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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade de castanhas-do-brasil beneficiadas e comercializadas em Rio Branco,
Acre. Foram analisadas amostras das trés marcas de castanha encontradas no mercado local quanto as varidveis: atividade de
dgua, teor de umidade, contagem total de fungos filamentosos, quantificacio de Aspergillus flavus e de A. parasiticus, bem
como quantificagio de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2. As castanhas do comércio se encontravam com um teor de umidade e
atividade de 4gua adequados, o que pode ter sido responsdvel pela baixa contaminagio por fungos e por aflatoxinas. Quanto
a estas micotoxinas, as amostras estdo de acordo com o recomendado pela Anvisa, podendo ser esta uma consequéncia da
grande divulga¢io no Estado do uso de Boas Prdticas no manejo da castanha.
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Quality of Brazil nuts marketed in Rio Branco, Acre

ABSTRACT

The goal of this paper was to evaluate the quality of Brazil nuts processed and marketed in the city of Rio Branco, in the state
of Acre (Brazil). We analysed three samples for water activity, moisture content, total fungus quantification of Aspergillus flavus
and A. parasiticus, as well as quantification of total aflatoxin, Afla B1, Afla B2, Afla G1 and Afla G2.

The nut samples from the market showed an appropriate moisture content and water activity, which may have been responsible
for the low fungus contamination and aflatoxin production. As to these mycotoxins, the samples were consistent with Anvisa’s
recommendations, which may be a consequence of good management of the nuts in Acre.
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INTRODUCAO

Dentre os produtos florestais nio madeireiros, a castanha-
do-brasil (Bertholletia excelsa H. B. K) se caracteriza como
um dos mais importantes recursos econémicos da Amazdnia
(Myers et al. 2000), ocupando lugar de destaque no
extrativismo regional. O estado do Acre foi o segundo maior
produtor nacional de castanha-do-brasil iz natura em 2009,
com uma produgio de 10.313 toneladas, correspondendo a
27,5 % da produgio total do Pais e gerando uma receita de
mais de oito milhoes de reais (IBGE 2009). Estima-se que
existam mais de 4.400 familias trabalhando nesta atividade no
Acre (S4 et al. 2004) que se tornou uma das estratégias para
a conservagio de florestas tropicais da regiao.

Entretanto, devido ao modo de produgio extrativista, o
produto pode sofrer diversos tipos de contaminagdes em toda a
cadeia produtiva. De acordo com Santos ez /. (2001), 0 modelo
tradicional de extrativismo nio-madeireiro é caracterizado
pelo baixo nivel tecnolégico o que, de acordo com Programa
Alimento Seguro (PAS 2004), favorece a constitui¢io de
pontos de contaminagio com consequente risco a satide do
consumidor e a perdas econémicas comuns em todas as etapas.
No perfodo pés-colheita e durante o processamento, alguns
fungos podem estar presentes naturalmente no ambiente de
producio da castanha-do-brasil e sua importincia se deve a
algumas espécies serem produtoras de micotoxinas, como as
aflatoxinas. A proliferagio desses fungos ocorre sob condigoes
favoraveis, tais como ambiente com elevada umidade relativa,
baixo nivel tecnoldgico e organizacional da cadeia produtiva,
bem como o manejo inadequado do produto (PAS 2004).

A exposigio humana a micotoxinas pelo consumo de
alimento contaminado ¢ questdo de satide publica em todo
o mundo (Caldas et al. 2002). A aflatoxina B1 (AFB1) estd
epidemiologicamente associada a alta incidéncia de ciAncer
hepdtico, sobretudo em paises tropicais (CIB 2004). Dada a
importincia da exposi¢io humana a este tipo de aflatoxina
para a satide publica e as condicoes climdticas do Brasil,
que favorecem a multiplicacio de fungos e a producio de
micotoxinas, é necessirio um constante monitoramento da
qualidade dos alimentos oferecidos para os consumidores
(Prado et al. 2008). Estes mesmos autores afirmam que dentre
as micotoxinas, as aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2) representam a
principal classe e sao produzidas principalmente por Aspergillus
Sflavus e por Aspergillus parasiticus.

As aflatoxinas tornaram-se as micotoxinas mais estudadas
em castanha-do-brasil devido a redugio nas exportacoes, em
2003, ap6s o rechaco, pela Unido Européia, de lotes oriundos
do Brasil, bem como o estabelecimento, por estes paises, de
condicoes especiais para a importagio da castanha com casca
procedente do Brasil (CE 2003). Entre estas condicoes,
destaca-se o atendimento as Boas Prdticas de Produgio que.
de acordo com Simées (2004), reduzem a contaminacio da

castanha por aflatoxina, contribuindo para a melhoria de
qualidade do produto. Algumas comunidades extrativistas
no Acre jd utilizam as Boas Prdticas de Produgio em sua
rotina de trabalho com a castanha, como citado por Leite
(2008), o que torna o produto de melhor qualidade e com
maior rentabilidade para o extrativista por meio do melhor
aproveitamento na agroindustria (Bayma ez /. 2009). Hoje o
Acre é conhecido nacionalmente por realizar vdrios estudos em
relagao A contaminagio da castanha-do-brasil por aflatoxinas
e pela valorizagio do produto devido 2 melhoria na sua
qualidade com o uso de Boas Prdticas de Produgao.

A contaminagio por fungos produtores de aflatoxina ¢é
considerada elevada nas usinas de beneficiamento (Souza et
al. 2004), mesmo que o descascamento e a sele¢o visual das
améndoas, dentre outros procedimentos, possam reduzir o
nivel de contaminagio por meio da retirada das castanhas
possivelmente contaminadas (Marklinder ez a/. 2005). Mas
nao ¢ possivel afirmar, apds o beneficiamento, se a castanha estd
ou nio contaminada por aflatoxina, o que poderd desencadear
a necessidade de modificagoes no processo de produgio. Por
isto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade das
castanhas-do-brasil beneficiadas e comercializadas em Rio
Branco, Acre.

MATERIAL E METODOS

Coleta e preparo da amostra

Amostras das trés marcas de castanha-do-brasil
comercializadas no Estado (A, B e C) beneficiadas e
acondicionadas em sacos aluminizados foram coletadas no
comércio de Rio Branco, Acre, em dezembro de 2009, e
transportadas para o Laboratério de Tecnologia de Alimentos
da Embrapa Acre. Para cada marca, foram coletados trés sacos
de 1 kg cada, totalizando 3 kg para cada marca.

Analise de atividade de agua

No laboratério, cada amostra foi homogeneizada
individualmente retirando-se trés aliquotas, compostas por
trés castanhas cada, para andlise de atividade de 4gua por meio
de um medidor portdtil (modelo Pawkit, Decagon Devices

— Washington, USA).

Analise do teor de umidade

Posteriormente, as améndoas foram analisadas quanto ao
teor de umidade determinado de acordo com AOAC (1995),
usando-se estufa com circulagio de ar a 105 °C (modelo
320SE, Fanem — Cumbica, SP, Brasil) por oito horas.

Contagem de fungos filamentosos e Contagem total
de Aspergillus flavus e de Aspergillus parasiticus

Em seguida, as amostras foram moidas a seco em moinho

(modelo 22STB, Christiano Arthur Frederick e Cia Ltda - Rio
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Claro, SP, Brasil), utilizando-se sequencialmente os discos
de 5 ¢ 3 mm para permitir uma melhor homogeneizacao da
massa. Depois de trituradas, 40 g foram destinados & contagem
imediata de Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus e de fungos

filamentosos totais.

A téenica utilizada para tal foi a de plaqueamento com
dilui¢do em superficie, utilizando o meio seletivo Agar
Aspergillus flavus parasiticus— AFPA adicionado de antibidticos
clorotetraciclina e cloranfenicol, de acordo com Pitt ez 4l.
(1983). As diluicoes iniciais foram preparadas com dgua
peptonada a 0,1 % as amostras foram deixadas imersas por
30 minutos a temperatura ambiente antes da homogeneizacio
para distribuicdo nas demais diluigoes. Entre 42 a 48 horas
ap6s a incubagio das placas em cAmara incubadora B.O.D.
(modelo 347 CD, Fanem — Cumbica, SP, Brasil) a 30 °C foi
realizada a leitura, contando-se as col6nias que apresentavam
reverso de cor alaranjada. Os resultados foram expressos em
logaritmo de unidades formadoras de col6nia por grama do
produto (log ufc.g?). Para a contagem de fungos filamentosos
totais, foram quantificadas todas as coldnias existentes.

Amostras foram enviadas na embalagem original do
comércio para a Embrapa Agroindustria de Alimentos, no
Rio de Janeiro, para andlises de aflatoxinas. No Laboratério de
Residuos e Contaminantes desta unidade as amostras foram
trituradas em moinho Geiger® (Geiger - Pinhais, Paran,
Brasil) com igual peso de dgua formando uma pasta (1:1).

Andlise de aflatoxinas

Inicialmente, foram pesadas cerca de 100 g da pasta
(castanha moida e 4gua, na propor¢io 1:1) em recipiente
préprio do homogeneizador de alta rotagio Omni Mixer®
(Homogenizer, modelo SN1038, Omni International -
Kenesaw, Georgia, United States), onde foram adicionados 5
g de cloreto de sédio, 200 mL de metanol (grau HPLC) e 100
mL de hexano (grau HPLC). A mistura foi agitada por trés
minutos a 800 rpm e posteriormente filtrada sequencialmente
em papel de filtragem rdpida seguido de membrana de fibra
de vidro sob vicuo.

Na etapa de purificacio, 10 mL do filtrado foram
transferidos para Erlenmeyer, onde foram adicionados 60
mL de tampio PBS. A solucio foi passada por coluna de
imunoafinidade AflaPrep® (R-Biopharma, marca Rhéne -
R-Biopharm, Glasgow, Scotland), com fluxo de 2 mL min™.
Em seguida a coluna foi lavada com 15 mL de dgua deionizada,
e seca com ar; foram adicionados 2 mL de metanol na coluna
e, apos dois minutos, eluiram-se as aflatoxinas com fluxo
de 2 mL min™. O eluato foi evaporado sob atmosfera de
nitrogénio em banho-maria a 40 °C, ressuspenso com 0,6 mL
de acetonitrila e transferido para frasco onde foi adicionado
1,2 mL do agente derivatizante.

Na derivatizagao dos analitos, as aflatoxinas foram
convertidas em seus hemiacetais pelo agente derivatizante
- dgua: dcido trifluoracético: 4cido acético (7:2:1) com
aquecimento a 65 °C por oito e meio minutos. A seguir, esta
solugio foi analisada em sistema de cromatografia liquida
de alta eficiéncia utilizado com detecgao por fluorescéncia -
CLAE/DFL (Stroka et al. 2000). O sistema de CLAE/DFL
(Waters - Milford, Massachusetts, United States) é composto
de amostrador automdtico WAT717, bomba quaterndria
600 da Waters, degasser, forno de colunas mantido a 40 °C e
detector de fluorescéncia Waters WAT2475. Foi usada uma
coluna cromatogrifica em fase reversa X Terra® RP (Waters
- Ireland) 18, 5 pm, (4,6 x 150 mm); fase mével - dgua:
acetonitrila: metanol (65:175:175) com fluxo de 0,8 mL min
'; detector: excitacio — 360 nm e emissio — 440 nm; volume
de injegao -10 pL.

A quantifica¢io das amostras no sistema CLAE/DFL foi
realizada por padronizacio externa. Foram preparadas cinco
solugdes padrio com concentragoes diferentes das quatro
aflatoxinas (AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2) partindo de padrées
certificados produzidos pela Rohmer Labs (Romerlabs - Tulln,
Austria). As concentragoes das curvas de calibragio para AFB1
e AFG1 variam na faixa de 0,0015 20,0309 pg mL", enquanto
que para AFB2 e AFG2 de 0,0008 a 0,0153 pg mL*. Em
cada aliquota de 0,3 mL de solugao padrio foi adicionado
0,6 mL do agente derivatizante usando, como j4 descrito,
aquecimento a 65 °C por oito e meio minutos. Os métodos
analiticos empregados neste experimento foram previamente
avaliados e validados pelo Ministério da Agricultura, Pecudria
e Abastecimento (MAPA), apds vérios testes em conjunto
com a pesquisa, onde o limite de detec¢do do aparelho foi
de 0,04; 0,03; 0,02; 0,03 pg kg para AFB1, AFB2, AFG1 e
AFG2, respectivamente, ¢ o limite de quantificagdo de 0,13;
0,08; 0,10 ¢ 0,11 pg kg para AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2,
respectivamente. Os percentuais de recuperagio variaram de
95% a 105%, conforme pré-determinado no método.

Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente ao
acaso, com trés tratamentos (marcas) e trés repeticoes, onde
cada repetigao foi considerada uma embalagem de 1 kg de
améndoas beneficiadas, totalizando 3 kg de améndoas por
tratamento. Os dados foram submetidos 4 andlise de varidncia,
onde para as varidveis Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus
e fungos filamentosos totais observou-se a necessidade de
transformagio em log(x). E, para a varidvel aflatoxina os
valores foram transformados em +/(x+1) . As médias dos
tratamentos foram submetidas ao teste de Tukey & 5% de
probabilidade pelo programa estatistico SISVAR (Ferreira
2000).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A umidade das castanhas analisadas variou de 2,00% a
3,12% (Figura 1A), sendo semelhante ao encontrado por
Ribeiro ez al. (1993) para castanhas descascadas e armazenadas
ao ambiente. De acordo com estes autores, 0 armazenamento
das castanhas a 2 °C faz com que estas mantenham os niveis
iniciais de umidade, mas as castanhas descascadas e embaladas
a vdcuo mantém a umidade controlada pelas condicoes
préprias da embalagem. No caso deste experimento, as
marcas B e C, estavam embaladas em sacos aluminizados
A vécuo, apresentando por isso um menor teor de umidade
dentre as amostras analisadas. O teor de umidade depende,
dentre outros fatores, do tipo de embalagem e do periodo
de armazenamento do produto (Alvares et al. 2009a),
caracteristica esta que varia muito entre os produtos
encontrados no comércio. A umidade das castanhas é um
fator que pode favorecer a proliferacio de fungos, inclusive
os produtores de aflatoxinas. Por isso, obrigatoriamente as
castanhas devem passar por um periodo de secagem apés a
coleta. O recomendado pelo Codex Alimentarius (CAC/RPC
2005) é que a umidade das castanhas, apds a coleta, deve
ser reduzida até um limite de seguranca e, de acordo com o
Programa de Alimentos Seguros (PAS 2004), a castanha é
considerada segura quando seca abaixo de 13%. Durante o
beneficiamento das castanhas na usina, o produto passa por
uma etapa de desidrata¢io, alcancando segundo PAS (2004),
valores de 11 a 15% de umidade. Como, dependendo do nivel
de tecnificagao utilizado, o beneficiamento da castanha-do-
brasil é um processo que envolve muita manipulagio, exigindo
cuidados e higienizacao minuciosa para se obter um produto
com qualidade microbiolégica garantida (Souza et al. 2004),
sendo que menores teores de umidade podem ser considerados
benéficos para uma maior durabilidade do produto.

A amostra C apresentou estatisticamente o maior valor de
atividade de 4gua dentre os demais (Figura 1A), com 0,52, mas
todas as amostras se encontraram estdveis do ponto de vista
microbiolégico, ou seja, com baixa quantidade de dgua nas
castanhas disponivel para os microrganismos se proliferarem
(média de 0,47 de atividade de 4gua). Esta observacio ¢
fundamentada por Labuza (1980) que afirma que um alimento
serd estdvel, em relacio a deterioragio por microrganismos,
quando aa_for inferiora 0,60. A atividade de 4gua (a ) é uma
medida muito importante na determinagio da estabilidade
dos alimentos.

Quanto a contagem por fungos filamentosos totais (Figura
1B), as amostras analisadas, com valores de 1,13 a 1,59 log
UEFC g, apresentaram contaminagio inferior ao encontrado
por Alvares et al. (2009b), que analisando castanhas na
floresta e no armazém comunitdrio em associagio extrativista
em Brasiléia, Acre, obtiveram valores de até 4,92 log UFC
g!. Possivelmente durante o processo de beneficiamento

das castanhas nas industrias, ocorre a reducio dos niveis
de contaminagio por fungos devido a autoclavagem destas,
embora esta redugio nao ocorra com os niveis de aflatoxinas.

Diversas espécies de fungos jd foram identificadas na
castanha-do-brasil em unidades de beneficiamento (Souza
er al. 2004), em castanhas com casca adquiridas no varejo
(Bayman ez al. 2002) e em feiras livres (Freire e Offord 2002),
dentre elas Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. niger, todos
produtores de aflatoxina, que, de acordo com a Agéncia
Internacional de Pesquisa do Céancer - AIPC (FAO 20006)
¢ considerada cancerigena para humanos e animais. Pereira
et al. (2002) afirmam que a presenca do fungo nio implica,
obrigatoriamente, em produgio de micotoxina. No caso deste
trabalho, o inverso também ¢é observado, onde mesmo nas
amostras em que nio houve a presenca de fungos Aspergillus
Sflavus e A. parasiticus — AFPA,nas amostras B e C (Figura 1B)
foram detectadas AFB1, AFB2 e AFGI1, conforme também
observado por Leite (2008). Houve a predominincia de AFB1
(Tabela 1), que de acordo com Eley (1992) é a aflatoxina mais

>

atividade de agua Umidade

3,12a

25 1 2,190
2,00b

0,47b 0,44b 0,52a

Umidade (%) e atividade de agua

A B C

Amostras

uy)

AFAP Outros fungos

1.8
1.6 1
1.4 1 1,30
1.2 4 1,13
1 -
0.8 1
0.6 1 0,51
0.4 1
0.2 1

A flavus e A.parasiticus (AFPA) e
Fungos totais (log UFC)

A B

[¢]

Amostras

Figura 1 - Teor de umidade (%), atividade de agua (A), presenca de Aspergillus
flavus e Aspergillus parasiticus — AFPA (log UFC.g™") e contagem de fungos
totais (log UFC.g") (B) em amostras de castanha-do-brasil processadas e
coletadas no comércio de Rio Branco, Acre. As médias seguidas por uma
mesma letra, para cada caracteristica analisada, nao diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 1 - Valores médios de aflatoxina B1 (AF B1), aflatoxina G1 (AF G1),
aflatoxina B2 (AF B2), aflatoxina G2 (AF G2) e aflatoxina total (AF total) em
amostras de castanha-do-brasil de diferentes marcas (tratamentos) do
comércio de Rio Branco, Acre

Tatamento AFB1  AFG1  AFB2 AF G2 AF total
(ugkg') (ugkg') (ugkg')  (ugkg')  (ugkg')

A 0,38 0,23 020 LD<R<LQ 081

B 0,51 0,43 027 LD<R<LQ 1,21

C 0,24 0,13 0,18 LD<R<LQ 055

Meédia 0,38 0,26 022 LD<R<LQ 0,86

Limite de deteccdo (ug kg™): 0,04 (B1); 0,03 (G1); 0,02 (B2); 0,03 (G2)
Limite de quantificagao (ug kg): 0,13 (B1); 0,08 (G1); 0,10 (B2); 0,11 (G2)

toxica, com propriedades carcinogénicas e imunossupressoras.
AFB1 também foram recentemente encontradas em diversos
produtos durante diagnéstico realizado por Oliveira ez. al.
(2010) em ragdo e leite do estado de Sao Paulo, por Gloria ez.
al. (2006) para confeitos de amendoim em estabelecimento
comerciais de Piracicaba - SP, por Prado ez al. (2008) para
pimenta e orégano em estabelecimentos comerciais de
diferentes municipios de Minas Gerais, dentre outros.

Quanto A contaminagio por aflatoxinas (AF), as amostras
analisadas estdo dentro do recomendado pela Resolu¢io
RDC n. 7 da ANVISA de 18/02/11, que dispde sobre limites
mdximos tolerados de micotoxinas em alimentos, sendo este
de 10p.kg'para AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 em castanha-
do-brasil sem casca paraconsumo direto.

Como citado anteriormente, nas marcas B e C nao houve
o aparecimento de fungos potencialmente produtores de
aflatoxina — AFPA (Figura 1B), mas houve a contaminagio
por aflatoxinas (Tabela 1). Este comportamento foi observado
por Leite (2008) e explicado por Freire ez 2. (2000), que cita
que é comum encontrar micotoxinas em Commodities
sem os fungos associados estarem presentes. Olsen et al.
(2008) estudando o relacionamento entre AFB1 e AFG1 em
amostras de castanha-do-brasil com casca provenientes do
Brasil, encontraram resultados que indicam que os grandes
responsdveis pela produgio de aflatoxina podem nio ser
fungos Aspergillus flavus, que produzem exclusivamente
aflatoxinas do tipo B e sim o Aspergillus nomius, que sio
bons produtores de ambas AFB e AFG.

CONCLUSOES

Embora a contaminacgio tenha sido baixa, em todas as
amostras analisadas do comércio de Rio Branco, Acre, foi
detectada a presenca de AFB1, AFB2 ¢ AFG1. Contudo
os valoresencontrados estao dentro do recomendado pela
Resolugao RDC n. 7da ANVISA de 18/02/11 quanto a
contaminacio por aflatoxinas.
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