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RESUMO

REIS, T. A. Micobiota e ocorréncia de micotoxinas em amostras de castanha-do-
Brasil provenientes de diferentes Estados brasileiros. 2013. 216 f. Tese (Doutorado
em Microbiologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Séo
Paulo, 2013.

A castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa) é o mais importante produto florestal ndo
madeireiro extraido da Amazonia comercializado nos mercados interno e externo.
Trata-se de uma mercadoria de elevado valor econémico e nutricional, com
caracteristicas de producdo peculiares muito complexas e de dificil controle. Desde a
floresta, suas sementes sao suscetiveis a contaminacdo por fungos, particularmente os
micotoxigénicos e seus metabdlitos. Neste contexto, torna-se imprescindivel determinar
a micobiota e a presenca de micotoxinas em castanhas-do-Brasil provenientes dos
estados pertencentes a regido Amazonica do Brasil, os principais produtores. O objetivo
deste estudo foi avaliar a presenca de fungos e micotoxinas (aflatoxinas e acido
ciclopiazbnico) em amostras de castanha-do-Brasil coletadas em diferentes estados:
Acre, Amazonas, Amapa e Pard. Um total de 200 amostras de casca e 200 amostras de
améndoa foram semeadas em agar Aspergillus flavus-parasiticus para pesquisa da
micobiota. As micotoxinas foram analisadas tanto nas améndoas quando nas cascas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. A morfolégica classica e a analise molecular
revelaram a presenca dos seguintes fungos, em ordem decrescente de frequéncia:
améndoas - 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
améndoa, sendo que 13 (59,1%) amostras apresentaram niveis de aflatoxina B;acima de
15 pg/kg, limite estabelecido pela Comissdo Europeia e pela ANVISA. Dezenove
(9,5%) das amostras de casca continham aflatoxinas, porém, em menores niveis do que
os encontrados nas améndoas. Acido ciclopiazonico foi detectado em 44 (22%) das
amostras do produto, com niveis entre 98,65 e 161,2 ug/kg. Assim, boas praticas no
manejo da castanha-do-Brasil na coleta, durante o beneficiamento, até o armazenamento
e comercializagdo sdo necessarias para garantir a qualidade do produto.

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



ABSTRACT

REIS, T. A. Mycobiota and mycotoxins in Brazil nut samples from different
Brazilian states. 2013. 216 p. Ph. D. thesis (Microbiology) -Instituto de Ciéncias
Biomedicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo 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, Amapa and Para. 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 B; levels
above 15 pg/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 pg/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 importancia econémica no que se refere a comercializacdo desse valioso
produto. Sob orientacdo do professor Dr. Benedito Corréa, 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, ap6s um estagio no Laboratério de Micotoxinas em Pirassununga,
SP,em 1996, fui aceita como aluna de iniciacdo cientifica do CNPq, sob orientacdo do
professor Dr. Carlos Augusto Fernandes de Oliveira, que me apresentou 0 mundo da pesquisa
cientifica. Foram duas iniciagdes cientificas pesquisando efeitos das aflatoxinas em aves e
residuos em ovos. Foi uma época repleta de desafios, mas muito compensadora,pois aprendi
muito com um professor admiravel que me passou seus conhecimentos sobre os pilares da
organizacdo, método e disciplina. Ap0s esses inesqueciveis anos, iniciei 0 estagio obrigatério
no Instituto Adolfo Lutz, onde fui recebida pela pesquisadora e professora Dra. Myrna Sabino
que concordou em ser minha supervisora. Ja graduada, continuei frequentando seu laboratério
como estagiaria voluntaria e, depois, aluna da Fundap. Foi um periodo extremamente
enriquecedor e gratificante, pois trabalhar com a Dra. Myrna foi conhecer mais do que uma
excelente pesquisadora, um ser humano incrivel. Em meados de 2000, foi publicada no edital
de concursos a abertura de uma vaga de especialista para o Laboratério de Micotoxinas do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo. Candidatei-me a vaga. Fiz
prova e entrevista com os professores Benedito Corréa, Jorge Timenetsky e Manoel dos
Santos. Apds algumas semanas, saiu o resultado e fui aprovada. A partir do dia 7 de agosto de
2000, iniciei minhas atividades como Especialista em Laboratério, sob a chefia imediata do
prestigiado professor Benedito. Desde entdo, tenho o prazer de trabalhar com o que mais amo:
ensino e pesquisa.Em 2009, ap6s conversar com os professores Benedito e Carlos Taborda, e
me comprometer a manter a qualidade do trabalho prestado, ingressei no programa de pos-
graduacdo do Departamento de Microbiologia e iniciei um grande empreendimento que esta
apresentado na forma desta tese. Meu agradecimento especial a todos que participaram dessa

historia e contribuiram para que esse objetivo fosse alcangado.
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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 a Lecythidaceae o status de familia,
removendo os géneros Bertholletia, Couratari, Couroupita e Gustavia da familia Myrtaceae,
em que eram tradicionalmente classificados (MORI; PRANCE, 1990). A castanheira do
Brasil representa a unica espécie do género Bertholletia, embora exista uma consideravel
variacdo no tamanho, forma e numero de sementes por fruto (MORI; PRANCE, 1990).

A castanheira € uma espécie arbdrea de grande porte, cujo caule, de casca escura, €
liso e desprovido de ramos até a fronde. E uma espécie tipica da floresta amazonica,
ocorrendo naturalmente em florestas de terra-firme nos Estados do Pard, Maranh&o,
Amazonas, Acre, Rondénia e ao norte do Mato Grosso. Ocorre ainda nas florestas limitrofes
com o Suriname, Peru, Bolivia, Guiana Francesa e Venezuela (LOUREIRO et al., 1979). As
arvores frondosas (Figura 1) chegam a 50 metros de altura e 2 metros de didmetro 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 sdo grandes e alvas. Seus frutos, descritos por Serrano (2005) como pixidios
imperfeitos, sdo denominados vulgarmente de ouri¢os e podem conter de 12 a 25 sementes
cada (Figura 2).

A castanha-do-Brasil recebe diversos nomes: castanha-do-Pard, castanha-do-
Maranhdo, amendoeira-da-américa, porém a classificacdo dada pelo Ministério da Agricultura

é castanha-do-Brasil. Brazil nut é a denominagéo para o mercado internacional.



Figura 1 — Castanheira
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Figura 2 — Castanha-do-Brasil: ourigo, semente e améndoa

&
'IJ

Améndoa
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As castanheiras sdo encontradas em grandes conjuntos (0s castanhais) que florescem
entre outubro a dezembro, comecam a frutificar aos oito anos, porém, somente aos doze
atingem a producdo normal de até 5000 kg/arvore/ano de fruto (COGELS, 1972).A época de
colheita é de janeiro a marco (estacdo chuvosa), estendendo-se por 6 meses (SOARES;
REALE, 1976). O tempo que decorre entre o inicio do desenvolvimento dos frutos e a
maturacdo € de mais de 12 meses (SCHREIBER, 1950).

Para assegurar a producdo, a castanheira depende da atividade de agentes
polinizadores, selecionados pela morfologia da flor, capazes de abaixar a ligula para ter
acesso ao néctar e ao poélen oferecidos pelas flores da castanheira (MORITZ, 1984). Os
principais polinizadores sdo 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 (MAUES, 2002). A
disseminacdo das sementes € realizada por roedores, principalmente a cutia, sendo que
algumas sementes sdo consumidas imediatamente, enquanto outras sdo armazenadas para
posterior consumo ou abandonadas em outras areas, onde germinam. Segundo Peres e Baider
(1997), as sementes sdo dispersas a até 25 metros da arvore adulta e sdo enterradas
individualmente a uma profundidade de 1 a 3 cm.

A semente apresenta rendimento médio de tegumento (casca) entre 48 a 57% e
améndoa, entre 43 a 52%. A améndoa é composta por cerca de 60% de 6leo, 14% de
proteinas, 3,5% de fibras e 3,3% de cinzas. A torta, obtida apos a extracdo do 6leo, apresenta
acima de 40% de proteina e contém todos os aminoacidos essenciais, possuindo, em média,
59 ug de selénio por améndoa. As améndoas de castanha-do-Brasil sdo consideradas uma
excelente fonte nutritiva devido a alta concentracdo de proteinas, carboidratos, gorduras
insaturadas, vitaminas e minerais essenciais (USDA, 2013).
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O ourigo, apos a retirada das sementes, pode ser usado na confeccdo de pecas de
artesanato (Figura 3) ou como combustivel. A madeira da arvore, apesar de ser muito boa para
forros, paredes e soalhos, tem sua utilizacdo é proibida por lei ambiental que impede sua
comercializacdo(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 Para com embalagens com améndoas e
azeite de castanha e pecas de artesanato feitas com ourico e
sementes de castanha-do-Brasil: porta-jéias, objetos de
decoracdo e chaveiros

2.2 Propriedades nutricionais

A castanha-do-Brasil é altamente energética, contém quantidade expressiva de acidos
graxos poliinsaturados e proteina de boa qualidade bioldgica, além de fonte reconhecida de
selénio, célcio, fésforo, magnésio e vitaminas do complexo B (CARDARELLI; OLIVEIRA,
2000; SOUZA; MENEZES, 2004). O Quadro 1 mostra a composicdo da castanha-do-Brasil
por 100g de parte comestivel - cada améndoa tem cerca de 5 g. A castanha-do-Brasil ¢
considerada uma boa fonte nutricional no enriquecimento e produgdo de alimentos como
forma alternativa para alimentacdo da populacdo local, em funcdo da disponibilidade regional
(CARDARELLI; OLIVEIRA, 2000; GLORIA; REGITANO-D'ARCE, 2000).
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Quadro 1 — Composicdo média da castanha-do-Brasil
por 100g de parte comestivel

Umidade 3,5%
Energia 643 kCal
Proteina 14,59
Lipideos 63,59
Carboidrato 15,19
Fibra alimentar 7,99
Cinzas 3,49
Calcio 146mg
Magnésio 365 mg
Acidos graxos saturados 15,39
Acidos graxos monoinsaturados 27,49
Acidos graxos poli-insaturados 21,09

Fonte: TACO, 2011

A castanha-do-Brasil é mais rica em selénio (Se) do que outras nozes. Véarios autores
(ANDRADE et al., 1999; BARCLAY, 1995; BOWEN, 1966; VONDERHEIDE et al., 2002)
e 0 USDA (2013) reportam a castanha-do-Brasil como o alimento mais rico nesse mineral. O
Se esta envolvido no metabolismo da tiredide, tendo um importante papel como antioxidante.
A prevencdo de cdncer € apontada como sua mais marcante caracteristica, sendo o Se
utilizado como quimiopreventivo, reduzindo a morbidade e mortalidade por céncer em
individuos suplementados por esse elemento. A literatura médica mostra que baixos niveis de
Se, encontrado no plasma, ndo causam cancer, porém sua diminui¢do, aparentemente,
aumenta a susceptibilidade ao desenvolvimento de neoplasias dada a exposicdo a um
carcindgeno (CLARK, 1985), ou reduz a habilidade do organismo em resistir ao estresse dos
causadores de canceres (CHU et al., 1984; YU et al., 1985). Baum et al. (1997) demonstraram
que a deficiéncia em Se foi profundamente associada a diminuicdo 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, criangas e pessoas que
buscam uma vida saudavel (COUTINHO et al., 2002).

A dose de Se permitida é de 55 pg por dia, para pessoas a partir dos 14 anos de idade,
sendo o limite de ingestdo toleravel diaria de 400 pg (IOM, 2000). Em altas doses o Se €
toxico. Em 1961, em uma provincia chinesa de 248 habitantes, 82,5% ficaram severamente
afetados e 50% vieram a 6bito, depois de uma intoxicacdo endémica por Se no solo da regido,
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 pg (YANG et al., 1983).
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Dentre os sintomas de intoxicacdo por selénio estdo queda de cabelos e unhas, descoloracéo
da pele, perdas dentarias, hiperreflexia de tenddes, torpor, hemiplegia, convulsfes e paralisias
(YANG et al., 1983).

2.3 Importéncia socioecondmica

Na Amazonia, grande parte da populacdo depende do extrativismo e comercializacdo
dos produtos da mata para conseguir seu préprio sustento. Porém, a opuléncia da floresta
contrasta com a pobreza dessa populacdo, que vive em situacao de extrema pendria.

O povoamento da regido se intensificou no final do século XIX, devido a migracao de
nordestinos que fugiam da seca e buscavam a Amazonia para trabalhar como seringalistas.
Com o fim do ciclo da borracha, muitos trabalhadores continuaram na regido e passaram a
tirar seu sustento dos castanhais.

No século XX, a partir da década de 70, instalaram-se na Amaz6nia megaprojetos,
sendo o maior exemplo o Projeto Jari, iniciado em 1967, quando um empresario norte-
americano comprou 1,6 milhdes de hectares dos Estados do Pard e Amap4, com a finalidade
de implementar a criacdo extensiva de budfalos e producdo de celulose. Além do imenso
impacto gerado na estrutura da regido, 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 condicdo de miséria das familias e dos trabalhadores que vivem coleta da castanha-do-
Brasil. O processo inicia quando o atravessador fornece aos castanheiros mantimentos e
utensilios para realizacdo do seu trabalho. Depois, esse mesmo atravessador compra a
producdo a precos infimos e, cobra muito caro pelas mercadorias que fornece. Com isso, 0
extrativista entra num circulo vicioso de dividas, gerando uma espécie de “escravidio”
(NELSON; FUJIWARA, 2002).

A fim de romper esse ciclo de dependéncia, tem sido criada uma nova logica de
producdo na regido Amazonica, que visa ofertar infraestrutura para que o castanheiro agregue
valor ao seu produto: as cooperativas.

O elemento fundamental dessas cooperativas € a garantia de um suporte aos
castanheiros. Os castanheiros vendem seus produtos para cooperativa que tratam do
beneficiamento da castanha, produzem derivados (biscoitos, farinha, 6leo) e vendem seus
produtos e promovem junto aos trabalhadores uma justa distribuicdo dos excedentes
(NELSON; FUJIWARA, 2002).
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2.4 Aspectos produtivos da castanha-do-Brasil

A producdo e extracdo de castanhas-do-Brasil ocorrem somente no bioma amazénico
(FREITAS-SILVA; VENANCIO, 2011). A regido da Amazonia brasileira é dividida em
regides leste e oeste. A regido oeste compreende parte do Amazonas (comegando em Manaus
em direcdo ao oeste), 0 Acre e 0 Amapa. A regido leste é composta pelos estados do Parg,
Amapa, parte do norte do Maranh&o e a parte leste do Amazonas (comegando em Manaus
para direcdo leste) (Lei n° 1.806 de 06.01.1953).

Segundo Tonini (2007), as florestas com castanheiras cobrem uma superficie de
aproximadamente 325 milhdes de hectares na Amazonia, com a maior parte distribuida entre
o0 Brasil (300 milhdes), a Bolivia (10 milhdes) e o Peru (2,5 milhdes).

Por séculos, o Brasil dominou o mercado, de tal modo que o produto ainda tem o
nome do pais. Em 2010, 77% de toda castanha-do-Brasil consumida no mundo foi processada
e exportada pela Bolivia (FAO, 2013), um pais com muito menos recursos e menor
capacidade econdmica que seu vizinho a leste (COSLOVSKY, 2014).

A histéria da industria da castanha-do-Brasil pode ser dividida em trés fases. A
primeira fase estende-se desde os tempos coloniais até o inicio dos anos 1970, nesse periodo o
Brasil manteve o monopdlio de processamento e exportacdo da castanha-do-Brasil
(HOMMA; MENEZES, 2008). A segunda fase vai desde inicio dos anos 1970 até a década de
1990, periodo no qual as industrias brasileira e boliviana seguiram trajetorias opostas. No
Brasil, o governo federal adotou uma série de politicas que provocaram o desmatamento nas
regides altamente produtoras de castanha-do-Brasil. Essas politicas incluiram construcéo de
projetos de infraestrutura, como estradas, barragens, operagdes de mineracao, a concessdo de
crédito subsidiado para a pecuéria e desapropriacdo de terras para reforma agraria (BUNKER,
1982; BUNKER et al., 2002; EMMI, 1988). Por conta dessas intervengdes, em meados da
década de 1980, a area antigamente conhecida como "o poligono dos castanhais” pela riqueza
de seus bosques havia se tornado "o cemitério dos castanhais” com indmeros troncos
carbonizados cobrindo a paisagem (HOMMA, 2004). Por outro lado, na Bolivia, as condi¢des
de negdcios evoluiram de forma bastante diferente. Em 1985, o governo boliviano embarcou
em um ambicioso programa de reformas econdmicas com a estatal Empresa Nacional de la
Castafia (ENACA), uma empresa de processamento de castanha-do-Brasil (ASSIES, 1997;
FUNDES, 2003).Com o encerramento das atividades da ENACA, alguns de seus ex-
funcionarios usaram o conhecimento adquirido e iniciaram a comercializagdo da castanha.

Devido a esse panorama, em 1998, a Bolivia contava com cerca de 20 processadores e
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exportadores de castanha-do-Brasil (ASSIES, 1997; FUNDES, 2003; KAIMOWITZ;
BOJANIC, 1998). A participacdo da Bolivia nos mercados dos EUA e da Unido Europeia era
de 43,8%, aproximadamente igual a referida participacdo do Brasil (Comissdo Europeia,
2013; FAO, 2013). Apos esse periodo, iniciou-se a terceira fase de producdo, quando
autoridades europeias impuseram rigidos padrdes sanitarios sobre uma gama de produtos
alimentares importados, incluindo niveis maximos de tolerancia permitidos de aflatoxinas em
castanhas-do-Brasil. Nesse momento, os produtores brasileiros sofreram consideraveis perdas,
mas seus concorrentes bolivianos foram capazes de realizar melhorias necessarias para o
sucesso competitivo (COSLOVSKY, 2014).

Com a falta de investimento do governo brasileiro para reverter essa problemaética,
testes para pesquisa de aflatoxinas demoravam muito tempo para serem realizados e ndo eram
conduzidos de acordo com os padrdes internacionais. Além disso, constatou-se falha de
comunicacdo entre as autoridades aduaneiras e sanitarias, que ndo checaram a saida de
embarcacdo com lote de castanha-do-Brasil contendo aflatoxinas acima dos limites toleraveis
pela Unido Europeia. A partir desse fato, a importacdo de castanhas provenientes do Brasil
comecou a ser paulatinamente rejeitada e, em julho de 2003, esse produto foi considerado de
baixa qualidade o que levou ao refor¢o das exigéncias de castanhas brasileiras (Deciséo da
Comissdo 2004/493/CE). Somente em maio de 2004, através do Ministério da Agricultura,
Pecuéaria e Abastecimento, o Brasil reconquistou a licenca para exportar castanhas-do-Brasil
para Unido Europeia, entretanto, essa situacdo maculou a imagem do mercado brasileiro.

Atualmente, o extrativismo de castanha no Brasil se caracteriza pela alta concentracao
de producdo em alguns Estados, sendo que o Acre, 0 Amazonas e o Paréa detentores de 80,7%
da producdo, os demais Estados (Amapa, Mato Grosso, Rond6nia e Roraima) totalizam os
19,3% restantes (TONINI, 2007).

A castanha é um dos produtos ndo madeireiros mais importantes da economia florestal
da Amazonia, apos a decadéncia da borracha. Trata-se da unica semente comercializada
internacionalmente, cuja coleta é feita com exclusividade em areas de florestas naturais
(CLAY, 1997). Segundo o IBGE (2010), a castanha € o segundo produto florestal ndo
madeireiro em termos comerciais na regido norte do Brasil (Quadro 2), perdendo somente

para o fruto de acai (Euterpe oleracea).
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Quadro 2 - Quantidade extraida 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
Amapa 401 375
Para 7.192 12.574
Rond6nia 3.5623 7.282
Roraima 105 68
Centro-oeste 2.234 4,245
Mato Grosso 2.234 4,245

Fonte: IBGE, 2011

Na ultima avaliacdo, a producdo brasileira tem mantido, desde 2000, cerca de 30 mil
toneladas/ano. A possivel contaminagdo por micotoxinas, que diminui a qualidade do produto,

pode ser um fator de desestimulo para a comercializacdo do mesmo (Figura 4).

Figura 4 - Evolucdo da producdo de castanha-do-Brasil de 1990 a 2007
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Fonte: IBGE, 2009.

No que se refere a comercializacdo da castanha-do-Brasil, a producdo brasileira
obedece dois fluxos: consumo interno e exportacao (Figura 5). Essa relacdo tem-se alterado

na proporcao de 25 a 30% para a exportagéo, e 70 a 75% para 0 consumo interno. No caso das
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exportacOes, pode-se destacar, como principal destino a Bolivia, com o produto “in natura”,
sequido dos Estados Unidos (CONAB, 2012).

Nos quatro primeiros meses de 2012, o volume total das exportagdes de castanha-do-
Brasil atingiu 4.940 toneladas, gerando uma receita de US$ 6,5 milhdes, valor 65,6% superior
ao observado no mesmo periodo de 2011. A elevacdo na receita com a exportacdo do produto
é reflexo de uma melhora nos precos internacionais, principalmente dos compradores

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

Figura 5 - Movimentacdo da producdo, do consumo interno e da exportacdo da castanha-do-
Brasil de 2001 a 2011
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Fonte: IBGE, 2009

Atualmente, o Brasil € o segundo pais exportador de castanha-do-Brasil. Desde a
década de 1990, a Bolivia é o principal produtor mundial de castanha (BOJANIC, 2001),
sendo atualmente o primeiro produto florestal exportado em importancia econémica desse
pais. A Bolivia domina o mercado da castanha-do-Brasil tanto em exportacdo, quanto
qualidade sanitaria e tecnologia empregada, além de ter valor agregado, pois 97% do
faturamento da industria da castanha boliviana provém da castanha processada, enquanto
somente 45% do faturamento brasileiro advem desse produto (COSLOVSKY, 2005).

Além da importancia do comércio externo, a comercializacdo da castanha dentro do
pais € uma importante fonte de renda para milhares de agricultores, seringueiros e povos
indigenas que vivem na Amazonia.

As acOes governamentais de apoio a producdo extrativista tém gerado resultados muito

positivos, uma vez que a organizacdo dos nlcleos em cooperativas e organizagdes de classe



A kg

40

tem dado maior poder de negociagdo. Essas acdes fizeram com que o pre¢co médio pago aos
produtores se elevasse nos Gltimos onze anos, praticamente em 460%, passando de uma media
de R$0,35/kg em 2000, para os atuais R$ 2,05/kg em 2012 (CONAB, 2012).

Um ponto de destaque da comercializa¢do desse produto é a grande sazonalidade dos

precos em que sdo 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), Amapa (AP), Para (PA), Roraima (RR) e
Rondonia (RO)
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Fonte: CONAB, 2012.

A cadeia produtiva da castanha (Figura 7) caracteriza-se por aspectos peculiares que
ndo estdo presentes em outras culturas comumente estudadas, dentre esses aspectos estdo 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 as cooperativas

Nas cooperativas ocorre o0 beneficiamento da castanha, até o produto final para
comercializacdo no mercado interno e externo (Figura 8). As cooperativas tém um importante
papel na valorizacdo da castanha, pois o produto vendido sem casca agrega valor
principalmente para exporta¢do (Figura 9). Nota-se que durante o beneficiamento ocorre uma
etapa de autoclavagem. Nesta etapa, as castanhas “in natura” sdo colocadas em forno, onde
sdo aquecidas e rapidamente esfriadas, neste momento as cascas se desprendem das

améndoas, facilitando o descascamento.



42

Figura 8 — Fluxograma do beneficiamento da castanha-do-Brasil nas cooperativas

Figura 9 — Evolucéo do prego (US$) de exportacao da castanha com e sem casca
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2.5 Micobiota

A partir do momento em que o homem primitivo comecou a estocar alimentos, 0s
micro-organismos deteriorantes exigiram seu tributo (PITT; HOCKING, 2009).

Os micro-organismos estdo presentes ubiquamente em todo ecossistema terrestre de
onde sdo disseminados e podem contaminar as plantas. Desta forma, as sementes sdo
contaminadas por uma ampla gama de bacterias, leveduras e fungos filamentosos através do
ar, insetos e chuvas. Assim, quando as sementes ou cereais sdo colhidos carregam consigo
esses contaminantes (MAGAN; ALDRED, 2004).

No armazenamento de grdos e sementes, as condigdes sdo mais estaveis e controladas
do que no campo, essas circunstancias oferecem um bom nicho ecolégico para os fungos
(MAGAN; ALDRED, 2004). O numero de espécies fungicas que podem colonizar sementes e
grdos estocados é muito amplo. Os fungos normalmente encontrados nos alimentos
armazenados sdo 0s que podem germinar a baixos niveis de atividade de agua. Por outro lado,
a capacidade de germinar rapidamente pode ser uma vantagem na competicdo efetiva com
outros fungos por nutrientes (MAGAN; ALDRED, 2004).

A contaminagdo fangica 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 sdo susceptiveis a injdrias, infestacdo por
insetos e contaminacdo por fungos, podendo acumular micotoxinas (CLAY; CLEMENT,
1993).

2.6 Generalidades de Aspergillus spp.

O género Aspergillus Link foi descrito inicialmente pelo botanico italiano Pier
Antonio Micheli, em 1729, que descreveu 1900 plantas e 900 fungos. Neste estudo, a
visualizacdo microscépica das estruturas produtoras de esporos das espécies de Aspergillus,
foi associada a um objeto usado pela igreja catdlica para borrifar agua benta durante uma
parte da liturgia, chamado aspérgilo (AINSWORTH, 1976), através dessa observagdo
atribuiu-se o nome Aspergillus a esse género fangico. Apos cerca de 100 anos, o0 género foi
validado por Link (1809). Atualmente, o género Aspergillus pertence ao filo Ascomycota,
ordem Eurotiales, familia Trichocomaceae, tendo a descricdo mais completa realizada por
Raper e Fennell (1965), que reconheceram 132 espécies. Neste tratado, o género Aspergillus
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foi descrito em relacdo aos aspectos morfoldgicos e as formas sexuadas (teleomorfo) e
assexuadas (anamorfo).

Atualmente, o género Aspergillus € constituido por aproximadamente 260 (GEISER et
al., 2007; SAMSON; VARGA, 2009) a 837 espéecies (HAWKSWORTH, 2011), divididas em
7 subgéneros (Aspergillus, Circumdati, Fumigati, Flavipedes, Nidulantes, Clavati e Ornati).
Cada subgénero é divido em secBes e cada secdo 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 relacdo aos fatores abidticos 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 agua minima para crescimento de 0,71 (LACEY, 1989). Aspergillus sdo caracterizados
pelo desenvolvimento de col6nias coloridas e brilhantes e por produzir conidios em cabecas
tipicas, do tipo “mop-like” ou escovao (Figura 9) (PITT; HOCKING, 2009).

Figura 10 — Fotomicrografia optica de Aspergillus spp.
(Coloragdo: lactofenol azul algoddo; 400

X)

A taxonomia de Aspergillus estd em constante transicéo e ainda ndo ha consenso sobre
a definigcdo dos taxons dentro dos grupos. H& vérias discussdes a respeito de quais ferramentas
moleculares seriam mais indicadas para a caracterizacdo destes fungos, uma vez que a

identificacdo das espécies é dificil, devido as variacBes e sobreposicdo de caracteristicas
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morfolégicas e bioquimicas dos isolados. O sequenciamento da regido ITS (Internal
Transcribed Spacer) do DNA ribossomal é recomendado para a identificacdo de espécies do
género Aspergillus (SAMSON et al., 2006), porém tem sido indicado o sequenciamento de
mais de um gene com o proposito de aumentar a confiabilidade dos resultados. Sendo assim,
além da regido ITS, o sequenciamento dos genes de B-tubulina (GLASS; DONALDSON,
1995) e calmodulina (CARBONE; KOHN, 1999) tém sido usados. Com isso, 0 estudo de
sequéncias de DNA pode fornecer informagdes importantes para a definicdo das espécies e
sua identificacdo apropriada (HINRIKSON et al., 2005).

2.7 Aspergillus Secgéo Flavi

Aspergillus Secdo Flavi historicamente inclui espécies com conidios e cabecas em
tons de verde-amarelo ao marrom e esclerécios negros. Esta secdo alberga 20 espécies
teleomorficas e 5 anamorficas (GONCALVES, 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 sdo utilizados em processos de fermentacdo na culinaria
(CAMPBELL-PLATT; COOK, 1989). Espécies de A. oryzae geneticamente modificadas séo
utilizadas para a producdo de enzimas incluindo lactase, pectina esterase, lipase, protease e
xilanase (PARIZA; JOHNSON, 2001).

Outras espécies desse grupo tém recebido consideravel atencdo devido a sua
habilidade para produzir aflatoxinas: Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus e Aspergillus
nomius.

A descricdo das especies de Aspergillus Secdo Flavi é baseada principalmente em
métodos tradicionais (parametros morfoldgicos, incluindo o diametro da colénia, cor e relevo,
tamanho e textura de conidios e estrutura conidiéforos (KLICH, 2002). Microscopicamente,
os conidioforos de A. flavus, A. parasiticus e A. nomius surgem a partir de hifas vegetativas
septadas. As fialides podem surgir diretamente de uma vesicula globosa (condicao
unisseriada) ou a partir da métula que envolve a superficie da vesicula (condigéo bisseriada).
A vesicula, a métula quando presente, as fialides, e as cadeias de conidios compreendem a
cabeca conidial, que no A. parasiticus, € predominantemente unisseriada, enquanto no A.
flavus, a seriacdo € mais variavel (KOKALIS-BURELLE et al., 1997). Os conidios de A.
flavus e A. nomius tém paredes delgadas, lisas ou levemente rugosas, sdo esféricos a

elipsoidais com vesiculas maiores que 50 pum, com métulas presentes. Ja 0s conidios de A.
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parasiticus sdo rugosos, com paredes espessas, esféricos, e suas vesiculas ndo ultrapassam 30
pum, e métulas sdo incomuns (PITT; HOCKING, 2009).

Outra caracteristica estudada na morfologia das espécies de Aspergillus Secdo Flavi é
a capacidade de producdo de esclerdcios, que sdo estruturas que servem como propagulos
infectantes no solo (ASTORECA et al., 2011). Segundo Kozakiewicz (1994), a producédo de
esclerécio € uma caracteristica encontrada em algumas espécies de A. flavus. Quando
produzido, o tamanho do esclerécio divide A. flavus em dois fenotipos: cepas S (small) que
produzem numerosos pequenos esclerdcios (< 400 um de diametro) e cepas L (large) que
produzem, em menor quantidade, escler6cios maiores (> 400 um de didmetro) (NOVAS;
CABRAL, 2002). Muitos estudos correlacionam a producdo de esclerécios com a producéao
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 ndo 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 importancia dos caracteres classicos, a diferenciacdo entre espécies pode ser
dificil devido a extensa divergéncia morfologicas resultantes de um alto nivel de variabilidade
genética (KUMEDA; ASAO, 1996). Sendo assim, a taxonomia deste grupo de fungos é
altamente complexa. Dados recentes indicam que Vvérias espécies atribuidas a Se¢do Flavi ndo
podem ser distinguidos com base somente em caracteristicas morfoldgicas (FRISVAD et al.,
2005; PILDAIN et al., 2008). Para diferencia-las, ferramentas moleculares tém sido estudadas
para classificar espécies dessa se¢do (GODET; MUNAUT, 2010).

2.8 Micotoxinas

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios téxicos produzidos por espécies flngicas
filamentosas que contaminam alimentos no campo, no armazenamento ou apdés o0
processamento (MOSS, 1989). Elas englobam uma consideravel variedade de compostos com
baixo peso molecular com diversas estruturas quimicas e atividades bioldgicas. Algumas
micotoxinas sdo toxicas para plantas ou micro-organismos, porém esses compostos ndo sdo
classificados como antibioticos de origem fungica (CHU; BHATNAGAR, 2004). Como a
maioria dos metabdlitos secundarios microbianos, os beneficios para os proprios fungos que
0s produzem ainda ndo foram esclarecidos.

As acOes das micotoxinas no organismo humano e animal sdo chamadas de

micotoxicoses. As micotoxicoses sdo exemplos de “envenenamento por meios naturais” e,
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portanto, sdo analogas as patologias causadas por exposicao a pesticidas ou residuos de metais
pesados. Os sintomas de uma micotoxicose dependem do tipo de micotoxina, quantidade e
duracdo da exposicdo, a idade, salde e sexo do individuo exposto, e muitas outras
caracteristicas mal compreendidas que envolvem genética, estado dietético, além de
interacdes com outras micotoxinas (BENNETT; KLICH, 2003). Sabe-se que, os quadros de
intoxicagdo por micotoxinas podem ser agravados por fatores como a deficiéncia de vitamina
A, privacdo calorica, abuso de alcool e status de doenca infecciosa. Por sua vez, as
micotoxicoses podem aumentar vulnerabilidade a doencas microbianas, exacerbando 0s
efeitos da desnutricdo e podem interagir em sinergia com outras toxinas.

Devido as suas diversas estruturas quimicas, as micotoxinas podem causar um grande
numero de efeitos bioldgicos, como carcinogenicidade, mutagenicidade/teratogenicidade e
imunotoxicidade (BHATNAGAR et al., 2002; CHU, 1998; WOGAN, 1992).

As micotoxinas sdo responsaveis por perdas de milhGes de ddlares anuais, incluindo
gastos com saude humana, animal e produtos agricolas condenados (HUSSEIN; BRASEL,
2001). Os principais substratos suscetiveis a contaminacdo por micotoxinas, especialmente
aflatoxinas, incluem o amendoim, milho, semente de algodéo e castanha-do-Brasil (AMORIM
et al., 2000; ARRUS et al., 2005; BAQUIAO et al., 2012; ELTAWILA et al., 2013;
JELINEK, 1987; STEINER et al., 1992).

2.9 Histérico das micotoxinas

Embora as micotoxicoses sejam bem estudadas atualmente, a identificacdo da
micotoxina especifica como agente causal das enfermidades ndo é bem conhecida na maioria
dos incidentes (BHATNAGAR et al., 2002).

Pelo menos uma das dez pragas do Egito registradas em Exodo (430 anos A.C.) estaria
associada com contaminagdo de micotoxinas em alimentos (MARR; MALLOY, 1996). Na
idade média, centeio infectado por Claviceps purpurea, afligiu grande parte da populacéo
europeia, quando o ergotismo era chamado de “fogo sagrado” ou “fogo de Santo Antonio”
pela sensacdo de queimagdo e subsequente necrose ocasionada pelas propriedades
vasoconstritoras da ergotamina. Acreditava-se que uma peregrinacdo ao santuario de Santo
Antonio traria alivio e cura aos enfermos (VAN DONGEN; DE GROOT, 1995). Muitos
peregrinos obtiveram recuperagbes milagrosas, mas nada pode ser afirmado se foi em

decorréncia do poder da oracdo ou da mudanca de alimentacdo (MATOSSIAN, 1989).
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Nos séculos XIX e XX, o beribéri cardiaco agudo, foi uma doenca que acometeu o
Japdo e outros paises asiaticos, esta enfermidade caracterizada por palpitacbes, nauseas,
vomitos, dificuldade respiratoria, posterior faléncia respiratéria (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 Russia
entre 1930-1940. O consumo de feno contaminado por Stachibotrys spp., produtor de
tricotecenos, pode causar manifestacdo neuroldgica aguda, como tremor, incoordenacao,
leucopenia e hemorragia (MOREAU, 1979).

Também na Russia, durante a primeira metade do século XX, uma doenga conhecida
como aleucia toxica alimentar (ATA) matou cerca de 100 mil pessoas entre 1942 e 1948
(JOFFE, 1978). O quadro de diarreia, vomito, dor abdominal, seguido de hemorragias na pele,
cavidade oral, seguida de lesdes necroticas € atribuido pelo consumo de grdos contaminados
por tricotecenos, principalmente a toxina T-2, produzidos por Fusarium poae e Fusarium
sporotrichoides.

Nefropatias causadas por ocratoxinas foram relatadas nos Balcds (TANCHEV;
DOROSSIEV, 1991). Esta toxina é produzida por Aspergillus ochraceus e Penicillium
verrucosum e ocorre na cevada e em graos verdes de café.

Recentemente, a populacdo tem-se preocupado com a zearalenona, pois pode estar
relacionada a puberdade prematura em criancas de 7 a 8 anos de idade (PAINTER, 1997). A
zearalenona que € um composto estrogénico 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 suinos.

Historicamente, a associagdo entre consumo de milho mofado e altos niveis de cancer
esofagico em regides da Africa do Sul (MARASAS, 1993, 1996) e na China (LI et al., 1980;
YANG, 1980) é bem conhecida. Isso € devido a producdo de fumonisinas por espécies de
Fusarium, principalmente F. veriticillioides. Esta micotoxina, mundialmente encontrada em
milho, causa leucoencefalomalacia em equinos (KELLERMAN et al., 1990; MARASAS et
al., 1988), edema pulmonar em suinos (COLVIN; HARRISON, 1992), hepato e
nefrotoxicidade em ratos (GELDERBLOM et al., 1988), camundongos (SHARMA et al.,
1997) e coelhos (GUMPRECHT et al., 1998).

No inicio dos anos de 1960, as micotoxinas ganharam destaque, quando uma misteriosa
doenca matou aproximadamente 100.000 perus jovens na Inglaterra, essa sindrome foi

denominada doenca “X” dos perus (turkey “X” diasease). As aves morriam geralmente dentro



49

de uma semana sendo com 0s seguintes sintomas: perda de apetite, diminui¢do da mobilidade,
fraqueza das asas, das pernas e, no exame pos-morte, observou-se lesdes necréticas no figado.
Né&o tendo sido possivel identificar nenhum agente infeccioso, os autores suspeitaram que ela
pudesse ser de origem nutricional, pois mudando a alimentacdo, muitas vezes cessava a
mortalidade. Sendo assim, aventou-se que esse fato ocorreu apds os animais consumirem
racdo suplementada com torta de amendoim importada do Brasil (BLOUNT, 1960, 1961). A
hipdtese foi confirmada por investigagcfes intensas que levaram a descoberta das aflatoxinas
como agente etiologico desse surto (BLOUNT, 1960, 1961; SARGEANT et al., 1961). Esse
episodio associado a subsequente descoberta da carcinogenicidade das aflatoxinas em ratos e
a ocorréncia de hepatomas em trutas arco-iris deu & descoberta um maior significado. A partir
de entdo, nasceu a ciéncia moderna da micotoxicologia (COLE, 1986).

Em uma leitura cuidadosa da publicacdo original nota-se que a descrigdo da doenga “X”
dos perus ndo é condizente, na sua totalidade, com o quadro de aflatoxicose. Alguns sinais
reportados por Blount (1960, 1961) e Siller e Ostler (1961) podem ser atribuidos a outra
micotoxina frequentemente produzida por algumas espécies de A. flavus. Esta micotoxina é
um acido indol-tetrdmico, nomeado como acido ciclopiazdnico (ACP) (HUSSEIN; BRASEL,
2001). O ACP foi descoberta por ser produzido por Penicillium cyclopium. Desta forma, no
episodio da doenga “X” dos perus, 0s quadros de enterite hemorragica, cabeca arqueada para
tras, pernas estiradas sdo atribuidos a co-contaminacao por ACP (COLE, 1986).

2.10 Aflatoxinas

As aflatoxinas sdo um grupo estreitamente relacionado e amplamente estudado
produzidas por uma variedade de diferentes espécies de Aspergillus, mas ainda nao
encontradas fora do género Aspergillus. As aflatoxinas foram encontradas em 3 grupos
filogeneticamente diferentes: A. flavus, A. parasiticus, A. parvisclerotigenus, A. nomius, A.
bombycis e A. pseudotamarii na secdo Flavi, A. ochraceoroseus e A. rambellii na secéo
Ochraceorosei e Emericellaastellata e E. venezuelensis na se¢do Nidulantes (FRISVAD et al.,
2005).

Em virtude de sua capacidade de ligacdo ao DNA das células, esses metabdlitos séo
carcindgenos naturais que afetam animais e humanos (BEDARD; MASSEY, 2006). Dentre
estes, as aflatoxinas mais comumente estudadas sédo as aflatoxina B; (AFB;), aflatoxina B,
(AFB,), aflatoxina G; (AFG;) e aflatoxina G, (AFG,), que receberam estas denominacoes,

pois emitem fluorescéncias azuis e verdes (“blue” e "green", respectivamente) sob luz
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ultravioleta (ALLCROFT et al., 1966; DE IONGH et al., 1964). A estrutura quimica das
aflatoxinas é formada por um ndcleo cumarinico fundido a um anel bifurano e um anel
pentanona (AFB; e AFB,) ou 6-lactona (AFG; e AFG;) (APPLEBAUM et al., 1982).

A biotransformacéo das aflatoxinas é promovida por enzimas e pode ser divididas em
duas fases. Na primeira, ocorrem reacGes de oxidacdo, reducdo e hidrolise, tornando as
moléculas mais hidrofilicas. Na segunda fase, os compostos produzidos sdo conjugados a
substancias endogenas (sulfato, glutationa, aminoacidos e grupos metil e acil), facilitando a
excrecdo. Este processo consiste em alteragdes moleculares reversiveis e irreversiveis. A
detoxificacdo ocorre mediante reacdes irreversiveis, produzindo metabolitos hidroxilados,
hidrossolUveis e menos toxicos que os precursores (aflatoxinas My, Qi, P1, B2i). J& a
detoxificacdo reversivel ocorre com formacdo de aflatoxicol, que posteriormente retorna a
forma de AFB; por intermédio de reacdes de oxidacdo. A principal reacdo de ativacdo da
AFB; caracteriza-se pela epoxidacdo da molécula, formando o composto 8,9-epéxido de
aflatoxina, o qual possui propriedades de ligacdo covalente com &cidos nucleicos, refletindo
em atividades mutagénicas, teratogénicas, carcinogénicas e diminuicdo de producdo de
proteinas. Essas reacGes ocorrem no sistema enzimatico citocromo P-450, composto por
enzimas responsaveis pelas reacdes de oxidagdo, especialmente epoxidacdo de ligacGes
covalentes, importantes na ativacdo de xenobiéticos (SMITH; ROSS, 1991).

As aflatoxinas mais comumente produzidas pelo A. flavus sdo as AFB; e AFBy,
enquanto A. parasiticus e A. nomius produzem além das duas aflatoxinas ja mencionadas, as
AFG; e AFG; (Figura 10). Na maioria dos isolados produtores, a AFB; é produzida em
grandes quantidades (CAST, 2003; SMITH; ROSS, 1991). AFB; é a mais toxica das quatro
principais substancias, apresentando propriedades hepatotoxicas, teratogénicas e mutagénicas,
podendo causar hemorragias, edemas, imunossupressdo e carcinoma hepéatico (SMITH,;
ROSS, 1991). A manifestagdo de seus efeitos carcinogénicos ocorre ap0s a conversao
hepatica em AFB;-epdxido, o qual reage com macromoléculas e acidos nucleicos (BUSBY;
WOGAN, 1984). A AFB; é classificada no grupo 1 dos carcinégenos humanos pela
“International Agency for Research on Cancer” (IARC, 1993).

A contaminacdo com aflatoxinas € um problema muito sério que preocupa 0S
exportadores brasileiros de castanhas-do-Brasil, desde o estabelecimento dos limites maximos
de tolerancia para aflatoxinas em castanha-do-Brasil pela Comissdo da Unido Europeia em
fevereiro de 2010. Nas améndoas antes do processamento, os limites sdo 8,0 ug/kg para AFB;
e 15,0 pg/kg para aflatoxinas totais (AFB1+AFB,+AFG;+AFG;) e para as prontas para
consumo, 5,0 ug/kg for AFB1e 10,0 ug/ kg para aflatoxinas totais (EC, 2010).



51

No mercado interno a regulamentacdo sancionada pela ANVISA (2011), determinou o
limite méximo de toleréncia de aflatoxinas totais de 20, 10 e 15 pg/kg para castanhas-do-
Brasil destinadas ao consumo direto com casca, consumo direto sem casca e ao

processamento posterior Sem CcascCa, respectivamente.

Figura 11 — Estruturas quimicas das aflatoxinas By, B,, G; e G,
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Fonte: Hussein e Brasel, 2001

2.11 Acido ciclopiazénico

O éacido ciclopiazonico (ACP) é um acido indol tetramico toxico (Figura 11). Tem sido
implicado em quadros de intoxicacdo 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 ndo 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 varios graos e sementes. A co-contaminacdo de alimentos por ACP e aflatoxinas tem
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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 especifico da ATPase céalcio dependente no reticulo
endoplasmatico, resultando num aumento da contracdo muscular (RILEY et al., 1992). Em
ratos, ACP causa lesGes em figado, rins, pancreas, baco e coracdo (PURCHASE, 1971).
Frangos de corte alimentados com 100 mg/kg de ACP mostraram proventriculite ulcerativa,
necroses hepatica e esplénica, necrose na mucosa da moela, e baixo ganho de peso com
significativa taxa de mortalidade (DORNER et al., 1983; SMITH et al., 1992). ACP ndo é
considerada como uma potente toxina em quadros agudos, uma vez que a DL50 oral em ratos
estd entre niveis de 30-70 mg/kg (ANTONY et al.,, 2003; NISHIE et al.,, 1987).
Surpreendentemente, em relacdo aos mamiferos, suinos parecem um pouco mais sensiveis 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 ndausea, depresséo,
intoxicacdo e perda da consciéncia em homens que consumiram milho Kodo em algumas
regides ao norte da India (ANTONY et al., 2003; RAO; HUSAIN, 1985). Os efeitos toxicos
do ACP podem ser mascarados pela concorréncia de aflatoxicoses, como no caso da torta de
amendoim relacionada a doenga “X” dos perus (BRADBURN et al., 1994; SPENSLEY,
1963).

Figura 12 — Estrutura quimica do ACP
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3 PROPOSICAO E OBJETIVOS
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O Brasil é o segundo exportador mundial de castanha-do-Brasil, com produgéo
concentrada na regido norte principalmente nos estados do Acre, Amazonas, Pard e Amapa
(Quadro 3). Assim, a castanha-do-Brasil apresenta grande importancia econémica e social.

Analises econdmicas apontam potencial crescente deste mercado nacional e internacional.

Quadro 3— Area das reservas extrativistas nas areas de
producdo de castanha-do-Brasil

Estado Area (hectares)
Acre 1.721.365
Amazonas 3.074.768
Para 3.949.166
Amapa 4481.651

Fonte: IBGE, 2009

A castanha-do-Brasil é exposta no campo e no armazenamento a fatores fisicos,
quimicos e bioldgicos, promovendo deterioragdes no substrato, e consequentes perdas
econbmicas e potenciais perigos a saude humana. A adequada manutencdo das castanhas
durante o processo de colheita e manufatura permite a conservacdo de caracteristicas
organolépticas, nutricionais e de sanidade do gréo, preservando a qualidade do produto.

Apesar da importancia econdmica representada pela contaminagdo por fungos e
micotoxinas em castanha-do-Brasil, poucos estudos cientificos relacionados ao controle de
qualidade foram relatados. E imprescindivel estabelecimento da micobiota e deteccdo de
micotoxinas em castanha-do-Brasil, a fim de apontar medidas de controle micoldgico e
determinar pontos criticos na cadeia produtiva, amenizando-se, com isso, as perdas
econdmicas.

Além de controlar a presenca de fungos e micotoxinas através de métodos quimicos e
fisicos, é importante que se possa controlar também estes fungos através de métodos
bioldgicos. Por este motivo, o conhecimento da diversidade genética das espécies flngicas é
um fator essencial para identificar genotipos mais patogénicos ou que produzam elevados
niveis de micotoxinas. Essas informacGes podem facilitar a produgdo de fungicidas mais
eficientes ou sementes geneticamente modificadas mais resistentes aos patdgenos,
favorecendo, assim, a ado¢do de medidas de controle e de prevengdo da contaminacéo fungica
e producdo de micotoxinas. Com base nesses dados, a presente investigacdo teve como

objetivos identificar a micobiota e a ocorréncia de aflatoxinas e de &cido ciclopiaz6énico em
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castanha-do-Brasil, tanto em améndoas quanto em cascas, de amostras provenientes de

diferentes Estados do Brasil (Acre, Amazonas, Amapa e Pard), além de estudar através de

abordagem polifasica as cepas de Aspergillus Secdo Flavi isoladas das amostras.

Os objetivos especificos do trabalho incluiram:

Determinagdo da atividade de agua, teor de umidade e micobiota em amostras de
castanha-do-Brasil (améndoas e cascas), provenientes da regido norte do Brasil (Acre,
Amazonas, Amapa e Pard);

Pesquisa da presenca de aflatoxinas e de &cido ciclopiazdnico nas amostras;
Identificacdo através de abordagem polifasica das cepas de Aspergillus secdo Flavi
isoladas de cascas e améndoas;

Avaliacdo do potencial toxigénico (aflatoxinas e &cido ciclopiazénico) de cepas de
Aspergillus secdo Flavi isoladas das amostras coletadas;

Determinagéo da concentragédo de selénio em amostras de améndoas;

Um objetivo suplementar foi incluido: identificacdo utilizando abordagem polifasica
dos isolados de Aspergillus Secdo Flavi de amostras de cascas e améndoas de

castanha-do-Brasil com certificacdo organica, provenientes de Manicoré, Amazonas.



4 MATERIAIS E METODOS
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4.1 Area de estudo — caracterizacdo geografica

As amostras foram provenientes de 4 Estados pertencentes a regido norte da Amazénia

brasileira, a saber: Acre, Amazonas, Amapa e Para (Quadro 4, Figura 12).

Quadro 4 — Coordenadas geograficas e altitudes dos locais de estudo

Estado Latitude Longitude Altitude
Acre 9° 58’S 67°48°0 153 m
Amazonas 5°48’S 61°18°0 45m
Amapa 1°07’S 52°00°0 20m
Para 1°57°S 48°11°0 10m

Figura 13 — Localizacdo geogréafica da regido de estudo (Acre, Amazonas, Amapa e Para)
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A coleta foi realizada nos 4 estados brasileiros da regido norte no més de abril de
2009, referentes a safra anterior (novembro de 2008). A primeira cooperativa visitada foi a
COVEMA no Amazonas onde foram cedidos 2 lotes de amostras de 20 kg ndo-organicas e 20
kg organicas. Depois, no Para, ndo foi possivel coletar amostras de cooperativa, assim sendo,
as amostras representativas desse estado, provenientes de Acara, foram adquiridas no
Mercado Ver-0-peso, em Belém. Apos, no Amap4, a cooperativa COMAJA concedeu 20 kg
de amostras. Por fim, no Acre, a COOPERACRE forneceu 20 kg de amostras. Ao todo, o
periodo da coleta foi de 15 dias, sendo que as amostras foram enviadas pelo correio e
encaminhadas para o Laboratério de Micotoxinas, armazenadas em temperatura ambiente e
processadas logo apds o término das coletas. Durante todo trabalho a sequéncia dos resultados
apresentados seguiram a ordem: Rio Branco — AC, Manicoré — AM, Laranjal do Jari — AP e
Acard — PA.

4.1.1 Rio Branco - Acre

Figura 14 - Localizag¢do do Rio Branco
Rio Branco € um municipio

brasileiro, capital do Acre (Figura 14).
Localiza-se as margens do Rio Acre, Y
no Vale do Acre e na microrregido R

homonima. Principal municipio do ﬂ‘t

Estado, de acordo com uma estimativa ] e M,—

do IBGE (2013) a cidade possui uma

. ; '*-/""’T\—xu/"
populagdo de 348.354 habitantes. Na Fonte: Wikipédia. Ficheiro: Acre Municip
capital situa-se a COOPERACRE RioBranco.svg

(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 — Galpdes de armazenamento da castanha-do-Brasil (A, B, C). Interior de
galpao (D)
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Figura 17 — Sacas entregues por cooperado
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Figura 18 — Residuos de cascas de castanhas
utilizadas como fertilizante
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4.1.2 Manicoré - AM

Manicoré é um municipio
brasileiro do interior do estado do
Amazonas (Figura 20). Pertence a
mesorregido do sul amazonense e a
microrregido do Rio Madeira. Sua
populacdo € estimada em 48.373
habitantes  (IBGE,  2013).Neste
municipio localiza-se a COVEMA
(Figuras 21,22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29 e 30).

Figura 21 — Fachada da COVEMA

I
[
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Figura 20— Localizacdo de Manicoré no
Amazonas

Fonte: Wikipédia. Ficheiro: Amazonas Municip
Manicore. svg
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Figura 22 — GalpGes de armazenamento

Figura 23 — Polidor mecanico para castanha-
do-Brasil com cascas




Figura 24 — Forno de autoclave abastecido com residuos de cascas de castanhas
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Figura 27— Castanhas descascadas (améndoas)

Figura 28 — Classificacdo das améndoas: G-grande, M-média, P-pequena, K-
quebrada

Figura 29 — Produtos comercializados pela COVEMA
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Figura 30 — Coleta de amostras para trabalho: (A) amostras que foram
comparadas as demais cooperativas e (B) coleta da amostra

organica

5

4.1.3 Laranjal do Jari — AP

Laranjal do Jari € um municipio do sul do
estado do Amapa (Figura 31). A populacéo é
estimada em 40.357 habitantes (IBGE,
2013). Seus limites sdo Vitoria do Jari a sul;
Oiapoque, Pedra branca do Amapari e
Mazagdo a leste; Almeirim (PA) a sul,
Guiana Francesa ao norte e Suriname a
noroeste. Neste municipio localiza-se a
COMAJA (Figuras 32, 33, 34, 35, 36, 37,
38, 39, 40, 41, 42 e 43).

Figura 31 — Localizacdo do Laranjal

Jari no Amapa

Fonte: Wikipédia. Ficheiro: Amapa
Municip LaranjaldoJari.svg



Figura 32 — Fachada da COMAJA

-m

&
I' AN o |
e e NI SN
-~ —

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

Figura 35— Armazenamento de castanhas polidas

67



Figura 36 — Castanheira localizada na COMAJA

Figura 37- Autoclave
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Figura

38- Cascas de castanhas utilizadas como
combustivel do forno
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Figura 40— Améndoas

Figura 41— Limpeza das améndoas, retiradas das quebradas
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Figura 42 — Classificagdo das castanhas

Figura 43— (A) Sala de embalagem (B) Embalagem com identificacdo de Usina do
Para

4.1.4 Acard — PA

Acard € um municipio do sul do Figura 44— Localizacdo de
estado do Pard (Figura 44). A populacdo é Acara no Para
estimada em 60.039 habitantes (IBGE,

2013). Pertence a microrregido de Tomé-

Acu. As castanhas adquiridas neste estado
foram  provenientes de  Acara e
comercializadas no Mercado Ver-0-peso em
Belém (Fiauras 45. 46. 47. 48. 49. 50 e 51).

—1_2 _ f

————

Fonte: Wikipédia. Ficheiro: Para
Municip Acara. svg
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Figura 45 — Comercializacdo de castanha-do-Brasil em Ver-0-peso
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Figura 47— Comercializacdo de ourigos e castanhas
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Figura 49 — Pequeno armazém de comerciante em Ver-0-peso
de onde as amostras do estado do Para
procederam

Figura 50 — Artesanato comercializado no Mercado Ver-o-peso produzido com ourigos e
castanhas

4.2. Amostras

Foram utilizadas 400 amostras de améndoas (200) e cascas (200) de castanha-do-
Brasil coletadas “in loco” em cooperativas de castanha-do-Brasil localizadas na regido norte
do Brasil, nos estados: Amazonas (AM), Para (PA), Amapa (AP) e Acre (AC) durante 0 més
de margo 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 regido. As cascas de cada castanha foram
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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 améndoas. Essas amostras foram analisadas para teor de umidade (Tu), atividade
de agua (Aa), presenca de fungos, aflatoxinas e acido ciclopiazénico.As identificacdes das
amostras seguem a legenda referida no Quadro 5.Para a realizagé&o de o objetivo suplementar,
foram coletados 20 kg de amostras com certificacdo organica da regido de Manicoré, as quais

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

Figura 51 — Quebrador utilizado para separar as cascas das améndoas

Quadro 5 — Legenda da identificacdo das amostras

Estados Amostras Siglas
A s
Amazonas (AM) Arg::éja(;as ':k/l/l é
T bt
e o
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4.3 Teor de umidade (Tu) e Atividade de agua (Aa)

A analise do Tu foi realizada em duplicata por método classico de acordo com a 1ISO
712. As cascas e améndoas de castanhas-do-Brasil foram trituradas e 59 (+ 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 diferenca
entre os pesos inicial e final das amostras foi 0 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 améndoas de castanhas-do-Brasil foram trituradas foram colocados em um cepo

descartavel e a Aa foi determinada.

4.4 Isolamento da Micobiota

A metodologia escolhida para o isolamento da micobiota das amostras foi diluicdo
seriada com plagueamento em superficie. Para isso, as amostras foram quebradas
assepticamente e separadas em améndoas e cascas. Dez gramas de cada amostra de castanha-
do-Brasil (améndoa e casca), previamente trituradas mecanicamente, foram diluidas em 90
mL de agua destilada estéril (diluicdo 10™'). A partir desta, foram realizadas diluicdes
decimais sucessivas até 10™, e inoculado 0,1 mL de cada amostra em meio de cultura AFPA
(FRANDBERG et al., 2003; OLSEN et al., 2008; PITT et al., 1983). Apds, as placas foram
incubadas a temperatura de 25 °C por até 5 dias, sendo procedida a contagem das coldnias.
Posteriormente, foi realizada a correcdo do fator de diluicéo, a fim de obtencdo do niumero de
unidades formadoras de colbnia por grama (UFC/g) tanto das amostras de casca como de
améndoa (BUSTA et al., 1984). Todas as analises foram realizadas em duplicata. Os
diferentes tipos morfoldgicos foram isolados em Agar Batata Dextrose e identificados pela
técnica de microcultivo (RIDDELL, 1950). Os fungos foram classificados até género, ja
aqueles pertencentes aos géneros Aspergillus foram classificados como pertencentes a Se¢édo
Flavi, de acordo com os compéndios de Raper e Fennel (1965) e Arx (1981) e, apds, mantidos

em micoteca para estudo polifasico.
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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 farmacias de manipulacéo
em Séo Paulo.

Com a finalidade de isolamento da micobiota das amostras de castanha-do-Brasil e a
pesquisa de producdo de &cido aspergilico foi utilizado o meio Agar Aspergillus flavus-
parasiticus (AFPA). Agar Batata Dextrose (PDA) foi utilizado nas etapas de manutencio das
cepas flngicas isoladas.

Para estudo morfoldgico das cepas de Aspergillus foi utilizado Agar Extrato de Malte
(MEA) e Agar Czapek (CZ).

Foram utilizados os meios de Agar Blakeslee de Malte (Blakeslee's Malt Agar) e CZ
para o estudo de termorresisténcia.

O potencial toxigénico das cepas de Aspergillus foi realizado em Agar Coco para a
producdo de aflatoxinas e Agar Extrato de Levedura — Sacarose (YES) para producio de
acido ciclopiazénico e também pra crescimento dos isolados fungicos para posterior extracdo
de DNA.

4.5.1 PDA

PDA foi utilizado no isolamento, identificacdo e manutencdo 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 agua fervente conforme determinacéo do
fabricante: 39 g em &gua destilada g.s.p (1000 mL) e, em seguida, foi adicionado o
cloranfenicol (100 pg/mL). Foram distribuidos 15 mL em tubos de ensaio. O meio foi entéo

autoclavado a 121 °C durante 15 minutos.

4.5.2 AFPA

Meio seletivo utilizado para isolamento de Aspergillus Secdo Flavi nas amostras de
castanha-do-Brasil (améndoas e cascas) (PITT et al., 1983).Composicdo:peptona (10 Q);
extrato de levedura (20 g); citrato férrico amoniacal (0,5g); agar bacterioldgico (15 g);
cloranfenicol (0,1 g); dicloran (2 mg — 0,2% em etanol); agua destilada g.s.p. (1000

mL).Preparo:Os componentes foram dissolvidos em &gua destilada fervente. O meio foi
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autoclavado a 121 °C durante 15 minutos e volumes de 20 mL foram distribuidos em placas
de petri esterilizadas 90 x 15 mm.

4.5.3 MEA

Esse meio de cultura foi utilizado para o estudo macroscopico das colbnias de
Aspergillus (PITT; HOCKING, 2009). Composicdo: extrato de malte (10 g); agar
bacteriologico (25 g); cloranfenicol (0,1 g); agua destilada g.s.p. (1000 mL). Preparo:Os
componentes do meio de cultura foram dissolvidos em &gua fervente e em seguida, foi
adicionado o cloranfenicol (100 pg/mL). O meio foi autoclavado a 121 °C durante 15 minutos

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

4.5.4 Agar Blakeslee's Malt

Este meio foi utilizado no estudo de termorresisténcia das cepas de Aspergillus spp.
(KURTZMAN, 1987). Composicdo: extrato de malte (20 g); peptona (1 g); glicose (209);
agar bacterioldgico (20 g); agua destilada g.s.p. (1000 mL). Preparo:Os componentes do meio
de cultura foram dissolvidos em &gua fervente e em seguida, foi adicionado o cloranfenicol
(100 pg/mL). O meio foi autoclavado a 121 °C durante 15 minutos e volumes de 20 mL foram

distribuidos em placas de petri esterilizadas 90 x 15 mm.

45.5 Agar CZ

Este meio foi utilizado no estudo de termorresisténcia das cepas de Aspergillus spp.
(PITT; HOCKING, 2009). Composicéao: caldo czapek (33,4 g); agar bacterioldgico (20 g);
agua destilada g.s.p. (1000 mL). Preparo:Os componentes do meio de cultura foram
dissolvidos em agua fervente e em seguida, foi adicionado o cloranfenicol (100 pg/mL). O
meio foi autoclavado a 121 °C durante 15 minutos e volumes de 20 mL foram distribuidos em

placas de petri esterilizadas 90 x 15 mm.

4.5.6 Agar YES

Este meio foi utilizado para a produgdo de ACP e para o crescimento de micélio para
extracdo de DNA (PITT; HOCKING, 2009). Composicdo: extrato de levedura (20 Q);
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sacarose (150 g); &gar bacterioldgico (20 g); agua destilada g.s.p. (1000 mL). Preparo:Os
componentes do meio de cultura foram dissolvidos em &gua fervente e em seguida, foi
adicionado o cloranfenicol (100 pg/mL). O meio foi autoclavado a 121 °C durante 15 minutos

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

4.5.7 Agar Coco

Utilizado para a avaliacdo do potencial aflatoxigénico das cepas de A. flavus e A.
parasiticus (LIN; DIANESE, 1976). Composicéo: leite de coco (200 mL); agar bacterioldgico
(20 g); agua destilada g.s.p. (1000 mL). O pH foi corrigido para 6,9. Preparo: Os
componentes do meio de cultura foram dissolvidos em agua fervente e em seguida, foi
adicionado o cloranfenicol (100 pg/mL). O meio foi autoclavado a 121 °C durante 15 minutos

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

4.6 Determinacdo de micotoxinas

Todos os solventes utilizados nas etapas de determinacdo de micotoxinas (améndoas e
cascas) foram grau cromatografico. A agua Milli-Q foi produzida em nosso departamento
utilizando o equipamento de purificacdo de dgua: Academic System (Millipore, Marlborough,
MA, EUA).

4.6.1 Otimizacdo dos métodos para detec¢cdo de micotoxinas

Os métodos para determinagdo de micotoxinas das amostras de améndoa, casca e da
potencialidade toxigénica das cepas de Aspergillus Se¢do Flavi foram previamente testados e
otimizados.

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

recuperacao, repetibilidade, limite de deteccdo (LD) e limite de quantificagdo (LQ).
46.1.1LDelLQ
O LD foi determinado como a concentracdo 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 relacéo de cinco vezes o ruido de linha de base e
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determinado por analise das solucBes padrdo de cada analito, diminuindo as concentragdes até
ao nivel minimo detectavel (IUPAC, 1999).

O LQ foi definido como o nivel acima do qual os resultados guantitativos podem ser
obtidos com um grau de confianca especificado (IUPAC, 1999). O LQ foi determinado por
andlise das solugdes padrdo de cada micotoxina, diminuindo as concentragdes até o nivel mais
baixo quantificado com precisdo e exatidao aceitavel.

Os LD e LQ foram realizados através da inoculacdo de solucdo padrdo contendo as
aflatoxinas B;, By, G; e G, ou ACP tanto nas améndoas quanto nas cascas. Apds evaporacao
do solvente em que o padrdo estava ressuspendido, procedeu-se a extragdo, limpeza e
separagdo por CLAE. O método de quantificacdo foi através de curva de calibrag&o.

4.6.1.2 Testes de recuperacdo de micotoxinas e repetibilidade

De acordo com o INMETRO (2003), a porcentagem de recuperacao expressa a precisao
de uma metodologia, sendo estimada pela adicdo de quantidades conhecidas do analito em
uma determinada amostra. Repetibilidade € utilizada para avaliar a dispersdo dos resultados
entre ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, e em condic¢des definidas.

Para os testes de recuperacdo, realizados em quintuplicata, foram utilizadas amostras
previamente analisadas e que apresentaram niveis de micotoxinas ndo detectada. Sendo assim,
5g de amostras de castanha-do-Brasil (améndoas e cascas) foram adicionadas de uma mistura
dos padrdes das quatro aflatoxinas ou ACP. As amostras foram deixadas em repouso durante
a noite e, em seguida, foram extraidas utilizando os métodos descritos para determinagdo de
aflatoxinas e ACP, de acordo com as secOes 4.6.2 e 4.6.3, respectivamente.

A quantificacdo das micotoxinas foi realizada através de curva de calibragdo construida
a cada lote (batch).

Para os testes de recuperacdo para aflatoxinas, foi inoculada solucdo-padrdo
correspondente a concentracdo de 10 pg/kg de cada aflatoxina na matriz. Apos, executaram-se
as etapas de extragdo, limpeza, derivatizacdo e separacdo por CLAE (se¢éo 4.6.2). Foram
calculados os percentuais de recuperacgao para cada aflatoxina e os respectivos coeficientes de
variacao da recuperacéo.

No que diz respeito ao ACP, o teste de recuperacéo foi realizado a partir da inoculacao
da solugdo-padrdo, diluida em metanol, correspondente a concentracdo de 50 pg/kg. A partir
da inoculagédo, foram executadas as etapas de extracdo e quantificacdo por CLAE (secéo
4.6.3).
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4.6.1.3 Curvas de calibracéo para aflatoxinas

O valor final de massa injetado no cromatdgrafo corresponde a 1g de amostra (tanto
para améndoas quanto para cascas). Dessa forma, as curvas de calibracdo para as aflatoxinas,
com 5 pontos e em quintuplicata, foram realizadas injetando-se solugdes derivatizadas dos
padrdes nas concentracbes de 0,625; 1,25; 2,5; 5 e 10 ng/mL para cada aflatoxina. Essas

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

4.6.1.4 Curva de calibragdo para ACP

Foi injetado no cromatdgrafo, valor final de 1,2 g de amostra (tanto para améndoas
guanto para cascas). Assim, a curva de calibracdo para acido ciclopiazdnico, com 5 pontos e
em quintuplicata, foi realizada injetando-se 40 pL solucdes-padrées nas concentracGes de
166,0; 333,4; 500,0; 666,7 e 833,0 ng/mL. Essas concentracdes correspondem aos valores de
55,2; 97,6; 166,7; 222,23 e 277,66 pg/Kkg;

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

Foram determinadas as aflatoxinas em améndoas e cascas.Para etapa de extracdo 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 modificacOes. Para tal, as amostras foram trituradas e
homogeneizadas, e 2,5 g de cada amostra de améndoa e 5 g de cada amostra de casca foram
transferidos para um tubo de polipropileno com fundo conico (tipo Falcon) de 50 mL,
adicionou-se 12,5 mL de solucdo acetonitrila:agua (85:15, v/v). Os tubos foram submetidos a
agitador vortex por 1 minuto e, posteriormente, a agitador mecéanico horizontal durante 60
minutos. Os tubos foram centrifugados a 10000 rpm durante 3 minutos. Cinco mililitros do
sobrenadante foram, entdo, transferidos para outro tubo de polipropileno (tipo Falcon) de 50
mL e adicionados 45 mL de agua acidificada com &cido acético glacial a 0,5%. O tubo foi,
entdo, agitado vigorosamente. A partir desta solucdo foi realizada a extracdo em fase sélida,
utilizando cartucho Strata C18-E 500 mg/3 mL, previamente condicionado com 3 mL de
metanol e 6 mL de agua acidificada 0,5%. A solugdo foi submetida completamente a fluxo de

1 gota/segundo, com auxilio de bomba a vacuo. Apds esta etapa, a limpeza foi realizada pela
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adicdo de 12 mL de &gua acidificada e a eluicdo das aflatoxinas foi feita com 1 mL de
metanol em frasco &mbar. O metanol foi evaporado a residuo e os frascos foram armazenados
a -4 °C até 0 momento da derivatizacdo quimica.

A derivatizacdo quimica dos extratos, utilizando &cido trifluoracético (TFA) e hexano
(STUBBLEFIELD, 1986), foi realizada com a finalidade de aumentar os sinais
cromatogréficos das AFB; e AFG;, transformando-as em AFB,, e AFG,,, respectivamente,
confirmando a identidade quimica desses compostos. Assim, o procedimento foi realizado
pela adicdo de 200 pL de hexano e 100 uL TFA, os frascos foram incubados a 40 °C por 15
minutos e, a seguir, a solugdo derivatizante foi evaporada sob nitrogénio. Apds esse processo,
as amostras foram ressuspendidas em 500 pL de solu¢do metanol: &4gua (1:1, v/v) e 50 pL de
cada amostra foram injetados.

A separacdo das aflatoxinas foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), tendo como fase movel isocratica, baseada em trabalho de Scott et al. (1990),
composta por agua:acetonitrila:zmetanol (8:1,5:1,5 v/v/v) acrescido de 0,1% TFA a um fluxo
de 1 mL/min.O equipamento utilizado para separacdo dos compostos foi o cromatdgrafo
liquido de alta eficiéncia - Prominence da marca Shimadzu (Shimadzu Corporation, Quioto,
Japdo), modelo LC 20, com coluna analitica de fase reversa C18 Shim-Pack VP-ODS 5 um
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
fluorescéncia RF 10 AXL (365 nm de excitagdo e 450 nm de emissdo), com injetor
automatico de volume variavel de 1 a 100 pL. O cromatografo foi conectado ao computador
através do modulo de interface CBM 20A. Para analise dos resultados foi utilizado o
programa LC Solution (Shimadzu).

Os padrdes de aflatoxinas B;, B, G1 e G, (Sigma, St. Louis, MO, EUA) utilizados nas
andlises foram ressuspendidos em solugdo de benzeno:acetonitrila (98:2, v/v) e quantificados
em espectrofotdometro DU-640 (Beckman Coulter, Brea, CA, EUA). A partir da concentragdo
encontrada, foi realizada diluicdo a 1 pg/mL de cada aflatoxina. A partir dessa solugdo foram

realizadas as dilui¢cGes para uso nas atividades propostas.

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

Na literatura, ndo encontramos métodos validados para analise de ACP em améndoas
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 recuperacdo ndo foram satisfatérios.

A metodologia que apresentou melhores resultados foi a de Urano et al. (1992) com
modificacdes, conforme descrito a seguir. Cinco gramas de cada amostra triturada foi
acrescida de 20 mL de metanol:bicarbonato de sddio 2% em agua (7:3, v/v). Apds 30 minutos
em agitador mecanico horizontal, o contetido do frasco foi filtrado em papel de filtro. Cinco
mililitros do extrato foram transferidos para funil de separacdo e adicionados 10 mL de
hexano, o funil foi agitado e a porcao superior (lipidica) foi descartada. A fase inferior foi
transferida para um béquer com 50 mL de solucdo de cloreto de potéssio 10%, o pH dessa
solugdo foi corrigido para 3,0 com solucéo de &cido cloridrico. Essa solucéo foi transferida
para funil de separacdo e foram realizadas 2 particdes com 10 mL cada de cloroférmio. O
extrato foi evaporado sob nitrogénio até residuo e armazenado a - 20 °C até momento da
cromatografia.Na separacdo cromatogréfica, os extratos foram diluidos em 1 mL de metanol e
injetados 100 pL no cromatégrafo (Shimadzu modelo Prominence) através de injetor
automatico. O ACP, quando presente, foi separado em cromatégrafo liquido de alta eficiéncia
- Prominence da marca Shimadzu, modelo LC 20, com coluna analitica de fase reversa C18
Shim-Pack VP-ODS 5 um 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 movel utilizada
foi baseada em Urano et al. (1992) com algumas modifica¢des, modo isocratico composta por
metanol:agua (7:3, v/v) a um fluxo de 0,6 mL/min. Foram utilizados detector UV-VIS SPA-
10 (282 nm). Para analise dos resultados foi utilizado o programa LC Solution, Shimadzu.

O padrao de ACP (Sigma) utilizado nas analises foi ressuspendido em metanol e
diluido a 1 pg/mL. A partir dessa solugdo foram realizadas as diluicbes para uso nas

atividades propostas.

4.6.4 Avaliacdo do potencial toxigénico das cepas de Aspergillus

Todas as cepas de Aspergillus isoladas durante o estudo foram avaliadas quanto a
potencialidade para producdo de aflatoxinas, utilizou-se, para essa finalidade, a metodologia
preconizada por Lin e Dianese (1976).

Um inoculo de cada coldnia de Aspergillus, obtido do cultivo de 7 dias da cepa em
PDA a25 °C, foi semeado em meio de cultivo agar coco e incubado a 25 °C por 15 dias.

Apbs esse periodo, todo o conteido da placa foi transferido para frasco erlenmeyer de

250 mL e a cada 10 g da cultura com o &gar foi acrescida de 30 mL de cloroférmio. Os
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frascos foram submetidos a agitador mecénico horizontal durante 30 minutos. Os extratos
cloroférmicos foram filtrados em papel de filtro para frascos &mbares. Os filtrados foram
evaporados até residuo em banho-maria (60 °C) e armazenados a -4 °C até a realizacdo da
cromatografia. Foi realizada triagem através de cromatografia em camada delgada (CCD)
com os extratos ressuspendidos em 1 mL de cloroférmio e aplicados 10 pL de cada extrato
em cromatofolha de silica gel G60 (Merck, Darmstadt, Alemanha). A cromatografia foi
realizada em cuba cromatografica contendo como fase mdvel solucdo saturada de
cloroférmio:acetona (9:1, v/v). Apoés a separacdo, as cromatofolhas foram secas em capela de
exaustdo e observadas em sala escura sob luz UV com comprimento de onda (A) de 360 nm.
As manchas das amostras foram comparadas as dos padrbes de aflatoxinas (AFB;, AFB;,
AFG, AFG,) de acordo com o Rf dos padrdes.

A quantificacdo das aflatoxinas foi realizada por CLAE. Para essa finalidade, cada
extrato foi ressuspendido em 2 mL de cloroférmio e uma aliquota de 100 uL desta solucéo foi
transferida para outro frasco ambar e evaporada até residuo. A partir dai, o extrato foi
ressuspedido em 3 mL de solucéo de acetonitrila:agua (85:15,v/v), agitado em vortex durante
1 minuto e diluido em 27 mL de &gua acidificada (0,5% é&cido acético glacial) e novamente
agitada. A partir desta solucédo foi realizada a extracdo em fase solida, utilizando cartucho de
silica Strata C18-E 500 mg/3 mL, conforme metodologia descrita para as amostras de

castanhas (sec¢do 4.6.1).

4.6.5 Avaliacdo do potencial toxigénico de ACP das cepas de Aspergillus

Para avaliacdo do potencial de producéo de acido ciclopiazénico foi utilizada a técnica
preconizada Trucksess et al. (1987).

Um indculo da colbnia de Aspergillus, obtido do cultivo da cepa em agar Batata
Dextrose, foi semeado em meio de cultivo agar YES e incubado a 25 °C por 12 dias.

Ap0s esse periodo, todo o conteudo da placa foi transferido para frasco erlenmeyer de
250 mL e a cada 10 g da cultura com o &gar foi acrescida de 30 mL de metanol. Os frascos
foram submetidos a agitador mecanico horizontal durante 30 minutos. Os extratos
metanolicos foram filtrados em papel de filtro para frascos ambares. Os filtrados foram
evaporados até residuo em banho-maria (60 °C) e armazenados a -4 °C até a realizacdo da
cromatografia. Os extratos foram diluidos em 1 mL de metanol e a cromatografia para

separagdo de ACP nas amostras foi realizada conforme a sec¢éo 4.6.2.
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4.7 Caracterizacdo quimica de selénio das amostras de castanha-do-Brasil

A caracterizacdo quimica de selénio (Se) das amostras de améndoas de castanha-do-
Brasil foi desenvolvida com a colaboracdo da Professora Deborah Inés Teixeira Favaro do
Laboratdrio de Analise por Ativacdo Neutrdnica — LAN, Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares — IPEN, Centro do Reator de Pesquisas — CRPq localizado na Universidade de Séo
Paulo campus de S&o Paulo.

O conteudo de Se foi determinado através de analise por ativacdo neutrbnica
instrumental - AANI (AOAC, 1995), essa técnica tem sido largamente utilizada para analise
de alimentos e dietas, devido as suas caracteristicas de alta precisdo, exatiddo e sensibilidade,
além de ser uma técnica multielementar (FAVARO et al., 2009; PARR, 2000; IYENGAR et
al., 2004).

4.7.1 Validacdo da metodologia

A precisdo e a exatiddo do método de AANI foram verificadas por meio da analise dos
materiais de referéncia e Apple Leaves (NIST SEM 1515), Peach Leaves (NIST SRM 1547),
que possuem valores certificados de concentracéo para os elementos analisados.

Os padrdes sintéticos dos elementos analisados foram preparados a partir de solugdes
padrdo da marca SPEX CERTIPREP (Metuchen, NJ, EUA), diluidas a concentracdes
apropriadas.

Utilizou-se o método de AANI comparativo, segundo o qual amostras e padrdes
(contendo quantidades conhecidas do elemento de interesse) sdo irradiados simultaneamente,
sob um fluxo de néutrons, ocorrendo formacao de isotopos radioativos por meio de reacoes
nucleares. Uma vez que cada isétopo produzido no processo de ativagao possui caracteristicas
de emissédo proprias (meia vida e energia das particulas ou radiacdo gama emitidas) é possivel

efetuar determinacfes quantitativas da concentracéo por comparagdo com padroes.

4.7.2 Preparacao de amostras e padrdes para irradiagéo

Cerca de 200 mg de amostras (duplicata) e materiais de referéncia do National
Institute of Standards and Technology —NIST (Gaithersburg, MD, EUA) Apple Leaves (NIST
SEM 1515), Peach Leaves (NIST SRM 1547) e os padrdes sintéticos dos elementos de

interesse, foram irradiados conjuntamente. As amostras e padrées foram irradiados durante 8
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horas, sob um fluxo de néutrons térmicos de 1 a 5 x 10" n.cm™s™, no reator de pesquisa IEA-
R1 do IPEN/CNEN-SP.

4.7.3 Medidas da atividade gama induzida

A primeira medida foi realizada apds um tempo de decaimento de 5 a 7 dias, por
aproximadamente 90 minutos para amostras e materiais de referéncia, e de 15 a 30 minutos
para os padrdes sintéticos. A segunda medida foi realizada ap6s um tempo de decaimento de
15 a 20 dias, com um tempo de contagem de 15 horas para as amostras e materiais de
referéncia e de cerca de 30 minutos, para os padrdes sintéticos.

As medidas da radiacdo gama emitida pelos radioisotopos produzidos na irradiacéo
das amostras e padrbes foram feitas num espectrdmetro gama, constituido de detector de Ge
hiperpuro, modelo 20190 POP TOP da EG&G ORTEC, com resolucéo de 1,9 keV para o pico
de 1332,49 keV do®°Co, acoplado a uma placa ACE 8K da EG&G ORTEC (Midland Road
Oak Ridge, TN, EUA) e eletronica associada e a microcomputadores para aquisicao e analise
dos dados.

Para o processamento dos espectros, utilizou-se o programa de computacdo
VISPECT2, em linguagem TURBOBASIC, desenvolvido pelo Dr. Piccot, Saclay, Franca.

4.8 Sequenciamento do DNA ribossomal (DNAr) das cepas isoladas

As cepas de Phialemonium spp. e Phaeoacremonium spp. foram confirmadas através
de sequenciamento da regido ITS (WHITE et al., 1990).

As cepas de Aspergillus foram confirmadas por sequenciamento das regides ITS, -
tubulina (GLASS; DONALDSON, 1995) e calmodulina (CARBONE; KHON, 1999).

4.8.1 Extragdo de DNAr dos fungos

O DNAr foi extraido e purificado diretamente das col6nias fungicas a partir do cultivo
em agar 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 agar YES e cultivados por 3 dias em estufa a 30 °C, em
seguida, com o auxilio de um bisturi, um fragmento de micélio de aproximadamente 0,5 cm?

foi recortado da periferia da coldnia. Removeu-se o agar, e 0 micélio foi transferido para um
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microtubo de 1,5 mL contendo 300 pL de PrepMan Ultra®. O microtubo foi agitado em
vOrtex por um minuto e colocado em banho de dgua a 100 °C por 15 minutos e centrifugado
por 7 minutos a 14000 rpm em temperatura ambiente. Apos, 0 sobrenadante foi transferido
para outro microtubo de 1,5 mL e armazenado a -4°C até o momento da quantificacdo e

realizacdo da Reacédo de Polimerase em Cadeia (PCR).

4.8.2 Quantificacdo de DNA e célculo de pureza das amostras

Para quantificacdo, o0 DNA extraido foi diluido 1:50 em &gua 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 absorbancia no comprimento de onda de 280 nm
para verificar a presenca de proteinas e calcular a pureza do DNA através da razdo entre
densidade éptica (DO) A260 nm e A280 nm (D0O260/D0280) (SAMBROOK et al., 1989).
Valores abaixo de 1,8 indicam grande quantidade de contaminantes e proteinas, nesse caso, a
extracdo de DNA foi realizada novamente. O DNA foi diluido a 40 ng/uL para realizacdo da

reacao de polimerase em cadeia.

4.8.3 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Para a PCR foram utilizados microtubos de 0,2 mL. O fragmento da regido ITS foi
amplificado com ITS1 e ITS4. Parte do gene de PB-tubulina foi amplificada usando o0s
iniciadores T22 e TUB-F. Parte do gene da calmodulina foi amplificada usando os iniciadores
CDM42 e CDM637. As sequéncias dos iniciadores utilizados estdo no Quando 6.A PCR foi
realizada com 12,5 pL de PCR Master Mix (Promega, San Luis Obispo, CA, EUA), 6,5 uL de
agua Milli-Q e 2 pL de DNA (40 ng) e 2 pL (20 pmol) de cada iniciador (Prodimol
Biotecnologia, MG, Brasil) para um volume final de 25 puL. O programa de amplificacdo
incluiu uma denaturacdo inicial (94 °C por 3 min), seguido por 35 ciclos de denaturacdo (94
°C por 1 min), anelamento a 57 °C (ITS), 49 °C (B-tubulina), ou 54 °C (calmodulina) por 1
min, e extensdo a 72 °C 1 min. Uma etapa de extenséo final a 72 °C por 5 min foi incluida ao

final da amplificacéo.
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Quadro 6 - Sequéncias dos iniciadores utilizados no estudo

Gene Iniciador  Sequéncia do iniciador (5’ — 3°)
Internal transcribed spacer ITS1 TCC GTA GGT GAA CCT GCG
ITS4 TCCTCC GCT TAT TGA TAT
B-tubulina T22 TCTGGATGTTGTTGGGAATCC
TUB-F CTGTCCAACCCCTCTTAGGGCGACT
Calmodulina CMD42  GGCCTTCTCCCTATTCGTAA
CMD637 CTCGCGGATCATCTCATC

4.8.4 Eletroforese do produto de PCR

Apos a realizagdo da PCR, todas as amostras foram submetidas a eletroforese em gel
para verificacdo da eficiéncia da amplificacdo (Figura 52). O gel de agarose foi preparado a
uma concentracdo de 1,2% em solugdo de TAE 1x (Tris Acetato EDTA) acrescidos de Gel
Red (Biotium, Hayward, CA, EUA) ou Sybr Safe (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) (1 pL a
cada 10 mL de gel). Para aplicacdo das amostras nos pogos do gel, 3 pL das amostras foram
previamente coradas com azul de bromofenol (2uL) e aplicados 3 puL em cada poco. O gel foi
submetido a 100 volts a 400 mA por 1 hora. Como referéncia, para confirmar o tamanho dos
fragmentos, foram adicionados 6 uL de DNA Ladder 100 pb (Invitrogen), preparados na
proporcao de 1:5 (DNA Ladder: corante que acompanha, v/v) no primeiro poco de cada linha.

Figura 52— Eletroforese em gel de agarose para
verificagdo da eficiéncia da PCR

Bandas de PCR

Controle negativo

DNA Ladder
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4.8.5 Purificacdo dos produtos da PCR

A purificacdo do produto da reacdo de PCR teve como objetivo a remocdo de
iniciadores, dNTPs, enzimas e sais dos produtos de PCR que pudessem interferir na reacdo de
sequenciamento. Para isso, vérias formas de purificacdo 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 pL do produto de PCR (20 pL total
menos 3 uL que fora aplicado no gel de eletroforese) foi adicionado 100 puL do Buffer PB —
Binding Buffer (Tampdo de Ligacdo) e todo conteudo 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. Apos, foi adicionado 700 uL de Buffer PE
— Wash Buffer (Tampao 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 remocdo total do tampéo de
lavagem. Para eluicdo, a coluna foi transferida para um novo microtubo de 1,5 mL e
adicionando 20 uL de EB — Elution Buffer (Tampao de Elui¢do) no centro da coluna, deixado

por 1 minuto em repouso e centrifugado 13000 rpm por 1 minuto.

4.8.6 Quantificacdo da PCR purificada

Apbs a purificacdo, foi realizada quantificacdo do produto de PCR purificado em
NanoDrop, onde também foi verificada a pureza do produto conforme explicado na secdo
4.7.2. Para a etapa de sequenciamento, utilizaram-se amostras com valores de pureza estava

maior ou igual a 1,80, caso contrario a etapa de PCR foi repetida.

4.8.7 Reacdo 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 reacdo foi realizada em placa
de 96 pocgos (MicroAmp Optical — 96-Well Reaction Plate com MicroAmp Full Plate Cover
(Applied Biosystems), contendo o produto de PCR purificado diluido na quantidade entre 40

a 80 ng (adicionando-se agua Milli-Q para um volume final 5 pL) adicionado da mistura
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contendo: 3 pL de tampéo; 1 pL do Big Dye e 1 uL do iniciador na concentracéo de 3,2 pmol,
assim, com volume final de 10 pL.

Foi realizado um “spin” na placa (até 1000 rpm) para sedimentacdo da reacgdo, 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.
Apos a reacdo, a placa foi armazenada a -20 °C.

4.8.8 Precipitacdo da reacdo de sequenciamento

Apos a ciclagem de sequenciamento, o produto foi precipitado a fim de retirar o
excesso de possiveis interferentes.

Para tal, foram adicionados a cada poco da placa: 40 pL de solucdo alcool isopropilico
P.A. 65%, a placa foi submetida a agitador vértex, spin e incubada em temperatura ambiente,
protegida da luz por 15 minutos. Ap6s esse periodo, a placa foi centrifugada a 3000 rpm por
30 minutos com temperatura de 20 °C. Apos a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado
por inversdo, seguido de spin com a placa invertida com papel absorvente. Foram, entéo,
adicionado 150 pL de alcool etilico P.A. 70%, 3800 rpm por 10 minutos com temperatura de
4 °C. Novamente o sobrenadante foi descartado por inversdo, 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 aluminio para protecéo

da luz.

4.8.9 Denaturacéo

Imediatamente antes de a placa ser colocada no sequenciador, os fragmentos foram
denaturados com 10 pL de formamida HiDi (Applied Biosystems) adicionados em cada poco
da placa que foi, entdo vedada, homogeneizada por 20 segundos em vortex, 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 separacdo eletroforética em capilar foi realizada em um sequenciador ABI Prism

3100 (Applied Biosystems), utilizando POP6 (Applied Biosystems) e tampdo TAE 1x

durantes 54 °C por 30 minutos, 1300 volts, com laser de poténcia de 25%.
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4.8.11 Edicdo, avaliagcdo da qualidade e andlise das sequéncias geradas

Sequéncias consenso foram obtidas usando o programa CodonCode Aligner Versao
3.7.1. (CodonCode Corporation, Centerville, MA, EUA). As sequéncias usadas foram
pesquisadas no BLASTn (www.ncbi.nlm.nih.gov) (ALTSCHUL et al., 1990) de forma a

confirmar identificagdes preliminares.

4.9 Estudo da termotolerancia das cepas de Aspergillus Secdo Flavi

Para verificar a termotoleréncia dos isolados, cada cepa de Aspergillus Secéo Flavi foi
semeada em 3 placas de Petri (90x15 mm) contendo 4gar 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 didmetros das colonias foram

mensuradas ap6s 7 dias de incubacdo utilizando régua milimétrica.

4.10 Avaliacdo da producao de acido aspergilico

A producéo de &cido aspergilico foi avaliada utilizando o AFPA (PITT et al., 1983).
Cada isolado de Aspergillus Secéo Flavi foi semeado em placa de Petri (60x15 mm) contendo
AFPA e observados o verso ap0s incubacdo a 30 °C por 48h. A presenca de coloracédo laranja
foi considerada positiva para producdo de acido aspergilico. Esta reacdo ocorre em cepas de
A. flavus e A. parasiticus, 0s quais produzem moléculas de &cido aspergilico que reagem

citrato férrico presente na composic¢éo do meio.

4.11 Capacidade de producéo de esclerocios

A capacidade de producdo de esclerécios foi avaliada utilizando a metodologia de
Barros et al. (2006). Para tal, cada cepa de Aspergillus foi cultivada em agar CZ e mantida a
30 °C, por 14 dias. Em seguida, a superficie da cultura foi lavada com solugéo Tween 20 (100
pL/L) e filtrada em papel de filtro Whatmann. Os esclerdcios foram secos e armazenados em
microtubos de 1,5 mL a -4 °C. Cada cepa foi classificada em produtora ou nio produtora.
Quando produzidos, 10 esclerécios foram selecionados aleatoriamente e a média do diametro,

em micrometros, foi realizada no microscopio Nikon,com o auxilio de uma lamina
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milimétrica (5+ 100/100 mm + 0,2 um) e ocular com reticulo (CRL W 10x/18) da marca Carl
Zeiss do Brasil (SP, Brasil).



5 RESULTADOS



94

5.1 Tu e Aa das amostras de améndoas e cascas

A média geral do Tu das 200 amostras de améndoa foi de 4,4%, sendo o maior valor
médio encontrado no Amapa (5,8%) e 0 menor (3,7%) no Acre. Em relacdo as 200 amostras
de casca, a media do teor de umidade foi de 14,9%, sendo a maior média nas amostras do
Amapé (16,7%) e a menor no Amazonas (14,1%) (Tabela 1).

A mensuracdo dos niveis de Aa revelou que a média geral nas amostras de améndoa
foi de 0,76, com a maior média (0,81) no Amazonas e a menor (0,65) no Para. Ja em relacéo
as amostras de cascas, a média geral foi de 0,70, sendo a maior média, mas amostras do Acre
(0,77) e amenor no Para (0,63) (Tabela 1).

Tabela 1 — Niveis de atividade de agua e de teor de umidade (médios, maximos, minimos
e desvio padrdo) em amostras de castanha-do-Brasil (200 améndoas e 200
cascas) dos 4 Estados brasileiros estudados

Atividade de agua Teor de umidade (%)

Estados Amostras
Média® DP® Max* Min® Média DP Max Min
AC Améndoa 085 0,08 09 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 Améndoa 081 0,05 093 0,68 3,83 0,25 450 3,40
Casca 0,75 0,06 087 0,58 141 0,66 16,30 13,10
AP Améndoa 0,76 0,11 0,9 0,55 582 159 10,30 3,80
Casca 068 008 085 0,56 16,73 2,44 22,00 12,90
PA Améndoa 064 006 0,79 0,56 415 0,85 8,30 2,50
Casca 062 003 0,71 0,55 1451 1,36 17,10 12,20

Nivel médio

® Desvio padréo
°Nivel maximo
INivel minimo

5.2 Micobiota das amostras de améndoas e cascas

A pesquisa da micobiota das amostras de castanha-do-Brasil (cascas-200 e améndoas-
200), provenientes dos 4 Estados, realizada por morfologia classica e molecular,revelou a
presenca dos seguintes fungos por ordem decrescente de frequéncia: Améndoas-
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 género Phialemonium, o mais frequente nas amostras analisadas,
a espécie P. dimorphosporum (= P. curvatum).



Tabela 2 - Principais géneros fungicos isolados de 400 amostras de améndoas (200) e cascas (200) provenientes dos 4
Estados brasileiros em estudo (Acre - AC, Amazonas — AM, Amapéa — AP, Parad — PA)

Frequéncia dos principais fungos isolados
Estados Amostras

Aspergillus spp. Phialemonium spp. Phaeoacremonium spp. Penicillium spp. Fusarium spp.

AC Améndoa 10% 61% 10% 11% 5%
Casca 16% 5% 5% 16% 2%
AM Améndoa 1% 50% 12% 14% 22%
Casca 1% 68% 9% 11% 10%
AP Améndoa 3% 54% 12% 6% 23%
Casca 3% 55% 12% 6% 24%
PA Améndoa 2% 50% 12% 34% 2%
Casca 2% 68% 19% 9% 2%
Média Améndoa 4% 54% 11% 16% 13%

Casca 5% 62% 11% 10% 9%

96
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A presenca do género Aspergillus spp., considerado um dos mais importantes fungos
do ponto de vista micotoxicoldgico, foi constatada nas cascas (5%) e améndoas (4%). Em
relacdo ao grau de contaminacgdo (numero de UFC/g) foram detectados os seguintes valores de
Aspergillus:améndoas: 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 UFCl/g
(AP) e 687 UFC/g (PA).

5.3 Padronizacdo da metodologia para pesquisa de aflatoxinas

O meétodo proposto para deteccdo de aflatoxinas nas amostras, baseado nos descritos
por Lebret et al. (2004) e Tanaka et al. (2002) com modificacdes,foi escolhido por apresentar
maior confiabilidade.

5.3.1 LD e LQ para aflatoxinas

Para améndoas e cascas de castanha-do-Brasil, os limites de quantificacdo e detec¢ao

para todas as aflatoxinas foram 1,5 pg/kg e 0,75 pg/kg, respectivamente.

5.3.2 Teste de recuperagéo para aflatoxinas

Os coeficientes de recuperacdo obtidos foram para aflatoxinas Bi, 80,44%; B,
83,28%; Gi, 116,06% e G,, 84,26%, e os coeficientes de variacdo da recuperacdo foram:
6,4%; 3,5%; 4,7%, e 6,7% para AFB1, AFB,, AFG; e AFG,, respectivamente. Os tempos de
retencdo foram 5; 7,5; 11 e 17 minutos (x 5%) para AFG;, AFB;, AFG, e AFB,,
respectivamente (Figura 53).

5.3.3 Curvas de calibracdo para aflatoxinas

Os valores dos coeficientes de correlacdo foram de 0,999 para todas as aflatoxinas
(Figura 53).
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Figura 53 — Representacdo cromatografica das aflatoxinas: (1) padrdes, (II) amostra de
améndoa e (I11) amostra de casca
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5.3.4 Determinacgdo de aflatoxinas em 400 amostras de améndoas (200) e cascas (200) de

castanhas-do-Brasil

Em relacdo a pesquisa de aflatoxinas nas 200 amostras de améndoas, foram encontrados
0s seguintes resultados positivos para aflatoxinas: Acre (8%), Amazonas (18%), Amapéa (10
%) e Para (8%) (Tabela 3).

Das 4 amostras positivas do estado do Acre, todas apresentaram niveis superiores a 15
pg/kg. Segundo a ANVISA (2011), o limite maximo de tolerancia para aflatoxinas em
castanha-do-Brasil sem casca para processamento posterior é de 15 pg/kg. Nessa regido
também foi detectada amostra com maior concentragdo de aflatoxinas: 1.058,00 pg/kg para
AFB; e 1.655,04 pg/kg para aflatoxinas total. Das 9 amostras positivas provenientes do estado
do Amazonas, 8 estavam com niveis de aflatoxinas total acima de 15 pg/kg. No estado do
Amap4, das amostras contaminadas, apenas uma esteve acima de 15 pg/kg (46,41 pg/kg de
aflatoxinas total). Quatro amostras positivas também foram encontradas nas améndoas
provenientes do estado do Pard, porém, o valor maximo detectado foi de 7,12 ug/kg de
aflatoxinas total. Em relacéo a presenca de aflatoxinas nas 200 amostras de cascas, 0s valores
detectados foram abaixo dos encontrados nas améndoas: Acre (10%), Amazonas (14%),
Amapa (10%) e Para (4%) (Tabela 3).
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Tabela 3- Porcentagens de contaminagéo por aflatoxinas e os valores médios encontrados em 400 amostras de castanhas-do-Brasil (200
améndoas e 200 cascas) provenientes dos 4 Estados brasileiros (Acre - AC, Amazonas — AM, Amapa — AP, Para — PA)

Aflatoxinas
AFB; AFB; AFG; AFG,
Estados Amostras
Amostras ) Amostras ) Amostras ) Amostras ]
. Faixa . Faixa . Faixa . Faixa
positivas (ua/kg) positivas (ua/ka) positivas (ua/ka) positivas (ug/kg)
(%) Hg/Kg (%) HI/Kg (%) HO/Kg (%) Hg/Kg
AC Améndoa 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 1,1-31 8 4,4-46,3 2 6,0
AM Améndoa 18 6,8- 36,6 4 1,1-16 14 2,7-12,6 2 1,8
Casca 14 29-95 ND® - 14 1,6 -3,2 ND -
AP Améndoa 10 2,5-38,7 4 05-77 2 2,9 2 0,8
Casca 10 36-151 ND - 2 1,9 ND -
oA Améndoa 8 1,7-6,9 ND - ND - ND -
Casca 4 28-33 ND - ND - ND -

2 Nao detectado.
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5.3.5 Potencial aflatoxigénico das cepas de Aspergillus isoladas

Através da CCD foi possivel fazer uma triagem das cepas aflatoxigénicas e inferir o
coeficiente de dilui¢do dos extratos, previamente a separacdo por CLAE (Figura 54).

Os niveis de aflatoxinas B; variaram de 12,47 pg/kg (améndoa do Estado do Acre) a
349.070,06 pg/kg (améndoa do Estado do Amazonas). Em relacdo a aflatoxina B, variaram de
6,98 pog/kg (casca do Estado do Amazonas) a 4.690,27 pg/kg (améndoa do Estado do
Amazonas). Para aflatoxina G; os valores foram de 11,60 pg/kg (améndoa do Estado do
Amapd) a 43.196.137,65 pg/kg (améndoa do Estado do Acre), e para G, 9,57 pg/kg (casca do
Estado do Pard) a 14.687,02 pg/kg (améndoa do Estado do Amazonas).

O potencial aflatoxigénico das cepas referentes as amostras de castanhas organicas
revelou que os niveis de AFB; variaram de 0,78 pg/kg a 1.167,03 ug/kg, AFB, de 1,15 a
22,57 pg/kg, AFG; de 11,12 a8.337,03 pg/kg e AFG, de 1,14 a 4,92 pg/kg.

Figura 54- CCD visualizada sob luz UV (360 nm)
para separacao 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

modificacdes descritas na sec¢do 4.6.2.

5.4.1LD e LQ para ACP

Tanto para améndoas, quanto para cascas de castanha-do-Brasil, os LD e LQ foram

50,0 pg/kg e 100,0 pg/kg, respectivamente.

5.4.2 Curva de calibracdo para ACP

O valor do coeficiente de correlagdo foi de 0,999.

5.4.3 Teste de recuperacdo para ACP

A recuperacdo média foi de 82% para améndoas e 74% para cascas. e 0s coeficientes

de variacdo da recuperacdo foram de 6,5 e 7,0% para améndoas e cascas, respectivamente.O

tempo de retencdo foi 10 minutos (+ 5%) (Figura 55).
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Figura 55 — Representacdo cromatografica de ACP: (I) padrdo, (Il) amostra de

améndoa e (I11) amostra de casca
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5.4.4 Determinagdo de ACP em amostras de castanhas-do-Brasil

A pesquisa de &cido ciclopiazénico nas 200 amostras de améndoas revelou os seguintes
resultados positivos: Acre (6%), Amazonas (2%), Amapa (4%) e Para (10%).

As amostras (3) positivas provenientes do Estado no Acre apresentaram valores entre
124,67 po/kg a 151,33 pg/kg; amostra (1) positiva proveniente do Estado do Amazonas
apresentou concentracdo de 132,86 pg/kg. Das amostras do Amap4, 2 foram positivas com
valores de 143,26 pg/kg e 161,2 pg/kg e das améndoas provenientes do Estado do Para 5
(cinco) apresentaram valores entre 98,65 pg/kg a 123,31 pg/kg. Nas cascas, a presenca de
ACP foi constatada em 10% das amostras do Acre,10% do Amapa e 10% no Paré (Tabela 4).

Salienta-se a ndo deteccdo de ACP nas amostras provenientes do Amazonas.

Tabela 4- Porcentagens de contaminacdo por &cido ciclopiazénico e os valores
médios encontrados em 400 amostras de castanhas-do-Brasil (200
améndoas e 200 cascas) provenientes dos 4 estados brasileiros em
estudo (Acre - AC, Amazonas — AM, Amapa — AP, Para — PA)

Estados Amostras  Amostras positivas (%0) Faixa(ug/kg)
Améndoa 6 124,7 - 151,3
AC
Casca 10 101,3-133,5
Améndoa 2 132,8
AM
Casca ND? ND
AP Améndoa 4 143,3-161,2
Casca 10 105,8 — 133,5
oA Améndoa 10 98,65 -123,31
Casca 10 101,9-1511

* Né&o detectado.
5.4.5 Potencial de producdo de ACP das cepas de Aspergillus isoladas
O valor médio das 43 cepas de Aspergillus produtoras de ACP foi de 2.889,56 ug/kg.

Os niveis minimo e maximo foram de 353,38 pg/kg e 7.991,67 pg/kg, respectivamente, e
ambos determinados em cepas isoladas de améndoas provenientes do Estado do Amapa.
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5.5 Analise de selénio nas amostras de améndoas

A determinacdo de selénio nas amostras de améndoas de castanha-do-Brasil revelou
maior concentracdo media de selénio nas amostras provenientes do Amazonas e a menor

naquelas provenientes do Acre (Tabela 5).

Tabela 5 - Concentracdo média de selénio (mg/kg) em
amostras de améndoas

Estados Concentragéo de selénio (mg/kg)
AC 1,71
AM 6,65
AP 5,81
PA 5,14

5.6 Identificacdo molecular de fungos

A identificacdo molecular foi realizada através do sequenciamento da regido ITS, parte
do gene calmodulina e B-tubulina, sendo possivel identificar todas as espécies de Aspergillus
isoladas (Tabelas 6 e 7).

Dentre as 254 Aspergillus espécies isoladas de améndoas e cascas, 98 cepas foram
provenientes do Acre, 31 do Amazonas, 81 do Amapéa e 44 do Para. Dentre elas, 240 sdo
pertencentes a Se¢do 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 especies de Aspergillus ndo pertencentes a Secdo Flavi também foram
identificadas: A. sclerotium, A. versicolor, A. sydowii e A. persii. Ao todo foram classificadas
240 cepas de Aspergillus Segéo Flavi.

Ja em relacdo as amostras orgénicas de castanha-do-Brasil, foram isolados 47 cepas de
Aspergillus Secéo Flavi, sendo a maioria classificada como A. flavus, seguida por A. nomius,

A. caelatus e A. tamarii. Outras espécies ndo foram encontradas nestas amostras.



Tabela 6 — Frequéncia absoluta das espécies de Aspergillus isoladas nas amostras de castanhas-do-Brasil provenientes de
diferentes Estados brasileiros, incluindo as procedentes das amostras organicas

Procedéncia Espécies de Aspergillus
das cepas 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 0 0 0
AP 55 22 2 0 0 0 0 1 0 1
PA 25 14 1 0 1 0 0 0 2 1
Organicas 6 35 0 0 5 1 0 0 0 0
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Tabela 7 — Frequéncia relativa das 254 cepas Aspergillus isoladas das amostras de castanhas-do-Brasil provenientes dos 4 Estados
brasileiros em estudo (Acre - AC, Amazonas — AM, Amapa — AP, Pard — PA)

Frequéncia das espécies de Aspergillus (%)
Estados Amostras

A.nomius A.flavus A. parasiticus A. pseudotamarii A. caelatus A.tamarii A.sclerotium A.sydowii A. persii A. versicolor

Améndoa 52,5 17,5 2,5 0 0 15,0 2,5 2,5 0 7,5

AC
Casca 50,0 39,6 1,7 3,5 0 0 0 1,7 0 3,5
Améndoa 80,0 13,3 0 0 0 0 0 0 0 6,7

AM
Casca 75,0 12,5 0 0 6,25 6,25 0 0 0 0
Améndoa 67,7 19,4 6,5 0 0 0 0 0 3,2 3,2

AP
Casca 66,0 34,0 0 0 0 0 0 0 0 0
Améndoa 7,7 69,2 0 0 0 0 0 15,4 0 7,7

PA
Casca 77,4 16,2 3,2 0 3,2 0 0 0 0 0
Améndoa 56,0 245 2,85 0 0 6,1 0,8 2,85 0,8 6,1

Média

Casca 63,8 30,5 1,3 13 13 0,5 0 0 0 1,3
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5.7 Estudo da termotolerancia das cepas de Aspergillus Se¢do Flavi

O estudo de termotolerancia demonstrou que todos os isolados cresceram
vigorosamente em 7 dias as temperaturas de 25 e 37 °C, com crescimento medio 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 a A. nomius.

5.8 Producdo de &cido aspergilico pelas cepas de Aspergillus Secao Flavi

Os isolados de A. flavus aflatoxigénicos e ndo-aflatoxigénicos e A. parasiticus
apresentaram verso alaranjado, o que confirma a producéo de acido aspergilico em AFPA. As
cepas de A. nomius apresentaram, em geral, coloracdo bege, sendo que algumas apresentaram

producdo de acido aspergilico.

5.9 Estudo da producao de esclerdcios pelas cepas de Aspergillus Secéo Flavi

Todos os esclerdcios analisados foram considerados do tipo L (large), ou seja,
apresentaram diametro acima de 400 um. De modo que todos estavam na faixa de 400 a 1100
pum de diametro.

Dentre as 240 cepas de Aspergillus testadas para producdo de esclerdcios, 70 0s
produziram. Destas, 53 foram identificadas como A. nomius e 17 como A. flavus, sendo 15
aflatoxigénicas e, as outras 2 ndo foram produtoras de aflatoxinas.

Em relagdo aos 47 isolados provenientes das amostras organicas, apenas 3 produziram

esclerdcios, sendo 1 A. nomius, 1 A. flavus aflatoxigénico e 1 A. flavus nao-aflatoxigénico.

5.10 Aspergillus Secéo Flavi e potencial micotoxigénico

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, ja as cepas de A. tamarii (0/7)
e A. caelatus (0/2) isoladas ndo produziram nem aflatoxinas e nem ACP. Do total das 71
cepas de A. flavus isoladas 85,1% (61/71) foram micotoxigénicas, 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).
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Figura 56 — Representacdo do nimero de cepas de
A. flavus micotoxigénicas isoladas das
4 cooperativas

AFB AFB +ACP
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Dos 47 isolados de Aspergillus Secdo Flavi referentes as amostras de castanha organica,
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 relacdo ao potencial micotoxigénico das
referidas cepas, todas as cepas de A. nomius foram produtoras de AFB e AFG e nenhuma
delas produziram ACP, ja no que concernem as cepas A. flavus, 80% (28/35) foram
micotoxigénicas, 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 organicas de A. tamarii e A. caelatus também néo
foram aflatoxigénicas e tampouco produziram ACP. Em referéncia ao ACP, 65,7% (23/35)

das cepas de A. flavus foram produtoras (Figura 57).
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Figura 57 — Representacdo do nimero de cepas de
A. flavus micotoxigénicas isoladas das
amostras organicas
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6 DISCUSSAO
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As caracteristicas extrativas do modo de producdo da castanha-do-Brasil s&o dificeis
de serem controladas (FREITAS-SILVA; VENANCIO, 2011). Além disso, o clima da regi&o
amazonica, caracterizado por uma temperatura média de 26 °C e umidade relativa de 80-95%
favorecem o crescimento fungico. Com isso, industrias e produtores tém realizado esforcos
consideraveis ao longo dos ultimos 15 anos para minimizar o crescimento de fungos,
principalmente Aspergillus e, consequentemente, a contaminacédo por aflatoxinas.

As principais etapas da producdo da castanha-do-Brasil sdo: coleta do ourico na
floresta, abertura do fruto, retirada das sementes, armazenamento em paids e transporte para
as cooperativas, onde sio beneficiadas e comercializadas (FREITAS-SILVA;VENANCIO,
2011). Na floresta amazoénica, ap6s a queda dos ouricos, eles ficam em contato direto com o
solo durante varios dias antes da coleta e, durante este tempo, o fruto pode ser contaminado
com espécies de fungos (ARRUS et al., 2005). Trabalho realizado por Baquido et al. (2012)
apontou o solo como a principal via de contaminagdo por fungos em castanhas-do-Brasil.

A partir do solo, reconhecido como paraiso dos fungos, a infeccdo fungica pode
ocorrer através porosidade da casca (SPENCER, 1921), fissuras feitas por insetos, passaros ou
outros danos mecanicos. Essas condicdes associadas ao clima da regido favorecem a
penetracdo e propagacéo de fungos do ourico, para a casca e, finalmente, atingindo a améndoa
das castanhas (ARRUS et al., 2005; CASTRILLON; PURCHIO, 1988).

Em nosso estudo foi observado maior frequéncia de isolamento de fungos nas cascas
do que nas améndoas. As cascas das castanha-do-Brasil sdo compostas principalmente de
lignina e celulose (BONELLI et al., 2001). A celulose fornece caracteristica higroscopica a
casca, que associada a condicdo climatica da regido amazénica, confere a casca seu maior teor
de umidade. Ha uma tendéncia para o equilibrio higroscopico entre umidade relativa do ar de
umidade e o teor de dgua da casca. Por outro lado, devido ao seu elevado teor de lipidios
(caracteristica hidrofobica) nas améndoas, o teor de umidade das cascas ndo € inteiramente
transferido para améndoas. Isto pode explicar os diferentes valores de umidade encontrados
em amostras de casca (média: 14,96) e améndoa (média: 4,37). Embora o teor de umidade
mensure uma quantidade total de agua em determinado substrato, a atividade de agua refere-
se a quantidade de agua livre, disponivel ao crescimento de micro-organismos. No ponto de
equilibrio higroscépico séo esperados valores similares de atividade de agua entre cascas e
améndoas. No presente estudo, os niveis médios de atividade de agua foram 0,70 e 0,76 para
cascas e améndoas, respectivamente. Ressaltamos que esses valores estavam abaixo do
intervalo minimo de atividade de agua (0,78-0,80) estabelecido para o crescimento de
Aspergillus (LACEY et al., 1991) e producdo de micotoxinas (superior a 0,85) (SCHMIDT-
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HEYDT et al, 2009). A maior freqiéncia de isolamento flngico nas
cascas,comparativamente as améndoas, pode ser atribuida a protecdo exercida pela casca da
castanha, mantendo assim a qualidade da améndoa (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 semelhanga morfoldgica
com o géneros Fusarium e Acremonium. Phialemonium spp. é um fungo deméceo, sem
pigmentacdo escura evidente. Esse género fungico foi inicialmente descrito como
intermediario entre os géneros Acremonium spp. e Phialophora spp. (GAMS; MCGINNIS,
1983). O género Phialemonium inclui as espécies o Phialemonium curvatum, Phialemonium
dimorphosporum e Phialemonium obovatum. No entanto, P. dimorphosporum, a espécie mais
frequente, é considerada um sinénimo de P. curvatum (GUARRO et al., 1999). Estes fungos
sdo amplamente distribuidos na natureza e ja 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 géneros dominantes isolados em
amostras de castanha-do-Brasil. Freire et al. (2000) relataram o predominio de Aspergillus
spp. em cascas de castanha-do-Brasil, ademais outros géneros fungicos como Penicillium,
Cunninghamella, Rhizopus, Fusarium e Acremonium, também foram isolados neste estudo.

Em relacdo as espécies de Aspergillus, a diferenciacdo morfoldgica (macro e
microscopia) nao € suficiente para distingui-los, isso ocorre devido as semelhancas
interespecificas e variabilidade intraespecifica de seus isolados (RODRIGUES et al., 2009).
Samson e Varga (2009) relataram que,isoladamente, nenhum método é perfeito para
identificacdo das espécies. De acordo com o0s autores,a taxonomia polifasica, com o emprego
de estudos morfoldgicos,anélise de extrélitos e sequenciamento de diferentes regides do
DNA, devem ser considerados em conjunto. No presente trabalho, as espécies de Aspergillus
isoladas foram identificadas utilizando uma abordagem polifasica. Consoante a nossa
investigacdo, autores citam a dificuldade de, através de estudo morfoldgico, diferenciar as
espécies A. flavus e A. nomius, pois estas compartilham muitas caracteristicas comuns
(KURTZMAN et al., 1987). Neste caso, para diferencid-las € necessario conhecer o perfil
toxigénico, uma vez que A. flavus pode produzir AFB e A. nomius produz AFB e AFG. Outra
constatacdo importante é o fato de isolados de A. nomius ndo produzirem ACP e, além disso,
eles sdo diferenciados pela sequéncia de nucleotideos de seus genes. Semelhancas

morfologicas tambem sdo encontradas entre as espécies A. nomius e A. bombycis, que também
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apresentam o mesmo perfil de producdo de aflatoxinas (AFB e AFG). Nesse caso, para
diferencid-las é necessario estudar a taxa de crescimento e realizar sequenciamento de
diferentes regides do DNA (PETERSON et al., 2001). No quesito termorresisténcia, isolados
de A. bombycis crescem moderadamente 37 °C (em média 15 mm de didmetro), porém, nédo
crescem a 42 °C. Por outro lado, isolados de A. nomius crescem vigorosamente a 37 °C (em
média 65 mm de diametro) e também crescem a42 °C (em média 19,8 mm de diametro)
(PETERSON et al., 2001). Em nosso trabalho, todos os isolados testados cresceram a 42 °C,
excluindo a hipétese de se tratar de A. bombycis. Sendo assim, a combinacdo de resultados
obtidos da morfologia, da determinagdo do potencial de producdo de micotoxinas (aflatoxinas
e ACP), da producdo de acido aspergilico em AFPA, de testes de termorresisténcia e da
analise de sequéncias de 3 genes (ITS, calmodulina e B-tubulina) foi capaz de assegurar a
identificacdo das espécies de Aspergillus isoladas.

Dentro do género Aspergillus, a maior freqliéncia 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 niveis de aflatoxinas.

Além de ter sido isolado em castanhas-do-Brasil (BAQUIAO et al., 2012;
CALDERARI et al.,, 2013; GONCALVES, J. C. et al.,, 2012; OLSEN et al., 2008),
Aspergillus nomius ja foi encontrado em pistache (FEIBELMAN et al.,, 1998), trigo
(KURTZMAN et al., 1987), milho e amendoim (PITT et al., 1993), solo agricola dos Estados
Unidos (EGEL et al., 1994; KURTZMAN et al., 1987), do Ird (RAZZAGHI-ABYANEH et
al., 2006) e da Tailandia (EHRLICH et al., 2007). Amplamente distribuida na natureza, esta
espécie € considerada grande produtora de aflatoxinas em castanhas-do-Brasil (STDF, 2009).
Além disso, A. nomius reveste-se de grande importancia pela producdo de niveis mais
elevados de aflatoxinas, comparativamente aos isolados de A. flavus.

Dos isolados de Aspergillus, a espécie A. flavus, a segunda mais frequente em nossa
investigacdo, 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 sao
capazes de produzir ACP concomitantemente as aflatoxinas (BURDOCK; FLAMM, 2000).
Desta forma, a contaminacdo de alimentos por cepas de A. flavus capazes de produzir
simultaneamente aflatoxinas e ACP pode resultar na coocorréncia destas toxinas, como
reportado por diversos estudos (FERNANDEZ-PINTO et al., 2001; LANDSEN;
DAVIDSON, 1983; MARTINS; MARTINS, 1999; VAAMONDE et al., 2003). Multiplos
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fatores estdo envolvidos no desenvolvimento de A. flavus e consequente na biossintese de
metabdlitos secundarios, como umidade, temperatura, composi¢do do substrato, danos
mecanicos ou causados por insetos, e a interacdo entre espécies fungicas que compartilham o
mesmo nicho ecolégico (ASTORECA et al., 2013). Em nosso estudo, a coocorréncia das
espécies A. flavus e A. nomius no mesmo substrato pode ter ocasionado uma competicdo de
ambas as espécies pelo mesmo substrato, sendo mais favoravel ao A. nomius nas condigdes de
armazenamento das cooperativas estudadas (Acre, Amazonas e Amapa).

Por sua vez, nas amostras organicas houve prevaléncia de A. flavus, indicando que o
fungo estd mais adaptado as condi¢des de campo do que A. nomius. Esse resultado foi similar
ao das amostras provenientes do Pard, onde ndo foi possivel realizar a coleta em uma
cooperativa propriamente dita. A maior frequéncia de A. flavus em amostras de castanha-do-
Brasil esta de acordo com os achados de Baquido et al. (2012). No citado estudo, as amostras
provenientes da Agropecuaria Aruand (Itacoatiara, Amazonas)receberam, apos o periodo da
realizacdo da pesquisa (2009), o selo oficial do Sistema Brasileiro de Avaliacdo da
Conformidade Organica, concedido pela Tecpar (Instituto de Tecnologia do Parana)credenciada
para certificacdo de organicos com acreditacdo pelo INMETRO.As amostras organicas foram
provenientes da cooperativa COVEMA (Manicoré, Amazonas),essa cooperativa obteve a
certificacdo da IMO-Control em 2004.

Das 106 cepas de A. flavus (71 cepas do estudo original + 35 cepas isolados de
castanhas organicas), 29,2% (31/106) foram ndo-aflatoxigénicas. Isolados de A. flavus néo
produtores de aflatoxinas ndo sdo comuns na Argentina (VAAMONDE et al., 2003), mas séo
predominantes no Ird, em solos utilizados para o cultivo de milho. Isolados néo
aflatoxigénicos sdo considerados de grade importancia pela possibilidade de serem utilizados
como agentes de biocontrole na prevencdo de contaminacdo por espécies aflatoxigénicas
(RAZZAGHI-ABYANEH et al., 2006)

Apesar do ndo isolamento de A. parasiticus em amostras de castanha-do-Brasil em
estudos anteriores (ARRUS et al., 2005; BAQUIAO et al., 2012),e o isolamento em baixa
frequéncia em nossa pesquisa,trata-se de uma espécie importante do ponto de vista
toxigénico, uma vez que isolados nao-aflatoxigénicos desta espécie sdo raros (BLANEY et
al., 1989; HORN et al., 1996; TRAN-DINH et al., 1999).

Estudo recente identificou uma nova espéecie isolada de castanha-do-Brasil:
Aspergillus bertholletius, cujos isolados sdo ndo-aflatoxigénicos (TANIWAK et al. 2012).

Por definicdo, a agricultura orgénica é um sistema de manejo sustentavel da unidade

de producdo com enfoque sistémico que privilegia a preservacdo ambiental, a
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agrobiodiversidade, os ciclos biogeoquimicos e a qualidade da vida humana (RICCI et al.,
2006). Como um dos critérios para obtencdo da certificacdo orgénica, os extrativistas
receberam treinamento para coleta e para os primeiros cuidados das castanhas, que incluiram
pré-selecdo das castanhas deterioradas, secagem adequada antes do encaminhamento as
cooperativas. Ressaltamos que a castanha-do-Brasil é, naturalmente orgénica, pois ndo sdo
utilizados agrotoxicos nos castanhais, entretanto para certificagdo orgéanica é necessario que
haja uma valida¢do dessa qualidade. O fato de ser “livre de aflatoxina” compreende uma
importante caracteristica de um alimento organico.

Em relacdo aos esclerdcios,a mais eficiente fonte de inoculo para iniciar o ciclo de
infeccdo na planta hospedeira (WILSON et al., 1989), as condicdes de temperatura, meio de
cultivo e tempo que utilizamos para inducao da producdo foram de 30 °C, em agar CZ, por 14
dias (BARROS et al., 2006). Autores registraram que a temperatura atua como um fator muito
importante para sua producdo, sendo que a esporulacdo é aumentada gradativamente de 10 a
30-35 °C, principalmente em se tratando de agar CZ e, em temperaturas superiores, observa-
se diminuicdo da producdo (GIORNI et al., 2012). No que se refere ao tamanho dos
esclerdcios foi observado que todos os isolados, quando produziram esclerécios, foram L.
Outros trabalhos também relataram cepas L dominantes (HORN; DORNER, 1998), por outro
lado, alguns autores encontraram maior nimero de cepas S (PROBST, 2005). Constatamos
também baixa frequéncia de isolados produtores, visto que, das106 cepas de A. flavus
estudadas (71 cepas do estudo original + 35 cepas isolados de castanhas organicas), 79 foram
aflatoxigénicas, e destas 20,2% (16/79) foram produtoras de esclerdcios. Nosso resultado esta
de acordo com outros autores que reportaram que a producdo de escler6cio € uma
caracteristica rara encontrada em algumas espécies de A. flavus (KOZAKIEWICZ et al.,
1994). Ja em relagdo as 161 cepas de A. nomius (155 cepas do estudo original + 6 cepas
isolados de castanhas organicas) todas foram aflatoxigénicas e destas 32,9% (53/161)
produziram esclerocios. Alguns autores ndo encontraram correlacdo entre producdo de
aflatoxinas e esclerocios (BENNETT et al., 1979; ABEYWICKRAMA; BEAN,1991).
Algumas tentativas de correlacionar altos indices de producdo de aflatoxinas e esclerdcios
demonstram resultados contraditérios. Probst (2005) encontrou cepas S altamente produtoras
de aflatoxinas, enquanto Abbas et al. (2005) constatou que cepas L produzem altos niveis de
aflatoxinas. Existem indicacdes que o fenotipo produtor de esclerdcios possa estar relacionado
a procedéncia da cepa estudada (COTTY, 1997; HORN; DORNER, 1998; YIN et al., 2009),
0 que pode explicar a falta de consenso entre os autores. Em nosso estudo, nenhum

comentario neste aspecto foi possivel.
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Dezoito aflatoxinas ja foram identificadas, porém somente AFB;, AFB,, AFG:e
AFG,sdo encontradas em alimentos (DECASTELLI et al., 2007). Uma maneira de controlar o
consumo de alimentos contaminados por micotoxinas é realizada por leis. Atualmente, a
regulamentacdo das aflatoxinas ocorre em mais de 75 paises (EL TAVILA et al., 2013).
Sendo que, em todo mundo, os limites de AFB; e aflatoxinas totais variam de 1 a 20 pg/kg e O
a 35 ug/kg, respectivamente (FAO, 2004).A Comissdo Europeia estabeleceu o limite maximo
de tolerdncia para castanha-do-Brasil para processamento de 15 pg/kg para a soma das
aflatoxinas AFB;+AFB,+AFG;+AFG, e 8 ug/kg para AFB; (CE, 2010). No ano seguinte,
2011, a ANVISA estabeleceu limites similares para comercializagdo do produto em mercado
nacional (Quadro 7). Essa iniciativa aumentou a protecdo dos consumidores brasileiros, pois
evita que mercadorias rejeitadas por outros paises sejam vendidas em territorio nacional. A
vista disso, a presenca de aflatoxinas em alimentos é uma questdo de grande preocupacéo para

exportadores e comerciantes locais de castanha-do-Brasil.

Quadro 7 - Limites maximos toleraveis para aflatoxinas em castanha-do-Brasil no Brasil e
na Unido Europeia

AFB;(ug/kg) Aflatoxinas
totais (ng/kg)
ANVISA
com casca para consumo direto Nao se aplica 20
sem casca para consumo direto N&o se aplica 10
sem casca para processamento posterior N&o se aplica 15
Unido Europeia
sem casca para consumo direto 5 10
sem casca para processamento posterior 8 15

Fonte: ANVISA, 2011; Comisséo Europeia (2010)

Em nosso estudo, os estados brasileiros que tiveram amostras com niveis de
aflatoxinas superiores ao limite maximo de tolerancia foram Amazonas (8/9) e Acre (4/4). Por
outro lado, apenas uma amostra de Amapa (1/5) e nenhum do Para (0/4) apresentaram niveis

superiores a 15 pg/kg.
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Em relagdo ao ACP, estudos sobre a ocorréncia de desta micotoxinas em castanha-do-
Brasil sdo escassos e, até o presente trabalho, ndo havia sido detectada ACP em amostras de
castanha-do-Brasil (BAQUIAO et al., 2012). Todavia, estudos confirmam a presenca 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 améndoas foram positivas
para ACP, sendo os niveis minimo e maximo de 98,65 pg/kg e 161,2ug/kg, respectivamente
(Tabela 4). E importante ressaltar que ndo ha legislacdo no que diz respeito ao limite maximo
toleravel de ACP em nenhum lugar do mundo.

Por sua vez, os dados obtidos da determinacéo de selénio das améndoas indicaram que
as amostras provenientes do Estado do Acre (Estado localizado a extremo oeste do Brasil)
foram as que apresentaram menores concentracdes de selénio (1,71 mg/kg) comparado as
amostras provenientes dos demais Estados (Amazonas, Amapa e Para), cuja média foi de 5,87
mg/kg. A detecgdo de menores niveis de Se nas amostras provenientes do oeste, em relacdo as
amostras provenientes do leste da regido norte do Brasil foi relatada em estudos anteriores
(PACHECO; SCUSSEL, 2007), em gue os niveis de selénio foram de 23,5 mg/kg e 43,8
mg/kg em amostras coletadas a oeste e leste, respectivamente. Este fato ocorre, pois a
composicdo do solo da regido apresenta quantidade de varidvel de Se (PACHECO e
SCUSSEL, 2007). De acordo com FAO (1993), a razdo das castanhas-do-Brasil serem ricas
em selénio ocorre devido a similaridade quimica entre o selénio e o enxofre, que é um
nutriente essencial para formacdo de aminoacidos (metionina e cisteina) e proteinas nas
castanhas. Como existe deficiéncia de enxofre no solo amazénico, se o0 solo contiver Se, este
pode ser utilizado pela planta substituindo o enxofre.Vale enfatizar que, a dose permitida de
ingestdo de Se é de 55 g por dia, para pessoas a partir do 14 anos de idade, sendo o limite de
ingestdo toleravel diaria de 400 pg (IOM, 2000). Considerando que uma améndoa da
castanha-do-Brasil tem em média 5 g, uma améndoa proveniente da regido do Acre, tem cerca
de 8,5 ug de Se, enquanto que uma améndoa proveniente dos outros Estados estudados
(Amazonas, Amapa e Pard) contém 29,3 g deste micronutriente.

Atualmente, ndo ha uma tecnologia disponivel que elimine completamente a
contaminag&o por micotoxinas em alimentos (HALASZ et al., 2009; SCUSSEL et al., 2011;
SHAPIRA; PASTER, 2004,). A maioria das estratégias de controle é baseada na prevencéo,
tanto na pré-coleta, coleta, transporte e armazenamento. A proposta de uso da aplicacdo de
ozOnio parece ser um método promissor, principalmente pelo seu baixo custo, eficiéncia
(SCUSSEL et al., 2011), altera¢des infimas nas caracteristicas sensoriais e a possibilidade de
uso em larga escala(FREITAS-SILVA; VENANCIO, 2010). O efeito na detoxificagio de
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aflatoxinas tem sido estudado em castanha-do-Brasil (FREITAS-SILVA; VENANCIO, 2010,
SCUSSEL et al., 2011), em amendoim (CHEN et al., 2014) e em milho (LUO et al., 2014).
Especula-se que o mecanismo de acdo ocorra pelo ataque do ozdnio nas duplas ligacdes de
carbono C8 e C9 das aflatoxinas.

No presente estudo, a presenca de isolados aflatoxigénicos indica também a
necessidade de controle dos fatores abidtico no armazenamento, como a utilizagdo de
atmosferas controladas em termos de umidade relativa do ar, temperatura, tratamento com
0zO6nio e reducdo do oxigénio.

Como constatamos, a cadeia de producdo das castanhas-do-Brasil tem muitas
peculiaridades, o que exige uma abordagem holistica. Sua producdo se inicia na floresta,
guando os frutos que contém as sementes caem no solo, apds, eles sdo coletados e
armazenados por extrativistas que sdo responsaveis pelo tratamento inicial ainda na floresta.
Em primeiro lugar, este sistema ndo permite que pragas e doencas causem danos
caracteristicamente observados em monoculturas, por causa do equilibrio do ecossistema
florestal (FREITAS-SILVA; VENANCIO, 2011). No contexto da castanha-do-Brasil, 0s
parametros mais influentes sdo os que afetam o desenvolvimento de fungos e a producédo de
micotoxinas. Boas praticas na coleta dos ouricos, secagem adequada que deve ocorrer logo
apos a colheita e tdo rapidamente quanto possivel, armazenamento em condi¢fes de baixas
temperaturas e umidades evita que o nivel de atividade de 4gua das castanhas aumente e estas

se tornem um bom substrato para espécies micotoxigénicas.
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A realizagdo deste trabalho permitiu chegar as seguintes conclusdes:

Devido a presenca de celulose nas cascas, que lhes confere caracteristicas
higroscopicas, hd uma tendéncia para o equilibrio higroscopico entre a umidade
relativa do ar e as cascas, resultado em maiores niveis de teor de umidade em
comparagdo as améndoas;

A composicao lipidica das améndoas impede que o teor de umidade seja transferido
das cascas para as améndoas, embora 0s niveis de atividade de améndoas e cascas
sejam similares;

Phialemonium spp. foi o fungo mais isolado tanto nas amostras de casca quanto
améndoa, porém a maior frequéncia de contaminacdo fingica nas cascas dos que as
améndoas, demonstra que a contaminacao ocorre das cascas para as améndoas;
Aflatoxinas e acido ciclopiazonico foram encontrados nas amostras de améndoas e
cascas;

A utilizacdo de abordagem poliféasica foi essencial para diferenciacdo das cepas de
Aspergillus, sendo possivel discriminar espécies estreitamente relacionadas;
Aspergillus nomius foi a espécie mais frequente dentre o género Aspergillus spp.,
excetuando-se nas amostras organicas, nas quais Aspergillus flavus foi o mais isolado,
este resultado foi similar ao das amostras de améndoa provenientes do Estado do Parg;
A determinacdo de selénio nas amostras de améndoas revelou que as amostras
provenientes do extremo oeste da regido amazonica brasileira foram as que
apresentaram menores concentragdes desse elemento;

Apesar da maior frequéncia de isolamento de Aspergillus toxigénicos nas cascas, essas
ndo sdo um bom substrato para a producdo de aflatoxinas.

A presenca do fungo ndo implica necessariamente em um alimento contaminado,
porém, o isolamento de cepas de Aspergillus potencialmente aflatoxigénicas; mostra
gue a améndoa da castanha-do-Brasil & um substrato suscetivel para o
desenvolvimento de fungos micotoxigénicos;

Boas praticas no manejo da castanha-do-Brasil desde a coleta, beneficiamento,
armazenamento e até sua comercializacdo sdo necessarias para garantir a qualidade do
produto, para que 0 mesmo nao cause danos a saude dos consumidores e prejuizos

econbmicos.
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Tabela A.1- Niveis de umidade (teor de umidade e atividade de 4gua) e nimero de unidades formadoras de col6nias por grama (10°
UFC/g) em 50 amostras de améndoas de castanha-do-Brasil (ACA1 a ACA50), provenientes do Estado do Acre — AC

APENDICE A — Tabelas suplementares

Amostras Tu* Aa**

Aspergillus Penicillium Fusarium Phialemonium Pheacremonium Thrichoderma

FNE***

Rhizopus Verticillium

Spp. Spp. Spp. Spp. Spp. Spp. Spp. Spp.
ACAL 35 072 02 - i 0.3 - 0.1 01 . 0.1
ACA2 3,7 0,96 - i - 12 2 - 1 - :
ACA3 35 0,83 1 i - 15 - - i - -
ACA4 42 089 1 4 1 37 9 i - . -
ACA5 38 0,95 - 23 - 54 13 - i - -
ACA6 36 0,88 1 13 - 12 - - - : -
ACAT 39 082 1 i - 5 - > - - -
ACA8 38 0,95 2 6 1 49 11 i i - -
ACA9 40 087 3 - - 9 8 - 1 - 5
ACAL0 38 0,84 - 1 - 8 6 i i - -
ACALL 35 092 40 i 40 - - - : -
ACAL2 34 096 04 i 0,7 3 - i - - -
ACA13 36 0,95 3 - 1 6 - 1 i : -
ACAl4 36 094 - 2 - 14 - B § - -
ACAL5 37 0,78 - 2 2 - 5 i 6 : -
ACAL6 39 069 20 i - 17 3 - ] : -
ACAL7 38 0,88 i 1 - 4 - - - : -
ACA18 36 0,88 1 2 1 - . i - - -
ACA19 37 0,78 - i i 4 - - 5 - -
ACA20 38 0,78 1 4 i 10 ; i i - -
ACA21 3,7 086 i 5 i 8 - - § . -
ACA22 38 0,74 - - - 4 - - - _ N
ACA23 34 0,68 1 - - 11 5 - - - -
ACA24 37 0,74 - 1 - 19 1 - - - -
ACA25 3,6 0,88 - 22 i i i - § . -
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Aspergillus Penicillium Fusarium

Phialemonium Pheacremonium Thrichoderma

Rhizopus Verticillium

Amostras Tu* Aa** FNE***

spp. spp. spp. spp. spp. spp. spp. Spp.
ACA26 4,0 0,86 - - - 51 18 - 1 - -
ACA27 34 0,91 1 2 1 1 - 1 - - -
ACA28 53 0,67 1 1 - 18 10 - - - -
ACA29 42 087 08 0,4 - - - - 0,1 - -
ACA30 3,6 0,66 - - - - - 2 - - -
ACA31 37 0,73 1 1 - 16 7 - - - -
ACA32 37 0,92 8 4 - 9 4 - - - -
ACA33 34 087 06 - 0,1 7 4 - - - :
ACA34 38 0,83 - - 1 - - 1 - -
ACA35 37 058 0,6 - 05 - - - 0,2 - -
ACA36 3,6 0,63 1 2 - - - 3 - - -
ACA37 33 0,67 3 4 - 27 3 - - - -
ACA38 36 088 0,6 - - - - 0,1 - - -
ACA39 36 0,93 2 - - 10 - - - - -
ACA40 45 086 0,3 0,9 - 6,3 - - - - -
ACA41 36 0,79 - 10 - 145 5 - - - -
ACA42 37 064 02 0,4 05 - - - 0,1 - -
ACA43 45 091 03 15 0,2 0,2 - - - - -
ACA44 44 0,94 - - 2 11 - - - - -
ACA45 34 081 05 05 - 3,3 - - - - -
ACA46 34 0,95 - - 1 24 3 - - - -
ACA47T 32 063 04 0,2 0,1 - - 0,2 - - -
ACA48 32 095 3 2 3 - - - - - -
ACA49 35 0,76 1 - - 7 - - - - -
ACA50 35 075 01 0,1 0,2 1 - 03 0,2 - -
Média 3,7 082 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 agua

***ENE: Fungo ndo-esporulado

Limite de detecgdo: 50 UFC/g
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Tabela A.2- Niveis de umidade (teor de umidade e atividade de 4gua) e nimero de unidades formadoras de colénias por grama (10°
UFC/g) em 50 amostras de cascas de castanha-do-Brasil (ACC1 a ACC50), provenientes do Estado do Acre — AC

Aspergillus Penicillium Fusarium Phialemonium Pheacremonium Thrichoderma Rhizopus Verticillium

Amostras Tu* Aa** FNE***

Spp. Spp. Spp. Spp. Spp. Spp. Spp. Spp.
ACCl1 144 0,61 10 2 - - - 1 4 - -
ACC2 145 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 144 0,89 90 - 10 370 - - - - -
ACC9 139 0,74 8 - 2 - - - - - -
ACC10 13,6 0,78 5 1 1 53 - - - - -
ACC11 14,6 0,76 3 - - 18 8 2 - - -
ACC12 135 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 - - -
ACCl16 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 148 0,82 3 2 - 19 14 - - - -
ACC20 14,9 0,64 50 130 - 100 10 - - - -
ACC21 149 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 146 0,71 50 60 - 747 33 - - - -

ACC25 14,3 0,86 10 - 6 28 - - - - -




Aspergillus Penicillium Fusarium

Phialemonium

Pheacremonium Thrichoderma

Rhizopus Verticillium

Amostras Tu* Aa** FNE***

spp. spp. spp. spp. spp. spp. spp. spp.
ACC26 150 0,74 20 10 10 132 18 - - - -
ACC27 144 0,92 8 - - - - - 4 - -
ACC28 152 0,63 40 30 - 341 19 - - - -
ACC29 152 0,74 - 40 - 48 12 - - - -
ACC30 146 0,61 4 - 1 3 - - - - -
ACC31 146 0,51 2 - 1 8 7 - 2 - -
ACC32 14,7 0,36 2 - - 2 - 1 - - -
ACC33 14,3 0,79 30 20 - 199 31 - - - -
ACC34 151 0,72 20 20 10 41 9 - - - -
ACC35 141 0,79 5 8 - - 1 - - -
ACC36 13,7 0,83 20 40 - 215 45 10 - - -
ACC37 139 0,79 20 10 - - - - - - -
ACC38 13,7 0,81 30 20 - 10 - - - - -
ACC39 148 0,75 15 - - - - 1 - - -
ACC40 145 0,75 30 70 - 46 14 - - - -
ACC41 144 0,66 30 1 2 - - - - - -
ACC42 139 0,68 8 - - - - - 5 - -
ACC43 14,7 0,86 7 11 - - - 1 2 - -
ACC44 139 0,85 8 3 - 5 - - - - -
ACC45 141 0,63 10 1 - 32 - - 2 - -
ACC46 1438 0,90 16 4 1 10 - - - - -
ACC47 142 0,64 - 2 - - - 2 - - -
ACC48 144 0,92 20 20 - 33 17 - - - -
ACC49 153 0,76 20 20 10 64 6 - 10 - -
ACC50 139 0,76 20 10 - 10 - - 10 - -
Média 143 0,77 17,7 17,4 2,2 62,3 59 12 15 0,0 0,0

*Tu: Teor de umidade
**Aa: Atividade de agua
***ENE: Fungo ndo-esporulado
Limite de detecgdo: 50 UFC/g

144



Tabela A.3- Niveis de umidade (teor de umidade e atividade de 4gua) e nimero de unidades formadoras de col6nias por grama (10°
UFC/g) em 50 amostras de améndoas de castanha-do-Brasil (AMA1 a AMA50), provenientes do Estado do Amazonas — AM

Aspergillus Penicillium Fusarium Phialemonium Phaeoacremonium Thrichoderma

Rhizopus Verticillium

* *%* *kx
Amostras Tu* Aa Spp. Spp. Spp. Spp. Spp. Spp. FNE Spp. Spp.
AMAl 36 0,86 - 1 96 - - - - - -
AMA2 38 0,86 - 5 2 97 89 - - - -
AMA3 36 0,83 - - 8 21 15 - - - -
AMA4 35 0,83 - 1 - 23 12 - 2 - -
AMAS 45 0,88 - - 3 14 - - - - -
AMA6 3,6 0,83 0,2 0,9 9,8 - - - - - -
AMA7 38 0,83 - 1 10 - - - - - -
AMAS8 3,7 0,86 - 4 6 - - - - - -
AMA9 41 0,86 - 7 15 - - - - - -
AMA10 39 0,76 - 2 - 5 - - - - -
AMA1l 3,7 0,68 - 8 9 - - - - - -
AMA12 39 0,82 - 5 - 9 - - - - -
AMA13 39 0,79 1 7 18 - - - - - -
AMA14 36 0,89 - 3 - 15 12 - - - -
AMA15 35 0,81 - 4 16 8 7 - 1 - -
AMA16 40 0,87 1 4 18 - - - - - -
AMA17 39 0,88 - 7 1 12 9 - - - -
AMA18 39 0,80 1 3 - 43 10 - - - -
AMA19 41 0,83 1 10 - 17 - - - - -
AMA20 40 0,75 - 6 - 15 - - - - -
AMA21 3,7 0,81 - 10 - 59 19 - - - -
AMA22 35 0,84 - 6 - 20 17 - - - -
AMA23 38 0,82 - 7 - 41 16 - - - -
AMA24 44 0,69 - 38 - - - - - - -
AMA25 39 0,93 - 56 - - - - - - -
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Aspergillus Penicillium Fusarium Phialemonium Phaeoacremonium Thrichoderma

Rhizopus Verticillium

Amostras Tu* Aa** FNE***

spp. spp. spp. spp. spp. spp. spp. Spp.
AMA26 3,8 0,80 - 3 - 7 : 1 - ; i
AMA27 37 0,85 6 20 - - - - - . -
AMA28 34 0,83 1 20 11 ) - - - : .
AMA29 37 0,85 3 6 11 - - - - : .
AMA30 338 0,70 1 6 12 - - - - . -
AMA3L 38 0,77 - - 15 - - - - . -
AMA32 4,3 0,80 - 6 - 13 10 - 5 . -
AMA33 38 0,76 1 2 8 - - - } - .
AMA34 41 0,85 3 4 15 - : - - - .
AMA35 34 0,83 - 17 18 - 5 - - : -
AMA36 40 0,75 1 - - - - - : . -
AMA37 39 0,84 - 9 15 - - 3 - . -
AMA38 38 0,75 - 12 1 ) : B - : .
AMA39 3,7 0,74 11 13 - . - - . -
AMA40 38 0,75 - 7 16 _ - 1 - : -
AMA4L 44 0,79 1 10 - 27 15 : - : -
AMA42 36 0,76 - - 40 - i - - . -
AMA43 4,1 0,83 - 10 - 606 24 - - - -
AMA44 35 0,82 10 20 150 155 25 - - - -
AMA45 39 0,79 - 2 2 25 12 - - - -
AMA46 42 084 04 0,8 3,6 3 - - - - :
AMA47 36 0,69 1 1 2 7 - - - - -
AMA48 38 0,79 - 9 67 - - - - : .
AMA49 37 0,83 - 20 - 66 14 - - : -
AMAS0 38 071 01 - 0,3 78 34 - - - .
Média 38 081 07 7.8 12,2 27,7 6,8 0,1 0,2 0,0 0,0

*Tu: Teor de umidade
**Aa: Atividade de agua

***ENE: Fungo ndo-esporulado

Limite de detecgdo: 50 UFC/g
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Tabela A.4- Niveis de umidade (teor de umidade e atividade de 4gua) e nimero de unidades formadoras de col6nias por grama (10°
UFC/g) em 50 amostras de cascas de castanha-do-Brasil (AMC1 a AMC50), provenientes do Estado do Amazonas — AM

Amostras Tu*

Aa**

Aspergillus Penicillium Fusarium Phialemonium Phaeoacremonium Thrichoderma

FNE***

Rhizopus Verticillium

spp. spp. spp. spp. spp. spp. spp. spp.
AMCL 145 0,81 - - 4 133 21 - - - -
AMC2 141 0,78 20 40 - 728 102 - - - -
AMC3 143 0,76 i 90 10 402 88 i i - -
AMC4 14,8 0,68 i 40 - 804 96 i i - -
AMC5 156 0,79 30 120 - 158 22 i i - -
AMC6 134 0,77 - 12 - 99 33 i i - -
AMC7 141 080 10 20 10 305 35 i - - -
AMC8 145 071 08 2,3 5,2 - - i i - -
AMC9 154 0,76 2 i 1 61 22 i i - -
AMCI10 147 0,76 i 40 - 759 41 i 10 - -
AMC11 14,4 0,66 - 19 - 116 16 - - - -
AMC12 155 0,72 - 1 - 7 - - - - -
AMC13 146 0,79 1 18 - 44 10 i i - -
AMC14 131 0,84 i 20 120 - - i : - -
AMC15 133 087 10 40 - 508 22 i 10 - -
AMC16 14,0 0,85 i 40 10 909 61 : i - -
AMC17 15,1 0,74 2 12 - 37 - - - - -
AMCI18 16,3 0,79 i 40 20 252 38 i i - -
AMC19 147 0,78 80 i 40 149 51 - - - -
AMC20 138 0,71 i i - 916 74 i i - -
AMC21 135 0,75 4 17 6 - - i : - -
AMC22 13,3 0,69 i 40 260 - - i i - -
AMC23 132 0,80 i - 40 826 74 - - - -
AMC24 139 0,68 i 30 - 69 21 i i - -
AMC25 13,6 0,79 4 37 - - - i i - -
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Amostras Tu*

Aa**

Aspergillus Penicillium Fusarium

Phialemonium Phaeoacremonium Thrichoderma

FNE***

Rhizopus Verticillium

spp. spp. spp. spp. spp. spp. spp. spp.
AMC26 137 0,79 3 17 - 19 - - - - -
AMC27 134 0,75 - 60 - 202 18 10 - - -
AMC28 140 0,74 10 8 - 21 2 - - - -
AMC29 139 0,70 2 3 - - - - - - -
AMC30 14,0 0,63 2 7 1 - - - - - -
AMC31 140 0,36 1 - - - - - - - -
AMC32 137 0,74 - 230 - 387 43 - - - -
AMC33 135 0,34 - - - 2944 256 - - - -
AMC34 142 0,79 - 50 - 272 78 - - - -
AMC35 142 0,70 - 70 10 750 210 - - - -
AMC36 13,7 0,74 - 20 - 42 18 10 - - -
AMC37 142 0,84 - 50 - 225 5 - - - -
AMC38 14,4 0,67 - 130 - 151 19 - - - -
AMC39 13,4 0,84 - - 120 72 38 - - - -
AMC40 142 0,75 10 - 90 494 46 - - - -
AMC41 140 0,71 10 80 80 - - - - - -
AMC42 142 0,66 3 - 15 20 3 - - - -
AMC43 14,1 0,75 - 40 - 412 58 - - - -
AMC44 13,7 0,72 - 20 70 88 12 - - - -
AMC45 143 0,77 - 90 30 1278 201 - - - -
AMC46 136 0,83 - 610 - 197 12 - - - -
AMC47 132 0,57 - - 40 267 23 - - - -
AMC48 136 0,71 - 10 50 254 27 - - - -
AMC49 13,9 0,76 - - 1270 54 46 - - - -
AMC50 14,0 0,69 - 270 120 - - - - - -
Média 141 0,75 41 48,9 48,4 308,6 38,8 04 04 0,0 0,0

*Tu: Teor de umidade
**Aa: Atividade de agua
***ENE: Fungo ndo-esporulado
Limite de detecgdo: 50 UFC/g

148



149

Tabela A.5- Niveis de umidade (teor de umidade e atividade de 4gua) e nimero de unidades formadoras de coldnias por grama (10° UFC/g) em 50

amostras de améndoas de castanha-do-Brasil (APAL a APA5SQ), provenientes do Estado do Amapa - AP

Amostras Tu* Aa** Aspergillus  Penicillium Fusarium Phialemonium Phaeoacremonium Thrichoderma ENE*** Rhizopus  Verticillium  Curvularia
Spp. Spp. Spp. Spp. Spp. Spp. Spp. Spp.
APAl 72 0,88 0,2 - 0,8 12 - - 0,3 - -
APA2 69 0,88 - - - 48 32 - - - -
APA3 80 0,88 0,2 - - - - - - - -
APA4 6,7 086 1 - 2 20 14 - - - -
APA5 10,3 0,79 0,11 0,4 0,83 - - - - -
APA6 74 0,88 - 0,6 6,3 - - - - -
APA7 48 080 - - - 24 6 10 - - -
APA8 72 089 - 1 7 8 - - - - 1
APA9 49 084 01 - - 9,3 - - - - -
APAI0 51 0,95 - 6 1 4 - - - - -
APA1l 54 0,77 0,3 0,7 - 10 1 01 -
APA12 45 0,71 - - 180 - - - - - -
APAl13 57 0,75 - - - 19 3 - - - -
APAl4 57 0,73 0,1 0,7 0,1 4 - 0,1 - - -
APA15 53 0,78 01 14 0,2 18 1 - - - -
APA16 49 0,69 - 2 - 62 5 - - - -
APA17 63 067 0,2 2 - 2,3 - 01 - - -
APA18 42 0,67 - - 3 12 - - - - -
APA19 43 0,63 - - 4 - - - - - -
APA20 40 0,59 1 1 - 8 - - - - -
APA21 45 061 0,3 0,7 0,3 15 - - - - -
APA22 45 0,62 0,2 0,2 - 9,2 - - - - -
APA23 42 055 0,5 3,2 - 1.8 - - - - -
APA24 38 0,65 - 2 - 66 8 - - - -
APA25 40 0,65 10 2,7 - 1,2 - - - - -
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Amostras Tu* Aa** Aspergillus  Penicillium Fusarium Phialemonium Pheacremonium Thrichoderma ENE*** Rhizopus Verticillium  Curvularia
Spp. Spp. Spp. Spp. Spp. Spp. Spp. Spp. Spp.
APA26 45 057 - 1 2 12 5 - - - - -
APA27 49 0,60 - 0,2 0,4 13 - - - - - -
APA28 46 0,65 0,2 0,8 01 4,2 - - - - - -
APA29 4,7 0,65 - 2 1 1 - - - - - -
APA30 4,0 0,59 0,1 - - 4,3 - - - - - -
APA31 56 0,58 - - - 7 3 - - - - -
APA32 40 0,82 - 10 - 70 7 - - - - -
APA33 49 0,69 - - 10 3 - - - - - -
APA34 54 0,82 - - 2 3 - 1 - - - -
APA35 98 0,89 4 2 - 24 4 - - - - -
APA36 85 0,89 2,3 - - 1,6 - 0,1 - - - -
APA37 6,0 0,74 - 10 10 35 15 - - - - -
APA38 64 0,79 1 - - 37 12 1 - - - -
APA39 7.4 0,90 1 - - 11 - - 2 2 -
APA40 46 0,75 - 1 - 27 3 - - - - -
APA41 75 0,78 11 1,7 - 2,2 - - - - - -
APA42 69 0,78 - 3 2 - - 1 - - - -
APA43 85 0,85 0,3 0,5 - 1,7 - 01 - - - -
APA44 44 0,78 0,1 2,8 - 3,7 - - - - - -
APA45 84 0,86 0,6 05 4 1 - - - - -
APA46 48 0,82 10 - 50 33 17 - - - - -
APA47 6,2 0091 - 3 13 - - - - - - -
APA48 6,2 0,82 - 5 - 24 5 - - - - -
APA49 59 0,88 - 2 1 16 1 - 1 - - -
APA50 7,1 0,86 1.8 01 - - - - - 0,1 - -
Média 58 0,76 0,7 14 58 13,3 2,9 0,3 01 0,0 0,1 0,0

*Tu: Teor de umidade

**Aa: Atividade de agua

***ENE: Fungo ndo-esporulado
Limite de detecgdo: 50 UFC/g



Tabela A.6- Niveis de umidade (teor de umidade e atividade de 4gua) e nimero de unidades formadoras de col6nias por grama (10° UFC/g)

em 50 amostras de cascas de castanha-do-Brasil (APC1 a APC50), provenientes do Estado do Amapa - AP

Amostras Tu* Aa**

Aspergillus Penicillium Fusarium Phialemonium Pheacremonium Thrichoderma

FNE***

Rhizopus Verticillium Curvularia

spp. spp. spp. spp. Spp. spp. spp. spp. spp.
APCL 21,2 081 4 10 - 28 2 i 1 - - i
APC2 188 082 10 20 - 507 13 10 i - - i
APC3 190 0,80 i 2 - 39 3 1 - - 1 i
APC4 199 0,70 7 13 1 30 2 - i - - i
APC5 187 0,77 4 12 1 - - - i . . i
APC6 20,7 0,84 i 10 1 - - - - - - i
APCT 174 0,74 i i 1 38 14 3 i - - 6
APC8 22,0 0,82 8 i - 22 8 3 i - - i
APC9 154 0,63 2 19 - 77 16 1 i - - i
APCI10 19,7 0,76 4 7 - 9 - i - - - i
APCIL 16,2 0,63 8 12 - 19 9 3 i - - i
APC12 16,0 0,64 i 60 40 33 20 10 : - - i
APCI3 182 0,75 5 - 6 46 17 2 i - - i
APC14 16,9 0,63 9 8 - 11 5 - - 1 - i
APCI5 180 0,68 6 21 - - - 1 i - - i
APC16 1838 0,67 1 1 1 1 - i i - - i
APC17 154 0,64 7 12 - 9 - : 1 - - :
APC18 14,9 0,58 2 10 2 22 - i 1 - - i
APC19 130 0,58 2 i 20 - - 3 i - - -
APC20 131 0,59 1 12 - 2 - i i - - i
APC21 154 0,65 4 10 4 39 4 i : - - -
APC22 13,0 0,59 2 73 0,4 1,6 - i i - - i
APC23 148 0,58 5 12 2 27 5 1 i - - i
APC24 144 0,58 2 12 3 - - 4 i - - i
APC25 14,6 0,65 i i - 2.1 - 0,2 i - - i
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Aspergillus Penicillium Fusarium Phialemonium Pheacremonium Thrichoderma Rhizopus Verticillium Curvularia

Amostras Tu* Aa** FNE***

spp. spp. spp. spp. spp. spp. spp. spp. spp.
APC26 13,5 0,58 - 0,4 - 54 - 0,1 - - - i
APC27 158 0,63 - - 7 75 7 2 - - - 5
APC28 139 0,62 2 13 - 12 3 : - - - .
APC29 14,0 0,56 1 9 1 6 - 5 - - - .
APC30 129 0,56 4 2 - 7 6 2 - - - -
APC31 13,8 0,58 4 4 1 20 7 i - - : -
APC32 16,1 0,69 3 6 - 48 10 1 - - - -
APC33 14,8 0,68 5 29 - 49 23 ; - - - -
APC34 159 0,67 4 13 1 19 4 - 1 - - -
APC35 101 0,84 5 - 11 7 1 - 1 - -
APC36 18,1 0,75 3 - - 38 8 : - ; : -
APC37 158 0,70 3 9 - 8 5 4 - - - 5
APC38 153 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 208 0,77 3 6 - - - 1 - - - -
APC42 157 0,65 2 - 1 8 2 - - - -
APC43 199 0,69 12 4 - 24 9 : - : - -
APC44 16,4 0,70 2 10 23 - - - - - . -
APC45 16,4 0,65 3 6 - 18 - 1 - - - -
APC46 17,0 071 01 1 - 18 - B - - : -
APC47 18,8 0,79 3 7 - - - 4 - - . .
APC48 185 0,76 2 20 1 27 7 3 - - . -
APC49 153 0,61 9 1 - 18 4 3 - - - -
APC50 19,0 0,74 - - - 50 12 1 : - - .
Média 16,7 0,68 0,7 1,4 59 13,3 2,9 0,1 0,0 0,1 0,0 0,0

*Tu: Teor de umidade

**: Atividade de agua

***ENE: Fungo ndo-esporulado
Limite de detecgdo: 50 UFC/g.



Tabela A.7- Niveis de umidade (teor de umidade e atividade de 4gua) e nimero de unidades formadoras de col6nias por grama (10° UFC/g)

em 50 amostras de améndoas de castanha-do-Brasil (PAA1 a PAA50), provenientes do Estado do Para-PA

Amostras Tu* Aa**

Aspergillus Penicillium Fusarium Phialemonium Pheacremonium Thrichoderma

FNE***

Rhizopus Verticillium Curvularia

Spp. Spp. Spp. Spp. Spp. Spp. Spp. Spp. Spp.
PAAL 25 0,62 1 13 1 8 6 - 5 i i ;
PAA2 2,9 061 - 2 - 6 1 - - - - -
PAA3 31 057 - - - 28 5 - - - - .
PAA4 33 0,64 - 8 - 1 - 3 - - - .
PAA5 35 0,68 2 85 - 3 - 5 - - - .
PAA6 34 0,64 - 0,1 0,1 13 - 03 - - - :
PAA7 37 059 06 - - 1,4 - 5 - - - -
PAAS 54 056 3 - - 3 - - - - - -
PAA9 41 0,68 - 11 - - - - - - - -
PAAL0 37 060 01 0,2 - 18 5 - - - - .
PAAIL 338 0,60 - 1 - 10 - - . - - .
PAAL2 42 0,57 - 1 - - . - - - - -
PAAL3 43 0,62 - 1 - 17 6 - - - - .
PAAL4 37 058 - 0,1 0,1 0,6 - 5 - - - -
PAAL5S 38 057 - - - 27 - . - - - .
PAAL6E 55 0,61 - 1 - 15 - 0.1 . - - .
PAAL7 35 058 01 35 - 0,3 - - - - - -
PAALS 338 0,64 - 6 - 16 8 - - - - .
PAALY 43 0,71 - 2,6 0,1 0,6 - : - - 01 .
PAA20 39 0,61 - 0,2 0,4 3 1 - . - - :
PAA2L 338 0,59 - 3 0,1 13 - - . - - -
PAA22 42 0,63 - - - 19 7 . N - - -
PAA23 39 0,71 - 4.6 0,1 1,2 - : - - - .
PAA24 44 056 18 - - - - - - - - .
PAA25 39 0,60 - 15 15 - - : - - - -
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Amostras Tu*

Aa**

Aspergillus Penicillium Fusarium Phialemonium Pheacremonium Thrichoderma

FNE***

Rhizopus Verticillium Curvularia

spp. spp. spp. spp. spp. spp. spp. Spp. spp.
PAA26 4,0 0,67 - 24 - 16 6 - - - - -
PAA27 83 0,63 - 2 1 5 - - - - - -
PAA28 47 0,60 - 7.1 0,1 - - 01 - - . .
PAA29 44 074 3 - B 6 2 - : . - -
PAA30 4,6 0,79 - 0,6 0,9 - - 01 - - - -
PAA3L 42 0627 - 1,8 0,1 2,8 - B - - - -
PAA32 4,6 0,756 - 0,2 - 5,7 - - - - . -
PAA33 4,0 0675 - 3 - 5 - 1 - - - .
PAA34 44 0,66 - 0,3 - 4 1 0.1 - - - .
PAA35 43 066 02 2,3 - 2,3 - 5 N - - -
PAA36 42 0,77 ; ; - 5 2 - - - . -
PAA37 53 063 03 0,2 - 17 - - - - . -
PAA38 48 0,69 - 5 1 15 11 - : . - 1
PAA39 41 0,62 - 1 - 8 - - 5 - . -
PAAZ0 42 061 04 0,6 - 47 - - - - . -
PAA4L 42 0,65 - 0,6 - 3,3 - 0,1 0,1 - - -
PAA42 38 0,78 - 0,3 0,7 0,8 - - N - . -
PAA43 41 0,59 - 2,5 - 04 - 0,1 - - - -
PAA4 55 0,67 - 0,3 0,2 1,3 - 0,4 : - . -
PAA4S 40 0,61 - 0,4 - 3 2 5 5 - . -
PAA46 41 078 01 0,9 0,1 3,3 1 - - - - -
PAA47 45 073 01 0,1 - 2,3 - 14 - - - .
PAA48 35 0,66 - 0,1 0,3 5,2 - - - - - -
PAA49 39 0,61 - 1 - 27 1 3 . . -
PAASO 3,4 0,58 - 0,3 - 3,2 - : - - - .
Média 42 064 02 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 agua
***ENE: Fungo ndo-esporulado
Limite de detecgdo: 50 UFC/g.
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Tabela A.8- Niveis de umidade (teor de umidade e atividade de 4gua) e nimero de unidades formadoras de col6nias por grama (10° UFC/g)
em 50 amostras de cascas de castanha-do-Brasil (PAC1 a PAC50), provenientes do Estado do Para-PA

Amostras Tu* Aa**

Aspergillus Penicillium Fusarium Phialemonium Pheacremonium Thrichoderma

FNE***

Rhizopus Verticillium Curvularia

spp. spp. spp. Spp. Spp. spp. spp. spp. spp.
PACL 13,0 0,62 i 60 - 184 46 i i - - -
PAC2 13,9 061 3 9 5 13 4 i i - - i
PAC3 133 058 10 30 - 548 182 i i - - i
PAC4 142 0,63 1 8 10 40 17 i i - - i
PAC5 152 067 05 2,7 0,7 3,8 - i i - - i
PAC6 12,7 0,64 - 5 - 18 9 6 i - - i
PAC7 13,3 0,60 1 7 - 29 8 i i - - -
PAC8 14,3 0,59 2 10 - 51 2 1 i - - i
PACO 14,1 0,64 i 6 - 25 5 i 1 - - i
PACI0 133 061 10 i - 302 38 40 i - - i
PACI1 132 061 02 i 0,3 7.8 - i i - - i
PACI2 131 056 0,1 13 1,2 5,3 - i i - - i
PAC13 12,3 061 - 8 - 19 5 1 1 - - i
PAC14 12,9 059 1 5 - 102 11 i i - - i
PACI5 126 058 09 1,2 0,4 32 - i i - - i
PAC16 154 0,59 - 1 1 111 42 - - - - -
PACL7 128 059 04 2,3 1 5,2 - - - - - -
PACI8 122 061 05 2 0,6 - - 0,1 0,1 - - i
PACIO 163 069 04 i 0,6 12 - 0,2 0,1 - - :
PAC20 143 061 10 30 20 52 28 i - - - -
PAC21 1438 0,59 - 3 3 14 3 2 - - - -
PAC22 154 062 05 0,3 2.1 3,4 - i i - - i
PAC23 12,9 0,63 1 6 - 59 33 1 i - - i
PAC24 128 054 04 i 0,3 7.8 - i : - - :
PAC25 12,3 0,63 2 8 3 89 35 - - - - i
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Aspergillus Penicillium Fusarium Phialemonium Pheacremonium Thrichoderma

Rhizopus Verticillium Curvularia

Amostras Tu* Aa** FNE***

spp. spp. spp. spp. Spp. spp. spp. spp. spp.
PAC26 155 0,65 10 10 - 488 42 - - - - -
PAC27 16,6 0,64 1 2 - 37 6 - - - -
PAC28 156 0,61 - 13 - 79 9 3 - - - -
PAC29 163 064 05 1 0,8 3,3 - 0,4 - - - -
PAC30 169 0,71 1 2 2 41 4 3 - - - -
PAC3L 149 061 01 15 0,6 7.6 - 0,1 - - - -
PAC32 161 061 0,3 1,4 - 6,3 - - 0,1 - - -
PAC33 150 0,68 0,3 1,2 - 6 - - - - - -
PAC34 16,1 0,66 1 3 1 45 8 - - - - -
PAC35 154 0,67 2 5 - 26 5 1 - - - -
PAC36 17,1 0,67 - 0,4 - 16 - - - - - -
PAC37 146 061 01 - - 5,3 - - - - - -
PAC38 16,0 0,66 1 3 3 52 39 - - - - 1
PAC39 153 0,63 1 1 - 68 35 - - - - -
PAC40 162 064 0,2 - - 3 1 - - - - -
PAC4L 157 0,62 - 50 9 - - 1 - - - -
PAC42 149 0,65 - 7 1 53 29 - - - - -
PAC43 154 0,59 - 27 2 35 22 - - - - -
PAC44 154 0,61 - 2,1 - 2,3 - - 0,1 - - -
PAC45 161 062 0,2 0,9 1 1,7 - 0,1 - - - -
PAC46 148 0,66 - 15 - 55 27 - - - - -
PAC47 1338 0,64 - 3,2 - 6,3 - - - - - -
PAC48 14,2 0,66 - 3 1 45 17 - - - - 1
PAC49 139 061 08 2,8 1,1 3 - - - - - -
PAC50 133 0,58 1 2 - 3 15 1 - - - 1
Média 145 062 1,3 7.3 1,4 55,3 15,1 12 0,0 0,0 0,0 0,1

*Tu: Teor de umidade
**Aa: Atividade de agua
***ENE: Fungo ndo-esporulado
Limite de detec¢do: 50 UFC/g
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Tabela A.9 - Potencial aflatoxigénico, potencial de producgédo de &cido ciclopiazonico,
producdo de é&cido aspergilico e identificacdo molecular das cepas de

Aspergillus

Amostra Aflatoxina ACP AFPA Espécie de Aspergillus
ACA01 BG - + A. nomius
AC A01 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
ACA1l BG - - - A. nomius
ACA 12 BG - +++ A. nomius
AC A 13 NP - +++ A. sclerotium
AC A 16 NP - - A. versicolor
ACA 18 BG - - A. nomius
ACA?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
ACA35 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
ACCO01 BG - +++ A. nomius
AC C 03 B - +++ A. flavus
ACCO04 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 C09 BG + A. nomius
ACC12 BG - - A. nomius
ACC 13 BG - ++ A. nomius
ACC 13 BG - -- A. nomius
ACC 14 B + +++ A. flavus
ACC 15 BG - ++ A. nomius
ACC 16 BG - + A. nomius
ACC 16 BG - + A. nomius
ACC 17 B + +++ A. flavus
ACC 18 B + +++ A. flavus
ACC 19 BG - + A. nomius
ACC?20 BG - + A. nomius
ACC 20 B + + A. flavus
ACC21 B + + A. flavus
AC C 22 BG - +++ A. nomius
ACC 23 BG - - A. nomius
ACC 24 BG - - A. pseudotamarii
ACC?24 NP - - A. flavus
ACC 25 BG - - A. nomius
AC C 26 BG - - A. nomius
ACC 26 B + + A. flavus
AC C 27 NP - +++ A. flavus
ACC 28 B + - A. flavus
AC C 28 BG - +++ A. nomius
AC C 28 NP - - A. flavus
ACC 30 B + + A. flavus
ACC31 BG - - A. nomius
ACC 33 BG - ++ A. nomius
ACC 34 B + +++ A. flavus
ACC 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
ACC 39 BG - + A. nomius
AC C 39 BG - + A. nomius
AC C 39 B - + A. flavus
AC C 40 BG - - - A. nomius
ACC 41 BG - ++ A. nomius
ACC41 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 C50 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 A0l 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 A4l 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
PAC 10 BG - - A. nomius
PAC 11 BG - - A. nomius
PAC 12 BG - - A. nomius
PAC 15 BG - ++ A. nomius
PAC 17 BG - - - A. nomius
PAC 18 B + +++ A. flavus
PA C 20 BG - +++ A. nomius
PAC 22 BG - + A. nomius
PA C 23 BG - - A. nomius
PAC 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
PAC31 BG - - A. nomius
PAC 32 BG - + A. nomius
PAC 34 BG - +++ A. nomius
PAC 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
PAC50 BG - - A. nomius

B = cepas produtoras de aflatoxinas do grupo B (AFB; e AFB,)

BG - cepas produtoras de aflatoxinas dos grupos B e G (AFB1, AFB;, AFG; e AFG,)

NP - cepas ndo produtoras de aflatoxinas

ACP (+) = cepas produtoras de ACP

ACP (-) - cepas ndo produtoras de ACP

AFPA (+++, ++, +) - cepas produtoras de acido aspergilico os sinais (+) indicam a
intensidade do reverso laranja

AFPA (-) - cepas ndo produtoras de acido aspergilico



163

Tabela A.10 - Incidéncia de aflatoxinas (ug/kg) e acido ciclopiazénico
(ng/kg) em 50 amostras de améndoas de castanha-do-
Brasil (ACAL1 a ACA50), provenientes do Estado do
Acre— AC

Concentracdo de aflatoxinas em pug/kg Concentracéo de

Amostra ——\Fs — AFB, AFG, AFG, ACPem ug/kg
ACAL _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
ACAS ND  ND ND ND ND
ACA9 ND  ND ND ND ND
ACAI0 ND  ND ND ND ND
ACA1L ND  ND ND ND ND
ACA12 ND  ND ND ND ND
ACA13 1197 ND 1704  ND ND
ACAl4 ND  ND ND ND ND
ACA15 ND  ND ND ND ND
ACAI6 ND  ND ND ND ND
ACA17 ND  ND ND ND ND
ACAI8 ND  ND ND ND ND
ACA19 ND  ND ND ND ND
ACA20 ND  ND ND ND ND
ACA21 ND  ND ND ND ND
ACA22 8331 1376  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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Concentracéo de aflatoxinas em pg/kg Concentracéo de

Amostra
AFB, AFB, AFG; AFG, ACPem pg/kg

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 14172 786 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
ACAS0  1058,00 1304 243,04 2236 ND

ND: Néo detectado.
Limite de deteccdo para aflatoxinas 1,5 pg/kg
Limite de deteccdo para acido ciclopiazonico: 50 pg/kg
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Tabela A.11 - Incidéncia de aflatoxinas (ug/kg) acido ciclopiazdnico
(Mg/kg) em 50 amostras de cascas de castanha-do-
Brasil (ACC1 a ACC50), provenientes do Estado do

Acre— AC
Concentracao de aflatoxinas em pg/kg Concentracéo de
Amostra
AFB;  AFB; AFG; AFG, ACP em pg/kg
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
ACCS8 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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Concentracéo de aflatoxinas em pg/kg Concentracéo de

Amostra
AFB, AFB, AFG; AFG, ACPem ug/kg

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 61,84 307 4630 6,01 ND

ND: Ndo detectado.
Limite de deteccdo para aflatoxinas: 1,5 pg/kg
Limite de deteccéo para acido ciclopiazonico: 50 pg/kg
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Tabela A.12 - Incidéncia de aflatoxinas (ug/kg) acido ciclopiazdnico
(Hg/kg) em 50 amostras de améndoas de castanha-do-
Brasil (AMAL a AMA5O0), provenientes do Estado do
Amazonas - AM

Concentracao de aflatoxinas em pg/kg Concentracéo de

Amostra
AFB;  AFB; AFG; AFG, ACP em pg/kg

AMA1 ND ND ND ND ND
AMA2 ND ND ND ND ND
AMA3 ND ND ND ND ND
AMA4 ND ND ND ND ND
AMAS ND ND ND ND ND
AMAG ND ND ND ND 132,86
AMA7 ND ND ND ND ND
AMAS ND ND ND ND ND
AMA9 ND ND ND ND ND
AMA10 ND ND ND ND ND
AMAL11 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
AMAL16 ND ND ND ND ND
AMAL17 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
AMAZ21 20,83 ND 5,87 ND ND
AMA2?2 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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Concentracéo de aflatoxinas em pg/kg Concentracéo de

Amostra
AFB, AFB, AFG; AFG, ACPem ug/kg

AMA26  ND ND ND ND ND
AMA27 2206  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 2458  ND 9,61 ND ND
AMA34 2270  ND 7,59 ND ND
AMA35  ND ND ND ND ND
AMA36 32,79  ND 1480 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
AMAS0  ND ND ND ND ND

ND: Ndo detectado.
Limite de deteccdo para aflatoxinas: 1,5 pg/kg
Limite de deteccéo para acido ciclopiazonico: 50 pg/kg



169

Tabela A.13 - Incidéncia de aflatoxinas (ug/kg) acido ciclopiazénico
(Mg/kg) em 50 amostras de cascas de castanha-do-
Brasil (AMC1 a AMC50), provenientes do Estado do
Amazonas - AM

Concentracao de aflatoxinas em pg/kg Concentracéo de

Amostra
AFB;  AFB; AFG; AFG, ACP em pg/kg

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
AMCS 6,70 ND 2,67 ND ND
AMC9 1,75 ND 2,82 ND ND
AMCI10 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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Concentracéo de aflatoxinas em pg/kg Concentracéo de

Amostra
AFB, AFB, AFG; AFG, ACPem ug/kg

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: Ndo detectado.
Limite de deteccdo para aflatoxinas: 1,5 pg/kg
Limite de deteccdo para acido ciclopiazonico: 50 pg/kg
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Tabela A.14 - Incidéncia de aflatoxinas (ug/kg) acido ciclopiazdnico
(Hg/kg) em 50 amostras de améndoas de castanha-do-
Brasil (APA1 a APA50), provenientes do Estado do

AMAPA - AP
Concentracéo de aflatoxinas em pg/kg Concentracéo de
Amostra
AFB;  AFB, AFG; AFG, ACP em pg/kg
APA1l ND ND ND ND 74,69
APA2 ND ND ND ND ND
APA3 ND ND ND ND ND
APA4 ND ND ND ND ND
APA5S ND ND ND ND ND
APAG ND ND ND ND ND
APA7 ND ND ND ND ND
APAS8 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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Concentracéo de aflatoxinas em pg/kg Concentracéo de

Amostra
AFB, AFB, AFG; AFG, ACPem ug/kg
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
APA3L  ND ND ND ND ND
APA32  ND ND ND ND ND
APA33  ND ND ND ND ND
APA34  ND ND ND ND ND
APA35 314 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
APA4D 250 ND ND ND ND
APA41l  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
APAS0  ND ND ND ND ND

ND: Ndo detectado.
Limite de deteccdo para aflatoxinas: 1,5 pg/kg
Limite de deteccéo para acido ciclopiazonico: 50 pg/kg
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Tabela A.15 - Incidéncia de aflatoxinas (ug/kg) acido ciclopiazénico
(Mg/kg) em 50 amostras de cascas de castanha-do-
Brasil (APC1 a APC50), provenientes do Estado do

AMAPA - AP
Concentracao de aflatoxinas em pg/kg Concentracéo de
Amostra
AFB;  AFB, AFG; AFG, ACP em pg/kg
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
APCS8 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 1511 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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Concentracéo de aflatoxinas em pg/kg Concentracéo de

Amostra
AFB, AFB, AFG; AFG, ACPem ug/kg
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: Ndo detectado.
Limite de deteccdo para aflatoxinas: 1,5 pg/kg
Limite de deteccéo para acido ciclopiazonico: 50 pg/kg
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Tabela A.16 - Incidéncia de aflatoxinas (ug/kg) acido ciclopiazénico
(ug/kg) de 50 amostras de améndoas de castanha-do-
Brasil (PAA1 a PAA5Q), provenientes do Estado do Para —

PA
Concentracao de aflatoxinas em pg/kg Concentracéo de
Amostra
AFB;  AFB; AFG; AFG, ACP em pg/kg
PAAL 1,81 ND ND ND ND
PAA2 ND ND ND ND ND
PAA3 ND ND ND ND ND
PAA4 ND ND ND ND ND
PAAS ND ND ND ND 123,31
PAAG ND ND ND ND ND
PAA7 ND ND ND ND ND
PAAS ND ND ND ND ND
PAA9 ND ND ND ND ND
PAA10 ND ND ND ND 98,65
PAA1l ND ND ND ND ND
PAA12 ND ND ND ND ND
PAA13 ND ND ND ND ND
PAAl4 2,77 ND ND ND ND
PAA15 ND ND ND ND ND
PAA16 ND ND ND ND ND
PAALl7 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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Concentracéo de aflatoxinas em pg/kg Concentracéo de

Amostra
AFB, AFB, AFG; AFG, ACPem ug/kg
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
PAA4D  ND ND ND ND 118,45
PAA4L  ND ND ND ND ND
PAA42  ND ND ND ND ND
PAA43  ND ND ND ND ND
PAA44  ND ND ND ND ND
PAA4S  ND ND ND ND ND
PAA46  ND ND ND ND 107,62
PAA47  ND ND ND ND ND
PAA4S  ND ND ND ND ND
PAA49  ND ND ND ND ND
PAA50  ND ND ND ND ND

ND: Ndo detectado.
Limite de deteccdo para aflatoxinas: 1,5 pg/kg
Limite de deteccéo para acido ciclopiazonico: 50 pg/kg
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Tabela A.17 - Incidéncia de aflatoxinas (ug/kg) acido ciclopiazdnico
(Mg/kg) de 50 amostras de cascas de castanha-do-
Brasil (PAC1 a PAC50), provenientes do Estado do

Para — PA
Concentracao de aflatoxinas em pg/kg Concentracéo de
Amostra
AFB;  AFB; AFG; AFG, ACP em pg/kg
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
PACS5 3,29 ND ND ND ND
PAC6 ND ND ND ND ND
PAC7 ND ND ND ND ND
PACS 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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Concentracéo de aflatoxinas em pg/kg Concentracéo de

Amostra
AFB;  AFB; AFG; AFG, ACP em pg/kg

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: Ndo detectado.
Limite de deteccdo para aflatoxinas: 1,5 pg/kg.
Limite de deteccéo para acido ciclopiazonico: 50 pg/kg
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Apéndice B — Representagdes gréaficas

Gréfico B.1 — Porcentagem de cepas de Aspergillus Secdo Flavi de 50 amostras de
améndoas de castanha-do-Brasil (ACA1 a ACAS50), provenientes do
Estado do Acre — AC

2%~ | 10%

0% = A. nomius
m A flavus
A. parasiticus

A. tamarii

Gréfico B.2— Porcentagem de cepas de Aspergillus Secdo Flavi de 50 amostras de cascas de
castanha-do-Brasil (ACC1 a ACC50), provenientes do Estado do Acre — AC
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Gréfico B.3 — Porcentagem dos Aspergillus Se¢do Flavi de 50 amostras de améndoas de
castanha-do-Brasil (AMAL1 a AMAS50), provenientes do Estado do Amazonas —
AM

H A. nomius
m A, flavus

Grafico B.4 — Porcentagem dos Aspergillus Secdo Flavi de 50 amostras de améndoas de
castanha-do-Brasil (AMAL a AMAS50), provenientes do Estado do Amazonas —
AM

H A, nomius
m A, flavus
A. caelatus
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Gréfico B.5 — Porcentagem dos Aspergillus Secdo Flavi de 50 amostras de améndoas de
castanha-do-Brasil (APAL1 a APA50), provenientes do Estado do Amapa - AP

H A. nomius
m A. flavus

A. parasiticus

Gréfico B.6 - Porcentagem do potencial aflatoxigénico dos Aspergillus Secdo Flavi de 50
amostras de cascas de castanha-do-Brasil (APC1 a APC50), provenientes do
Estado do Amapa - AP
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Grafico B.7 - Porcentagem dos Aspergillus Secdo Flavi de 50 amostras de améndoas de
castanha-do-Brasil (PAAL a PAAS0), provenientes do Estado do Para-PA

B A. nomius

A. flavus
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Gréfico B.8 - Porcentagem dos Aspergillus Secdo Flavi de 50 amostras de cascas de
castanha-do-Brasil (PAC1 a PAC50), provenientes do Estado do Para-PA
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APENDICE C - Curvas de calibracéo para aflatoxinas

- Curva de calibragéo para AFG;
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==== Shimadzu LCsolution Calibration Curve ====
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- Curva de calibracéo para AFB;
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- Curva de calibracéo para AFG;
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- Curva de calibracéo para AFB;

8/6/2010 19:24024/4
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APENDICE D - Curva de calibracéo para ACP
2632011 1507401 /1

==== Shimadzu LCsolution Calibration Curve ====

<Calibration Curve>
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article kiszary, The objective of this study was to evaluate the presence of fungi and mycotaxing (flatoxins and cyclopiazonic
Received 3 Apati 2012 acid) in Brazil nut samples collected in different states of the Brazilun Amazon region: Acre, Amazonas, Amapd,

Received in revised foem 14 July 2002
Accepted G August 2012
Available caline 11 August 2012

and Pard. A total of 200 husk samples and 200 almond samples were inoculated onto Aspergiius flavus-parasitious
agar for the detection of fungi. Mycotoxing were amalyzed by high-performance Equad chromatography, The
mycobiota comprised the following fungi, in decreasing order of frequency: almonds — Phiglemonium pp
(54%), Pericillim spp. (16%), Fusarium spp. (13%), Phosoacremonium spp. (1), and Aspergilius spp. (42),
hisks ~ Phiolemnonium spp, (62X), Phoeococremonium spp. (11%), Penicilium spp, (10%), Fusamian spp. {9%), and

Brazil sn

Mycoflora Aspergiizs spp. A polyphasic approach was used for identification orAspagﬂlus spedes Aflatoxins were detecsed
Agpergillas in 22 (11%) of the 200 almond samples, with 21 samiples fMatenin By levels abave B pg/kg, the fimit
Aflazoxain established by the European Commission for Brazil muts for further processing. Nineteen (9.5%) of the 200
Cycloptazonic s husk samples containgd Mlatoodns, but a levels lower than those «en in almonds. Cyclopiazanic acid ((PA)
was detected in 44 [22%) almond samples, with levels ranging from 5865 to 1612 pg'kg Aspergilius nomiuy
and A flavus were the most frequent Aspergiliies species, The presence of fungl does not necessarily imply myco-

toodn contamenation, but almonds of the Brazil nut seem to be a good substrate for fungal growthy
© 2012 Elsevier BV. All rights reserved.
1. Introduction plant parts all over the world (Raper and Fennell, 1965; Cotty and

The Brazil nut tree (Bertholletio excelsa) is a plant native to the
Amazon region. Nuts, especially Brazil nuts, are among the most nu-
tritious human foods because of their high content of proteins, carbo-
hydrates, unsaturated lipids, vitamins, and essential minerals (USDA,
2010). The production and extraction of the Brazi nut occurs only in
the Amazonian biome (Freitas-Silva and Venancio, 2011),

The Brazilian Amazon region is divided into Western and Eastern
regions. The Western Amazon region comprises part of Amazonas
{starting from Manaus city to the West ), and the Eastern Amazon re-
gion comprises the states of Para, Amapa, the Northem part of
Maranhao, and the Eastern part of Amazonas {starting from Manaus
city to the East) (Brazil, 1968),

Fungal infection of Brazil nuts has been studied since the beginning
of the last century (Spencer, 1921; Castrillén and Purchio, 1988), Con-
tamination with aflatoxigenic Aspergillus species is directly related to
the cEmatic conditicns in the Amazon rainforest (hot and humid cli-
mate) during the period of harvest (Pacheco and Scussel, 2006; Olsen
et al, 2008). Aspergilus section Flavi comprises a closely related group
of fungi. which are widely distributed in soil. air. organic matter, and

* Comespanding author, Tel: 455 11 30917295
E-mud address: tareis@usple (TA. Keis),

01681605 - see front maner © 2012 Esevier BY. All rights reserved.
bitp//dxSolorg 10, 1016/4ijfoodmicro 2012 08005

Cardwell, 1999). Three species of this group (Aspergilius flavus, Aspergilfus
parasiticus and Aspergilius nommius) have received considerable attention
because of thewr abdity to produce aflatoxins,

Affatoxing are the most potent natural carcinogens affecting ani-
mals and humans (JECFA, 1997). Contamination with aflatoxins is a
matter of serious concern for exporters of Brazil nuts as the Commis-
sion Regulation of European Union no. 165/2010 of 26 February 2010
has established maximum aflatoxin levels for Brazil nuts. In nuts for
further processing and ready to eat nuts, respectively, the limits are
BO pg/kg and 5.0 pg/kg for AFB, and 15.0 pg/'kg and 10,0 pg/kg for
total aflatoxins AFB, + AFB, 4 AFG, + AFG; (EC, 2010). Cyclopiazonic
actd (CPA) is an indole tetramic acid that is toxic to animals and has
been implicated in human poisoning (Rao and Husain, 1985), This
toxin is produced by a variety of fungl, including some Penicillium
species (Le Bars, 1979), and some A flavus strains (Yokota et al,
1981).

The taxonomy of Aspergilis is in a transition phase and there is cur-
rently no consensus regarding the definition of taxa within groups. The
discussion continues about which molecular tools are most appropriate
for the characterization of taxa, since the sentification of some species
is difficult due to variations and overfapping momhological and bso-
chemécal characteristics of the isolates. Sequencing of the intemal tran-
scribed spacer (ITS) region of ribosomal DNA (fDNA) is recommended
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for the idemtification of species of the genus Aspergilius (Samson et al,
2006). Lately there has been a trend in the sequencing of more than
one gene for the purpose of increasing the reliability of results. Besides
the use of ITS region, the [-tubulin (Glass and Donaldson, 1995) and
calmodulin {Carbone and Kohn, 1999) genes have been used for se-
quencing of fungi. In this respect, the study of DNA sequences may pro-
vide important information for the definition of species and their
appropriate identification (Hinrikson et al, 2005).

The objective of the present investigation was to identify the
mycobiota and occurrence of aflatoxins and CPA in Brazil nut samples
(husks and almonds) collected in different states of the Brazilian Am-
azon region {Amazonas, Acre, Amapd, and Pard),

2. Materials and methods
2.1. Study area — geographic and climatic characterization

Brazil nuts from storage were collected in different states of the
Brazilian Amazon region: Amazonia, at latitude 5° 48°S, longitude:
617 18°0, and altitude 45 m, Acre at latitude: 9" 58°S, longitude; 67°
48'0, altitude: 153 m, Amapd, at latitude: 17 07'S, at longitude: 52°
00'0, altitude: 20 m and Pard at latitude: 17 57'S, at longitude: 48°
11'0, altitude: 10 m (Fig. 1).

22 Samples

The samples were collected in March 2009 from cooperatives in
northern Brazil: Amazonas, Acre, Amapd, and Pard, Fifty samples of
400 g each were collected per state, corresponding to 20 kg Brazil

nuts per cooperative warehouse. The husks of each nut were carefully
and aseptically removed by cracking it with a breaker nut. After the
nut samples were dehusked, they were divided into 200 husk and
200 almond samples, These samples were subsequently analyzed
for moisture content, presence of fungi, aflatoxins, and CPA.

2.3. Molsture content and a,,

The moisture content was performed in duplicate by the classical
method, according to 1SO 712, The husks and almonds of Brazil nuts
were triturated and 5 g+ 1 mg of each were placed on a metal plate
in a ventilated oven at constant temperature (130-133 °C) for 3 b
and the samples were weighed again. The percentage of difference
between the initial and final weight of the samples was moisture
content,

A few pieces of the samples (almonds and husks) were placed in a
disposable cup and the water activity (2, ) was determined in dupli-
cate by the dew point method with an Aqualab CX-2 apparatus
{Decagon Devices, Inc., Pullman, WA, USA),

2.4, Isolation and idennfication of mycobiota

Ten grams of each husk and almond sample was mechanically trit-
urated and diluted in 90 ml sterile distilled water. Successive decimal
dilutions were prepared to 10~ %, and 0.1 mL of each dilution was in-
oculated into A, flavus-parasiticus agar supplemented with chloram-
phenicol (Pitt et al, 1983). The plates were incubated at 25 °C for
until 7 days in the dark. The results are reported as colony-forming
units per gram of substrate (CFU/g).

Hg. 1. Geographical location of the study area (Acre, Amazonas, Amapd, and Pard ),
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All colonies were subcultured on potato dextrose agar (Oxoid,
Basingstoke, UK) at 25 °C for 7 days. Colonies were identified 1o genus
level according to Barron (1972) and Pitt and Hocking (20091 A poly-
phasic approach consisted of the following steps for the identification
of Aspergillus strains: investigation of morphological features according
to the textbooks of Pitt and Bocking (2009) and Raper and Fennell
(1965), growth and examination of cultures in Czapek agar and
Blakeslee's malt agar at 25 “C and 42 °C for 7 days (Kurtzman et al.
1987, Peterson et al, 2001), observation of colony reverse color in
AFPA at 25 "C for 3 days (Pt et al. 1983), aflatoxins production (Lin
and Dianese, 1976 Pitt and Mocking, 2009) and sequendng of rDNA
regions: (1) internal transition spacer (ITS) as described by White
et al. (1990}, (ii) Ptubulin as described by Glass and Donaldson
(1995) and (lii) calmodulin according to Carbone and Kohn {1999,

2.5, (hemicals and reagents

AFBy, AFB,. AFGy, AFG; and CPA standards were purchased from
Sigma-Aldrich {Saint Louis, MO, USA ). Stock solutions were prepared
in methanal and kept at —20 "C. All solvents used were of liquid
chromatography grade and were purchased from Merck (Darmstadt,
Germany). Milli-Q water was produced in our laboratory using the
Millipore Academic System.

2.6, Determination of affatoxins

For extracuion, 25 g of each sample was triturared and homoge-
nized. Next, 125 mL of an acetonitrile:water (85:15, v/v) solution
was added to 2.5 g of almonds and to 5 g of husks. The mixture was
shaken for 60 min, After centrifugation, 5 mL of the supernatant
containing Almonds was mixed with 45 ml acidified water (0.5% gla-
cial acetic acid}), and 2.5 mL of the supernatant containing husks was
mixed with 47.5 mL acidified water. The solutions were cleaned on a
Strata C18-E cartridge (500 mg/3 mL) (Phenomenex, Santa Clara. CA,
USA) at a flow rate of | drop/s. The cartridges were washed with
12 mL acidified water. Aflatoxins were eluted with 1 mL methanol
and the eluent was evaporated to residue [Tanaka et al, 2002;
Lebret et al. 2004 ). The residues were derivatized wath trifluoroacetic
acd (TFA) and hexane, again evaporated, and resuspended in 400 (L
of a methanol:water (1:1, v/v) solution. The mixture (40 pl. — almonds
and 20 JL — husks extracts) was injected into the Shimadzu Promi-
nence HPLC system (Kyota, Japan) equipped with an RF 10AXL fluores-
cence detector (excitanon: 365 nm, emission: 450 nm} and an
autosampler system. The analytical column (Shimadzu, Shim-Pack VP
0DS, 150 < 4.6 mm) was coupled toa pre-column cartridge (Shim-Pack
GVP-ODS, 10 mm =46 mm) maintained at 40 °C in an oven, The
Bocratic mobile phase conssted of acetonitrle: methanol:water
(15:15:8, v/v/v) + 015 TFA and was eluted at a flow rate of 1 mL/min.

2.7. Determinanion of (PA

CPA was analyzed according to the method of Urano et al. (1992),
with modifications, Twenty-five grams of each previously triturated
and homogenized sample was divided into aliquots of 2.5 g and
mixed with 20 mL methanol: 2% sodium bicarbonate in water
(7:3. viv). After shaking for 45 min, the samples were centrifuged
and 8 mL of the supernatant was transferred to a separating funnel.
Then, 10 mL hexane was added and the mixture was gently shaken.
After separation of the phases, the hexane fraction was discarded
and 8 mL 10% KCl was added to the aqueous fraction. The latter was
acidified with 6 N HCl until pH 3.0 was obtained.

CPA was extracted with two partitions of 10 mL chloroform, The
chioroform phase was collected and evaporated to residue, The resi-
due was then resuspended in 1000 g methanol and injected 10 pl
Into the Shimadzu Prominence HPLC system equipped with a
Shimadzu SPD-10A UV-vis detector set at 282 nm, an autosampler

system, and a Luna C8 column (4.6 « 250 mm, 5-pim particle size,
Phenomenex, Torrance, CA USA) malntained at 40 °C in an oven,
The socratic mobile phase consisted of 4 mM ZnSO, in methanol:
water (6:4, v/v) and was eluted at a flow rate of 1 mL/min.

2.8. DNA extraction. amplification and sequencing

The strains were confirmed by sequencing of the ITS (White et al,,
1990), P-tubuling (Glass and Donaldson. 1955) and calmodulin
(Carbone and Kohn, 1999) gene regions of rDNA. DNA was extracted
and purified directly from fungal colonies grown on yeast extract su-
crose agar at 25 °C in the dark foe 3 days using the PrepMan Ultra®
kit (Applied Biosystems, Carisbad, CA, USA). DNA was quantified with
the GeneQuant pro Calculator {Amersham Pharmacia Biotech, Cam-
bridge, UK). A fragment of ITS region was amplified with the ITS1
(5' TCOGTAGGTGAACCTGCG 3') and 1TS4 {5' TCCTCCGCTTATTGATAT
3') primer pairs, Part of the gene (*-tubulin was amplified using
primers T22 (5' TCTGCATGTTGTTGGGAATCC 3°) and TUB-F (5
CTGTCCAACCCCTCTTAGGGCGACT 3'). Part of the calmodulin gene
was amplified using primers CMD 42 {5 GGCCTTCTCCCTATTCGTAA
') and CMD 637 (5 CTCGCGGATCATCTCATC 3'). The PCR mixture
contained 125 pl 2 PCR Master Mix (Promega, San Luis Obispa,
CA. USA), 65pL MIilli-Q water, 2. DNA (40ng), and 2pl
(20 pmol) of each primer (Prodimol Biotecnologla, Minas Gerals,
Brazil) in a final volume of 25 yl. The amplification program includ-
ed an initial denaturation at 94 “Cfor 3 min, followed by 35 cydes of
denaturation at 94 °C for 1 min, annealing at 57 °C (ITS), 49°C
(PB-tubulin), or 54 “C (camodulin) for | min, and extension at 72 °C
for 1 min. A final extension step at 72 *C for 5§ min was included at
the end of the amplification.

After PCR, the products were purified with the QlAquick PCR Purifi-
cation kit (Qiagen, Hilden, Germany) and stored at — 20 "C until the
time of sequencing. The PCR products were sequenced using the same
primers as those employed for amplification. The Big Dye® Terminator
V3.1 Cydle Sequencing kit (Applied Biosystems) was used. The reactions
were run on a 3100 DNA sequencer (Applied Biosystems). Consensus
sequences were obtained using the AutoAssembler program (Perkin
Elmer-Applied Biosystemns) and SeqMan software (Lasergene, Madison,
W, USA), The sequences were used in BLASTn searches (www.nchl
nim.nih gov) in order to confirm preliminary identificatlons.

2.9, Aflatoxigenic potential of Aspergillus section Flovi strains

A fragment of each colony was inoculated info a plate containing
coconut agar (Lin and Dianese, 1976) and incubated at 25 °C for
14 days. After growth, the whole content of each plate was removed
and chloroform (30 mL per 10 g of culture) was added, After shaking,
the sample was filtered through Whatman No. | filter paper. The con-
tent was evaporated to residve and the extracts were resuspeaded in
2 mi chloroform, Next, 100 yb of this solution was evaporated and
resuspended in 3 mL acetonitrile:water (85:15, v/v), and diluted in
27 mL acidified water. The cleanup steps and injection into the
HPLC system were the same as those described in item 2.6,

3. Results
3.1. Maisture content. o, and mycobsota in almonds and husks

The mean modsture content of almond samples was 4.37, with the
highest value (10.30) being observed in sample from the State of
Amapa and the lowest value (2.50) in sample from Pard. The mean
moisture content of husks samples was 1496, with the highest
value (22.00) being observed in sample from the State of Amapa
and the lowest activity {12.2) in the State of Para (Table 1).

The mean a,, of almond samples was 0.76, with the highest value
(0.96) being observed in sample from the State of Acre and the lowest
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Table 1

Water activity and moisture costent (mean, madmum and minimum levels, and st
dard deviation) in Brazil nut samples (200 almonds and 200 hasks) in four states of
Hmazil

Saw Samgle  Water acthaty Maoszure content
Mean®' SD*  Max® Min' Mesn SO Max,  Min,
Acte Almond 085 008 096 08 370 036 53X 320
Husk 077 Q10 084 051 1420 05 1530 140
Amvzonas  Almond 081 05 093 068 35 025 450 340
Husk 075 006 087 0S8 140 066 1630 10
Amapa Almond 076 an 0s8s 05 522 158 1030 380
Husk 068 QDB 085 056 1677 244 2200 1290
Pard Almond 064 Q06 079 055 415 085 8&X 250
Husk 062 ams a7 055 1451 136 1700 1220
“ Mean level
* Standard deviation
* Macimum leved.
4 Minimam level

value (0.55) in sample from Amapd. The mean water activity of husk
samples was 0,70, with the highest value (0.94) being observed in
sample from the State of Acre and the lowest activity (0,51) in the
same State (Table 1).

ientification of mycobiota from Brazil nut samples (200 husk and
200 almond samples) revealed the presence of the following fungi, in
decreasing order of frequency: almonds — Phialemonium spp. (54%),
Penicillivm spp, (16%), Fusarium spp. (13%), Phacoacremonium spp.
(11%), and Aspergifius spp. (4%), husks — Phiclemanium spp. (62%),
Phaeoacremontum spp. (11%), Penicilliimn spp. (10%), Fusaritm spp.
(9%), and Aspergillus spp. (5%) (Table 2).

Plialemontum dimorphosporum (=P, cunvatum) was the most fre-
quent species of this genus in the samples analyzed and could only be
identified by sequencing of the ITS region. Species of the genus
Aspergillus, which are important from the mycotoxicological point of
view, were detected in husks (5% ) and almonds (4%). The level of con-
tamination (CFU/R) with Aspergillus was 307 (Amazonas), 910 (Acre),
377 (Amapd) and 91 CRUSg (Pard) in almonds, and 1948 (Amazonas),
9000 (Acre), 1521 (Amapd) and 687 CFLIg (Pard) in husks, A, nomius
and A flavis were the most frequent Aspergilius species (Tabk 3),

3.2. Limits of detection, limits of quantification, and recoveries tests for
mycotoxins

Limit of detection (LOD) was the lowest concentration that could
be determined to be different from a blank, The estimated values of
the LOD were based on the relationship of five times of baseline
noise and determined by analysis of standard solutions of each ana-
Iyte, decreasing the concentrations until the lowest detectable level
(IUPAC and Currie, 1999).

Limit of quantitation {LOQ) was the level above which quantita-
tive results could be obtained with a specified degree of confidence

Table 2

(JUPAC and Currie, 1999). The LOQ was determined by analysis of
standard solutions of each mycotoxin, decreasing the concentrations
until the lowest quantified level with acceptable precision and
accuracy,

To test for recoveries of mycotoxins, each 5 g Brazil nut flour samples
(almonds and husks) was spiked with a mixture of four aflatoxins or
CPA standards. The samples were allowed to stand overnight and then
extracted by using the described procedures, accoeding to Sections 26,
and 2.7,

3.3, Determination of affataxins

The calibration curves were constructed using five concentrations
of each aflatoxin standards: 0.625, 1.25. 2.5, 5,0, and 10 ng/mL corre-
sponding to 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, and 4 yg/kg, respectively, Quantifica-
tion of aflatoxins was performed by measuring peak area at each
aflatoxin retention time and comparing it with the relevant standard
curve. If test solution area response was outside (higher than) the
standard range, the test extract was diluted with methanol:water
(131, v/v) solution and reinjected into the LC column (Bao et
al, 2010). The coefficients of the calibration curves were 0.999
for all aflatoxins, The detection and quantification limits in al-
monds and husks were 075 and 05 pg/kg for each afiatoxin,
respectively.

Almond and husk samples were spiked with a mixture of four af-
latoxin standards to obtain a level of 10 ug/kg. The samples were
allowed to stand overnight and then extracted using the procedure
described in Section 2.5, Average recoveries of aflatoxins from sam-
ples spiked (derermined In quintuplicate) were 804% for AFB,,
S1.1% for AFB;, 83.3% for AFG,, and 84.3% for AFG,, and the coeffi-
clents of variation of recovery in quintuplicate samples were: 6.4%,
3.5%, 4.7%, and 6.7% for AFB,, AFBy, AFG,, and AFG;, respectively, Re-
tention times were about 5.0, 7.5, 11.0, 17.0 min (+£5%) for AFG,,
AFBy. AFGy, and AFB,, respectively (Fig, 2).

Amaong the 200 almond samples analyzed, aflatoxins were detected
in4(8%) samples from Acre, In 9 ( 18%) from Amazonas, in 5 (10%) from
Amapd, and in 4 (8%) from Pard. The aflatoxin bevels insamples from the
State of Acre exceeded 15 pg/kg According to the Brazilian Heakth Sur-
veillance Agency (ANVISA, Resolution RDC No. 7 of Febeuary 18, 2011,
published February 22, 2011) and Commission Regulation of European
Union (EC, 2010), the maximum tolerance limit of aflatoxins in shelled
Brazil nuts destined for subsequent processing is 15 yg/kg. The highest
concentrations of aflatoxins were detected in a sample from the Acre re-
gion (1058.00 pg/kg AFB, and 165504 pg/kg total aflatoxans . Eight of
the 9 positive samples from Amazonas presented total aflatoxin levels
higher than 15 pg kg, In contrast, only one of the contaminated samples
from Amapd had levels higher than 15 pe/ky (4641 pky total affa-
toxins), The maximum level detected in positive samples from Pard
was 7.12 p/kg wtal aflatoxins (Table 4).

Mean relative laquency of the main fungl solated from S00 Brazil nut samples {200 almonds and 200 husks ) in fowr states of Brazil

Qe Simple Frequesscy of the enam tsolated fungl (%)
Agperplius spp. Miakemomun $pp. Mhavoacremonium spp. Pesiaiffium spp. Fusormm spp. Others*
Acre Almand 10 61 0 11} 5 3
Husk 16 57 5 6 2 4
Amazonas Almond 1 50 2 2] n 1
Husk 1 68 3 1 10 1
Amapa Almond 3 54 2 3 3 2
Husk 3 55 12 6 24 0
Pard Almand 2 50 12 34 2 0
Husk 2 68 19 L} 2 1]
Mean Almaond 4 54 12 6 13 1
Husk 6 62 n I 10 0

* Other isofated largt: Altermario spp.. Cadosporiue spp.. Corvadonia spp, Dreschiere spp, Mizopus spp., Thiichoderma spp. and Verniallium spp,
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Table 3
Relasive lraquency of 254 Aspergiihos serains solased from Brazdl ner samples.
Stare Savgle  Freguency of Aspergiius species (%)
Anooses A fleves  Ajp A A cosda Ammom A shkrorem Aspdowdl A persd A versiooler
Aae Almond 525 s 3 o o 154 LY 25 o 5
Husk so.0 EL0 7 is o o o 17 0 a5
Amazonas  Almond 500 133 o 0 o 0 o 0 o 67
Husk 7S50 125 0 0 625 625 0 o 0 0
Amapl Almond 677 184 65 o 4] 0 o o 2 32
Husk 660 M0 n o o o n o 0 o
Pard Almaond A 6592 o 0 0 o 0 154 0 7
Husk A 162 32 0 32 0 0 0 0 0
Mean Almond 360 245 285 0 0 61 0s 285 08 a1
Husk 538 05 13 13 13 as o 0 0 13

The frequency of aflatoxins among the 200 husk samples was
lower than that seen among almond samples: Acre (10%), Amazonas
(14%), Amapd (10%), and Pard (4%) (Tabie 2).

3.4. Determination of CPA

The calibration curve was constructed using five concentrations of
CPA standards: 66,6, 100, 133.4, 1667, and 333.2 pg/mL corresponding
to 66.6, 100, 133.4, 166.7, and 333.2 pg/kg, respectively. Quantification
of CPA was performed by measuring peak area at CPA retention time
and comparing it with refevant standard curve, The coefficient of the
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calibration curve was 0.997 for CPA. The detection and quantification
limits of CPA in both husks and almonds samples were 50 and
100 pe/kg, respectively,

Almond and husk samples were spiked with a CPA standard to ob-
rain a level of 500 pg/Xg. The samples were allowed 10 stand over-
night and then extracted using the procedure described in Section
26. Average recovery of CPA from samples spiked (determined in
quintuplicate) was 76.4% The coefficient of variation of recovery in
quintuphicate samples was 7.3%. Retention time was about 10,0 min
(£35%) for CPA (Fig. 3), Among the 200 aimond samples analyzed,
CPA was detected in 6% of samples from Acre, In 2% from Amazonas,
In 4% from Amapd, and in 10% from Pard. In almond samples, the
levels of CPA ranged from 12467 to 151.33 pg/kg in the three positive
samples from the State of Acre. and from 98.65 to 123,31 jg/kg in the
five positive samples from Pard. The concentration of CPA was
132,86 pg/kg in the positive sample from the State of Amazonas,
and 14326 and 161.2 pg/kg in the two contaminated samples from
Amapa.

In husk sam ples, the levels of CPA ranged from 1013010 133.5 pg/kg.
being detected in 10% of husk samples from Acre, in 10% of samples from
Amapd, and in 10% of samples from Pard. However, this mycotoxin was
not detected in samples from Amazonas.

3.5. Identification of Aspergillus section Ravi

Amang the 254 Aspergillus strains isolated from almonds and husks,
98 arains were from Acre, 31 from Amazonas, 81 from Amapd, and 44
from Pard.

Aspergillus section Flavi strains isolated were identified by poly-
phasic approach as A nomius (Acre; 56X, Amazonas: 81%, Amapd:
68%, and Pard: 62%). A, flavus was solated at a lower frequency in
all regions (Acre; 33%, Amazonas: 13%, Amapa: 29%, and Para: 35%).
Other species isolated at low frequency were A. parasiticus (Acre: 2%,
Amapd and Pard: 3%), Aspergiles tamarti (Acre: 7% and Amazonas:
I%), Aspergiitus pseudotamarii (isolated only in Acre: 2%), and Aspergillus
coelatus (Amazonas: 3% and Pard: 2%). Other Aspergilius species were
also identified: one Aspergilius sclerotium strain in a sample from Acre
and five Aspergilius versicolor strains in samples from Acre and one
strain each in samples from Amazonas, Amapd and Pard, Two Aspergillus
sydowii strains {Acre and Pard) and one Aspergills persii {Amapd) were
also isolated,

Analysis of aflatoxigenic potential of the A. flavus revealed aflatoxin
production (AFB, and AFB;) by 52% of the strains, with levels ranging
from 67.83 to 187,098.86 1g/kg (AFB, ). However, all of the A. nomius,
A. parssitiaus, and A pseudotnmarii strains produced AFB,, AFB,. AFG,,
and ARG, with Jeveis ranging from 2313,68 to 285501 89; 210264 (0
4472200, and 1137.83 to 2353880 pg/ky, for AFB,, respectively. The
maximum level of AFB, was observed in the strain of A nomius isolated
from state of Amazonas.
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4. Discussion

Contamination by fung and aflatoxins is a problem for Brazil
nuts. Industry and producers have made considerable efforts over
the last 15 years to minimize fungal growth and aflatoxin peoduc-
tion. particularly in the case of Brazil nuts. Due to climatic conditions
in the Amazon region, with an average temperature of 26 "C and rel-
ative humidity of 80-95%, favor the production of mycotoxing. Be-
cause Brazil nuts are harvested from the wild, it is hard to control
these factors (Freitas-Silva and Venancio, 2011).

The main stages in Brazil nut production are: collection in the for-
est (cleaning paths batween trees, gathering the fruit, opening the
fruit and transporting them to the camp), processing (cleaning, dry-
ing and soaking, peeding the nuts, drying the peeled nuts) and pack-
aging in the packing house (Freitas-Silva and Venando. 2011). In
the Amazon forest, after the fruit pods fall, they stay in direct contact
with the soil for several days prior (o harvest and during thistime, the
fruit pods can be contaminated with fungi species (Arrus et al. 2005).
Baquido et al. (2012) nominated soil as the main route of fungal con-
tamination in Brazil nuts. Fungal infection in Brazl nuts may occur by
the porosity of the husks (Spencer, 1921), through the action of in-
sects, birds and other mechanical damage, and these lactors, in asso-
clation with the cimatic conditions of the region, may favor the
penetration and propagation of fungl from fruit pod to husks and
from husks to almonds (Castrillén and Purchio, 1988; Arrus et al,
2005),

In our study, the frequency of fungal isolation was higher in husks
than almonds of Brazil nuts. Husks of Brazil nuts are mainly com-
posed of lignin and cellulose (Bonelli et al, 2001), Gellulose endows
the husk with hygroscopic characteristics, that linked to climatic con-
dittons of the Amazon region, influence on rheir moisture content.
There is a tendency for the moisture content of the husk to balance
with air relative humidity. However, the moisture content of the
husks is not fully transferred 1o almonds due to their high lipid con-
tent (hydrophobic characteristic), This would explain the different
values of moisture content in husk (mean: 14.96) and almond
(mean: 4.37) samples shown in our study {Table 1). While the mois-
ture content refers to total amount of water determined in a sub-
strate, the water activity measures the amount of free water. In the
present study, the means of water activity were 0.70 and 0.76 for
husks and aimonds, respectively [Table 1), which were below the
minimum range of 0.78-0.80 established for the growth of Aspergilius
(Lacey et al. 1991) and mycotoxin production (higher than 0.85)
(Schmidt-Heydt et al, 2009). Moreover, the husks of Brazil nuts can
be a protective barrier against oxidizing agents in almonds, and also
maintain their quality (Ribeiro et al, 1993).

In the present study Phialemonitam spp. was the main isolated fungal
species. According to Guarro et al (1999a, 19996 ), Phinlemonium spp. is
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characterized by its morphological similarity with the genera Fusarium
and Acremonium. Phialemonium spp., a dematiaceous fungus, has no ev-
Ident dark pigments. These species were initially described as an in-
termediate genus between Acremonium spp. and Phialophora spp.
(Gams and McGinnis, 1983). The genus Phiclemonium includes the
species Mhiolemonium curvatm, Phialemonium  dinorphosporum
and Phialemonium obovarum. However, P. dimorphasporum, which
is considered a synonym of P. curvatum, is the most frequent species
(Guarro et al, 1999a, 1999b), These fungi are widely distributed in

Tabke 4
My in (an, and cychog aod) atiom of Brazil mat samples
State Sample Al Cydoplazonic acd
AFH, AFE, AFG, AFG,
Posilive Range Positive Rangs Positive Positive Kange Pusitive Rage
samiples (%) (phg) samples (3 (gl samples (Y) (k) samples (3] (ehkg)  samphes (8] [pekg)
Acre Almond 8 119-10380 6 137-1304 6 179-2430 4 W26 6 12471513
Mask 12 (5 35F S| 1.1-31 8 44463 2 0o 1 10131305
Amazonas Almoad 1% 6536 4 1116 4 27126 2 18 2 1228
Hask 14 28-95 NO* - i 16-32 L4 - ND ND
Amupd  Almond 10 25-1471 4 0537 2 29 2 0% a4 14331612
Hask 10 36151 ND - 2 19 N . 10 10581315
Pard Almoed 8 1.7-69 ND - ND - N - 10 GEH5-123.31
Hask 4 28-33 ND - ND - D - 1o 10081511

Limies of detaction were 05 ygg for each aflatoxin and 50 jg kg for cyclopiaronic acd. Lins of quantification were 075 jg/kg for each aflatondn and 100 jgkg for cychopiszonic
acid.

* Not detected.
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nature and can be isolated from air, soil, industrial effluent, and
sewage (Gams and McGinnis. 1983; Perdomo et al,, 2011),

In a previous study, Castrillon and Purchio (1988) identified
Aspergillus spp.. Penicillium spp. and Acremonium spp. as the pre-
dominant genera in samples of Brazil nuts from Amazonia. Freire
et al. (2000) detected Aspergillus spp, as the predominant species
in husks of the Brazil nut, Penlcillium, Cinninghomella, Rhizopus,
Fusarium and Acremonium, among others, were also isolated in
that study.

Morphological differentiation is insufficient to distinguish many
Aspergilius species, due to interspecific similarities, and intraspecific
variabifity (Rodrigues et al, 2009), Samson and Varga (2009) showed
that no single method is flawless in recognizing species and recom-
mend a polyphasic approach, where morphological examination,
extrolite analysis and DNA sequence data are considered together,
In the present study, Aspergiflus isolates were identified by a polypha-
sic approach, Distinguishing between A flavus and A nomius has been
difficult. because these species share many characteristics {Kurtzman
et al,, 1987). In addition to their toxigenic peofile, these species are
distinet with many nucleotide substitutions present In comparisons
of their genes. In additlon, growth rate at 42 “C, stipe roughness and
DNA sequences differ between A nomius and A. bombycls (Peterson
et al., 2001),

The isolation of A nomius from Brazil nuts agrees with the findings of
Obsen et al. (2008) who studied two batches of Brazil mas (60 and
20 kg ). Twenty-two of the fungal isolates belonged to the Aspergillies
section Favi, Three isolates were producers of aflatoxins B and G and
were identified as A povmits according to Kurtzman et al (1987 ). Two
of these isolates were sent to the Centraalbureau voor Schimmekultures
(Utrecht, The Netherlands) for confirmation. Nineteen tsolates were
identified as A. flaviss, including 10 producers of aflatoxins B and nine
non-producers. A parasiticus was not isolated in that study and
A nomius was found to produce large amounts of aflatoxins.

A nomius has been isolated from Brazil muss (Olsen e¢ al, 2008;
Haquiso et al. 2012; Congalves et al, 2012), pistachio ( Fedelman et al,,
1998), wheat (Kurtzman et al, 1987), com, and peanut (Pl et al,
1993), as well as from agricultural sodl in the United States {Kurtzman
et al, 1987; Egel et al. 1994), Iran (Razzaghi-Abyaneh et al,, 2006), and
Thaand (Ehrlich et al, 2007). The last authoss concluded that A novmits
may be more widespread than commonly thoughe. This species is a
majoc aflatoxin producer in Brazil nuts (STOF, 2009). In addition,
A nomius might be particularty important because of its ability to pro-
duce larger amounts of aflatoxins than A flavus isolates,

it should be highlighted that the presence of aflatoxins is a matter
of serious concern for exporters of Brazil nuts since the maximum
tolerance limit established by the European Commission to Brazil
nuts for further processing is 15 pg/kg for the sum of aflatoxins
AFB, + AFB, + AFG, + AFG,, and 8 p/kg for AFB, (EC, 2010). In our
study, Brazilian states that had the most samples with aflatoxins
levels higher than the maximum tolerance limit were Amazonas
(8/9) and Acre (4/4). On the other hand, only one sample from
Amapd (1/5) and none from Pard (0/4) had levels higher than
15 pg/kg (Table 4). Regarding ro CPA, 5.5% of the almonds samples
were paositives. The minimum and the maximum levels were
98.65 up/kg and 161.2 pg/kg. respectively (Table 4). Baquido et al,
{2012) dud not detect CPA in Brazil nuts,

The production chain of Brazil nuts has many peculiarities, which
require a holistic approach to prevent decaying of these nuts. Their
peoduction begins in the forest, when the fruits containing the seeds
fall to the ground; they are collected and stored by gatherers who
are responsible for the initial handling and processing still in the for-
et This system does not allow pests and diseases 10 reach damaging
levels characteristically observed in monocultures, because of the for-
est ecosystem equilibrium (Freitas-Silva and Venancio, 2011 ). In fact,
the most influental parameters that affect fungal growth and myco-
toxin production are storage conditions, particularly as high moisture

and temperatures directly affect the o,. Drying should take plice
soon after harvest and as rapidly as feasible, followed by controlled
atmospheres in terms of relative humidity, temperature, ozone
treated, and oxygen reduction in warehouses. High levels of temper-
ature and o,, create conditions favorable for the growth of fungi, par-
ticularly aflatoxigenic strains, In the present study, the presence of
aflatoxigenic strains also indicates the need for good storage prac-
tices to prevent the occurrence of aflatoxins in Brazil nuts.

5. Conclusion

The frequency of fungal isolation was higher for husks than almonds
of Brazil nuts, showing that contamination occurred from the husk to
the aimond. Phialemonium spp. was the main fungal genus isolated. Af-
latoxin production was higher in the almonds than in the husks The
presence of the fungus did not necessarily imply aflatoxin contamina-
tion, but the high frequency of aflataxigenic Aspergillies strains showed
that the almond of Brazil nuts was a potential substrate for aflatoxin
production, Therefore, increased attention is necessary since the climat-
ic conditions (high temperature and humidity ) of the Amazon reglon
favor the growth of fungl, particudarly aflatoxin-producing Aspergifius
species. Multiple approaches will be needed to prevent the negative
economi impact of the aflatoxins and their harmful effects on human
and animal health
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Abstract

The Brazil nut (Bertholletia excelsa). the most important non-timber forest product
extracted from Amazonia, is commercialized i national and international markets. The
main importers of these nuts are North America and Furopean countries, where the
demand for organic products has grown to meet consumers concerned about food
safety. In this context, the precise identification of toxigenic fungi is important because
the Brazil nut 1s susceptible to colonization by these microorganisms. The present study
aimed to characterize 47 strains of dspergillus section Flavi isolated from organic
Brazil nuts collected in the Municipality of Manicoré. Amazonas. We profiled the
isolates using a polyphasic approach (morphological identification, extrolites analysis
and multi-genc sequencing). The results showed Aspergillus flavis as the main species
found i organic Brazil nuts (74.4%), followed by A. nomins (12.7%), 4. caelarus
(10.6%) and A. tamarii (2.1%). Our analysis of the potential mycotoxigenic revealed

that 80.0% of strains of 4. flavus were toxin producers, 14.3% of which produced only
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aflatoxin B (AFB), 20.0% of which produced only cyclopiazonic acid (CPA), and
45.7% produced both. A. flavus isolates produced AFB at levels between 0.8 ng/g and
493.7 ng/g, and CPA levels ranged from 34.9 ng/g to 7627.5 ng/g. All stramns of A.
nomius were AFB and AFG producers with total aflatoxin levels between 13.14 ng'g
and 267.94 ng'g; these strains did not produce CPA. 4, caelatus and A. tamarii isolates
were not mycotoxigenic. The profile of Aspergillus section Flavi strains from organic
Brazil nuts obtained using a polyphasic approach allowed the reliable identification of
these species. There 1s no consensus about what Aspergillus species predominates on
this substrate. Apparently, the origin. processing, transport and storage conditions of the
Brazil nut samples influence the species that are found. This study is relevant because
the Aspergillis section Flavi species are very similar morphologically and molecularly;
however, 4. nomius strains are capable of producing larger quantities of aflatoxins than
A. flavus. Thus, understanding the population of fungi is essential for the development

of viable strategies to control aflatoxins in organic Brazil nuts.

Keywords: fungi, molecular, sequencing, aflatoxin, mycotoxin, seed.

1. Introduction

The Brazil nut (Bertholletia excelsa HBK), one of the most important non-
timber forest products of extractive exploitation, is a plant native of the Amazon region
(Freitas-Silva and Venancio, 2011). The production and extraction of the Brazil nut is
an activity of low environmental impact (Wadt et al., 2005). Its nuts are considered a
highly nutritious food and an excellent supplement to the diet of children and adults

because they are rich in lipids. vitamins. minerals and proteins. The oil, extracted from
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almonds, has good digestibility, and the residue of this extraction can be used in food
and feed (Pacheco and Scussel, 2006).

In addition to the national market, Brazil nuts are usually exported as high-value
products to North America and European countries. where a special market of organic
foods was created to meet the needs of consumers concerned about the safety of their
dict and the impacts of their buying decisions on people and the environment. The
demand for this type of food in North America and the European Union, the two main
organic food markets, has nearly doubled over the last decade (Willer and Kilcher,
2011). Those consumers agree to pay more for products certified as sustainable: thus,
Brazilian producers saw a good opportunity for better economic gains when joining
organic certification programs.

Organic foods are produced through approved cultural, biological and
mechanical practices (USDA, 2012). Because Brazil nuts are grown only in the Amazon
Forest, sustainable farming is a consideration in this distinct and unique ccosystem. This
issue is relevant because the contamination of seeds by cosmopolitan fungi, such as
Aspergillus section Flavi, mainly Aspergillus flavus, Aspergilius parasiticus and
Aspergillus nomius, is a recurring problem in Brazil nuts (Johnsson et al., 2008; Olsen
et al., 2008: Baquido et al, 2012: Reis et al, 2012). These fungi may produce
aflatoxins, which are toxic metabolites that potentially carcinogenic and may be present
in Brazil nuts (Reis et al., 2012). Moreover, some 4. flavus strains are also reported to
produce another mycotoxin, cyclopiazonic acid (CPA), a potent neurotoxin with a ngid
pentacyclic indole tetramate scaffold that acts as a nanomolar mhibitor of the
sarcoplasmic Ca®™ ATPase (Seidler et al., 1989).

The presence of aflatoxins is a matter of serious concern for exporters of Brazil

nuts. Due to the significant health risks associated with the presence of mycotoxins in

198



76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

a5

96

97

28

99

100

Brazil nuts, added to the increasing demand for organic products. the precise
identification of Aspergillus section Flavi is an essential point for understanding how to
control fungi and mycotoxins in this commodity. Thus. the main objective of this study
was (o obtam detailed mmformation on the profile of the Aspergillus secuon Flavi

population in organic Brazil nuts by a polyphasic approach.

2. Materials and Methods

2.1. Fungal isolates

A total of 47 isolated Aspergillus section Flavi strains were examined in this
study. These strains were obtained from 50 samples of 400 g each collected from a
cooperative 1 2009, in the municipality of Manicoré, State of Amazonas, Brazil. The
husks of each nut were carcfully and aseptically removed by cracking them with a nut
cracker. After the nut samples were dehusked, they were divided into 50 husk and 50
almond samples. Ten grams of each sample was plated in Petri dishes with Aspergillus
flavus-parasiticus agar and incubated at 25 “C for 5 days. The molds that developed
were transferred to Petnn dishes with potato dextrose agar and incubated at 25 °C for 7
days, after which Aspergillus section Fiavi strains were identified. These strains are
kept m the fungal collection of the Laboratory of Toxigenic Fungi and Mycotoxins,

Institute of Biomedical Science, University of Sao Paulo.

2.2 Morphological characterization of the isolates
All components used for the preparation of the culture media were obtained
from Oxoid (Basingstoke, UK). Milli-Q water was produced in our laboratory using the

Academic System (Millipore).

199



101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

2.2.1. Morphological analysis

Strains were inoculated in the center of Petri dishes containing Czapek (CZ) agar
and malt agar and then incubated at 25 °C for 7 days in the dark. After incubation. the
dishes were examined for macroscopic (colony color, sclerotial production, morphology
and siz¢) and microscopice (conidia morphology and size) characteristies. Identification
followed the taxonomic keys and guides available for the genus Aspergillus (Raper and
Fennel, 1965:; Pitt and Hocking, 2009; Varga et al., 2011). Aspergillus section Flavi
strains were cultured on CZ and Blakeslee's malt agar at 25 °C, 37 °C and 42 °C. and
colony diameter was then measured after 7 days of incubation to confirm the strain

identification (Kurtzman et al.. 1987: Peterson et al., 2001).

2.2.2. Characterization of sclerotial production by the isolates

Sclerotial size is a phenotypic characteristic of 4. flavus strains (Abbas et al.,
2005) that can be used to create two different groups: the large strains (L) having
sclerotia > 400 pm in diameter and the small strains (S) with sclerotia < 400 pm (Homn,
2003). Each strain was inoculated into Petri dishes containing CZ and then incubated at
30 °C for 14 days. Petr1 dishes were observed macroscopically to verify the presence of
sclerotia. Sclerotia were obtained by scraping the surface of the plate over Whatman
No. 2 filter paper during irrigation with water containing Tween 20 (100 pl/L),
followed by rinsing under running tap water. Sclerotia were further cleaned in a beaker
by repeated rinsing and decanting. and they were then air dried (Novas and Cabral,
2002). An 1solate was defined as a non-producer of sclerotia if no sclerotial production
was observed under the described culture conditions. Ten sclerotia were randomly

selected from each isolate to determine their diameter (um) under a light microscope
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(Leica. Salzburg. Austria) using a millimeter blade (5+100/100 mm = 0.2 pym) and

ocular grid (CRL W 10x/18) (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany).

2.3. DNA extraction, amplification and sequencing

The strains were studied by sequencing the ITS (White et al., 1990), B-tubulin
(Glass and Donaldson, 1995) and calmodulin (Carbone and Kohn. 1999) gene regions
of rDNA. DNA was extracted and purified directly from fungal colonies grown on yeast
extract sucrose agar at 25 “C in the dark for 3 days using the PrepMan Ultra® Kit
(Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA). DNA was quantified with the NanoDrop®
2000¢ spectrophotometer (Uniscience, Wilmington. DE). A fragment of the ITS region
was amplified with the ITS1 (5° TCCGTAGGTGAACCTGCG 3°) and ITS4 (5°
TCCTCCGCTTATTGATAT 37) primer pairs. Part of the f-tubulin gene was amplified
using primers T22 (57 TCTGGATGTTGTTGGGAATCC 3') and TUB-F (5°
CTGTCCAACCCCTCTTAGGGCGACT 3%). Part of the calmodulin gene was
amplified using primers CMD 42 (5° GGCCTTCTCCCTATTCGTAA 3") and CMD
637 (5" CTCGCGGATCATCTCATC 37). The PCR mixture contained 12.5 uL 2x PCR
Master Mix (Promega, San Luis Obispo, CA, USA), 6.5 uL. Milli-Q water, 2 uL DNA
(40 ng) and 2 pL (20 pmol) of cach primer (Prodimol Biotecnologia, Minas Gerais,
Brazil) in a final volume of 25 pL. The amplification program included an imitial
denaturation at 94 °C for 3 min. followed by 35 cycles of denaturation at 94 °C for 1
min, annealing at 57 °C (ITS), 49 °C (p-tubulin) or 54 °C (calmodulin) for | min and
extension at 72 °C for 1 min. A final extension step at 72 °C for 5§ min was included at
the end of the amplification. After PCR, the products were purified with the QIAquick
PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden, Germany) and stored at -20 “C unul the time of

sequencing. The PCR products were sequenced using the same primers as those

201



151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

employed for amplification. The Big Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems) was used for sequencing, and the reactions were run on a 3100
DNA scquencer (Applied Biosystems). Consensus sequences were obtained using the
AutoAssembler program (Perkin Elmer-Applied Biosystems) and SeqMan software
(Lasergene, Madison. WL USA). The sequences were then submitted to BLASTn

searches (www.ncbi.nlm.nih.gov) to confirm preliminary identifications.

2.4. Determination of extrolites

2.4.1. Chemicals and reagents

AFB,. AFB;, AFG;, AFG; and CPA standards were purchased from Sigma-
Aldrich (Samnt Louis, MO, USA). Stock solutions were prepared in methanol and kept at
-20 °C. All solvents used were of liquid chromatography grade and were purchased
from Merck (Darmstadt. Germany). Milli-Q water was produced in our laboratory using

the Millipore Academic System.

2.4.2. Limits of detection and quantification

The limit of detection (LOD) is defined as the lowest concentration that can be
determined to differ from a blank. The estimated values of the LOD were based on the
relationship of five-times the baseline noise and were determined by analyzing standard
solutions of cach mycotoxin. The concentrations were decreased until reaching the
lowest detectable level (IUPAC and Currie, 1999). The limit of quantitation (LOQ) is
defined as the level above which quantitative results could be obtained with a specified
degree of confidence (IUPAC and Currie, 1999). The LOQ was determined by

analyzing standard solutions of cach mycotoxin and decreasing the concentrations until
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reaching the lowest quantified level with acceptable precision and accuracy. To test for
the recovery of aflatoxins and CPA, coconut agar and YES agar were used, respectively.
Five grams of each medium was spiked with different concentrations of mixtures of
four aflatoxins or CPA standards. The samples were allowed to stand overnight and
were then extracted using the procedures described in the sections below (2.4.3. and
244).

The quantification of mycotoxins was performed by measuring the peak area at
each mycotoxin retention time and comparing it with the relevant standard curve. If the
test solution area response was outside (higher than) the standard range. the test extract

was diluted and reinjected mto the LC column.

2.4. 3. Aflaroxigenic potential

A fragment of each colony was inoculated into a plate containing coconut agar
(Lin and Dianese, 1976) and incubated at 25 °C for 14 days. After growth, the whole
content of each plate was removed and chloroform (30 mL per 10 g of culture) was
added. After shaking. the sample was filtered through Whatman No. 1 filter paper. The
content was then evaporated to residue and the extracts were resuspended in 2 mL
chloroform. Next, 100 pL of this solution was evaporated and resuspended in 3 mL
acetonitrile:water (85:15, v/'v) and diluted in 27 mL acidified water. The solutions were
cleaned on a Strata C18-E cartridge (500 mg/3 mL) (Phenomenex, Torrance, CA) at a
flow rate of | drop/second. The cartridges were washed with 12 mL acidified water.
Aflatoxins were cluted with 1 mL methanol, and the cluent was evaporated to residue.
The residues were derivatized with trifluoroacetic acid (TFA) and hexane, evaporated
once again and resuspended in 400 pL of a methanol:water (1:1, v/v) solution. The

mixture was then injected into a Shimadzu Prommence HPLC system (Kyoto, Japan)
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equipped with an RF 10 AXL fluorescence detector (excitation 365 nm, emission 450
nm) and an autosampler system. The analytical column (Shimadzu. Shim-Pack VP
ODS. 150 = 4.6 mm) was coupled to a pre-column cartridge (Shim-Pack GVP ODS. 10
* 4.6 mm) maintained at 40 °C in an oven. The isocratic mobile phase consisted of
acetonitrile:methanol:water (1.5:1.5:8, v/v/v) + 0.1% TFA and was eluted at a flow rate
of 1 mL/min.

The calibration curves were constructed using five concentrations of each
aflatoxin standard: 0.625, 1.25, 2.5, 5.0 and 10 ng/mL. corresponding to 0.25. 0.5, 1.0.
2.0 and 4 pgkg, respectively. The quantification of aflatoxins was performed by
measuring the peak area at cach aflatoxin retention time and comparing it with the
relevant standard curve. If the test solution arca response was outside (higher than) the
standard range, the test extract was diluted with methanol:water (1:1, v/v) solution and
reinjected into the LC column (Bao et al., 2010). Samples were defined as positive for
each aflatoxin when yielding a peak at a retention time similar to that of each aflatoxin

standard.

2.4.4. CPA production

A fragment of each colony of the Aspergillus section Flavi isolates was
inoculated into a plate containing YES agar and incubated at 25 °C for 14 days. After
growth, the colonies together with the agar were submitted to the toxin extraction
procedure with methanol (Bragulat et al.. 2001). The analysis of CPA using HPLC was
performed according to Urano et al. (1992). The residue was resuspended in 1 mL
methanol and injected mmto the Shimadzu Promimence HPLC system equipped with a
Shimadzu SPD-10A UV-Vis detector set at 282 nm, an autosampler system and a Luna

C-8 column (4.6 * 250 mm, 5-pm particle size; Phenomenex) mantained at 40 °C in an
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oven. The isocratic mobile phase consisted of 4 mM ZnSO, in methanol:water (6:4, v/v)
and was ¢luted at a flow rate of | mL'min. The calibration curve was constructed using
five concentrations of the CPA standard in quintuplicate: 66.6, 100, 133.4, 166.7 and
333.2 pg/mL, corresponding to 66.6, 100, 133.4, 166.7 and 333.2 pug'kg. respectively.
The quantification of CPA was performed by measuring the peak area at CPA retention
time and comparing 1t with the relevant standard curve. Samples were defined as

positive when yielding a peak at a retention time similar to that of the CPA standard.

2.4.5. Aspergillic acid production
All isolates were cultured on AFPA at 30 °C for 48 h in the dark to confirm the
production of aspergillic acid by analyzing the color of the reverse side of the colony

(Pitt et al., 1983),

3. Results

3.1. Characterization of Aspergillus section Flavi isolates

On the basis of morphological characteristics (colony color on Czapek agar and
conidia morphology). the isolates were distinguished based on macro-microscopic
characteristics: (1) isolates presenting vellow-green colonies, with smooth to finely
rough and globose conidia with thin walls, and with a uni- or biseriate morphotype (4.
flavus and A. nomius); (1) 1solates presenting olive colonies, with globose conidia, a
uni- or biseriate conidial head. usually splitting into loose divergent columns, and finely
roughened stipes hyaline (4. caelatus): and (ii1) 1solates presenting a yellowish brown

color and double-walled comidia (4. ramarii) (Table 1).
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Species identities based on morphological traits were consistent with those
derived from ITS. f-tubulin and calmodulin nucleotide sequence information.

A. flavus was confirmed by its bright orange color on the reverse side of colonies
grown on AFPA. 4. ramarii produced a deep brown reverse coloration. 4. nomins and
A. caelatus isolates exhibited a cream color on this medium (Table 1).

Based on these criteria, from 47 1solates, 74.4% (35/47) were classified as 1.
Slavus, followed by A. nomius (12.7%. 6/47), A. caelatus (10.6%, 5/47) and A. tamarii

(2.1%, 1/47) (Table 1).

3.2, Mycotoxin potential

The coefficients of the calibration curves were 0.999 for all aflatoxins. The
detection and quantification limits were 0.5 and 0.75 ng/'g for each aflatoxin,
respectively. The recovery rates of aflatoxins (determined in quintuplicate) were
80.44% for AFB,, 81.06% for AFB,, 83.28% for AFG; and 84.26% for AFG,. For
CPA, the coefficient of the calibration curve was 0.997. The quantification and
detection limits were 100 and 50 ng'g, respectively, and the mean recovery rate of CPA
determined in quintuplicate was 76.4%.

Of the 35 A. flavus 1solates, 80% (28/35) were mycotoxigenic, 14.3% (5/35) of
which produced only AFB: 20% (7/35) of which produced only CPA: and 45.7%
(16/35) of which produced both AFB and CPA. 4. flavus isolates produced AFB with
levels ranging from 0.78 ng'g to 493.47 ng'g. and the isolates that produced CPA
produced from 534.98 ng/g to 7,627.48 ng'g. All isolates of 4. nomins were producers
of AFB and AFG with aflatoxins levels total ranging from 13.14 ng/g t0 9.267.94 ng'g.
none of these isolates produced CPA. A. caelatus and A. tamarii strains were not

mycotoxigenic (Table 1).
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275

276  3.3. Sclerotial production

277 Only 5 isolates formed sclerotia under culture conditions, and all of them were
278  L-type strains, including 4 4. flavus and 1 4. nomius strains. Among the 4. flavus
279 sclerotia producing strains, I was an AFB producer, 1 was a CPA producer and 2 were
280  AFB and CPA producers (Table 1).

281

282 4. Discussion

283 Because of its economic impact. the genus Aspergillus has one of the better-
284  described taxonomies among the filamentous fungi (Varga et al., 2004). However, the
285  morphological differentiation of species belonging to the Aspergillus section Flavi
286 group 1s difficult and subjective (Baquido et al., 2013a). Moreover, these species are
287  closely related, so that no single phenotypic trait can be used to discriminate species
288  from one another. However. the combination of a specific set of features can be a very
289 good aid in species identification. whereas other features are not helpful (Rodrigues et
290  al., 2011).

291 In the present investigation, the results obtained for the phenotypic features,
292 based on morphological and biochemical data sets (colony color. conidia ornamentation
293 and extrolites production) were in agreement with the molecular data. Similar results
294  had already been reported by other authors (ITto et al., 2001; Rodrigues et al., 2011;
295  Baquido ct al., 2013a).

296 Thus, by using a polyphasic approach, we identified 47 isolates of .4spergillus
297  section Flavi from organic Brazil nut samples. 4. flavis was the predominant species.
298  which corresponded to 74.4% of all isolates. followed by A. nomius (12.7%). A.

299  caelatus (10.6%) and A. ramarii (2.1%).
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Characterization by morphological features is wearisome and very time-
consuming, and dubious results make accurate identification difficult to attain,
especially when 1dentifying species that are closely related. According to Varga et al.
(2011), Aspergillus section Flavi includes species with conidial heads in shades of
yellow-green to brown with dark sclerotia. Morcover, differences among these species
are minute, sometimes subjective, and the correct recognition in this section is relevant
because some species can produce a large amount of mycotoxins (Kozakiewicz, 1994).
Morphologically. 4. flavis resembles A, nomius, but the conidia are more roughened.
The limited growth of A. nomius at 42 °C on CZ agar is an additional characteristic that
is able to distinguish it from the other related species (Kurtzman et al., 1987).

Some authors reported that dark sclerotia production is a feature of dspergilius
section Flavi (Varga et al., 2011). However, this description did not help us to identify
solated species of Aspergillus because m our study, only five strains formed L-type
sclerotia.  Furthermore, some authors reported a positive correlation between the
presence of S-type sclerotia and high aflatoxin production (Cotty, 1989; Chang et al.,
2001). and other studies showed no correlation between sclerotia and aflatoxigenicity
(Razzaghi-Abyanch et al. 2006: Giormi et al., 2007). We could not establish a
correlation between the presence of L-type sclerotia and toxigenicity because only five
strains were sclerotia producers and there was no pattern to their mycotoxins
production.

The mycotoxin profile of the strains was also used for identification. A. flavus
populations have been found to be extremely diverse in their toxigenic potential (Giorni
et al, 2007). These isolates can produce type B aflatoxins, CPA, both or neither
(Astoreca et al., 2011). The production of AFB, and CPA by 4. flavus isolates could

present particular risks to humans and animals, mainly in tropical and subtropical
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countries (Astoreca et al., 2013) Of the 35 A. flavus 1solates, 80.0% (28/35) were
mycotoxigenic, with 14.3% (5/35) producing only AFB: 20.0% (7/35) producing only
CPA; and 45.7% (16/35) producing both AFB and CPA. In the present study, 60.0% of
A. flavus strains were aflatoxigenic, and these outcomes agreed with the findings of
other authors (Calderari et al., 2013, Baquido et al.. 2013a). The aflatoxigenic potential
of A. flavus revealed AFB production (AFB; + AFB;), with levels ranging from 0.78 to
479.11 ng/g.

With regard to A. nomius, all of the strains produced AFB and AFG, with levels
ranging from 13.14 ng'g to 9.267.94 ng'g (AFB;+AFBy+AFG;+AFG;). but not CPA.
Studies have concluded that 4. nomius is a major aflatoxin producer in Brazil nuts. This
fact might be particularly mmportant because 4. nomius strams were capable of
producing larger amounts aflatoxins (AFB and AFG) than A. flavus (AFB) (Ehrlich et
al., 2007; Reis et al., 2012).

A. nomius shares with A. flavus the ability to produce aflatoxin, but this
mycotoxin is not a metabolite of A, ramarii (Hesseltine et al.,, 1970). Although A.
famarii can produce CPA, in our study. the only strain 1solated from this species did not
produce CPA. 4. caelatus i1s closely related to 4. tamarii (Peterson et al., 2000);
however, i our study. 4. caelatus did not produce aflatoxins or CPA, and this finding
was also reported by Horn et al. (1996).

The production of aspergillic acid by analyzing the color on the reverse side of
colonies cultured on AFPA agar was also an important tool to identify species because
A. flavus colonies present a bright orange color on the reverse side when grown on
AFPA. A. ramarii produced a deep brown reverse coloration. 4. nomius and A. caelatus
isolates showed a cream color on this medium. This finding was also reported by other

investigators (Doster et al., 2009, Baquido et al., 2013a).
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A. nomius, A. flavus and A. tamarii show greater DNA relatedness than is
usually found between species, which suggests that these taxa only relatively recently
evolved from a common ancestor (Kurtzman et al., 1987). Multi-gene sequencing of
ITS, calmodulin and p-tubulin was used to enhance the reliability of Aspergilius section
Flavi discrimination.

The predominance of 4. flavus in our organic Brazil nut samples agrees with the
findings of other authors (Freire et al., 2000: Arrus et al., 2005: De Mello and Scussel,
2007; Pacheco et al., 2010: Baquido et al., 2012; Baquido et al., 2013b). Baquido et al,
(2012) studied Brazil nut samples from the field, with a well-defined time of contact
between the fruit pod samples and the soil (maximum 15 days). and they found that A.
Sflavus was the only isolated species belonging to Aspergillus section Flavi, However.
other studies have reported that 4. nomius was the most prevalent species of Aspergillus
section Flavi 1solated from Brazil nuts (Olsen et al.. 2008:; Reis et al.. 2012). Reis et al.
(2012) analyzed Brazil nut samples from storage collected in different states of the
Brazilian Amazon region. and they reported that 4. nomius was the major isolated
species of Aspergillus. In addition, Calderan et al. (2013) showed almost the same
percentage of isolation of both 4. flavus (30%) and A. nomius (29%) species from the
rainforest and the market place in the Amazon region and the supermarket in Sio Paulo
State.

Sustamable exploitation 1s widely advocated as a strategy for reconciling
economic pressures on natural habitats by means of nature conservation (Silvertown.
2004). The extraction of Brazil nuts has always been seen as an example of this strategy
in the Amazon Forest (Freitas-Silva and Venancio, 2011), and the production chain
exists within a web of ecological interactions. Brazil nut trees are difficult to cultivate,

and their fruits are collected and stored by indigenous people who are responsible for
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375  the imitial handling and processing, which is still done in the forest (CAC, 2007).
376  Thereafter. the collected fruits are taken to centers where they are opened. The nuts are
377  then taken to cooperatives where they are dried and stored. Visual mspection results in
378  the removal of nuts that are broken. show decay or are discolored. and then they are
379  processed for commercialization (Pitt et al., 2013). The production chain of Brazil nuts
380  has many peculiarities that require a broad approach to prevent aflatoxin contamination
381 in these nuts (Reis et al., 2012). It i1s apparent that the origin, processing and storage
382  conditions of Brazil nut samples all seem to have an important influence on the
383 Aspergillus section Flavi population. The local knowledge linked with science can
384  enhance the understanding of the factors that contribute to the predominance of 4.
385  flavus or A. nomius m the peculiar production chain of this nut.

386

387 5. Conclusion

388 The profile of Aspergillus section Flavi from organic Brazil nut samples by a
389  polyphasic approach, combining morphological, chemical and molecular methods,
390 permitted the reliable identification of the species. Different Aspergilius species
391  belonging to section Flavi are morphologically and molecularly similar: however, 4.
392  nomius strains were capable of producing larger amounts of total aflatoxins than A.
393 flavus. Due to the complexity of the production chamn of Brazil nuts, local knowledge
394  and science can clarify our understanding of the mycobiota of this commodity and can
395 improve the development of viable strategies for aflatoxin control.

396
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Table 1

Table 1

Aspergiilus Section Flavi isolated from Brazil mnt samples - classification, aflatoxms. CPA, sclerota. AFPA. and
comidia.

M 4

teolle Classification . AFBi"“";’:gf"@ Y o i CPAGRR) Sclerotia AFPA Conidia
1 A flavies ND' ND  ND ND 0 ND NP”  omange  smwoth
2 A flavus 1.39 ND ND ND 1.39 1.786.18 P omange  smooth
3 A flavus ND ND ND ND 0 1,764.37 NP orange  smooth
4 A flavues ND ND ND ND 0 2.203.90 NP otange  smooth
3 A flavay 0.78 ND ND ND 0.78 5.912.67 NP orange  smooth
6 A flavus ND ND ND ND 0 ND NP orange  smooth
7 A flavues ND ND ND _ND 0 123225 NP orange  smoofh
3 A flavus 1429 ND ND ND 14.29 1.578.86 NP orange  smooth
9 A flavuy ND ND ND ND 0 325885 p orange  smooth
10 A flavus 1.46 1.83 ND ND 328 745.87 NP orange  smooth
1l A flavuy ND ND ND ND 0 ND NP orange  smooth
12 A_flavus 0.20 ND ND ND 0.20 3.743.26 NP orange  smooth
13 A_caclaty ND ND ND ND 0 ND NP cream _rongh
11 A flavus 1.35 ND ND ND 1.35 3.162.12 NP orange  smwooth
15 A flavus 3.28 3.66 ND ND 328 4.167.93 NP orange  smooth
16 A flavus 8148 ND ND ND 85.15 ND NP orange  smooth
17 A flavus ND ND ND ND 0 ND NP orange smooth
18 A caelatux ND ND ND ND 0 ND NP cream  tough
19 A flavus 61.22 ND ND ND 61.22 ND P orange  smooth
20 A. tamari ND ND ND ND 0 ND NP brown  rough
21 A cael ND ND ND ND 0 ND NP cream  yough
22 Anomims 13265 ND 23454 ND 0 ND P cream  rough
22 A farvax 1.66 ND ND ND 1.66 534.08 NP orange  smooth
b A flavues 611 L71 ND ND 782 ND NP orange  smooth
25 A flavuy 14.43 ND ND ND 14.43 ND NP orange  smwooth
26 A. flavus 389 ND ND ND 389 341134 NP orange  smooth
27 Aflaws 15829 ND ___ND ___ND _ 15829 ND NP omange smooth
28 A flavuy ND ND ND ND 0 ND NP orange  sinooth
20 A flavus ND ND ND ND 0 ND NP orange  sumooth
30 A flavus ND ND ND ND 0 6,560.24 NP orange  smwoth
31 A flavies 36895 410 ND ND 373.05 3.800.21 P orange  smooth
32 A flavus ND ND ND ND 0 ND NP orange  suooth
33 A cael ND ND ND ND 0 ND NP cream  rough
34 A i 7025 ND 66453 027 74406 ND NP cream  tough
35 A flavies 479.11 1436 ND ND 493.47 5.560.21 NP orange  smooth
36 A flaviey ND ND ND ND 0 281474 NP orange  smooth
37 A flavus 41.80 0.83 ND ND 42.63 2210177 NP orange  smooth
38 A flavus 19.93 ND ND ND 19.93 2.046.40 NP otange  siwooth
39 A. nomius 1.167.03 1969 392765 1.14 511550 ND NP cream  rough
40 A flavus §3.57 o072 ND ND $4.29 518116 NP otange  smooth
41 A. nomius 903,41 2257 833703 492 926794 ND NP cream  tough
42 A caelams ND ND ND ND 0 ND NP cream  rough
43 A flavees ND ND ND ND 0 394342 NP orange  smooth
4 A. nomius 2354 185 10895 0.5 13446 ND NP cream  rough
45 A. i 2.02 ND 11.12 ND 1314 ND NP cream  rough
46 A flavus 5243 115 ND  ND 5357 575407 NP omnge smooth
47 A. flavus 3.68 ND ND ND 368 762748 NP orange  smooth

Limts of detection were 0.5 ng/g for each atlatoxin, and 50 ng/g for CPA. Lumts of quantification were 0.75ng/g for
cach aflatoxins and 100 ng/g for CPA.

*ND: not detected.

" NP: not produced.

“P: produced.
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