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RESUMO

A castanha-do-brasil representa a forma de subsisténcia de muitas familias da regido
amazonica. A extracdo, o beneficiamento e o armazenamento sdo pontos criticos de controle
importantes na producéo. Devido ao fato de o substrato e as condi¢des climaticas da regido
serem favordveis ao desenvolvimento de fungos aflatoxigénicos e, consequentemente, a
producdo de aflatoxinas, tornam-se necessarios estudos da micobiota presente nas castanhas.
A utilizacdo de agentes naturais no controle dessas espécies torna-se fundamental, visto que a
castanha-do-brasil é considerada um produto organico. De forma a avaliar a distribuicdo das
espécies dos géneros Aspergillus e Penicillium, bem como o potencial toxigénico, foram
coletadas amostras de cinco genotipos diferentes de castanha-do-brasil no estado do
Amazonas. As amostras foram analisadas por meio do plagueamento direto, os fungos
identificados por métodos morfoldgicos e o potencial toxigénico, pela cromatografia delgada.
Espécies do género Aspergillus apresentaram maior incidéncia que espécies do género
Penicillium em todos os genotipos, todavia, ndo houve diferenca significativa na distribuicéo
das espécies nem de isolados produtores entre 0s gendtipos. Pela técnica de cromatografia
gasosa foi avaliado o perfil dos &cidos graxos dos diferentes genotipos e foram detectadas
diferencas entre os compostos determinados em cada gendtipo. Ao testar-se a atividade
antifangica dos oOleos extraidos no crescimento do A. flavus, observou-se diferenca
significativa entre os genoétipos e as concentragdes. Considerando o uso do 6leo da castanha
como agente natural no controle do crescimento de A. flavus, todos os genotipos avaliados
obtiveram, em uma determinada concentracéo, efetividade. Dentre os resultados obtidos pode-
se observar a diferenca no perfil de acidos graxos; os genétipos 1 e 4, 5 e 3 foram agrupados
por semelhanca na composicdo e o genétipo 2 apresentou um perfil diferente dos demais
gendtipos. Os gendtipos 1, 3 e 5 apresentaram 0 &cido henecosanoico como composto
majoritario; o gendtipo 2, o acido tridecanoico e o gendtipo 4, o &cido linolénico. Houve
diferenca estatistica nos halos de inibi¢do formados em cada genotipo, tendo os genotipos 1 e
2 apresentado maiores halos de inibicdo que os gendtipos 3 e 5, e todos maiores halos que 0
6leo extraido do gendtipo 4. A concentracdo interferiu no crescimento do Aspergillus flavus,
tendo as concentracfes de 250 ul, 62,5 ul, 7,81 ul e 3,91 pl sido mais eficientes do que as
concentracdes de 125ul, 31,25 pl e 15,63 pul, e todas mais eficazes do que a concentracéo de
500 pl. Os resultados obtidos reforcam a necessidade de estudos destes compostos
isoladamente, a fim de identificar qual componente pode ter exercido maior atividade
antifangica.

Palavras-chave: Bertholletia excelsa. Aflatoxinas. Aspergillus. Penicillium. Antifangico.



ABSTRACT

Brazil nuts represent the subsistence form of many families in the Amazon region. Extraction,
processing and storage are important critical control points in production. Due to the substrate
and climatic conditions of the region favorable to the development of aflatoxigenic fungi and
consequently the production of aflatoxins, it is necessary to study the mycobiota present in the
nuts. The use of natural agents in the control of these species becomes fundamental, since
Brazil nuts are considered an organic product. In order to evaluate the distribution of
Aspergillus and Penicillium species, as well as the toxigenic potential, samples of 5 different
genotypes of Brazil nuts were collected in the state of Amazonas. The samples were analyzed
by direct plating, and the fungi identified by morphological methods and toxigenic potential
by the thin chromatography, species of the genus Aspergillus presented higher incidence than
species of the genus Penicillium in all the genotypes, however there was no significant
difference in the distribution of the species nor of isolates between the genotypes. The fatty
acid profile of the different genotypes was evaluated by the gas chromatography technique,
and differences were detected between the compounds determined in each genotype. When
testing the antifungal activity of the extracted oils on the growth of A. flavus, a significant
difference was observed between the genotypes and the concentrations. Considering the use
of chestnut oil as a natural agent in the control of A. flavus growth, all evaluated genotypes
obtained a certain concentration, effectiveness. Among the results obtained we can observe
the difference in the fatty acid profile, being genotypes 1 and 4, 5 and 3 grouped by similarity
in the composition and the genotype 2 presented a different profile of the other genotypes.
Genotypes 1, 3 and 5 presented henecosanoic acid as the major compound, genotype 2
tridecanoic acid and genotype 4 linolenic acid. There was a statistical difference in the
inhibition halos formed each by genotype, with genotypes 1 and 2 greater inhibition halos
than genotypes 3 and 5 and both larger halos than oil extracted from genotype 4.
Concentration interfered with the growth of Aspergillus flavus, with concentrations of 250 pl,
62.5 pl, 7.81 pl, 3.91 pl more efficient than the concentrations of 125 pl, 31.25 pl and 15.63
pl and all other concentrations effective than the 500 ul concentration. The results obtained
reinforce the need for studies of these compounds alone in order to identify which compost
may have exerted greater antifungal activity.

Keywords: Bertholletia excelsa. Aflatoxins. Aspergillus. Penicillium. Antifungus.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

A castanheira (Bertholethia excelsa) é uma espécie amplamente distribuida pela regido
amazonica, principalmente a Amazonia brasileira, peruana e boliviana. Devido ao importante
perfil nutricional e ao sabor caracteristico, a castanha-do-brasil ganhou relevancia tanto no
mercado nacional como no internacional.

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2010), a castanha é o
segundo produto florestal ndo madeireiro, em termos de importancia comercial, na regiéo
norte do Brasil, perdendo somente para o fruto de acai (Euterpe spp.). No ano de 2016, o
Brasil produziu mais de 100.000 toneladas de castanha do Brasil (IBGE, 2016).

A obtencdo dos frutos é realizada pelo método extrativista, e tal atividade gera o
sustento de muitas familias. A producdo da castanha-do-brasil é considerada organica, uma
vez que ndo sdo utilizados defensivos quimicos e fertilizantes.

A coleta é iniciada a partir da queda dos ouricos da castanha, que acontece no periodo
chuvoso, entre 0s meses de novembro e fevereiro. Apos a coleta, os frutos sdo empilhados
proximo a base das castanheiras, onde podem permanecer até 0 momento da comercializacdo
(EMBRAPA, 2004).

Devido as caracteristicas do substrato em si e as condi¢cGes do ambiente em questdo, a
castanha se torna fonte de contaminacdo por fungos filamentosos importantes na producao de
aflatoxinas, como as espécies Aspergillus flavus Aspergillus nomius e Aspergillus parasiticus
(BAQUIAO et al., 2012).

As aflatoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por algumas espécies de
fungos filamentosos e tém carater carcinogénico, mutagénico, teratogénico e hepatotdxico,
com efeitos crénicos ou agudos no organismo de humanos e de animais (INTERNATIONAL
AGENCY OF RESEARCH ON CANCER - IARC, 1997).

Estes metabolitos sdo moléculas apolares, soltuveis em cloroférmio, metanol e
acetonitrila. Sdo compostas por di-hidrofuranos unidos a anéis cumarinicos, instaveis a luz,
degradaveis em elevadas temperaturas (YU et al., 2004).

Estes compostos foram descobertos quando detectados por cromatografia de camada
delgada e emitiram fluorescéncia azul e verde, sob luz ultravioleta (UV), sendo denominados
aflatoxina B (blue) e G (green), e suas fra¢cdes B1, B2, G1 e G2, em que AFB1 é considerado
0 composto mais toxico, classificado no grupo 1 do IARC (IARC, 2002).
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Na floresta amaz6nica, vérios fatores influenciam o crescimento, o desenvolvimento e
a producdo de aflatoxinas por espécies aflatoxigénicas. Os pontos criticos de controle estéo
desde a queda dos ouricos na floresta até o beneficiamento e o armazenamento. Portanto, sdo
necessarias medidas profilaticas para ndo fornecer condicGes favoraveis ao crescimento
dessas cepas aflatoxigénicas (EMBRAPA, 2004).

A falta de critérios na producdo e 0 manejo inadequado podem gerar produtos fora dos
padrdes de qualidade e, consequentemente, se tornar uma barreira alfandegaria na exportacdo
da castanha-do-brasil.

Os Oleos extraidos de plantas frequentemente exibem acdo antimicrobiana, anti-
inflamatoria, antisséptica e apresentam atividade antioxidante (SERRA et al., 2018).

A Embrapa Acre, em parceria com a comunidade extrativista, desenvolveu e validou
um manual de boas praticas para a producdo da castanha-do-brasil, visando melhorar a
qualidade do produto e minimizar os efeitos deletérios que o crescimento de fungos
micotoxigénicos pode causar ao produto e a saude do consumidor, além de fornecer
seguranca alimentar e aumento da renda do extrativista. Recomenda-se a implementacdo das
boas préaticas desde o planejamento antes da coleta, até a secagem, 0 armazenamento e 0
transporte do produto coletado (EMBRAPA, 2004).

Em varios estudos tem sido demonstrada a atividade inibitéria do crescimento
microbiano por meio do uso de 6leos e extratos naturais extraidos de plantas (FERREIRA et
al., 2017; SERRA et al., 2018; THERY; ARENDT, 2018). De acordo com Kabak, Dobson e
Var (2006), oleos extraidos de plantas, em concentracGes especificas, podem ser toxicos aos
fungos e ter a capacidade de inibir o crescimento e o desenvolvimento durante a colheita.

Diante do exposto, no presente estudo objetivou-se avaliar a distribuicdo das espécies
dos géneros Aspergillus e Penicillum em cinco genotipos de castanha-dobrasil e identificar o
potencial antifingico do 6leo extraido desses gendtipos no crescimento de Aspergillus flavus

produtor de aflatoxinas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Castanha-do-brasil (Bertholettia excelsa)

Bertholettia excelsa é a arvore simbolo da Amazoénia. Sua distribuicdo geografica é
ampla e abrange as florestas de Venezuela, Coldmbia, Peru, Bolivia e Guiana. Porém, as
formac6es de florestas mais densas ocorrem no Brasil (SALOMAO, 2009).

Nativa da Amazbnia, esta espécie €& encontrada, principalmente, na porcao
brasileira,no planalto que divide a bacia formada pelos afluentes do baixo Amazonas, alto
Tocantins e alto Moju. Também se difunde em terras altas ao norte do rio Jari, no estado do
Pard e nos estados do Amazonas e do Acre, até o alto Beni, na Bolivia (EMPRESA
BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA - EMBRAPA, 1995).

A castanheira é a Unica espécie do género Bertholletia da familia Lecythidaceae. Seu
porte é arboreo e seus frutos comestiveis fazem dessa espécie uns dos principais icones
vegetais da Floresta Amazoénica. Distribui-se por toda a regido de forma desigual, sendo
abundante em algumas areas e ausente em outras. A distribuicdo dessa espécie se estende de
leste a oeste da bacia amaz6nica, ocorrendo de forma descontinua nas florestas de terra firme,
entre as latitudes 5° S e 14°N (MORI; PRANCE, 1990).

Dentre as espécies dispersoras a cutia(Dasyprocta spp.) se destaca, pois € uma das
Unicas espécies capazes de abrir os frutos e, além de ser o principal predador, é também o
principal dispersor ndo humano da castanha (YANG, 2009).

A coleta dos frutos de castanha-do-brasil é realizada nos meses de novembro a margo,
a partir de uma prética que sobrevive ha décadas, “o extrativismo de coleta”. E uma espécie
social com tendéncia a formacéo de aglomeracdes com alta densidade de individuos (MORI;
PRANCE, 1990). Sua ecologia reprodutiva € dependente de polinizacdo por abelhas robustas
solitarias (MAUES, 2002) e de dispersdo das sementes, seja por cutias e/ou por seres
humanos (SCOLES; KLEIN; GRIBEL, 2011; TUCK et al., 2010, 2012).

Com relagdo ao aspecto fisico da castanheira, observa-se caule cilindrico, liso e sem
ramos, com casca escura, com odor forte e ramos curvos nas extremidades (SERRANO,
2005). As plantas adultas chegam a medir 50 m de altura para emergir do dossel da floresta
(PAIVA, 2009).

O peso do fruto (ourigo) pode variar entre 200 g e 5 kg, aproximadamente. As

sementes (castanha com casca) representam cerca de 25% do peso dos frutos e as améndoas
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(sementes sem a casca), 13%. O peso médio de uma semente gira em tomo de 8,2 g.
(EMBRAPA, 1995).

A espécie Bertholethia excelsa exibe bom desenvolvimento em areas de terra firme,
ndo se adaptando bem em terras alagadas ou de grande retencdo de agua. As populacbes
nativas situam-se em solos argilosos ou argiloarenosos e, em sua maioria, ocorrem nos solos
de textura média a pesada, podendo aparecer também em concreciondrio lateritico (picarra)
(EMBRAPA, 1995).

Fatores abioticos, como tipo de solo, estresse hidrico, altitude e intensidade luminosa,
e fatores bidticos, como polinizadores, dispersores, predadores e espécies competidoras, sao
algumas das variaveis capazes de afetar o padrdo de distribuicdo espacial de uma espécie
(BUDKE et al., 2004).

2.2 Gendtipos de castanha-do-brasil

Existem estudos da estrutura genética em populacdes naturais que analisam e
quantificam a distribuicdo da variabilidade no tempo e no espaco, bem como dentro e entre
populacdes, permitindo melhor entendimento de como a selecéo estd atuando em funcédo da
adaptabilidade e para delinear estratégias para a conservacdo da variabilidade genética na
natureza, no manejo sustentavel e no melhoramento genético (ROSSI et al., 2009).

A diversidade genética dentro de populacGes pode ser quantificada por meio de
diferentes parametros, dos quais os principais sao propor¢do de locos polimarficos, riqueza
alélica e heterozigosidade media (ALLENDORF; LUIKART, 2007). Porém, a principal
ferramenta para avaliar como esta variabilidade encontra-se distribuida dentro e entre as
populacdes sdo os marcadores moleculares (TELLE et al., 2003).

Entre os marcadores moleculares baseados na técnica de reacdo de polimerizacdo em
cadeia (PCR), o método de sequéncias simples repetidas (ISSR) é amplamente utilizado em
estudos de diversidade e variabilidade genética, por ndo necessitar de informacéo prévia da
sequéncia de DNA. Os procedimentos laboratoriais podem ser transferidos para qualquer
espécie de planta (SOUZA et al., 2005). Além disso, esta técnica pode resultar em elevado
grau de polimorfismo, apresentar alta reprodutibilidade e ter baixo custo (BRAGA, 2013).

Tém sido realizados trabalhos, nos quais sao utilizadas cultivares melhoradas, voltados
para a selecdo de plantas de alta produtividade, que vém sendo clonadas em campos de prova.

Os principais clones (matrizes selecionadas nos castanhais) utilizados em cultivos racionais
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sdo os denominados Santa Fé | e Il, M. Pedro | e Il, C-606, C-609, C-612 e C-614 e o0s
Abufaris 1, 2 e 3, que séo as principais variedades utilizadas (EMBRAPA, 1995).

Devido as condicdes climaticas e as caracteristicas de solos semelhantes as das areas
de populagdes nativas, torna-se adequada a implantacdo de cultivos racionais da espécie pelo
método de enxertia, sendo, entdo, viavel a utilizacdo desses gendtipos melhorados no cultivo
da planta e ndo somente pela disperséo das sementes naturalmente (EMBRAPA, 1995).

2.3 Importancia econdmica da castanha-do-brasil

A castanha-do-brasil € um dos produtos ndo madeireiros mais importantes da
Amazonia, em virtude da sua importancia social, ecoldgica e econémica para a regido. Em
termos comerciais, a maior parte das sementes é vendida para o mercado nacional e o
internacional, sendo poucas comercializadas em ambito local ou regional (CLAY, 1997,
IBGE, 2010; MORI; PRANCE, 1990).

O extrativismo e 0 beneficiamento das améndoas sustentam inumeras comunidades
da Amazonia e movimentam suas economias regionais, a0 mesmo tempo em que promovem a
conservacéo da floresta (HOMMA, 2012; SA; BAYAMA; WADT, 2008).

As sementes comestiveis da castanheira sdo de grande importancia econémica para
as comunidades locais, por serem uma das principais fontes de renda, especialmente durante o
periodo chuvoso (CLAY, 1997; ORTIZ, 2002).

Geralmente, a comercializacdo das sementes e das améndoas € feita com base em
valores volumétricos. Assim, 1 litro possui, em média, 63 sementes ou 125 améndoas de
castanha-do-brasil. Um hectolitro de sementes pesa, aproximadamente, 48 kg, e de améndoas,
cerca de 95 kg (EMBRAPA, 1995).

Seu fruto tem elevado valor econébmico como produto extrativo florestal, mas isso
ndo impede seu plantio com a finalidade de reflorestamento, tanto em plantios puros quanto
em sistemas consorciados (LOCATELLI et al., 2005).

A castanha do Para é o fruto da castanheira e tem, entre outros produtos extrativos,
grande importancia na formacdo econdmica, social e politica da Amazonia, estando entre 0s
produtos mais comercializados no mercado nacional e de exportagdo. Para Shackleton et al.
(2007), a castanha, além de ser um alimento, tem outro ponto positivo; o excedente da coleta é
comercializado, minimizando o avango da pobreza. Fiedler, Soares e Silva (2008) destacam
gue o extrativismo é importante, pois, além de contribuir com a renda familiar, desacelera ou

impede, em alguns locais, 0 avango do desmatamento.
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A producdo da castanha é obtida quase exclusivamente de atividade extrativa florestal,
sendo as plantag¢fes pouco significativas, em termos quantitativos (ZUIDEMA, 2003).

Os extrativistas que ndo se ocupam exclusivamente com a atividade durante todo o
ano, podendo ser classificados como produtores pluriativos, pois diversificam as atividades de
geragdo de renda para garantir a sua subsisténcia (SCHENEIDER, 2003). Em um estudo
realizado por Silva et al. (2013), mais de 50% dos extrativistas entrevistados informaram que
também trabalham na agricultura familiar, sendo, portanto, plurativos.

Na Tabela 1 observa-se a evolucdo da producdo nacional de castanha-do-brasil no

pais.
Tabela 1 - Produgdo nacional de castanha-do-brasil.
Ano 2011 2012 2013 2014 2015 2016
Toneladas 69 404 68 437 72 055 9565 107 443 110 091

Fonte: IBGE (2016).

As castanhas de maior qualidade, com e sem casca, sdo destinadas para exportacao,
sendo bastante utilizadas como ingrediente na fabricacdo de produtos industrializados, como
biscoitos, 6leo, doces, cereais e produtos de panificacdo (SOUZA, 2003). O 6leo extraido das
castanhas tem aplicacdo na industria farmacéutica na fabricacao de cosméticos e fitoterapicos,
e as cascas, na producdo de biocombustivel, de tapetes, de pecas de artesanato e na
composicdo de tintas (BRASIL, 2002).

2.4 Producéo da castanha-do-brasil

Na atividade extrativista, um dos grandes desafios é o de implementar técnicas para
boas praticas de manejo florestal. O desafio € ainda maior quando se trata de produtos
florestais ndo madeireiros (PFNM) (BRASIL, 2014).

Conforme se observa na Figura 1, a primeira etapa para 0 manejo sustentavel das
castanheiras é a fase de pré-coleta. Um bom planejamento facilitara o acesso, evitando
acidentes e aumentando a produtividade (BRASIL, 2014). O processo de coleta e producdo de
castanha-do-brasil pelo método extrativista organico esta representado por meio de
fluxogramas, de acordo com Brasil (2014) e EMBRAPA (1995, 2004).
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Figura 1 - Fluxograma descritivo da etapa de pré-coleta.

Reconhecimento da [:> lanejamento :> Mapeamentoe
drea marcacao das arvores

v

Limpeza da base das » .
Corte dos cipos Selecdo das arvores
castanheiras <: P <: ;

Fonte: Brasil (2014) e EMBRAPA (2014).

Segundo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (BRASIL, 2014), para
evitar o desgaste da area e a diminuicdo da produtividade na coleta, é necessario respeitar o
porte minimo de 90 cm de diametro dos troncos das castanheiras. A escolha destas arvores é
baseda na definicdo prévia de selecdo e no registro da densidade de individuos na area a ser
manejada (EMBRAPA, 2004).

Na Figura 2 observam-se o processo de pos-colheita e o elo exploratério da castanha-
do-brasil. Esta é uma etapa muito importante no ciclo de producéo, tendo muitos pontos
criticos de controle, sendo, entdo, crucial a implementacdo de boas praticas em todo o
processo. O elo de beneficiamento é o fim do ciclo de producdo da castanha-do-brasil. Esta
etapa exige cautela e critérios na separacdo e na classificacdo das castanhas, no polimento, na

pesagem até o armazenamento do produto final.
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Figura 2 - Fluxograma descritivo da etapa de pds-coleta.

[ Recepcao e selecdo ] |:> [ Lavagem ]D [ Tratamentotérmico ]

[ Classificacdo ]@[ Selecdo ]@[ Quebra ]
[ Desidratacao ]D[ Polimento ]|:> [ ;ﬁ;ﬁ:;fﬂ ]

[ Armazenamento ]

Fonte: Brasil (2014) e EMBRAPA (2014).

Na Tabela 2 estdo dispostas todas as etapas do elo de beneficiamento das castanhas,

etapa muito importante na valorizacao do produto final.
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Tabela 2 - Descricdo das etapas de p6s-colheita da castanha-do-brasil.
Elo de beneficiamento
Recepcao e selegdo  Andlise visual/castanhas em boa sanidade, isentas de matérias

estranhas.
Armazenamento Janelas protegidas por telas.
na unidade de Controle da temperatura e umidade.
beneficiamento Armazenamento em sacos de polipropileno.
Lotes identificados por safra.
Lavagem Remocdo de excesso de matéria organica.

Descarte de castanhas que flutuarem.
Lavagem com agua potavel.

Tratamento Agua em ebulicdopor 1 a 2 minutos ou autoclavada por 5 segundos
térmico
Quebra Castanhas quentes, quebradas mecanicamente.
Mesas e bancadas feitas de material impermeavel de facil
sanitizacéo.
Selecéo Feita manualmente, visando eliminar as deterioradas.
Classificacéo Separadas por classificadores vibratérios ou manualmente.

Higiene pessoal dos manipuladores.
Classificadas por tamanho, peso, com casca e sem casca.

Desidratacéo Estufas com circulacio forcada, a 60 °C, ou até atingir 11% a 15%
de U.

Polimento Mecanicamente através de rolos ou escova com espuma.

Pesagem e Pesadas e embaladas a vacuo em sacos aluminizados com

embalagem capacidade para 20 kg.

Armazenamento Sacos empilhados sobre estrados de madeira, com espagamento

do produto final entre as pilhas, em local arejado e limpo.

Fonte: Brasil (2014) e EMBRAPA (2004).

2.4.1 Pontos criticos de controle de microrganismos aflatoxigénicos na cadeia produtiva

da castanha-do-brasil

Diante do excelente perfil nutricional da castanha-do-brasil, ela se tornou uma
commodity importante para exportagdo. Todavia, no ano de 1995, observou-se uma queda na
exportacdo, devido as barreiras fitossanitarias impostas pelos paises importadores
(EUROPEAN UNION - EU, 2003). Surgiu, entdo, a necessidade da implementacdo de boas
praticas e pontos criticos de controle em toda a cadeia produtiva, a fim de minimizar os riscos
fitossanitarios provocados pela contaminacdo por fungos aflatoxigénicos (BRASIL, 2014;
EMBRAPA, 2004).

Na Tabela 3 ilustram-se os principais pontos criticos de controle em toda a cadeia
produtiva, de acordo com o manual de seguranca e qualidade desenvolvido pela EMBRAPA
(2004) e o Caderno de boas praticas na producéo sustentavel, elaborado por Brasil (2014).
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Tabela 3 - Pontos criticos de controle na etapa de pos-colheita.

Etapa de producéo Pontos criticos

Coleta e amontoa Longa permanéncia dos ouri¢os na floresta.

Selecao Castanhas mofadas ou danificadas podem apresentar aflatoxinas

Secagem Secagem inadequada favorece o desenvolovimento de
microrganismos

Armazenamento Condic0es de higiene inadequadas, presenga de animais e umidade
elevada podem propiciar o desenvolvimento de patdgenos

Transporte para a Reutilizagdo de embalagens contaminadas.

unidade de producdo  Transporte prolongado possibilita a alteragdo da umidade.

Fonte: Brasil (2014) e EMBRAPA (2004).

A coleta ocorre em periodo chuvoso, podendo propiciar a infeccdo de fungos
filamentosos, quando os ouricos se desprendem das castanheiras. Para evitar a contaminacéo,
a coleta deve ser realizada o mais préximo possivel do momento da queda do fruto
(EMBRAPA, 2004).

Nas localidades extrativistas, os métodos de manejo, transporte e quebra sao
artesanais, e as condicdes higiénicas, muitas vezes, precarias (BRASIL, 2002).

O processo de selecdo e exclusdo dos frutos contaminados ira diminuir o risco de
micotoxinas (EMBRAPA, 2004). A quebra dos frutos deve ocorrer no mesmo dia em que eles
serdo transportados, para evitar o risco de contaminacdo. A primeira selecdo é realizada para
retirar as conchas quebradas e podres e as impurezas (BRASIL, 2014).

Em areas de manejo de dificil acesso ou distantes da comunidade extrativista, realiza-
se um pré-armazenamento em estruturas semelhantes a jirais, mas com cobertura e com telas
de protecdo contra insetos e roedores. O armazenamento deve ser feito no menor tempo
possivel, utilizando-se paneiros ou sacos de nailon ou estopa em boas condi¢des de limpeza
(BRASIL, 2014).

O produto é armazenado em barraces e levado aos portos primarios de
comercializacdo e dai até a sede do municipio, sendo o transporte feito por embarcacGes de
pequeno porte. Nesta etapa, pode ocorrer o favorecimento da contaminacdo devido as chuvas
ou as aguas dos rios, que alteram a umidade das castanhas durante o transporte (PACHECO;
SCUSSEL, 2006).

A armazenagem é considerada uma etapa critica, pois, dependendo de sua duragéo e
conducéo, poderdo ocorrer o desenvolvimento do fungo e a producdo de AFLs (EMBRAPA,
2004).
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Na Tabela 4 apresenta-se a proxima etapa do processo de producdo (beneficiamento),
na qual existem varios pontos criticos de controle e, portanto, € uma etapa que deve ser muito

bem executada, dentro dos padrdes de boas praticas.

Tabela 4 - Pontos criticos de controle no beneficiamento.

Etapa Qe Pontos criticos de controle
producio
Recepcéo e Falta de inspecdo pode resultar em lotes contaminados.
selecdo

Armazenamento  Superficies contaminadas por animais domésticos.
Instalacdes fisicas inadequadas.
Controle integrado de pragas ineficiente.
Temperatura e umidade elevadas podem favorecer o desenvolvimento
de microrganismos aflatoxigénicos.

Lavagem Uso de 4gua impropria pode favorecer a contaminagao por patégenos

Quebra Contaminacdo das castanhas por falhas no controle da higiene dos
manipuladores, sutensilios e superficies.

Selecao Recontaminacdo por falta de controle da higine.

Classificacao Recontaminacdo por falhas no controle da higiene do processo

Desidratacéo Umidade final fora da faixa de 11% a 15% pode favorecer o
crescimento de espécies aflatoxigénicas.

Polimento Recontaminacdo por utensilios, superficies ou manipulador.

Pesagem e Recontaminacdo por utensilios, superficies ou manipulador

embalagem contaminados.

Embalagem inadequada com furos, permitindo entrada de insetos e
desenvolvimento de microrganismos.

Armazenamento  Armazenamento fora dos padrdes de empilhamento e espagamento, em
do produto ambiente sujo e em ndo conformidade com as condi¢des de
pronto temperatura e umidade estabelecidas.

Fonte: Brasil (2014) e EMBRAPA (2004).

2.5 Fungos produtores de aflatoxinas

A contaminacdo por fungos e seus metabdlitos nos alimentos tem sido foco na ciéncia
dos alimentos para identificar riscos e prevenir doencas (MARTINS et al., 2012).

Até o0 ano de 1999, mais de 100.000 fungos haviam sido identificados, sendo 400
espécies consideradas potencialmente toxigénicas e cerca de 5% sdo conhecidas por
produzirem compostos tdxicos ou classes de compostos que causam efeitos deletérios a saude
de animais e humanos em diversas partes do mundo (BATA; LASZTITY, 1999).

Os problemas da sanidade da castanha-do-brasil e os perigos toxicoldgicos datam

desde o inicio da década de 1960, com a “podriddo da castanha”, causada por espécies de
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fungos do género Aspergillus (ALMEIDA, 1963), bem como a associacdo de A. flavus com
aflatoxinas na castanha-do-brasil na Inglaterra (MENESES, 1968).

Tempos depois, a partir de relatos de um surto grave de envenenamento agudo de
perus e outros passaros, conhecida como doenca dos perus X, no Reino Unido (BLOUNT,
1960), e sua associagdo com a contaminagdo de amendoim por Aspergillus flavus
(SARGEANT et al., 1961), foi constatado o carater carcinogénico das AFLs, associado ao
cancer de figado em humanos (LEBRETON; FRAYSSINET; BOY, 1962).

O Brasil e boa parte da América do Sul, que é predominantemente um continente
tropical e subtropical, provém condi¢cGes ambientais favoraveis para o desenvolvimento de
fungos em diversas culturas alimentares. Dependendo das condigdes do substrato e do clima
de certas regides do continente, a sintese de elevadas concentracbes de aflatoxinas, durante o
periodo de colheita até o armazenamento, pode ser favorecida (SCUSSEL, 2008).

Trés espécies do género Aspergillus recebem uma atencao consideravel, devido a sua
capacidade de produzir aflatoxinas. Sdo elas Aspergillus parasiticus, Aspergillus flavus e
Aspergillus nomius (BAQUIAO et al., 2012; REIS et al., 2012).

Em um estudo da micobiota de castanha-do-brasil foi relatada a presenca dos seguintes
géneros de 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. (5%) (REIS et al., 2012).

Em vérios estudos sobre a distribuicdo das espécies em castanhas-do-brasil foram
identificadas, com grande incidéncia, as espécies Aspergillus flavus, A. nomius, A.
pseudonomius, A. niger, A. tamarii, Penicillium glabrum, P. citrinum, Penicillium spp.,
Rhizopus spp., Fusarium oxysporum, Fusarium spp., Phialemonium spp., Phaeoacremonium
spp., A. Bertholletius e P. Expamsum, entre outras (BAQUIAO et al., 2012, 2013;
CALDERARI et al., 2013; GONCALVES et al., 2012; OLSEN et al., 2008; REIS et al.,
2012; TANIWAKI et al., 2012).

Cepas de Aspergillus da secdo Flavi isoladas foram identificadas por abordagem
polifasica, como A. nomius (Acre, 56%; Amazonas, 81%; Amapa, 68% e Para, 62%). A.
flavus foi isolado em menor frequéncia em todas as regides (Acre, 33%; Amazonas, 13%;
Amapa, 29% e Pard, 35%). Espécies isoladas com menor incidéncia foram A. parasiticus
(Acre, 2%; Amapa e Para, 3%), Aspergillus tamarii (Acre, 7% e Amazonas, 3%), Aspergillus
pseudotamarii (isolado apenas no Acre, 2%) e Aspergillus caelatus (Amazonas, 3% e Para,
2%) (REIS et al., 2012).
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Em um estudo da diversidade de espécies em amostras de castanhas-do-brasil
coletadas no estado do Amazonas foram identificadas as espécies Aspergillus flavus (75,5%),
Aspergillus nomius (22,3%) e Aspergillus parasiticus (2,2%). Todos os isolados de A. nomius
e A. parasiticus produziram aflatoxinas B e G (BAQUIAO et al., 2013).

2.5.1 Aflatoxinas

A contaminacdo por aflatoxina nos alimentos é um problema de saude global,
particularmente nos paises em desenvolvimento, principalmente pela capacidade de causar
cancer de figado em animais e em seres humanos (LIU; WU, 2010).

As aflatoxinas (AFLs) sdo micotoxinas resultantes do metabolismo secundario de
fungos (MOLYNEUX et al., 2007). O termo micotoxina deriva do termo grego mikes (fungo)
e do latim toxicum (veneno). AFLs sdo toxinas produzidas por fungos filamentosos em
condicBes especificas (SCUSSEL, 1998) e que tém carater carcinogénico, mutagénico e
teratogénico, com efeitos crénicos ou agudos em animais e em humanos (BINDER et al.,
2007; 1ARC, 1997).

A sintese das AFLs ocorre por uma cadeia metabolica de polipeptidios, resultante de
reacOes enzimaticas que atuam na conversdo de acetil coenzima A até o produto final AFL
(MISHRA; DAS, 2007). A castanha-do-brasil e outras nozes foram estudadas por sua
associacdo com fungos aflatoxigénicos, bem como os niveis de contaminacdo por aflatoxinas
(SCUSSEL, 2004).

As aflatoxinas sdo substancias carcinogénicas (IARC, 1997) derivadas do
metabolismo secundario de fungos aflatoxigénicos. Pertencem a um grupo de,
aproximadamente, 20 metabolitos produzidos por fungos filamentosos. As quatro principais
aflatoxinas sdo conhecidas como Bl1, B2, G1 e G2. Aflatoxinas B2 e G2 sdo os di-
hidroderivados dos compostos Bl e G1 (PITT; TOMASKA, 2001).

Estes compostos foram detectados por cromatografia de camada delgada e emitiram
fluorescéncia azul e verde sob luz ultravioleta (UV), sendo denominados aflatoxina B (blue) e
G (green) e suas fragbes B1, B2, G1 e G2 (IARC, 2002; KELLER; TURNER; BENNETT,
2005).
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Figura 3 - Estrutura quimica planar das principais aflatoxinas.
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Fonte: Diaz e Boemans (1994)

Na Figura 3 estdo representadas as estruturas quimicas das principais aflatoxinas,
seguidas das letras que representam o spot de fluorescéncia que emitem, de acordo com Diaz
e Boermans (1994).

Além do risco de mortalidade de animais que ingerem alimentos ou racdo
contaminada, quando os animais sdo destinados a producdo leiteira, promove outro risco na
cadeia produtiva de leite e derivados (STRONSNIDER et al., 2006).

Quando a AFBL ¢é ingerida por animais domésticos, entre eles o gado leiteiro, ela sofre
biotransformacdo hepética e converte-se em aflatoxina M1 (AFM1), tornando-se uma forma
hidroxilada da AFB1 excretada no leite, nos tecidos e nos fluidos bioldgicos desses animais
(OATLEY et al., 2000).

A toxicidade e a carcinogenicidade de AFB1 estdo diretamente ligadas a bioativacédo
de um composto altamente reativo denominado de AFB1 8,9-epdxido. A molécula apresenta
dois sitios associados a toxicidade. O primeiro € ligado a posi¢do da dupla ligacdo do anel
furano e o segundo, a reatividade do grupo do anel lactona (facilmente hidrolisado e
vulneravel & degradagdo) no meio da estrutura cumarina (LEE et al., 2001).

Diante de um crescente corpo de evidéncias circunstanciais de que a aflatoxina B1 é
carcinogénica e altamente toxica para humanos, em 1987, a Agéncia Internacional de

Pesquisa sobre o Cancer (IARC), da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a classificou
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como um carcinégeno do Grupo 1, grupo dos compostos mais toxicos (IARC, 2002; MOSS,
2002).
Na Figura 4 estdo ilustrados o metabolismo da aflatoxina B1 e as reacdes toxicas que

provoca no organismo.

Figura 4 - Estrutura quimica planar do metabolismo da aflatoxina B1.
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Fonte: Moss (2002).

A alta concentragdo do composto no figado pode ser explicada pela alta

permeabilidade da membrana do hepatdcito, nos primeiros processos de biotransformacao,
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requisito para a sua carcinogenicidade e pela ligacdo covalente com macromoléculas
hepéticas (MISHRA; DAS, 2007).

O efeito agudo da ingestdo de alimentos contaminados por aflatoxinas € de percepcao
rapida e pode levar o animal a morte, por danos irreversiveis, ocasionados por altas doses da
micotoxina. O efeito subagudo ocorre por ingestdo de doses menores e causa disturbios nos
Orgdos de seres humanos e de animais, especialmente no figado. Dentre os distarbios
provocados estdo cirrose, necrose do figado, sindrome de Reye (degeneracdo gordurosa do
cérebro), hemorragias nos rins e lesdes na pele, e podem interferir no sistema imunologico,
diminuindo a resisténcia a outras doencas (MOSS, 2002; RASTOGI et al., 2006).

Existe um grupo de enzimas, as P450, que pode ser responsavel pela detoxificacdo de
AFLs em organismos, formando compostos menos tdxicos que, assim como 0 composto
epoxido, tém a capacidade de ser excretado do organismo, na forma conjugada com proteinas
e/ou glutationa (MISHRA; DAS, 2007).

Estas enzimas podem transformar a aflatoxina em um metabdlito (aflatoxina-8,9-
epoxido) que pode, entdo, ligar-se a proteinas e causar toxicidade (aflatoxicose) ao DNA para
causar lesdes que, ao longo do tempo, aumentam o risco de cancer de figado (GROOPMAN;
KENSLER; WILD, 2008).

Os tratamentos de detoxificacdo para eliminacdo/reducéo de AFLs parecem remover a
dupla ligacéo do anel furano terminal ou promover abertura do anel lactona. Com isso, outras
reacOes poderdo ocorrer e alterar a ligacdo de AFLs do anel furano terminal ao DNA e
proteinas (BHATNAGAR et al., 2006).

Em estudos realizados na detoxificacdo da aflatoxina observou-se que 0s micro-
organismos, entre eles as bactérias acido-laticas, apresentam grande potencial de aplicacdo
para a degradacdo de aflatoxinas em alimentos (ALBERTS et al., 2009; BOVO et al., 2011).

A biodegradacdo das aflatoxinas pela utilizacdo de microorganismos é uma forma
alternativa de grande interesse para o controle ou a eliminacdo de toxinas em alimentos e
racdes, assegurando sua qualidade, além de poder ser utilizada com um apelo “natural”
(ALBERTS et al., 2009; BATA; LASZTLEY, 1999).

2.5.2 Fatores que influenciam a producéo de aflatoxinas
Alguns fatores intrinsecos dos alimentos, como a composi¢do nutricional, o teor de

umidade e a atividade de agua (aw), podem fornecer substratos para fungos produtores de

AFLs. Outros fatores (externos), como temperatura, umidade relativa (UR %), tempo de
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armazenagem, microclima, competicdo entre espécies de fungos e uso de fungicidas, também
necessitam ser controlados para a seguranga do alimento (KLISCH, 2007).

A atividade de &gua e a temperatura sdo os fatores mais importantes no controle do
crescimento fungico, existindo diferentes faixas de aw e temperatura Otimas para o
desenvolvimento e a producdo de aflatoxinas, diferindo de espécie para especie
(NORTHOLT; EGMO; PAULSCH, 1977).

Segundo Labuza (1980), o crescimento de microrganismos que influenciam a
deterioracdo de alimentos e a producao de toxinas depende da atividade de agua (aw) presente
nesses alimentos. Em aw inferiores a 0,90, a maioria das leveduras ndo cresce, e 0s fungos em
aw abaixo de 0,70. Com poucas exce¢Oes, é possiivel afirmar que um alimento é estavel
qguando aw ¢é inferior a 0,60 (alimentos desidratados). O produto, entretanto, ndo fica isento de
reacOes quimicas enzimaticas (NORTHOLT; EGMO; PAULSCH, 1977).

Na Figura 5 mostram-se os principais fatores que irdo favorecer a sintese de
aflatoxinas, tomando como base estudos realizados por Arora e Kaur (1999), Jay (2005) e Pitt
e Hocking (1985).

Figura 5 - Fluxograma de fatores influenciadores da sintese de aflatoxinas.
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Fonte: Arora e Kaur (1999), Jay (2005) e Pitt e Hocking (1985).

A producédo de castanha-do-brasil ocorre em ambientes com temperaturas entre 30 e
35 °C e com alta umidade relativa (80%-95%), interferindo na atividade de dgua da castanha e
propiciando o desenvolvimento de microrganismos (IAMANAKA,; OLIVEIRA; TANIWAKI,
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2010). As condi¢Bes ambientais da regido amazonica, bem como o método extrativista,
favorecem a producdo de aflatoxinas por algumas estirpes de fungos (FREITAS-SILVA;
VENANCIO, 2011; JOHNSSON et al., 2008). Dentro da floresta, depois que 0s ouricos
caem, eles ficam em contato direto com o solo durante varios dias antes da colheita,
favorecendo a contaminagdo com espécies de fungos aflatoxigénicos (ARRUS et al., 2005).

O solo pode ser a principal rota de contaminacdo fangica na castanha-do-brasil
(BAQUIAO et al., 2012). A infeccdo pode ocorrer devido & higroscopicidade das cascas em
contato com o solo Umido ou por meio de injarias provocadas pela acdo de insetos, aves e
outros danos mecanicos, e fatores associados com as condi¢des climaticas da regido,
favorecendo a sintese de aflatoxinas (ARRUS et al., 2005; CASTRILLON; PURCHIO, 1988;
SPENCER, 1921).

A temperatura € um fator importante no desenvolvimento das espécies e na producédo
de aflatoxinas. Para a producdo de AFL B1 por A. Parasiticus e A. Flavus, a temperatura
6tima concentra-se na faixa de 24 a 32 °C, variando de acordo com o substrato (MONTANI et
al., 1988; PITT; HOCKING, 1997). Em alguns estudos foi observado que a faixa otima de
temperatura para a sintese de aflatoxinas variou entre 20 a 35 °C (NORTHOLT; EGMO;
PAULSCH, 1977; PITT; HOCKING, 1997).

O teor de atividade de agua (aw) pode interferir no desenvolvimento de fungos; ela é
medida em escala de 0 a 1 (relacdo entre a pressao de vapor da dgua no alimento e a pressao
de vapor da agua pura) (CODEX ALIMENTARIUS, 2006). A aw ideal para a producdo de
aflatoxina B1 compreende a faixa de 0,95 a 0,99, dependendo do substrato (DIENER;
DAVIS, 1967; NORTHOLT etal., 1976).

Outro fator determinante no desenvolvimento de fungos em alimentos é o conteido de
umidade, que é, usualmente, expresso em termos de umidade absoluta do material e das
necessidades fisiologicas das espécies para o seu desenvolvimento e a producéo de toxinas. E
fundamental manter um baixo teor de umidade (< 1%-2%) no armazenamento, realizar a
secagem homogénea e a aeracdo das castanhas para diminuir o risco de contaminacdo e de
producdo de aflatoxinas (LORINI, 2002).

A umidade relativa (UR %), por sua vez, é a umidade de equilibrio entre o ambiente e
o0 alimento, e é expressa por UR = aw 100. Em condicdes de equilibrio, relaciona-se aw com
UR %, resultando em ganho ou perda de umidade do produto, favorecendo ou impedindo o
desenvolovimento de fungos e a producdo de micotoxinas (ARRUS et al., 2005).

O potencial de oxirreducgdo, por sua vez, representa a disponibilidade de O, no

alimento. Os microrganismos apresentam diferentes graus de sensibilidade ao potencial de
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oxidacdo-reducdo (OIR, Eh) do seu meio de crescimento. O potencial OIR de um substrato
pode ser definido, geralmente, como a facilidade com que o substrato perde ou ganha elétrons
(JAY, 2005). Cepas de A. flavus demonstraram ser diretamente influenciadas pela associacéo
de pH e aw, em temperaturas especificas, quanto a producdo de AFLs (ARRUS et al., 2005).

Quanto ao pH, a faixa 6tima para a formagdo das AFLs e o crescimento do fungo &,
principalmente, de 5 a 6 (CODEX ALIMENTARIUS, 2006).

Um melhor entendimento das relagdes ecofisidlogicas das espécies, bem como a
combinacdo de pH, temperatura e atividade de agua do alimento, é de grande beneficio para
0s produtores, permitindo uma producdo mais segura no aspecto toxicologico (GOK et al.,
2003).

A adocdo de boas praticas de fabricacdo torna-se importante, visto que, em mas
condicdes higiénicas e atividade de agua descontrolada durante o processo de secagem e
armazenamento, pode ocorrer o desenvolvimento de fungos que pertencem, principalmente,
aos géneros Aspergillus e Penicillium, representando um sério problema de deterioracdo e
contaminacdo por micotoxinas (GAMBACORTA et al., 2018).

2.6 Legislacio nacional e internacional

Em busca de assegurar o consumo e a comercializacdo de produtos e alimentos isentos
de contaminacdo por micotoxinas, 0 Ministério da Salde estabeleceu, em 1977, a Resolucéo
n°® 34/76, da Comissdao Nacional de Normas e PadrGes para Alimentos (CNNPA), que

determinava limite maximo aceitavel de aflatoxinas em alimentos (BRASIL, 1977).

Diante dos embargos financeiros e do risco para a saude de animais € humanos, em
2011, o Ministério da Saude (MS) e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
por meio da RDC n° 7, estabeleceram que 0s niveis de micotoxinas deverdo ser tdo baixos
guanto razoavelmente possivel, devendo ser aplicadas as melhores praticas e tecnologias na
producdo, na manipulacdo, no armazenamento, no processamento e na embalagem, de forma
a evitar que um alimento contaminado seja comercializado ou consumido (BRASIL, 2011).

Na Tabela 5 observam-se os limites maximos tolerados de aflatoxinas em diversas

formas comerciais de castanha-do-brasil, segundo a RDC n° 7 (BRASIL, 2011).
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Tabela 5 - Limite maximo de aflatoxina B1, B2, G1 e G2 em castanhas.
Alimento LMT (ug/kg)
Castanhas, exceto castanha-do-brasil, 10
incluindo nozes, pistachios,
avelas e améndoas

Castanha-do-brasil com casca para 20
consumo direto

Castanha-do-brasil sem casca para consumo direto 10
Castanha-do-brasil sem casca para processamento posterior 15

Fonte: Brasil (2011).

Em 1° de janeiro de 2017, o MS e a ANVISA alteraram a Resolugdo da Diretoria
Colegiada - RDC n° 7, de 18 de fevereiro de 2011, que dispde sobre limites maximos
tolerados (LMT) para micotoxinas em alimentos. Todavia, ndo houve alteracbes nos limites
para aflatoxinas, somente para as demais micotoxinas (BRASIL, 2017).

Devido a importancia como commodity para o Brasil e pela crescente demanda de
exportacdo, a castanha-do-brasil se torna um alimento visado no aspecto sanitario, visto que
apresenta risco de contaminacdo por micotoxinas. De acordo com Midio, Campos e Sabino
(2001), os niveis de aflatoxinas ndo sdo diminuidos com o fator de coc¢do domestica e seus
subprodutos passam por processos de aquecimento moderados. Diante disso, torna-se
indispensavel um monitoramento dos processos de producdo para controlar os niveis de AFLS
na alimentacdo (LEONG et al., 2010).

De acordo com dados publicados pela Food and Agriculture Organization of the
United Nations (FAO, 2004a), o controle de limites méaximos toleraveis de micotoxinas
vigora em mais de 100 paises, porém, ndo existe um consenso nas concentragoes.

A Unido Europeia, por meio do Regulamento n°. 165/2010, de 26 de fevereiro de
2010, estabeleceu niveis maximos de aflatoxina para avelds e castanhas-do-brasil destinadas
ao consumo humano direto ou a utilizacdo como ingrediente em géneros alimenticios. Os
limites s&o 5,0 pg/kg para AFBI e 10,0 ng/kg para aflatoxinas totais AFB2 + AFG1 + AFG2
(EU, 2010).

Diversos paises e 0 Mercosul estabeleceram valores de limites maximos toleraveis
(LMT) para aflatoxinas nos alimentos voltados para o consumo humano. O Mercosul
estabeleceu limites para AFB1 + AFB2 + AFG1+ AFG2 de 20 ug/kg; ja para Japdo, Canada
e Estados Unidos, o limite é de 10 pg/kg (FAO, 2004b; MERCADO COMUM DO SUL -
MERCOSUL, 2002).
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2.7 Propriedades nutricionais da castanha-do-brasil

A castanha-do-brasil é considerada um alimento rico em proteinas, lipidios e
vitaminas, além de ser excelente fonte de minerais, e uma das maiores fontes de selénio
(FERRANTI et al., 2017). E composta de, aproximadamente, 60% a 70% de lipidios, 15% a
20% de proteina, enxofre, vitamina E (MARTINS et al., 2012; UNIVERSIDADE
ESTADUAL DE CAMPINAS - UNICAMP, 2011).

Os componentes mais abundantes sdo os lipidios, seguidos pelas proteinas,
carboidratos e fibras, respectivamente, que tornam a castanha um alimento de valor energético
bastante elevado (MOODLEY; KINDNESS; JONNALAGADDA, 2007; ROS, 2009).

Além do selénio, a castanha0-do-Brasil contém compostos bioativos, como tocoferol,
compostos fendlicos, acido fdlico, magnésio, potassio, calcio, proteinas e acidos graxos mono
e poli-insaturados (ROS, 2009).

Diante do fato de o perfil do solo da regido amazonica ser considerado rico em selénio,
os moradores locais se beneficiam de uma dieta abundante deste mineral (LEMIRE et al.,
2010).

De acordo com Dumont et al. (2006), a alta concentracdo de selénio encontrada em
uma unica castanha-do-brasil é suficiente para suprir as necessidades diarias do mineral.
Porém, a biodisponibilidade varia de acordo com a fonte do alimento em conjunto com o
estado nutricional do individuo (NAVARRO-ALARCON; CABRERA-VIQUE, 2008).

A améndoa apresenta proteina completa, em que os valores dos escores quimicos dos
aminoacidos essenciais sdo superiores aos do padrdo teérico da Food and Agriculture
Organization (FAQO). As proteinas encontradas nas castanhas-do-brasil correspondem a
aminoacidos especificos contendo Se (selénio), principalmente Se-metionina (DUMONT et
al., 2006). A proteina total pode ser dividida em trés fracGes, 11S, 7S e 2S, e a fracdo 2S € a
mais significativa (SUN; LEUNG; TOMIC, 1987). Dessa fracdo da proteina sulfurada, 18%
séo metionina e 8%, cisteina.

Os lipidios sdo compostos importantes para conferir propriedades organolépticas aos
alimentos, no caso da castanha, o sabor caracteristico. Sao misturas de glicerideos oxidaveis
em diferentes graus (SILVA; MARSAIOLL, 2003).

Metade da gordura total é composta de gordura insaturada, que inclui &cidos graxos
monoinsaturados (MUFAS; &cido oleico) na maioria das castanhas e, principalmente, acidos
graxos poli-insaturados (PUFAS), incluindo acido linoleico e acido a-linolénico (ALA; 18: 3n
—3), 0 n-3 (6mega-3) (ROS; MATAIX, 2006).
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O’Neil, Nicklas e Fulgoni (2015) observaram que os consumidores de castanhas foram
associados com melhor adequacdo de nutrientes e qualidade da dieta do que os néo
consumidores. De acordo com King et al. (2008), individuos que consomem castanhas tém
maior ingestdo de vitaminas E, K, B12 e B6, além de tiamina, riboflavina, niacina, magnesio,
fésforo, cobre, potassio, célcio, e ferro, e niveis mais baixos de sédio do que individuos que
ndo possuem o habito de consumi-las.

A ingestdo continua de castanhas, mesmo em pequenas quantidades, fornece ao
organismo vitamina A, vitamina C, calcio, ferro, magnésio e zinco (O'NEIL et al., 2012;
O'NEIL; NICKLAS; FULGONI, 2015).

De acordo com ANVISA (BRASIL, 2004), a ingestdo diaria recomendada (IRD) é a
guantidade de proteina, vitaminas e minerais que deve ser consumida diariamente para
atender as necessidades nutricionais da maior parte dos individuos e grupos de pessoas de
uma populacao sadia.

A dose correta de ingestdo diaria de nutrientes é fundamental para evitar ndo s
dosagens toxicas, mas também o risco de deficiéncia. No caso do selénio, a ingestdo
deficiente foi reportada em areas com solo pobre e é conhecida como doenca de Keshan
(HARTIKAINEN, 2005).

Na Tabela 6 expressam-se 0s valores recomendados pela ingestdo diaria recomendada
IRD para adultos, em pg e mg/dia.



Tabela 6 - Ingestdo didria recomendada de vitaminas e minerais para adultos.
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Nutriente | Unidade Quantidade
Proteina G 50
Vitamina A G 600
Vitamina D ug /d 5
Vitamina C pg /d 45
Vitamina E mg/d 10
Tiamina mg/d 1,2
Riboflavina mg/d 1,3
Niacina mg/d 16
Vitamina B6 mg/d 1,3
Acido folico ug/d 400
Vitamina B12 pg/d 2,4
Biotina pg/d 25
Acido oantoténico mg/d 5
Vitamina K pg/d 65
Caélcio mg/d 1000
Ferro mg/d 14
Magnésio mg/d 260
Zinco mg/d 7
lodo pg/d 130
Fluor mg/d 700
Fosforo mg/d 4
Cobre pg/d 900
Selénio pg/d 34
Molibidénio pg/d 45
Cromo ug/d 35
Manganés mg/d 2,3
Colina mg/d 550

Fonte: Brasil (2004).

Devido ao alto teor de acidos graxos (Tabela 7), o 6leo da castanha-do-Brasil pode ser

instavel, ja que a estabilidade dos lipidios depende das condi¢fes de estocagem do alimento,

assim como da area de coleta e do genotipo (HOLCAPEK et al., 2003).

Tabela 7 - Composi¢do da castanha-do-brasil crua, em 100 g de parte comestivel: acidos

graxos (g).
sat. | Monoin. | Poli-in. | 14:0 | 16:0 | 18:0 | 200 | 16:1 | 18:1 | 2011 | 18:2n-6 | oy
153 274 21,0 0,04 614 016 003 0,18 27,14 004 2097 0,04

Fonte: UNICAMP (2011).
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Tabela 8 - Nomes comuns e sistematicos dos acidos graxos identificados na castanha-do-

brasil.
Acidos graxos \ Nome comum \ Nome sistematico
Saturados
14:0 Miristico Tetradecanoico
16:0 Palmitico Hexadecanoico
18:0 Estearico Octadecanoico
20:0 Araquidico Eicosanoico
Monoinsaturados
16:1 Palmitoleico Hexadecanoico
18:1 Oleico Octadecanoico
20:1 Gadoleico Eicosenoico
Poli-insaturados
18:2 Linoleico Octadecadienoico
18:3 Linolénico Octadecatrienoico

Fonte: UNICAMP (2011).
A Tabela Brasileira de Composicao de Alimentos (TACO) caracteriza a castanha-do-
brasil crua, em 100 g de matéria comestivel, na composicao centesimal, minerais, vitaminas e

acidos graxos (Taco, 2011), conforme se observa nas Tabelas 9 e 10.

Tabela 9 - Composicdo da castanha-do-brasil crua, em 100 gramas de parte comestivel:

centesimal.
U(@) | kcal | Proteina(g) | Lipideos(g) | Carbo(g) | Fibra(g) | Cinzas (g)
3,5 643 14,5 63,5 15,1 7,9 3,4

Fonte: UNICAMP (2011).

Tabela 10 - Composicdo da castanha-do-brasil crua, em 100 gramas de parte comestivel:

minerais.
Ca Mg Mn Fe Na K Zn
P(m Cu(m
mg) | mg) | mg) | "M | (mg) | mg | (mg) UMY | (mg)
146 365 1.10 853 23 1 651 1.79 42

Fonte: UNICAMP (2011).

Diante do alto valor nutricional que a castanha-do-brasil apresenta, ela € utilizada para
enriquecer alguns alimentos. A proteina da castanha-do-brasil foi introduzida em alimentos

geneticamente modificados, como o feijao (ARAGAO et al., 1999).

2.8 Beneficios do consumo de castanha-do-brasil na profilaxia de doencas

Devido a excelente composi¢do nutricional da castanha-do-Brasil, diversos estudos

foram realizados sobre a ingestdo continua e a diminuicdo do risco de doengas cronicas (IP;
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DJ, 1994; KOCYIGIT; KOYLU; KELES, 2006; KORNSTEINER; WAGNER; ELMADFA,
2006; O'NEIL; NICKLAS; FULGONI, 2015; ROSS et al., 2009).

Disturbios metabdlicos sdo caracterizados, principalmente, por obesidade, hipertensao,
dislipidemia, hiperglicemia, hiperinsulinemia e diabetes tipo2 que, atuando sinergicamente,
podem aumentar a morbidade e a mortalidade da populagdo idosa (GROSSO; ESTRUCH,
2016).

Resultados obtidos em estudos tém indicado que o consumo de castanhas exerce
efeitos metabolicos benéficos devido a sua acdo na glicemia pos-prandial e sensibilidade a
insulina (BRANDT; CSHOUTEN, 2015; JENKINS et al., 2006).

Reconhecidamente ricas pelo seu excelente perfil lipidico, estudos sugerem que pode
haver relacdo entre a frequéncia de consumo de oleaginosas e a reducdo da incidéncia de
doencas do coragdo (KOCYIGIT; KOYLU; KELES, 2006).

O perfil de &cidos graxos, provavelmente, contribui para os efeitos benéficos do
consumo de castanhas observados em estudos epidemioldgicos (prevencdo de doengas
coronarianas e diabetes) e testes de alimentagéo (reducéo do colesterol) (ROS, 2009).

O consumo regular dessas castanhas melhora o perfil lipidico e a funcdo
cardiovascular, reduz o estresse oxidativo em adolescentes obesos e em individuos com
sindrome metabolica, e reduz o risco do processo aterosclerdtico em mulheres obesas, devido
ao aumento da atividade da glutationa-peroxidase (COMINETTI et al., 2012; LOPEZ-
URIARTE et al., 2010).

Por ser rica em vitamina A, a castanha pode contribuir para a prevencao de
xeroftalmia e, ainda, contribuir para a diminuicdo de morbidade em mulheres gravidas, bem
como diminuir o risco de doengas infeciosas, visto que contribui positivamente com o sistema
imunolégico (UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE - USDA, 2010).

A lesdo renal induzida por insuficiéncia renal promove a liberacdo de mediadores proé-
inflamatérios e o recrutamento de moléculas de adesdo e leucécitos que, em conjunto,
induzem disfuncédo renal e mortalidade (WAN et al., 2014). Em um estudo sobre lesdo renal
induzida, observou-se que uma baixa ingestdo de castanha-do-brasil, antes da lesdo, melhora a
funcdo renal pela inibicdo da infiltracdo de macrofagos e do estresse oxidativo (ANSELMO et
al., 2018).

Os tocoferois associados aos compostos fenolicos presentes na castanha podem agir
como compostos funcionais, com efeito preventivo contra cancer e doengas coronarianas em
populacbes que a consomem com frequéncia (KORNSTEINER; WAGNER; ELMADFA,
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2006). A funcdo protetora contra o cancer deve-se a diminui¢do do estresse oxidativo e da
inflamacéo (IP; DJ, 1994).

A ingestdo de uma Unica por¢do de 20 a 50 g de castanha-do-brasil pode reduzir os
marcadores da inflamacdo, como IL-1 (interleucina 1), IL-6, TNF-a (fator de necrose tumoral
alfa) e IFN-y (interferon gama) (COLPO et al., 2014).

A castanha apresenta 365 mg/100 g de magnésio (UNICAMP, 2011), o que a torna
um alimento rico neste micronutriente, colaborando na prevencéo de doenca cardiovascular,
hipertensdo, diabetes mellitus tipo 2, sindrome metabodlica e osteoporose (ROSANOFF;
WEAVER; RUDE, 2012). O magnésio ainda € um cofator essencial para mais de 350 reacGes
enzimaticas, especialmente aquelas que envolvem ligagdes de fosfato de alta energia
(AGARWL et al., 2012).

O célcio € outro mineral presente na castanha de suma importancia, associado a
estrutura de 0ssos e dentes e a conducgdo nervosa (AGARWL et al., 2012).

O selénio é um nutriente essencial para a salde humana, e suas funcGes bioldgicas sdo
mediadas pela expressdo de cerca de 20 selenoproteinas que tém selenocisteina em seus
centros ativos (NOGUEIRA; ROCHA, 2011). O selénio tem grande importancia porque faz
parte do sitio catalitico da enzima antioxidante glutationa peroxidase (GPx) (COMINETTI et
al., 2012).

Além de atuar na destoxificacdo do peroxido de hidrogénio e de outros perdxidos
organicos, a glutationa peroxidase atua também na manutencao de grupos sulfidrilas vitais na
forma reduzida, na sintese de horménios derivados do &cido araquiddnico e no metabolismo
de compostos toxicos ao organismo (FERREIRA et al., 2002).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 1998), o selénio é um constituinte
da 5’-iodinase, enzima atuante no metabolismo dos horménios da tireoide; as sindromes de
deficiéncia de iodo sdo mais graves quando ha deficiéncia simultanea de selénio.

Os fitosterdis, compostos naturais dos alimentos, com estrutura semelhante a do
colesterol e propriedade de aumentar a funcdo imune, dentre outras, também foram detectados
em castanha-do-brasil, com 95% (92-101) de fitosterdis totais, sendo este um valor alto em
relagdo ao de outros alimentos (PHILIPS; RUGGIO; ASHRAF-KHORASSANI, 2005).

Uma abordagem profilatica é crucial para lidar com uma populacéo envelhecida com o
objetivo de reduzir as injurias das doencas crénicas (GROSSO; ESTRUCH, 2016). Diante
dessa problematica, a ingestdo de castanha-do-brasil torna-se um habito que trara beneficios

para a salde da populacdo, de maneira a prevenir as doencas crénicas ndo transmissiveis.
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2.9 Utilizag&o de 0leos e extratos vegetais como agentes antimicrobianos

A crescente demanda por alimentos seguros, bem como a preocupagdo com o0 uso de
conservantes sintéticos, promoveu a realizacdo de pesquisas para investigar os efeitos de
compostos naturais em microrganismos (MARTINS; KLUSCZCOVSKI; SCUSSEL, 2014).

Os compostos organicos sintetizados ou transformados pelos vegetais que nao
apresentam acdo direta conhecida em seus processos vitais, como fotossintese, respiracéo,
transporte de solutos, translocagdo, assimilagdo, diferenciacdo ou sintese de carboidratos,
proteinas e lipideos, sdo classificados como metabolitos secundarios (GUIMARAES, 2007).

Diante da diversidade de compostos derivados de plantas, muitos sdo utilizados nas
formulacBes de farmacos e sdo testados como protétipos de importantes agentes terapéuticos
sintéticos (SIMOES; SPITZEER, 2004).

Um exemplo classico de agente natural sdo os 6leos essenciais, que desenvolvem
funcBes relacionadas com sua volatilidade, agindo como inibidores da germinacdo, na
protecdo contra predadores, na atracdo de polinizadores, na protecdo contra a perda de gua e
0 aumento da temperatura, entre outras (CRAVEIRO et al., 1981).

A concentracdo dos 0Oleos e extratos vegetais é de suma importancia na efetividade
como antimicrobiano. A concentracdo do Oleo para inibir o crescimento microbiano
necessariamente deve ser mais elevada do que as utilizadas para realcar o sabor e 0 aroma dos
alimentos (SHELEF, 1983).

A acdo antifungica ou antibacteriana dos 6leos pode ter associagdo com o carater
lipofilico dos compostos que, normalmente, se integram as membranas celulares dos
microrganismos, causando aumento da permeabilidade celular, extravazamento de
componentes intracelulares e inativacdo de enzimas (BAKKALI et al., 2008; SIKKEMATB,;
DE BONTT, 1994; YOON et al., 2018).

Possivelmente, outro mecanismo de acdo dos compostos naturais compreende a
desintegracdo de membranas citoplasmaticas, a desestabilizacdo do fluxo de eletrons, o
transporte e a coagulagdo do contetdo celular (DUARTE, 2006).

Muitos compostos naturais extraidos de plantas apresentam, em sua composicao,
substancias das classes dos alcaloides, terpenos, flavonoides e lactonassesquiterpénicas,
caracterizados com eficiencia na atividade antimicrobiana (WYK, 2009).

De acordo com Yoon et al. (2018), acidos graxos naturais e sintéticos sdo agentes
antimicrobianos que desestabilizam as membranas celulares, causando uma ampla gama de

efeitos diretos e indiretos.
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O o6leo da castanha-do-brasil obtido através da prensagem das sementes, ou pela
utilizacdo de solvente, também tem sido utilizado no enriquecimento de alimentos
industrializados (SOLIS, 2001).

A utilizacdo do 6leo em adicdo a meios especificos, como fonte de carbono para
microrganismos, propicia a producdo de substancias biosurfactantes que, devido a
importancia ecoldgica, sdo mais aceitas que os surfactantes sintéticos (COSTA et al., 2006).

Extratos da castanha-do-brasil sdo utilizados como fitoterapicos e também na acéo de
reducdo do Trypanosoma cruzi, causador da doenca de Chagas (CAMPOS et al., 2005).

Em um estudo realizado por Martins, Klusczcovski e Scussel (2014) foi demonstrada
a possibilidade de usar o 6leo da castanha como alternativa aos pesticidas para controlar
crescimento de fungos e aflatoxinas. O dleo inibiu substancialmente o crescimento e a
producdo de aflatoxina por A. Parasiticus.

Diante do problema na seguranca alimentar acarretado pelo desenvolvimento de
fungos filamentosos em alimentos e a subsequente contaminagdo por micotoxinas, 0 emprego
destes agentes naturais tem sido utilizado como um método alternativo para reduzir a
contaminacdo de alimentos (SANTIAGO et al., 2018).
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