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RESUMO

Cem amosthos de castanhas do Para, procedentes dos Estades de Amazonas ¢ Sac Pau-
fo, foramanalisadas m{cofﬁgécoé%toxicoﬂogiaamenie para aglatoxinas BT e 61, Tsolou-se 312
cobbnias de fungos, sendo 91 do género Aspengillus, §3 do genenc Pendei@fium ¢ as restan
tes incluldas em 23 géneros diferentes. Entre as amostras de Aspergillus, 26 foramagla
toxigénicos, distribuidos em 3 espicies: Aspengillus §Lavus Link (18); Asperngiflus para
sdticus Speane (7) e Aspergillus gresendd Subram (7). Dos 100 extratos de castanhas ana
Lisados3 foram pesitives para aglatoxina.

INTRODUGAO

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

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

Lin (1976), analisando castanbas, isolou culturas do grupo A. flavus, aflatoxige-

nicos encontrando maior prevalencia em A. parasiticus.

(*)  Parte da tese apresentada para obtencao do titulo de Doutor em Ciencias, area de
Microbiologia e Imunologia, no Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP - SP:

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

(***) Instituto de Ciencias Biomedicas - Dep. de Microbiologia - USP, SP.
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A presenga de fungos nos alimentes alertou os paises importadores de graos, no
sentido de fiscalizar mais intensamente estes produtcs adquiridos, =stabelecendo aoc mes
mo tempo, padroes fixando a tolerancia dos niveis de contaminacac.

A castanha do Para, gue ¢ mais consumida no estranieiro, comecou a sofrer  medi
das restritivas apés o evento de 1860 na Inglaterra, em parte, par ser o alimento pro
veniente do Brasil (Lira, 1976).

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

lus spp. nrodutores de aflatoxinas nesse substrato,

MATERIAL E METODOS

0 material para a realizacac da pesquisa fol proveniente de usinas de beneficiamen
to, de mercados, feiras-livres, propriedades particulares e de supermercados existentes
na regiac da grande Sac Paulo.

As castanhas armazenadas procederam de regioes adjacentes dos chamados rios produ
tores da fAmazania onde estao localizados os castanhais: Purus, Solimoes, RicNegroe ain
da dos perilencentes a alguras localidades da Bolivia,

As amostras originarias de Manaus, faziam parte das safras de 1973/1983. As pro-
cedentes dos supermercados de Sac Paule nao foi possivel determinar,

Usinas de peneficiamento fornecedoras: CIEX (beneficiamento e depdsito: America-
na, Londrina e Canadense); COIMEX (bencficiamentc - COIMEX); |.B. Sabbd); RubemMeloCia,
Ltda. (beneficiamento - Rubcm Melo); propriedades particulares; Coldnia Sarto Antonio(s]
tio Rosa de Maio/Manaus)}, Antcnic Faustino; Mercado CFASA {(Manaus) ¢ Supcrmecados de Sao
Paulo e Hunicipios vizinhos.

As usinas de beneficiamento sao instaladas em grandes armazens de alvenaria com
pe direito alto, aeragac natural, temperatura ambiente variando eatre 26 a 3BOC, Para
evitar malor concentragao de umidade, as sementes sao reviradas fregllentemente, sistema
que diminui a contaminagao por fungos e cutros microorganismos.

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

lidade e safra,

Grupc l:  Castanhas de usinas de beneficiamento - desidratadas em cascae sem cas

ca (50 awrositras). De depésitcs - naturais em casca (10 amastras), qualidade boa e mis-

tas;

Grupo Il:  Castanhas de feiras-livres recem colhidas, emcasca (15 amustras), gua
lidade mista;

Grupo |11: Castanhas do CEASA - em ourigo (5 amostras); castanhas de propriecdades

particulares - em ourigo (10 amoscras), qualidade mista,
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Grupo IV: Castanhas de Supermercados naturais em casca {10 amostras), qualida-

de mista.
Meios utilizados para o isolamento dos fungos

Agar-Sabouraud-glicose (Difco), acrescido de cloranfenicol {100mg/1.000m1) p.H
5.6; agar-Cazpeck (Difco), p.H 7.3; agar-batata (Difco), p.H 5.6; meio de ADM
(Aspergillus differencial medium), para a detecgao de fungos produtores de aflatoxinas
empregou-se o meio Yes (2% de extrato de levedura; 20% de sacarose) segundo Davis et al.

(1966) .

Culturas padrao

Aspergillus flavus - n? 3517 e Aspergillus parasiticus - n? 135 utilizadas na pes
gquisa como modelo, cedidas pela micoteca do Setor de Micologia do Instituto de Ciéencias
Biomedicas da Universidade de Sao Paulo.

As amostras do padrao qualitativo de aflatoxinas Bl e Gl foram cedidas pelo labo-
ratorio de Micotoxinas do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo.

0s fungos foram estudados em cultivo e caracteristicas micromorfologicas, fisiolo
gicas e identificacao final, segundo Raper et al. (1949), Riddel (1950), Gilman (1957),
Raper & Fennell (1965), Barnet & Hunter (1972); Ainsworth et al. (1973), Bothast & Fennell
(1974), von Arx (1974), Pitt (1979), Cole et al. (1981), Lacaz et al. (1984) e Lodder
(1970} .

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

As amostras de castanha em granel eram compostas de 1,0 kg e 5 ouricos de cada ori
cem. Depois de trituradas sem processo de desengorduramento, de cada uma delas foi to
mado uma aliguota de 1,0 g, e transferiu-se assepticamente, para um tubo de ensaio con-
tendo 20 ml de agua destilada e agitacao por 10 minutos. Apés 30 minutos de repousc, 0,lml
do sobrenadante era colocado em placas com agar-Sabouraud-giicose, acrescido de cloran-
fenical (100 mg/1.000 m1). A partir de 24 horas até 10 dias de incubacdoa 28°C, as pla
cas eram examinadas. Das colonias isoladas, retirou-se fragmentos, para o exame micros
copico entre lamina e laminula, com o corante lactofenol azul de algodao e foram feitos
repiques em tubos com agar-Sabouraud-glicose (inclinado) para estudo morfoldgico poste-
rior.

Para a produgao de aflatoxinas por Aspergillus sp. semeou-se fragmentos do fungo
no meio Yes. Incubagao de 10 a 20 dias a 2806, prazo suficiente para o crescimento da
colonia. A seguir, filtrou-se o meio de cultivo em algodao hidrofilo livre de impurezas
utilizando-se um frasco de Erlemmeyer de 250 ml.

Depois de filtrado, procedeu-se a extragao com trés porcoes de cloroférmio (25 ml

cada), em funil de separacao de 250 ml, Segundo o PMC-micotoxinas e Coomes & Feuell

(1965) .
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Conforme a necessidade da exclusaoc de interferentes nos extratos, utilizou-se, iso
ladamente ou em combinacac os metodos: precipitagao com acetato de chumbo neutro a 20%,
coluna da silica-gel (Pons et al., 1966), purificagao dliretana placacromatografica, rea
lizando um primeiro desenvolvimento com eter etilico (Nabney & Nesbitt, 1965).

Para confirmar a analise, efetuou-se a cromatografia de camada delgada bidimensioc
nal {Schuller et al., 1973) e pela aspersao de solugao de acido Sulfdrico a 50% sobreas
manchas fluorescentes da amostra e do padrac. 0s sistemas de solventes: Cloroformio-ace

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

RESULTADOS

0s resultados demonstram que das 100 amostras analisadas 3 foram positivas para
aflatoxinas Bl e Gl. Na tabela | observa-se que procediam: da Usina Londrina (UL-3),
castanhas desidratadas sem casca, qualidade boa; Usina |.8. Sabba (UIBS-3), castanha na
tural em casca, qualidade mista, pertencentes ac Grupc | e amostra de Supermercados
(SEL) de Sao Paulo, natural em casca, qualidade mista, integrada no Grupo IV.

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

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

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

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

0 género Aspergillus spp. foi prevalente com $] culturas pertencentes a sete gru-
pos (flavus, niger, nidulans, fumigatus, ochraceus e wentii). 0 géneroPenicillium apre
sentou fregiiencia significativa com 83 culturas e a sequir,Absidia sp. (27), Paecilomy
ces sp. (18) e Cephalosporium sp. (13), Tabela 2. Observou-se que, © numero de le
veduras, foi baixo, se comparado com © dos fungos filamentosos (Tabelas 2, 3 e 4).

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

Por outro lado, nota-se que das 24 amostras aflatoxigénicas, todas produziramafla
toxina Bl (100%) e somente 15 (62,50%) foram aflatexinas G1 positivas, Tabela 5.

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

apenas aflatoxina Bl em nivel baixo e inconstante na elaboracao deste metabolico.
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DISCUSSAQ

Para a identificacdo dos Aspergillus, além dos meios convencionais, empregou-se o
meio ADM (Aspergillus differencial medium) utilizado na determinacdo da espécie A. fla-
vus. Entretanto, o resultado demonstrou que o ADM nao mostrou-se eficiente; tanto o A.
flavus, A. parasiticus {grupo flavus) como o A. fresenii (grupo ochraceus), produziram
pigmento, variande apenas na intensidade da cor. Assim, essa peculiaridade nac e exclu
siva na denominagao de espécie, como ja foi demonstrade que outras espécies dogrupo fla
vus e espécies de outros grupos podem apresentar esse pigmento (Bothast & Fennell, 1974).

Além das analises da presenca de fungos e amostras toxicas, verificou-se tipos de
deterioragao na castanha e alteragoes nas propriedades organolopticas: observou-se que
os Zigomycetes, consomem a améndoa totalmente, deixando a casca revestida internamente,
por uma camada miceliar branca e as vezes cinza, segundc o género presente. Outras es-
pecies em conjunto, inclusive Dematiaceos, produzem deterioracao negra, crostosa e ino-
dora. A associacao de bactérias e fungos, em geral, altera a cor da castanha (cinza e5
curo) e consisténcia (gelatinosa). 0s géneros Fusarium sp. e Cephalosporium sp. danifi
cam a améndoa, modificando a sua consisténcia (mucdide), o cheiro (odor pltrico) ea de
terioracac parda gue so foi detectada depois de cortar a castanha, produz odor ran
coso, e na maioria destas amostras, isolou-se Aspergillus sp. e Penicillium sp.

Detectou-se nos ourigos, a presenca de larvas de inseto pertencente a familia Cur
culionidae que, além de estragar a entrecasca (tornando-a quebradiga e pulverulenta) pro
move sulcos rasos no mesocarpo.

0s resultados relativos aos extratos das amostras, demonstraram que a de Supermer
cado apresentou nivel de toxidez '"muito elevado' para aflatoxinas Bl e Gl,diferindo das
amostras oriundas de usinas que em termos de aflatoxina foi paraBl, balxo amédioepara GI
baixo ounegativo. Assim, na ocorréncia das trés amostras positivas considerou-se: tempo de
estocagem, tipo de tratamento do produto e sanidade das améndoas. WNas de supermercado,
periodo de estocagem desconhecide, naturais (sem beneficiamento) nimero elevado de con-
taminagao; as de usinas, com tempo de estocagem conhecido, contaminagac moderada, e tra
tamento adequado.

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

Conclui-se neste trabalho gue a castanha do Para, diante de todas as agressoes a
que € submetida e considerando-se as suas propriedades nutritivas, nac correspondeu as
espectativas de ser um substrato favoravel a producao de aflatoxinas. Pesquisas devem
ser efetuadas para verificar, os fatores intrinsecos do produto na interferencia de pro

ducao de aflatoxina.

SUMMARY

One hundned samples of Brazif nuts from the States of Amazonas and Sac Paulo, were
anafysed mycelegically and toxleofogieally fen aglatoxins Bl and G1. Three hundred and

Fungos contaminantes ... 177



twelve fungd were Lsolated of which 91 wene of the genws Aspengiflus, 33 of the genus Pe
nieillium and the remainder incfuded 23 diffenent genera. Amongst the Aspengiflus samples,
26 wene producers of aflatoxin, distributed into three species: Aspengillus glavus Link
(18); Aapengillus parasiticus Speare (7) and Aspergiflus gresemid Subram (7). Of the 100
exthacts of analysed nuts, three wene agfatoxin-positive.,

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

do Para.

Amostras Concentracao de aflatoxinas (mg/kg)
Bl Gl

uL - 3 0,1 0,075

DIBS - 3 0,25 0,875

SEL - 7 2,25 1,5

UL - 3: Usina Londrina.

UIBS - 3: Usina |.B.

SEL - 7: Supermercado Eldorado.

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

Generos

NO Colonias de fungos iso
lados

Fregiiéncia

Absidia sp.
Aspergillus sp.
Candida sp.
Cephalosparium sp.
Circinella sp.
Cladosporium sp.
Cuninghamella sp.
Fusarium sp.
Geotrichum sp.
Humicola sp.
Monascus sp.
Mucor sp.
Neurospora sp.
Paecilomyces sp.
Penicillium sp.

Phialophora sp.

27
N

3
13

oy N N 0 W

18
83

8,65
29,16
0,97
416
0,32
0,97
1,29
2,56
0,64
1,29
0,64
1,92
0,32
5,76
26,60
0,97

A ¢ ¢

o o8 ¢

o

B

S A

&
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continuagao (Tabela 2.).

Generos N2 Colonias de fungos iso Freqiencia
lados

Rhodotorula sp. 3 0,97 %
Rhizopus sp. 5 1,60 %
Saccharomyces sp. 5 1,60 %
Syncephalastrum sp. 8 2,56 ¥
Torulopsis sp. 3 0,97 %
Trichoderma sp. 8 2,56 %
Verticillium sp. 5 1,60 %
FNI 6 1,92 %
Total 312 100 %
FNI = Fungos nao identificados.

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

lo) .
Géneros Usina |Feira-livre| Ceasa |Supermercados| Total b4
Absidia sp. 16 6 1 4 27 31,76
Aspergillus sp. 63 L 4 12 83 97,64
Candida 1 1 2 2,35
Cephalosporium sp. 7 2 9 10,58
Circinella sp. 1 1 1,17
Cladosporium sp. 2 2 2,35
Cuninghamella sp. 3 1 4 4,70
Fusarium sp. g 1 1 7 8,23
Geotrichum sp. 1 I 1,17
Humicola sp. h 4 4,70
Monascus sp. P 2 2,35
Mucor sp. b 1 ] 6 7,05
Neurospora sp. 1 1 |
Paecilomyces sp. 11 4 3 18 21 1.7
Penicillium sp. 55 5 6 ) 74 87,60
Phialophora sp. 2 2 2,35
Rhodotorula sp. 2 1 3 3,29
Rhizopus sp. 3 ] 1 5 5,88
Saccharomyces sp. 5 5 8,33
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continuacao (Tabela 3.).

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

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

Género Lagalidades Total g
CAMO CsA AF

Aspergillus sp. 3 1 4 8 53,33
Candida sp. 1 1 6,66
Cephalosporium sp. 3 ] 4 26,66
Cladosporium sp. 1 1 6,66
Fusarium sp. 1 1 6,66
Geotrichum sp. 1 1 6,66
Penicillium sp. | 6 2 9 60,0
Phialophora sp. I 1 6,66
Torulopsis sp. 1 1 6,66
Trichoderma sp. | 1 6,66
Verticillium sp. 2 2 13,33
FNI 1 ! 6,66
Total 10 15 5 3
CAMO = CEASA MANAUS - OURICO.
CSA = COLONIA SANTO ANTONIO.
AF = ANTONIO FAUSTINO.
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Tabela 5. Producac de aflatoxina Bl e Gl por fungos isolados de castanha do Para (10 a
20 dias de cultivo em meio de YES, a 289C).
Amostras Fungos AfTatoxina (mg/200 ml) Total
BI Gl
Ua - 2 Aspergillus flavus 1,0 0,75 1475
UA - 7 Aspergillus flavus 0,0025 0,0018 0,0043
UL - 3 Aspergillus parasiticus 2,0 1,5 3,5
uL - 7 Aspergillus flavus 0,01 0,01
UL - 9 Aspergillus flavus 2,5 1587 4,37
uL'--10 Aspergillus parasiticus 2,5 1,87 4,37
boc -~ 3 Aspergillus parasiticus 2.5 1,87 4,37
pC - 9 Aspergillus flavus 0,66 0,66
UIBS - 3 Aspergillus parasiticus 0,01 0,0075 0,175
UIBS - & Aspergillus parasiticus 0,002 0,002
Ucx - 3 Aspergillus flavus
ucx - 7 Aspergillus flavus 0,001 0,001
ucx - 8 Aspergillus flavus 1,0 0,75 1,75
UCX - 10  Aspergillus flavus 3,33 1,87 542
URM --1 Aspergillus parasiticus 0,25 0,25
URM - 3 Aspergillus flavus
URM ~ 7 Aspergillus flavus 1,0 1,0
cMA -~ 4 Aspergillus flavus 0,05 0,05
CMO - & Aspergillus flavus 0,20 0,75 0,95
AF - 1 Aspergillus fresenii 0,20 0,20
AF -1 Aspergillus flavus 0,33 0,25 0,58
AF - 2 Aspergillus parasiticus 1,0 0,75 1,75
JEO - 1 Aspergillus flavus 0,020 0,075 0,095
SEL - 7 Aspergillus flavus 1,0 2.25 3525
SFM - 9 Aspergillus flavus 0,05 0,05
SFM - 10 Aspergillus flavus 0,05 1,5 20
Total 24 15 24
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