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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 sdo 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 morfoldgica classica e a anélise 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 pg/kg. Assim, boas praticas no
manejo da castanha-do-Brasil na coleta, durante o beneficiamento, até o armazenamento
e comercializacdo 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 Pard. 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 ug/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.



1 INTRODUCAO



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 importdncia econdmica 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 Laboratorio de Micotoxinas em Pirassununga, SP,em 1996,
fui aceita como aluna de iniciagéo cientifica do CNPq, sob orientacéo do professor Dr.
Carlos Augusto Fernandes de Oliveira, que me apresentou o mundo da pesquisa
cientifica. Foram duas iniciaces 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 0s
pilares da organizacdo, método e disciplina. Ap0Os 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 voluntéria 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 Laboratorio de Micotoxinas do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo. Candidatei-me a vaga. Fiz prova e entrevista
com os professores Benedito Corréa, Jorge Timenetsky e Manoel dos Santos. Apos
algumas semanas, saiu o resultado e fui aprovada. A partir do dia 7 de agosto de 2000,
iniciei minhas atividades como Especialista em Laboratorio, 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 pds-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

alcancado.



7. CONCLUSOES



A realizacdo deste trabalho permitiu chegar as seguintes conclusdes:

Devido a presenca de celulose nas cascas, que lhes confere caracteristicas
higroscopicas, ha 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 ameéndoas;

A composicdo 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 contaminagédo fingica nas cascas dos que
as améndoas, demonstra que a contaminacdo ocorre das cascas para as
améndoas;

Aflatoxinas e cido ciclopiazénico foram encontrados nas amostras de améndoas
e cascas;

A utilizacdo de abordagem polifésica 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 determinagéo 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 sao um bom substrato para a produgéo de aflatoxinas.

A presenga do fungo ndo implica necessariamente em um alimento
contaminado, porém, o isolamento de cepas de Aspergillus potencialmente
aflatoxigénicas; mostra que 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 salde dc-

consumidores e prejuizos econdmicos.
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