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RESUMO

A castanheira é um dos recursos econémicos extrativistas
mais importantes da Amazonia. As améndoas de castanha-
do-brasil possuem grande valor nutricional e energético, com
elevado teor de proteinas, apresentando constituintes
indispensaveis a uma boa alimentagéo. Por serem vendidas
ja descascadas, as castanhas-do-brasil podem representar
um potencial veiculador de contaminantes microbianos.
Diante da importancia nutricional, econémica e social desse
alimento, o objetivo deste estudo foi verificar a presenca de
contaminantes fangicos associados a améndoas de
castanha-do-brasil comercializadas em feiras livres de
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Santarém, que é um dos municipios mais populosos do
Estado do Para. Trés unidades amostrais desse alimento
(cada uma constituida por 15 améndoas) foram analisadas.
Para isso, procedeu-se o0 imprinting de améndoas na
superficie de placas de Petri contendo meio de cultura BDA
(Batata Dextrose Agar) com cloranfenicol (0,1 ug.mL™). Em
seguida, os fungos que cresceram na superficie do meio de
cultura foram isolados, purificados, caracterizados macro e
micromorfologicamente, agrupados em morfotipos e
identificados até o menor nivel taxonémico possivel.
Contaminantes fungicos foram detectados em 100% das
amostras analisadas. No total, 52 unidades formadoras de
colonia (UFC), agrupadas em 26 morfotipos, foram
detectadas. Fungos do género Aspergillus foram verificados
com maior frequéncia (35% do total de morfotipos), seguidos
por Penicillium spp. (27%), Cladosporium spp. (12%) e
Rhizopus spp. (11%). A deteccdo de contaminantes flungicos
em améndoas comercializadas sem casca € uma questao
bastante preocupante para a saude publica, uma vez que
pode ser um indicativo de deficiéncia na manipulacdo e
conservacdo desse alimento, que, potencialmente, podera

ser consumido in natura.

Palavras-chave: castanha-do-brasil, fungos, saude publica.

FUNGAL CONTAMINANTS ASSOCIATED WITH BRAZIL
NUTS (Bertholletia excelsa HUMB. & BOMPL.)
COMMERCIALIZED IN A TOWN OF PARA STATE

ABSTRACT

The Brazil nut tree is one of the most important extractive
economic resources in the Amazon. The Brazil nut almonds
have high nutritional and energy value, with a high content of
proteins, which are essential components to a good nutrition.

The Brazil nuts almonds are sold shelled and thus can act as
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a potential placement of microbial contaminants. Given the
nutritional, economic, and social importance of this food, the
aim of this study was to verify the presence of fungal
contaminants associated with Brazil nuts sold in street
markets of Santarém, which is one of the most populated
municipalities of Para state. Three samples of this food
(comprising 15 almonds, each) were analyzed. Petri dishes
containing PDA (Potato Dextrose Agar) culture medium plus
0.1 pug.mL™* chloramphenicol were inoculated via imprinting
of almonds in the dishes surface. It was carried the isolation,
purification and morphological characterization of fungi as
they were growing on the surface of the culture medium. The
morphotypes grouping and identification to the lowest
possible taxonomical level was conducted. Fungi were
detected in 100% of the samples. 52 colony-forming units
(CFU), grouped into 26 morphotypes, were detected.
Aspergillus spp. were observed more frequently (35% of total
morphotypes), followed by Penicilium spp. (27%),
Cladosporium spp. (12%) and Rhizopus spp. (11%). The
detection of fungal contamination in the shelled almonds
commercialized is a matter of great concern for public health,
since it may be indicative of deficiency in the handling and
conservation of this food, which potentially can be consumed

in natura.

Key Words: Brazil nut, fungi, public health.
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1. INTRODUCAO

A castanheira  (Bertholletia
excelsa Humb. & Bompl.) € uma planta
nativa da regido amazlOnica que se
destaca na natureza em virtude de seu
grande porte (COSTA et al., 2009).
Sua arvore pode medir até 60 m de
altura, com diametro de 100 a 180 cm
(DONADIO, 2002; PENNANCCHIO,
2006). A sua distribuicdo abrange
varios paises da América do Sul, tais
como Brasil, Venezuela, Colémbia,
Peru, Bolivia e Guianas, sendo que as
formacdes de florestas mais densas
ocorrem no Brasil (LORENZI, 2000), o
gue torna a castanheira um dos mais
importantes  recursos  econdmicos
extrativistas da Amazodnia (MYERS et
al., 2000; SALOMAO, 2009; SCOLES
et al., 2011).

O fruto da castanheira contém
sementes que abrigam améndoas
comestiveis e saborosas, chamadas
de “castanha-do-brasil” ou também de
‘castanha-do-para” (MULLER et al.,
1995; CLEMENT et al., 2000). Por ser
tdo abundante, seu fruto pode ser
colhido quase que exclusivamente em
diversas

florestas  naturais  por

comunidades, apresentar solida
demanda de mercado e propiciar
coletas com baixo impacto ambiental

(TONINI, 2008).
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A castanha-do-brasil é um
alimento muito apreciado pelo seu
sabor e apresenta qualidades
nutricionais importantes (FERREIRA et
al., 2006). Sua améndoa é oleaginosa
com elevado valor energético e rico
em proteinas, apresentando
constituintes indispensaveis a uma boa
alimentacdo (SOUZA & MENEZES,
2004). E constituida por 60 a 70% de
lipidios e de 15 a 20% de proteinas,
além de ser fonte consideravel de
selénio, calcio, fosforo, magnésio e
vitaminas do complexo B
(CARDARELLI & OLIVEIRA, 2000;
SOUZA & MENEZES, 2004;
FERREIRA et al., 2006).

No Para e em outros estados
brasileiros, a castanha-do-brasil é
muito apreciada na culinaria e pode
ser adquirida a partir de uma grande
variedade de estabelecimentos
comerciais, variando desde
supermercados a feiras livres. O
consumidor pode adquirir 0 produto
portando uma casca bastante rigida,
gue requer remocao mecanica, ou ja
descascada e, consequentemente,
pronta para o consumo (CAMARGO,
2011).

Estudos com o intuito de
analisar a presenca de fungos
contaminantes em améndoas de

castanha-do-brasil ja foram realizados



a partir de amostras provenientes dos
Estados do Amazonas e de S&o Paulo
(Castrillon e Purchio, 1988) e da
cidade de Fortaleza, Estado do Ceara
(Costa et al.,, 2009). Em ambos os
estudos, a presenca de uma grande
variedade de fungos foi verificada,
sendo que fungos dos géneros
Aspergillus e Penicillium foram os mais
frequentemente associados. Até a
data, ndo ha relatos, na literatura
cientifica, sobre a qualidade
microbiolégica da castanha-do-brasil
comercializada no Estado do Para.

A Resolucdo da Diretoria
Colegiada (RDC) n° 14, de 2014, da
Agéncia
Sanitaria  (ANVISA), estabelece as

Nacional de Vigilancia
disposicbes gerais para avaliar a
presenca de matérias estranhas macro
e microscopicas, indicativas de riscos
a saude humana e/ou as indicativas de
falhas na aplicacdo das boas préticas
na cadeia produtiva de alimentos e
bebidas, e fixa seus limites de
tolerdncia (BRASIL, 2014). Ainda de
acordo com essa mesma resolucao da
ANVISA, os fungos filamentosos e
leveduriformes que né&o sejam
caracteristica propria do produto estao
associados a matérias estranhas
indicativas de falhas de boas praticas.
Entretanto, nao h& dados

suficientemente claros para
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embasamento em analises qualitativas
da presenca de fungos em amostras
de castanhas.

Assim, diante da importancia
nutricional, econbmica e social desse
alimento e, considerando 0s riscos
inerentes ao consumo de produtos
alimenticios contaminados por fungos,
0 objetivo deste estudo foi verificar a
presenca de contaminantes fungicos
associados a améndoas de castanha-
do-brasil comercializadas em
Santarém, que € um dos municipios

mais populosos do Estado do Para.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 AQUISICAO DE AMOSTRAS DE
CASTANHA

O estudo foi conduzido em
Santarém, municipio do interior do
Estado do Para, localizado na regido
oeste. Santarém conta com 294.580
habitantes e apresenta um PIB de 3,3
(BRASIL, 2013),

correspondendo a um dos principais

bilhdes

municipios do Estado. Em 2014, sua
producdo de castanhas chegou a 15
(BRASIL 2014a),

arrecadando mais de 22 mil reais com

toneladas

0 produto no mesmo ano (BRASIL
2014b).



Primeiramente, foram
selecionadas as feiras livres do
municipio para aquisicdo de amostras.
Os critérios de selecdao foram os
seguintes: grande fluxo de
transeuntes, comercializacao
concomitante de uma  grande
variedade de hortifrutigranjeiros, além
de auséncia de controle de circulacao
de ar. Em cada feira, um
estabelecimento (banca) foi
selecionado para a aquisicdo de
amostra de castanhas, perfazendo um
total de 3 (trés) estabelecimentos
amostrados. A totalidade de améndoas
adquiridas em cada estabelecimento
comercial foi considerada como uma
unidade amostral. Assim, um total de 3
(trés) unidades amostrais (cada uma
constituida por 15 améndoas) foram
analisadas.

As améndoas foram obtidas ja
descascadas e embaladas, isto é,
“prontas para o consumo” (Figura 1).
As amostras obtidas foram mantidas
em suas embalagens originais e

imediatamente conduzidas ao
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Laboratdrio Multidisciplinar de Ensino
em Biologia Aplicada da Universidade
Federal do Oeste do Para, em

Santarém — PA, para analise.

2.2 ANALISE DA PRESENCA DE
FUNGOS FILAMENTOSOS EM
AMOSTRAS DE CASTANHA

Para analisar a presenca de
fungos nas amostras de castanha
adquiridas, foi empregada a
metodologia de imprinting da castanha
na superficie de um meio de cultura
em condicbes assépticas (Figura 2).
Assim, com o auxilio de pinca de
dissecacao esterilizada, castanhas
foram cuidadosamente colocadas na
superficie de placas de Petri, de 90
mm de didmetro, contendo meio de
cultura BDA (Batata Dextrose Agar)
(Kasvi®) suplementado com antibiotico
(cloranfenicol a 0,1 pg.mL™). Foram
colocadas trés unidades de castanha
por placa, perfazendo um total de

quatro placas por amostra.
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Figura 1. Amostras de castanha-do-brasil, em suas embalagens originais, adquiridas em mercado
local e encaminhadas ao laboratério para analise microbioldgica.

ApGs  cronometrados  cinco
minutos de contato com o0 meio de
cultura BDA, novamente com pinga de
dissecacao esterilizada, as castanhas
foram removidas da superficie da
placa de Petri para  serem
descartadas. Em seguida, as placas
de Petri inoculadas foram incubadas
(25 = 3° C) e monitoradas diariamente
por até dez dias para a observacao de
crescimento de micro-organismos.

Os micro-organismos foram
macro e microscopicamente
caracterizados e separados em trés
grandes grupos (bactérias, leveduras e
fungos filamentosos). Atencdo especial
foi dada aos fungos filamentosos, foco
do presente estudo. Eles foram

repicados e purificados em meio de

cultura BDA e preservados para

analises posteriores.

2.3 CARACTERIZACAO
MORFOLOGICA E IDENTIFICAGAO
DOS FUNGOS

Os fungos obtidos foram
caracterizados morfologicamente,
tanto por meio da observacdo de
caracteres macroscoépicas (coloragao,
borda, aspectos de crescimento das
colénias) vistas a olho nu ou com
auxilio de microscépio esterioscopico,
e microscoépicas observadas por meio
da técnica de microcultivo. A partir
disso, foram agrupados em morfotipos
e identificados até o menor nivel

taxondmico possivel.



BDA suplementado com cloranfenicol a
0,1 pg.mL?

‘ 5 minutos

Figura 2. Passo a passo da metodologia de imprinting da castanha na superficie do meio de cultura
BDA, em condic6es assépticas.

3. RESULTADOS

A contaminacdo de alimentos
por fungos e outros agentes pode
ocorrer durante a colheita, o0
armazenamento e a comercializagédo
do mesmo (BALBANI & BUTUGAN,
2001; MALGARIM et al., 2006). No
presente  estudo, analisou-se a
qualidade microbiol6gica de améndoas
de castanha-do-brasil, focando em
fungos como indicadores, em apenas
uma das condicbes possiveis de
contaminacao, isto é, a
comercializagdo final do produto
alimenticio. Assim, detectou-se a
presenca de contaminantes flngicos
em todas (trés, no total) unidades

amostrais analisadas.

No total, 52 unidades
formadoras de colénia (UFC) foram
detectadas. Apds purificacdo e
caracterizacao morfolédgica dos
espécimes, foi possivel agrupa-los em
26 morfotipos distintos, sendo que trés
desses morfotipos eram comuns a,
pelo menos, duas das trés amostras
analisadas. No que compete a
identidade taxonémica dos espécimes,
foi possivel identificar a maioria dos
morfotipos (85%) até ao nivel de
género. Apenas 15% do total de
morfotipos fungicos ndo puderam ser
identificados por meio dos métodos
empregados.

Fungos do género Aspergillus
foram verificados com maior
(35% do total de

morfotipos), seguidos por Penicillium

frequéncia



spp. (27%), Cladosporium spp. (12%)
e Rhizopus spp. (11%). Na Tabela 1, é
descrita a ocorréncia desses fungos
em cada unidade amostral analisada.
Conforme pode ser verificado na
Figura 3, que contém detalhes da
macromorfologia de todos os grupos
taxondémicos de fungos detectados em
associagdo com  amostras de
castanha-do-brasil neste estudo, ha
uma grande variedade morfologica
entre esses isolados, o0 que,
potencialmente, pode refletir na
identidade dos mesmos ao nivel de

espécie.

4, DISCUSSAO

Por meio das andlises aqui
realizadas, foi possivel verificar que
100% das amostras de castanha-do-
brasil comercializadas sem casca em
feiras livres de Santarém - PA
apresentavam  contaminacdo  por
fungos. Conforme descrito na Tabela
1, fungos do género Aspergillus
ocorreram em todas as amostras
analisadas. E, como anteriormente

mencionado, fungos desse género
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foram os mais frequentes entre os
morfotipos detectados, seguidos por
Penicillium spp., que ocorreu em
apenas duas das trés amostras
analisadas. Fungos dos géneros
Cladosporium e Rhizopus
apresentaram frequéncias
semelhantes e, ambos  foram
verificados em apenas duas amostras,
ocorrendo simultaneamente em
apenas uma delas.

Costa et al. (2009) analisaram
amostras de castanhas-do-brasil sem
casca a partir de mercados de
Fortaleza — CE e também constataram
uma elevada contaminacdo por
fungos. Embora n&o seja possivel
comparar diretamente, por questdes
metodolégicas, a frequéncia de
ocorréncia de grupos taxondmicos que
ocorreram nesse estudo com 0s que
ocorreram em associagdo com as
amostras de Santarém - PA, é
possivel verificar que fungos dos
géneros Aspergillus e Penicillium
também  ocorreram com  maior
frequéncia, em relacdo a outros grupos
taxondmicos detectados, nas amostras

de castanha de Fortaleza — CE.

Rev. Cereus, v. 7, n. 3, p.02-17 , set-dez./2015, UnirG, Gurupi, TO, Brasil.
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Figura 3. Alguns representantes dos espécimes fungicos detectados neste estudo. A: Cladosporium
sp.; B: Rhizopus sp.; C: Aspergillus sp.; D: Penicillium sp.

A presenca de fungos como
contaminantes de alimentos é bastante
preocupante do ponto de vista da
saude publica, sobretudo na forma de
apresentacao das améndoas
analisadas neste estudo, isto é, sem
casca e, consequentemente, “prontas
para o consumo”. A deterioragao
microbioldgica de produtos
contaminados pode acarretar em
alteracao de cor, odor, sabor, textura e
até mesmo do aspecto fisico do
alimento (SOUZA, 2003). Além disso,
alguns micro-organismos responsaveis
pela deterioracao produzem
substancias que podem afetar a saude

das pessoas que consomem 0 produto

contaminado, devido a producdo de
micotoxinas, entre elas, as aflatoxinas
(ALVARES et al., 2012).

Fungos do género Aspergillus
podem produzir aflatoxinas
(MESQUITA, 2012; PACHECO et al.,
2010), que sao altamente toxicas e
carcinogénicas, e mesmo em
guantidade relativamente muito baixas
provocam cancer do figado (SOUZA,
1984). Fungos desse género foram
detectadas no presente estudo.
Embora ndo tenha sido avaliada a
capacidade dos espécimes de
Aspergillus associados a castanha-do-
brasil comercializada em Santarém

produzirem micotoxinas, a detec¢éo da

Rev. Cereus, v. 7, n. 3, p.02-17 , set-dez./2015, UnirG, Gurupi, TO, Brasil.



presenca desses organismos ja é, por
si sO, bastante preocupante, indicando
gue deve haver um maior controle nos
procedimentos de armazenamento e
comercializacdo desse produto por
parte dos comerciantes, assim como
uma maior conscientizacdo dos
consumidores a respeito dos riscos
envolvidos no consumo de alimentos
contaminados por fungos.

Além de fungos do género
Aspergillus, poOde-se verificar a
presenca de espécimes do género
Penicillium também com alta
frequéncia. Fungos desse género
podem ocasionar deterioracdo de
graos e sementes (CARDOSO FILHO
et al.,, 2011). Além disso, Penicillium
spp. podem produzir toxinas
importantes como a patulina e a
citrinina, que causam alteracbes
cromossomais em células de animais
e vegetais e, podem ser
carcinogénicas (FOOD INGREDIENTS
BRASIL, 2009).

Fungos dos géneros
Cladosporium e  Rhizopus séo

considerados, principalmente,
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contaminantes saprofitas. No entanto,
podem causar doencas em individuos
imunossuprimidos (LACAZ et al.,
2002). O género Rhizopus esti
realcionado a incidéncia de
zigomicoses em humanos, a qual é
causada por fungos da ordem
Mucorales, cuja infeccéo e
denominada mucormicose,
ocasionando complicacdes

rinocerebral, pulmonar, cutanea,

gastrointestinal e disseminada.
(ROGERS, 2008).

Diante de tudo isso, verifica-se
a importancia de uma fiscalizacao
eficiente por parte de 0Orgaos
sanitarios, com vistas a garantir
cumprimento das legislacdes vigentes
relacionadas ao controle da presenca
de fungos e de suas toxinas em
alimentos, bem como evidencia-se a
necessidade de prosseguirem 0s
estudos nas areas de investigacao,
prevencdo e controle da contaminacéo
de alimentos por fungos e outros
micro-organismos.  Tais  medidas
devem sempre visar, acima de tudo, a

seguranca alimentar da populagéo.

Rev. Cereus, v. 7, n. 3, p.02-17 , set-dez./2015, UnirG, Gurupi, TO, Brasil.
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Tabela 1 — Quantidade de morfotipos e de grupos taxon6micos detectados por estabelecimento

amostrado.

Estabelecimento

Quantidade de

Géneros encontrados

amostrado morfotipos

Cladosporium sp. (02*)

07 Penicillium sp. (01%)

Aspergillus sp. (01%)
N&o identificados (03*)
Cladosporium sp. (01%)
' 10 Penicillium spp. (06*)
Aspergillus spp. (02*)

Rhizopus sp. (01%)
Aspergillus spp. (06*)

1] 09 Rhizopus sp. (02%)
N&o identificados (01%*)

Total 26

*Total de isolados detectados.
5. CONCLUSAO
Pode-se conclur que a
castanha-do-brasil, comercializada
sem casca no municipio em questao,
pode representar um veiculador de
uma grande variedade de micro-
sobretudo

organismos, fungos

filamentosos. Essa questao é bastante
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