácido ciclopiazônico: 50 µg/kg 
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Tabela A.16 - Incidência de aflatoxinas (µg/kg) ácido ciclopiazônico 

(µg/kg) de 50 amostras de amêndoas de castanha-do-

Brasil (PAA1 a PAA50), provenientes do Estado do Pará – 

PA 

 

Amostra 
Concentração de aflatoxinas em µg/kg Concentração de 

ACP em µg/kg AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 

PAA1 1,81 ND ND ND ND 

PAA2 ND ND ND ND ND 

PAA3 ND ND ND ND ND 

PAA4 ND ND ND ND ND 

PAA5 ND ND ND ND 123,31 

PAA6 ND ND ND ND ND 

PAA7 ND ND ND ND ND 

PAA8 ND ND ND ND ND 

PAA9 ND ND ND ND ND 

PAA10 ND ND ND ND 98,65 

PAA11 ND ND ND ND ND 

PAA12 ND ND ND ND ND 

PAA13 ND ND ND ND ND 

PAA14 2,77 ND ND ND ND 

PAA15 ND ND ND ND ND 

PAA16 ND ND ND ND ND 

PAA17 ND ND ND ND 100,32 

PAA18 ND ND ND ND ND 

PAA19 ND ND ND ND ND 

PAA20 6,91 ND ND ND ND 

PAA21 ND ND ND ND ND 

PAA22 ND ND ND ND ND 

PAA23 ND ND ND ND ND 

PAA24 ND ND ND ND ND 

PAA25 ND ND ND ND ND 
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Amostra 
Concentração de aflatoxinas em µg/kg Concentração de 

ACP em µg/kg AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 

PAA26 ND ND ND ND ND 

PAA27 ND ND ND ND ND 

PAA28 ND ND ND ND ND 

PAA29 ND ND ND ND ND 

PAA30 ND ND ND ND ND 

PAA31 ND ND ND ND ND 

PAA32 ND ND ND ND ND 

PAA33 ND ND ND ND ND 

PAA34 ND ND ND ND ND 

PAA35 ND ND ND ND ND 

PAA36 ND ND ND ND ND 

PAA37 ND ND ND ND ND 

PAA38 ND ND ND ND ND 

PAA39 1,72 ND ND ND ND 

PAA40 ND ND ND ND 118,45 

PAA41 ND ND ND ND ND 

PAA42 ND ND ND ND ND 

PAA43 ND ND ND ND ND 

PAA44 ND ND ND ND ND 

PAA45 ND ND ND ND ND 

PAA46 ND ND ND ND 107,62 

PAA47 ND ND ND ND ND 

PAA48 ND ND ND ND ND 

PAA49 ND ND ND ND ND 

PAA50 ND ND ND ND ND 

 

 ND: Não detectado. 

 Limite de detecção para aflatoxinas: 1,5 µg/kg 

 Limite de detecção para ácido ciclopiazônico: 50 µg/kg 
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Tabela A.17 - Incidência de aflatoxinas (µg/kg) ácido ciclopiazônico 

(µg/kg) de 50 amostras de cascas de castanha-do-

Brasil (PAC1 a PAC50), provenientes do Estado do 

Pará – PA 

 

Amostra 
Concentração de aflatoxinas em µg/kg Concentração de 

ACP em µg/kg AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 

PAC1 2,87 ND ND ND ND 

PAC2 ND ND ND ND ND 

PAC3 ND ND ND ND 132,21 

PAC4 ND ND ND ND ND 

PAC5 3,29 ND ND ND ND 

PAC6 ND ND ND ND ND 

PAC7 ND ND ND ND ND 

PAC8 ND ND ND ND ND 

PAC9 ND ND ND ND ND 

PAC10 ND ND ND ND ND 

PAC11 ND ND ND ND ND 

PAC12 ND ND ND ND ND 

PAC13 ND ND ND ND ND 

PAC14 ND ND ND ND ND 

PAC15 ND ND ND ND ND 

PAC16 ND ND ND ND ND 

PAC17 ND ND ND ND ND 

PAC18 ND ND ND ND 151,12 

PAC19 ND ND ND ND ND 

PAC20 ND ND ND ND ND 

PAC21 ND ND ND ND ND 

PAC22 ND ND ND ND ND 

PAC23 ND ND ND ND ND 

PAC24 ND ND ND ND ND 

PAC25 ND ND ND ND ND 
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Amostra 
Concentração de aflatoxinas em µg/kg Concentração de 

ACP em µg/kg AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 

PAC26 ND ND ND ND ND 

PAC27 ND ND ND ND ND 

PAC28 ND ND ND ND ND 

PAC29 ND ND ND ND ND 

PAC30 ND ND ND ND ND 

PAC31 ND ND ND ND ND 

PAC32 ND ND ND ND ND 

PAC33 ND ND ND ND ND 

PAC34 ND ND ND ND ND 

PAC35 ND ND ND ND ND 

PAC36 ND ND ND ND ND 

PAC37 ND ND ND ND ND 

PAC38 ND ND ND ND ND 

PAC39 ND ND ND ND ND 

PAC40 ND ND ND ND 101,90 

PAC41 ND ND ND ND ND 

PAC42 ND ND ND ND ND 

PAC43 ND ND ND ND ND 

PAC44 ND ND ND ND ND 

PAC45 ND ND ND ND ND 

PAC46 ND ND ND ND ND 

PAC47 ND ND ND ND ND 

PAC48 ND ND ND ND ND 

PAC49 ND ND ND ND ND 

PAC50 ND ND ND ND ND 

 ND: Não detectado.  

 Limite de detecção para aflatoxinas: 1,5 µg/kg.  

 Limite de detecção para ácido ciclopiazônico: 50 µg/kg 
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Apêndice B – Representações gráficas 

 

Gráfico B.1 – Porcentagem de cepas de Aspergillus Seção Flavi de 50 amostras de 

amêndoas de castanha-do-Brasil (ACA1 a ACA50), provenientes do 

Estado do Acre – AC 

 

 

 

Gráfico B.2– Porcentagem de cepas de Aspergillus Seção Flavi de 50 amostras de cascas de 

castanha-do-Brasil (ACC1 a ACC50), provenientes do Estado do Acre – AC 
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Gráfico B.3 – Porcentagem dos Aspergillus Seção Flavi de 50 amostras de amêndoas de 

castanha-do-Brasil (AMA1 a AMA50), provenientes do Estado do Amazonas – 

AM 

 

 
 

 

Gráfico B.4 – Porcentagem dos Aspergillus Seção Flavi de 50 amostras de amêndoas de 

castanha-do-Brasil (AMA1 a AMA50), provenientes do Estado do Amazonas – 

AM 
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Gráfico B.5 – Porcentagem dos Aspergillus Seção Flavi de 50 amostras de amêndoas de 

castanha-do-Brasil (APA1 a APA50), provenientes do Estado do Amapá - AP 

 

 

 

 

Gráfico B.6 - Porcentagem do potencial aflatoxigênico dos Aspergillus Seção Flavi de 50 

amostras de cascas de castanha-do-Brasil (APC1 a APC50), provenientes do 

Estado do Amapá - AP 
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Gráfico B.7 - Porcentagem dos Aspergillus Seção Flavi de 50 amostras de amêndoas de 

castanha-do-Brasil (PAA1 a PAA50), provenientes do Estado do Pará-PA 

 

 

 

 

 

Gráfico B.8 - Porcentagem dos Aspergillus Seção Flavi de 50 amostras de cascas de 

castanha-do-Brasil (PAC1 a PAC50), provenientes do Estado do Pará-PA 
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APÊNDICE C – Curvas de calibração para aflatoxinas 

 

 

- Curva de calibração para AFG1 
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- Curva de calibração para AFB1 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



185 

 

- Curva de calibração para AFG2 
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- Curva de calibração para AFB2 
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APÊNDICE D – Curva de calibração para ACP 
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APÊNDICE E - Trabalho publicado na International Jounal Food Microbiology 
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APÊNDICE F- Trabalho em vias de publicação  na Food Microbiology 
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