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RESUMO

Em algumas areas Amazobnicas, o extrativismo da castanha-do-Brasil é a principal
atividade, e apos direcionada aos centros de beneficiamento constitui um dos principais
produtos de exportacdo de Estados do Norte do Brasil. Entretanto, devido a diminuicéo
das exportagdes inclusive por causa de barreiras fitossanitarias impostas aos produtos
contaminados por aflatoxinas (AFLs), estudos das possiveis causas de contaminagao
tornaram-se necessarios para auxiliar na manutencao da qualidade. De forma a avaliar
a relagéo entre o teor de Selénio (Se) em amostras de diferentes comunidades da
Amazdnia brasileira e relaciona-las a presenca de AFLs foram coletadas 80 amostras
(com casca e descascada). Quando analisadas por espectrometria de emissao atémica
e AFL por LC MS/MS, amostras da regido Oriental do estado do Amazonas foram
maiores tanto no teor de Se quanto de AFLs, do que as da regido Ocidental, apesar de
nao apresentarem diferengas significativas quanto aos niveis de umidade e ay,. Ao testar
diferentes teores de Se em meio de cultura e avaliar o comportamento de uma cepa de
Aspergillus flavus foi evidenciado que com aumento das concentragdes (0.01-0.6 mg/kg
de Se) o crescimento fungico foi afetado negativamente. Para identificar os niveis de
AFLs em castanha-do-Brasil (Tipo Exportagao) utilizou-se o método de LC-MS/MS em
108 amostras com casca e 63 sem casca, coletadas na cidade de Manaus (AM) das
safras de 2006 e 2007. Do total, somente 32 (32.3 %) com casca e 45 (62.5 %)
descascadas, apresentaram AFls em que 10 (5.8 %) foram >4 ng.g” (legislacdo
européia). Considerando o uso de castanha-do-Brasil como ingrediente na obtencao de
derivados, 50 amostras de produtos industrializados (snacks, cereais, castanha com
chocolate e biscoito) adquiridas em supermercados, foram avaliadas quanto ao nivel de
dienos e trienos, e associagdo com AFLs (por LC MSMS). Do total, 56% atenderam a
legislagdo européia para AFLs e o maior resultado foi detectado em castanha coberta
com média de 4.34 ng.g” (0.10-8.50 ng.g™"). Para dienos e trienos, o maior valor foi
observado em castanha descascada (232nm/0=0.7450 e 232nm/Final=1.3336), sendo
possivel evidenciar a influéncia da oxidacdao na deterioragcdo desses produtos. Os
resultados dos estudos reforgam a necessidade de aplicagdo de controles para evitar a
producao de AFLs em castanha-do-Brasil, bem como de utilizar as suas caracteristicas
nutricionais contra a deterioragdo, para promover a qualidade e proteger a saude do
consumidor, com manutencio da atividade extrativa e industrial da castanha-do-Brasil.

Palavras- chaves: Bertholletia excelsa, aflatoxinas, Aspergillus, Dienos, Trienos
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ABSTRACT

The Brazil nut extractivism is the most important commercial activity in some of the
Amazon areas and after transported to be processed in the factories it becomes the most
important agricultural commodity to some of the northern Brazilian states. Althought due
to the export decrease of the last years, the aflatoxins (AFLs) were considere as the
major cause of contamination and loose of quality. The study of the contamination
causes became necessary to support the quality assurance. In order to identify the AFLs
levels in Brazil nut for export, the LC-MS/MS method was used in 108 in-shell and 63
shelled simples, collected in Manaus city (AM) from 2006 e 2007 harvests. From the
total, only 32 (32.3 %) in-shell and 45 (62.5 %) shelled, presented AFL with 10 (5.8 %)
>4 ng.g”" (European regulation). Considering the Selenium (Se) as an important
antioxidant and its relationship to the AFL contamination in Brazil nuts from different
Amazon areas, 80 samples (in shell and shelled) were evaluated. The atomic emission
method was used to analyze Se and the LC MSMS for AFL. The eastern Amazon area
samples presented higher Se levels and so for AFLs than Western area samples,
despite of no significant difference in moisture content and water activity values. During
the evaluation of a reference Aspergillus flavus strain behavior in media with different Se
concentration, was clear observed as the Se concentration increased (0.01-0.6 mg/kg
Se) lower was the fungal growth. As the Brazil nuts are usually taken, broken or entire,
as ingredient to other products, 50 samples of industrialized brazil nut products (snacks,
covered nuts, cereal and cookies), collected in supermarkets, were evaluated concerning
the lipid oxidation (conjugated diens (CD) and trienes(CD)) and their association to AFLs.
From the total, 56% were according to the legislation to AFLs (<4 ng.g™") and the higher
level was observed in covered nuts with mean of 4.34 ng.g™ (0.10-8.50 ng.g™"). To CD
and CT the higher level was observed in snacks type (232nm/0=0.7450 and
232nm/Final=1.3336) and was possible to visualize the oxidation influence in the
products. The results of all the factors studied enforce the necessity of mechanisms to
control the fungi proliferation and AFL contamination at the different chain stages, as well
as the Brazil nut composition role to be used in order to improve their quality against
deterioration, protecting the consumer’s health and the maintenance of the Brazil nut

extractive and industrial activity.

Key-words: Bertholletia excelsa, aflatoxins, Aspergillus, Diens, Triens



1. INTRODUGAO

A castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.), in natura ou processada, € uma
importante fonte nutricional cuja seguranga necessita ser continuamente monitorada.
Seu teor de Selénio (Se) tem despertado grande interesse dos consumidores e para
o desenvolvimento de outros produtos. Portanto, ha necessidade de explorar o real
nivel de distribuicdo das aflatoxinas (AFLs) em castanha-do-Brasil e sua relagdo com

fungos, selénio e contaminag&o de seus derivados.

Tradicionalmente, a castanha-do-Brasil € obtida por comunidades extrativistas da
regidao Amazoénica, transportada para centros de distribuicdo e entdo direcionada
para o beneficiamento em usinas, nas quais sao desidratadas e exportadas com
casca ou descascadas, ou ainda direcionadas para comercializagcdo no mercado
interno, contudo, em menor escala. Tais atividades envolvem toneladas do produto a
cada safra e a ocorréncia de contaminagdes, gerou barreiras n&do-tarifarias por parte
de paises importadores, diminuindo as exportagdes brasileiras para a Comunidade
Européia e afetando a producio nas usinas e o trabalho extrativista. Estes fatos tém
gerado a necessidade de maior acompanhamento técnico preventivo e de reduzir e
controlar as etapas da cadeia produtiva da castanha-do-Brasil, principalmente, pela
presenga de AFLs, de forma a atender aos limites maximos exigidos do comércio

internacional e proteger a saude dos consumidores.

A coleta e o processamento da castanha-do-Brasil podem promover condi¢des
ideais para a contaminacéo por AFL devido ocorrer, em grande parte, em ambientes
com temperatura e umidade relativa elevada e, ainda, por falta de armazenamento e
transporte adequados. Tais condi¢gdes propiciam meios favoraveis aos fungos
toxigénicos, e que metabolizam esses contaminantes, naturalmente hepatotoxicos e

carcinogénicos, de forma a tornar o alimento nocivo ao consumidor.

As caracteristicas nutricionais da castanha-do-Brasil, como o teor de Se, também
tém suscitado o questionamento, quanto a influéncia desse elemento no
metabolismo dos fungos e consequente producdo da toxina. Torna-se necessaria
ainda, a avaliagdo da distribuicdo dos teores de Se na castanha-do-Brasil de

diferentes regides, a contaminagédo por AFLs, e os mecanismos no beneficiamento
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que possam inibir a presenga de fungos toxigénicos, tanto nos produtos com casca,
como descascados.

Entretanto, devido a promog¢do do comércio interno da castanha-do-Brasil, inteira
e/lou em pedagos, daquelas que n&o atendem aos mercados estrangeiros, tem
havido um maior desenvolvimento de novos produtos derivados da castanha-do-
Brasil (ex. biscoitos, cereais e bombons). Desta forma, a deterioragcdo por
constituintes lipidicos associada as AFLs € um aspecto também a ser explorado.

Esses estudos sdo importantes no entendimento do nivel de AFLs na castanha-do-
Brasil e seus produtos, para que se possam determinar os efeitos bioldgicos no
consumidor e mecanismos e/ou tratamentos tecnoldgicos que aumentem a
seguranga da cadeia produtiva. Devido ao exposto, os objetivos do trabalho foram:
estudar a ocorréncia de selénio, fungos e aflatoxinas em castanha-do-Brasil
proveniente da regido da Amazbnia brasileira, bem como avaliar a qualidade de

seus produtos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Castanha-do-Brasil

Pertencente ao grupo das nozes de arvores, a castanha-do-Brasil (Bertholletia
excelsa H. B. K.) foi descrita pela primeira vez em 1808, quando HUMBOLDT e
BOMPLAND, e posteriormente KUNTH, denominaram a arvore majestosa presente
na Floresta Amazbnica (MENNINGER, 1977; NYBG, 2006) O Ministério da
Agricultura por meio do Decreto 51209 de 18/09/1961, para efeito de comércio
exterior, regulamentou a denominagéo de Castanha-do-Brasil (BRASIL, 1961).

Outras denominagdes variam internacionalmente, porém, muitas sempre mantém
sua origem -do Brasil ou -do Para. No Brasil € chamada também de: castanha-do-
Maranhao, castanha-do-Par4, Inia, Nia, Nha, Eray, Tocary, Tuca, Turury, Ya e Yuvia,
almendras, noce del Brazile, paranuss, Brazil nuts, Para nuts, Nigger To, noix du

Bresil, noix du Para, chataigne du Bresil e nuez de Brazil.

A classificacdo botanica € descrita em: Divisdo: Angiospermae — Classe:
Dicotiledonea - Ordem: Myrtiflorae -~ Familia: Lecythidaceae -  Género:
Bertholletia — Espécie: excelsa. A familia tem 325 tipos de arvores nos tropicos
americanos, divide-se em 15 géneros, em que o Bertholletia € dominante com 75
espeécies. (BRASIL, 2002).

A castanheira € uma arvore de grande porte (Figura 1), com até 50 m de alturae 2 m
de diametro na base e caule cilindrico, liso, desprovido de ramos até a fronde,
Possui casca escura e fendida, ramos encurvados nas extremidades, folhas
esparsas, alternadas, pecioladas (peciolo cilindrico-caniculado), oblongas ou
ovalado-oblongas, curto acuminadas, onduladas, verde-escuras na parte superior e
palida na inferior (BRASIL, 1976). A dispersao de suas sementes, crescimento e
capacidade de producao de frutos parecem ser afetados por varios fatores, como por
exemplo, agao de cipos e animais (PERES et al., 2003; KAINER et al., 2006).

O fruto da castanheira € chamado de “ouri¢o”, constituindo-se uma camada de
substancia lenhosa (Figura 1). E uma capsula (pixidio) globosa deprimida, quase
esférica, de 08 a 16 cm de diametro, tendo visivel na parte superior o resto do calice.

A casca do fruto é espessa, lenhosa, dura, de cor castanha, repleta de células
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resinosas. Podem pesar de 0,5 a 5 kg e conter de 10 a 25 sementes, angulosas,
agudas, mais ou menos triangulares, transversalmente rugosas, estreitamente

comprimidas, envoltas em polpa amarela, dispostas em trés séries (BRASIL, 2002).

A améndoa da castanheira € composta, principalmente, por tecidos parenquimaticos
delimitados por um anel de tecido meristematico, sendo estes envoltos por uma
camada epidérmica e uma pelicula lignificada. O epicétilo e a raiz primaria séo
formados dos tecidos meristematicos preexistentes localizados, preferencialmente,
nas regides dos podlos, caulinar e radicular. A estrutura anatdémica do embrido
explica, em parte, o lento processo germinativo nesta espécie e relaciona-se com o
sucesso em sua dispersdo em condigbes naturais (CAMARGO; CASTRO;
GAVILANES, 2000). A semente, comumente chamada de améndoa, é encontrada
em diversos tamanhos, e comercializada/beneficiada de acordo com a classificacao
do Ministério da Agricultura Pecuaria e do Abastecimento (BRASIL, 1998) em: com
casca e sem casca (Figura 1). Comercialmente, considera-se que cada hectolitro de
castanha pesa de 47 a 60 kg (TUPIASSU; OLIVEIRA, 1967). Microscopicamente, a
castanha-do-Brasil revela estruturas firmemente organizadas caracterizando um
aspecto de rugosidade ao agrupar seus componentes estruturais. As diversas
formas da castanha-do-Brasil estdo dispostas na Figura 1.
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Figura 1. A Castanheira-do-Brasil: (a) arvore da castanha-do-Brasil (Betholletia excelsa); (b) Fruto (Ourigo) e
sementes; (c) Castanha-do-Brasil com e sem casca; (d) Microscopia eletronica de varredura da améndoa da
castanha-do-Brasil, eixo transversal (250 x - 5.000 kv).

Pacheco; Scussel (2006)
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2.1.1 Distribuicao geografica

A castanheira é uma arvore social e vegeta em macigos de altura dominante das
demais arvores da floresta, existindo esparsa e em pequenos grupos (BRASIL,
1976). E uma planta encontrada em sua maioria, em estado nativo na Amazénia,
com algumas tentativas de plantio, e localiza-se em maiores concentragdes na
porcao brasileira, como apresentado na Figura 2 (PACHECO; SCUSSEL, 2007).

OESTE (Ocidental) LESTE (Oriental)

Guianas

Brazil

Bolivia

Paraguay

Figura 2. Distribuigdo da castanheira-do-Brasil entre as regides (Oeste e Leste) da Bacia Amazonica
Pacheco; Scussel (2007)

Ocorre principalmente no planalto que separa a bacia formada pelos afluentes do
baixo Amazonas, alto Tocantins e alto Moju, e em terras altas ao norte do Rio Jari,
no Para, e no Acre, até o alto Beni, na Bolivia (MULLER, 1981). No Brasil, vicejam
nas regides dos rios Madeira, Purus, Negro e Solimdes (Estado do Amazonas), e
também nos Estados do Maranhdo, Mato Grosso, Roraima, Rondbnia e Amapa
(Figura 3). No Estado do Amazonas, a castanheira € distribuida uniformemente em
todo territdrio, porém sua ocorréncia € mais frequente ao longo das calhas dos rios
Madeira, Purus e Solimdes. Algumas das areas do estado possuem usinas de
beneficiamento, areas com implantagdo de programas de boas praticas em

andamento, bem como area extrativista com certificagdo orgénica (Figura 4).
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Figura 3. Quantidade produzida/extraida de castanha-do-Brasil em municipios do Estado do Amazonas

IBGE (2005)

CASTANHA-DO-BRASIL

LEGENDA
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e Comercializagédo
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Figura 4. Municipios do Estado do Amazonas e atividades relativas a castanha-do-Brasil

Amazonas (2005)
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2.1.2 Composigao nutricional

A améndoa constitui um alimento bastante apreciado ndo so6 pelo seu sabor, como
também pelas suas qualidades nutritivas. Sua composicdo tem sido amplamente
estudada, e demonstra ser uma rica fonte nutricional, e é popularmente chamada de
“Carne Vegetal”, por ser um alimento energético, rico em proteinas e valorizado pela
presenca de antioxidantes (GLORIA; REGITANO DARCE, 2000; COZZOLINO,
2001).

De acordo com a composi¢cado nutricional da castanha-do-Brasil, os componentes
mais abundantes sao os lipidios, seguidos pelas proteinas, carboidratos e fibras, de
forma que o valor energético é bastante elevado (MOODLEY et al., 2007). E
importante ressaltar que os niveis dos nutrientes diferem com o tamanho da
castanha, sua variedade e origem e algumas destes resultados estdo apresentados
na Tabela 1.

Tabela 1. Composicéo nutricional basica da améndoa de castanha-do-Brasil

Resultados em 100g de amostra integral Autores
Valor Calérico Lipidios Proteinas Carboidratos Fibra

(Kcal) (9) (9) (9) total (g)

666,00 65,9 14,40 11,0 2,10 Almeida (1963)
- 66,8 13,6 10,3 - Andrade et al. (1999)

676,56 67,3 14,29 3,42 8,02 Souza; Menezes (2004)
- 66,7 19,93 0,69 - Venkatashalam; Sathe (2006)°
- 66,8 13,6 10,3 - Moodley et al.(2007)

? resultado em matéria-seca desengordurada

Os lipidios sdo compostos importantes para conferir propriedades organolépticas
aos alimentos, como odor e cor. S&do misturas de glicerideos (mono, di e ftri-
glicerideos) e oxidaveis em diferentes graus (SILVA; MARSAIOLI, 1999). Estes por
sua vez, sdo formados pela associagdo quimica entre o glicerol e molécula (s) de
acidos graxos (HOLCAPEK et al., 2003) que, por sua vez, sdo classificados em
saturados e insaturados (mono e polinsaturados), dependendo do numero de duplas

ligacdes em sua estrutura quimica.

Os acidos graxos insaturados s&o considerados como uma das maiores causas de
danos nas propriedades sensoriais de alguns alimentos devido as reagdes
oxidativas que levam a formacdo de hidroperoxidos. Estes, apesar de transitorios
sdo mais estaveis que os radicais, e resultam na producido de Dienos Conjugados
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(DC) devido ao rearranjo das duplas liga¢gdes que passam da posi¢ao maldnica para
a posigao conjugada. Hidroperoxidos de acido linoléico e linolénico, por exemplo,
contém grupamento dieno fortemente absorvido em 234 nm. Mudangas no espectro
ultravioleta (UV) séo utilizadas para medir niveis de oxidag&o, pois podem indicar
gque o aumento da absorbancia, devido a formacdo de DC, pode ser proporcional a
incorporagao de O, e formacao de perdxidos durante as primeiras fases de oxidagao
(VIEIRA; REGITANO-D’ARCE, 1999). Nos estagios de formacdo dos compostos,
quanto maior a absor¢do em 232 nm, maior a concentragdo de peroxidos (inicio da
oxidagao). De forma contraria, quanto maior a absorgdo em 268 nm (formagao de
trienos conjugados - TC), maior a concentracdo de produtos secundarios. O
aumento da absorbancia, teoricamente, reflete a formagao de oxidag&o primaria em
Oleos e gorduras e é proporcional a incorporagdo das moléculas de O,. Quanto
maior os niveis de DC e TC menor € a estabilidade oxidativa dos 6leos (CHATTA et
al., 2006). O uso de DC e TC como parametros para avaliar estabilidade oxidativa de
Oleos € uma boa alternativa em relagdo a métodos tradicionais como, por exemplo, a
medicdo de perdxidos, que pode ser limitado por refletir dados sobre a fase inicial de
oxidagdo e nado de todo o processo. Ryan et al. (2006) analisaram castanha-do-
Brasil, em que o indice de peroxidos foi encontrado em torno de 0.16 mEq Oz/kg
oleo. Na analise de DC e TC em diferentes temperaturas de armazenamento, nas
castanhas com casca os resultados em 232 nm foram de 0,555 a 0,765 e em 270
nm, de 0,050 a 0,098. A presenga de compostos menores (270 nm) foi maior nos
Oleos de castanhas descascadas mantidas no ambiente, pois com o aumento da
conjugacgao de dienos em 232 nm, aumenta proporcionalmente a absor¢cado de Oz e a
formacgéao de perdxidos nos estagios iniciais de oxidagdo. Os resultados de absorgao
em 270 nm confirmaram estado mais avancado de oxidacdo em descascadas
(RIBEIRO; REGITANO-D'ARCE; LIMA, 1993). Também s&o considerados
importantes na avaliagdo de 6leos, os indices de iodo e de saponificagdo e alguns
resultados de pesquisas estao citados na Tabela 2.
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Tabela 2. Parametros para qualidade do 6leo de castanha-do-Brasil

Parametros Fontes
Pechnik et al. (1950) Almeida (1963) Moodley et al. (2007) *

Indice de acidez - 1,2 1,45
(mg KOH/g dleo)
Indice de Refragao 1,458-1,464 1,4658 ° 1,4725
(25°C)
Indice de lodo 97-109 100,2 74,2
(mg iodo/100 mg de 6leo)
Indice de Saponificagao 192-202 193 192,4

(mg KOH/g 6leo)
? extraido de castanha obtida no varejo  °a 40°C

A hidrolise das gorduras com a formagdo de acidos graxos livres e oxidagcdo de
lipideos também podem ocorrer devido a agado das enzimas lipase e lipoxigenase
que sao catalisadas por condigdes especificas dependentes de UR % ou
rompimento da integridade celular do substrato. Portanto, a inativagdo enzimatica
pode ser um mecanismo necessario na manutencido da qualidade de alimentos e

evitar a perda do flavor e outras formas de deterioracéo.

Estudos sugerem que pode haver relagao entre a frequéncia de consumo de nozes
com redugdo da incidéncia de doencas do coracdo, constituindo uma fonte
alimentar, benéfica a saude apesar de as nozes serem reconhecidamente ricas em
teor lipidico (KOCYIGIT et al., 2006). No caso da castanha-do-Brasil, o teor atinge
60-70%, bem como o teor de acidos graxos saturados e insaturados, com nivel de
73 % (acido oléico e linoléico) superior a outras nozes (KORNESTEINER et al.,
2006; RYAN et al., 2006; VENKATACHALAM; SATHE, 2006).

Por outro lado, devido ao alto teor de acidos graxos polinsaturados (Tabela 3), o
oleo da castanha-do-Brasil pode ser instavel, ja que a estabilidade dos lipidios &
diretamente dependente do manuseio e condi¢gdes de estocagem do alimento, assim
como da area de origem. Tais fatores ndo podem ser desconsiderados, pois podem
afetar a qualidade do 6leo e aumentar a acidez, principalmente devido ao acido
oléico e linoléico. De acordo com a posigdo dos acidos graxos na estrutura do
glicerol os principais tri-glicerideos do 6leo de castanha-do-Brasil sdo: LLL, OLL,
LLP, OLO, LOP, OOO, onde P, O e L sédo os acidos palmitico, oléico e linoléico,
respectivamente (HOLCAPEK et al., 2003).
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Tabela 3. Composigdo em acidos graxos (%) do 6leo extraido da castanha-do-Brasil

Acidos Graxos °  Andrade et al. (1999) Ryan et al. (2006) Venkatachalam; Sathe (2006)

Miristico (14:0) ND" 0,06 0,05
Palmitico (16:0) ND 13,50 0,00
Palmitoléico(16:1) ND 0,33 15,1
Margarico(17:0) 15.0 0,22 0,08
Estearico (18:0) 10 11,77 9,51
Oléico (18:1) 28,0 29,09 28,75
Linoléico (18:2) 6,9 42,80 45,43
Linolénico (18:3) 21,7 0,20 0,18
Araquidico (20:0) 24,9 0,54 0,25
Gadoléico (20:1) ND 0,21 0,00
Behénico (22:0) - 0,12 0,06
Erdcico (22:1) - 0,34 0,00

@ Numero de atomos de carbono:niimero de insaturacdes  °Nao detectado

Nos trabalhos pioneiros sobre castanha-do-Brasil, a fragado protéica da globulina foi
identificada e chamada de Excelssina, assim como foi observada e riqueza em todos
0s aminoacidos essenciais, com elevado teor de sulfurados (metionina e cisteina),

geralmente insuficientes em proteinas vegetais (SOUZA, 1963).

A améndoa apresenta proteina completa, em que os valores dos escores quimicos
dos aminoacidos essenciais sdo superiores aos do padrao tedrico da Food and
Agriculture Organization (FAO). A fracdo protéica 2S da castanha-do-Brasil € rica
nestes aminoacidos sulfurados, e tem sido utilizada em processos de modificagao de
alimentos, para enriquecimento de caracteristicas nutricionais, como por exemplo,
do feijdo (NORDLEE et al., 1996). Na Tabela 4 s&o apresentados os aminoacidos
totais identificados na améndoa da castanha-do-Brasil, ressaltando que o alto teor
de aminoacidos sulfurados presentes sdo superiores aos dados da FAO para
metionina e cisteina (FAO, 1970).

As améndoas contém de 15 a 17% de proteina em matéria fresca e cerca de 50%
de proteina em matéria seca desengordurada, sendo o total de proteina da améndoa
de 8,3% de metionina e cisteina/peso. A proteina total pode ser fracionada em trés
Fragbes 11S, 7S e 2S, e a Fragdo 2S é a mais significativa (SUN, 1987). Dessa
fracao foi purificada a proteina sulfurada, com 18% de metionina e 8% de cisteina.
Nas estruturas isoformes da fracdo 2S albumina em castanha-do-Brasil, observou-se
que o maior polipeptidio extraido, com peso molecular calculado usando padrdes da
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proteina conhecida, de aproximadamente 12000, coincidiu com o peso conhecido da
Fracdo 2S da castanha-do-Brasil (MORENO et al., 2004).

Tabela 4. Aminoacidos totais da améndoa da castanha-do-Brasil.

AA/PTN (g/100g) Aminoacidos totais na améndoa
Souza; Menezes Venkatachalam; Dados FAO
(2004) Sathe (2006) Padrao Tedrico

Ac. Aspartico 10,11 7,69 - -
Threonina 3,02 2,27 3,40 40
Serina 5,24 4,00 - -
Acido Glutamico 25,1 20,26 - -
Prolina 4,76 5,21 - -
Glicina 572 4,30 - -
Alanina 4,32 4,30 - -
Valina 5,12 4,71 3,50 50
Metionina 7,12 8,98 2,50° 357
Cisteina 2,33 0,75
Isoleucina 3,09 3,21 2,80 40
Leucina 8,58 7,89 6,60 70
Tirosina 3,23 2,47 - -
Fenilalanina 4,90 4,06 - 60°
Lisina 4,53 2,95 5,80 55
Histidina 3,11 2,92 1,90 -
Triptofano 1,10 0,71 1,10 10
Arginina 17,30 12,91 - -

@ Metionina+cisteina; ® tirosina+fenilalanina.

O teor de agucares nos alimentos pode ser determinante na presenca de fungos
deterioradores por favorecer o0 metabolismo dos microrganismos e,
consequentemente, por danos causados nos produtos, portanto alguns estudos tém
sido feitos no que diz respeito as diversas formas de carboidratos em alimentos,

como por exemplo, celulose e lignina.

A composicéo de carboidratos apresenta variagao de 0.69 g% (VENKATACHALAM;
SATHE, 2006) a 10.3 g % em matéria seca (ANDRADE et al., 1999). Ja o teor de
fibra foi determinado por Souza e Menezes (2004) em 8,02 g %, em que 3,12 g % de
fibra soluvel, e 4.89 g % de fibra insoluvel. Em castanha-do-Brasil (améndoa +
casca) analisadas por hidrolise com acido sulfurico, quantitativamente, por
cromatografia de troca ibnica, foi detectado teor de 60 % de lignocelulose e 33 % de
agucares em matéria seca, assim como xilose (34 %), glicose (55 %), arabinose (2
%), galactose (3 %), rhamnose (1 %) e manose (1%) (SINER; PULS; DIETRICHS ,
1979).
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Para diminuir a poluicdo ambiental decorrente de residuos de processamento, foi
realizado teste de pirdlise de lignocelulose em diferentes temperaturas da casca de
castanha-do-Brasil, como fonte de carbono. Na composicdo do material foram
detectados 48,5 % de holocelulose e 59,4 % de lignina, assim como 22,2 % de
carbono fixo, sugerindo que o processo causa mudangas significativas na textura e
morfologia do material (BONELLI et al., 2001).

Ha ampla diferenga entre o teor de alguns minerais em castanha-do-Brasil (Tabela
5), entretanto, ndo foram detectados valores relevantes de metais pesados, como
Arsénio (As), Chumbo (Pb) e Mercurio (Hg) (FURR et al., 1979). A presenca de
valores elevados de Ferro (Fe), Magnésio (Mg) e Manganés (Mn) também podem
ser interessantes do ponto de vista nutricional, no enriquecimento de dietas
(CHUNHIENG et al., 2004).

Em estudo que avaliou a quantidade de As, em castanha-do-Brasil com e sem
casca, os valores foram de 3,0 e 2,8 ng.g”, respectivamente. Em testes para
determinacao do teor de oxalato gastrico e intestinal de solubilidade, a castanha-do-
Brasil apresentou valores elevados de 492,0 e 304,5 mg % de matéria seca,
respectivamente, considerados relativamente altos, quando comparados com outras
nozes, como o amendoim (205,3 mg %) ou pistache (67,4 mg %) (RITTER;
SAVAGE, 2007).

Tabela 5. Teor de minerais da castanha-do-Brasil

Componente® Furretal. Andradeetal. Gongalves et Chunhieng et Moodley et al.

(1979) ° (1999) al. (2002)° al. (2004) (2007) ®
Arsénio 0,02 - - - 0.013
Calcio 1592 132 206,75 6060 7432,8
Chumbo 0,4 - - -
Cromo 0,6 - - - 1,34
Cobre 1,9 1,30 1,17 59,44
Ferro 93 3,4 9,67 80 74,26
Fésforo 1,7 674 564,50 23800 -
Magnésio 3370 160 312,50 13380 9678,5
Manganés 8 0,6 6,85 50 3,4
Mercurio 0,01 - - - -
Potassio 5405 644 514,75 19690 -
Sédio 7,2 2,0 - 20 -
Zinco 41 3,5 71 115 110,31

% mg%
e embalagens do varejo
°origem: arvores proximas de Manaus (AM) Brasil
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A castanha-do-Brasil possui constituintes reconhecidamente associados a agao
antioxidante contra os radicais livres decorrentes dos processos metabodlicos nos
organismos (FRAGA, 2005; REILLY, 2006) e quanto ao teor vitaminico, destaca-se o
elevado teor de vitamina E, que pode estar relacionado com o teor de a-tocoferol

(CHUNHIENG, 2004). A Tabela 6 apresenta um resumo dos teores de vitaminas.

Tabela 6. Teores de vitaminas presentes na castanha-do-Brasil.
Vitamina® USDA (2003) Duke (1989)
A (UI)
B1
B2
B3
B6
B12
C
D
K
E 1,62 -
Niacina 0,084 0,2

“mg%

Estudos epidemiologicos indicam que substancias antioxidantes s&o uteis na

0,2
0,69
0,2
2,0

o
OIOOSII|O
[(o]

prevencido de doencgas causados pela acdo de radicais livres nos processos
metabdlicos do organismo (SEIFRIED et al., 2007). Os tocoferois associados aos
compostos fendlicos podem agir como compostos funcionais, com efeito preventivo
contra cancer e doengas coronarianas em populagdes que consomem nozes com
frequéncia (KORNSTEINER; WAGNER; ELMADFA, 2006). Na castanha-do-Brasil, 3
e y tocoferol foram os mais predominantes em relacdo a quantidade de tocoferdis

(¢<7mg/100g 6leo) e seus valores sao apresentados na Tabela 7.

Os compostos fendlicos, também considerados funcionais, devido as suas
propriedades benéficas a saude, foram encontrados em castanha-do-Brasil, com
teor de 112 mg % de acido galico, mais elevado que em améndoas (47 mg %) e
macadamias (46 %) (KORNSTEINER; WAGNER; ELMADFA, 2006). Os fitosterdis,
compostos naturais dos alimentos, com estrutura semelhante ao colesterol e
propriedades de aumentar a fungao imune, dentre outras, também foram detectados
em castanha-do-Brasil, com 95 % (92-101) de fitosterois totais, sendo este, um valor
alto em relagdo a outros alimentos, mas reduzido em comparagao com améndoas,
com 199 g % (PHILIPS; RUGGIO; ASHRAF-KHORASSANI, 2005).
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Tabela 7. Antioxidantes e compostos funcionais em castanha-do-Brasil

Antioxidantes ® Philips et al.(2005) Kornsteiner et al. (2006) Ryan et al. (2006) Normen et al. (2007)
b

a-tocoferol 1 82,9 -
y- tocoferol - 13,2° 116,2 -
o-TE ¢ - 4,3 - -
Mg de EAG ° - 112 - -
B Caroteno - ND f - -
Luteina - ND - -
B Sitosterol 65,5 - 1325,4 94
Campesterol 2,0 - 26,9 3
Stigmasterol 6,2 - 577,5 8
Esqualeno - - 1377,8 -
A®-avenasterol 13,6 - - 20,5
Sitostanol 4.1 - - 54
Campestanol 2,0 - - 0

2%:; ®N&o Informado; °B- tocoferol e y- tocoferol; ¢ a-tocoferol em equivalentes de vitamina E; ° EAG= equivalente
em acido galico/100 g de matéria fresca; " Nao detectado

Além do elevado teor protéico, lipidico e da presenga de antioxidantes, a castanha-
do-Brasil possui também componentes que podem conferir outras propriedades,
como a alergenicidade decorrente da presengca da fragdo protéica e tambéem

componentes quimicos com radioatividade.

Estudos tém buscado caracterizar tanto o quadro clinico quanto aspectos analiticos
para identificacdo do composto responsavel pela caracteristica de alergenicidade
atribuida ao consumo de nozes e alimentos geneticamente modificados,
especialmente com a proteina da castanha-do-Brasil. A fragdo protéica 2S albumina
esta associada ao excepcional carater nutricional da castanha, entretanto pode ser
responsavel pelo quadro clinico caracteristico de diarréia, vOmito e perda de
consciéncia em alguns individuos (BARTOLOME et al., 1997).

Para enriquecer nutricionalmente alguns alimentos, a proteina da castanha-do-
Brasil foi introduzida em alimentos geneticamente modificados, como o feijao
(ARAGAO et al., 1999), a batata, o tabaco (MARCELLINO et al., 1996) e a soja
(NORDLEE,1996). Entretanto, em testes com extratos da soja modificada houve
reacdo alérgica positiva na pele dos individuos testados e a fragdo alergénica
apresentou estabilidade mesmo sendo tratada térmica e quimicamente (MURTAGH
et al., 2003). Por isso, testes tém sido feitos para detectar a presencga de castanha-
do-Brasil em alimentos, que pela rotulagem, ndo deveriam conté-la na formulacéo,

colocando em risco consumidores alérgicos a frag&do protéica (BRETT et al., 2004).
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Uma outra caracteristica relacionada a composi¢do da castanha-do-Brasil € o teor
de radioatividade. Em 1930 foi relatado que a castanha-do-Brasil continha larga
concentragao de Bario (Ba) de aproximadamente 0,1-0,3 % e, em 1950, foi discutido
que também possuia altos niveis de Radio (Ra) e gerou a discussdo quanto a
importancia de maior investigacdo sobre o carater radioativo (TURNER et al., 1958).
Apesar de esses elementos possuirem comportamento quimico similar, a diferenga é
que o Ra ocorre na castanha-do-Brasil sob a forma de um mix variavel de Ra*®® e
Ra%?®. Acredita-se que o acimulo de Ra e Ba provém do extensivo sistema radicular
das arvores, mas as concentragdes detectadas nas folhas e casca (caule) s&o
maiores do que na castanha (améndoa). De qualquer forma, a concentracdo de Ra
em castanha-do-Brasil pode chegar até 1000 vezes mais do que em qualquer outro
alimento, apesar de que a maioria da quantidade de Ra ingerido n&o é retida no

organismo (GABAY; SAX, 1969).

Para estudar, a excrecdo de compostos apds consumo de castanha-do-Brasil,
amostras obtidas de trabalhadores demonstraram a presenga de Thorium (Th?%),
que é um elemento quimico acompanhado de atividade semelhante ao Ra?*® (BULL,
SMITH; PHIPPS, 2006). A Tabela 8 contém os resultados de algumas pesquisas
guanto a radioatividade da castanha-do-Brasil.

Tabela 8. Compostos radioativos em castanha-do-Brasil

Fontes Concentragao

Turner et al. (1958) 1.8 pCi/lg Ra**®

Penna-Franca (1959) 2 pCilg Ra**®

Penna-Franca et al. (1968) 0.075-3.6 pCi/g Ra**® (3.1-113.5 pCi/g em cinzas) °
0.16- 3.6 pCilg Ra®® (5.3-114.5 pCi/g em cinzas) °

Smith (1971) Acima de 6.6 pCi/g Ra**° @

Hiromoto et al. (1996) 6.7-63.6 Ra* (Barkg) b
10.1-63.4 Ra”*® Bq/kg) °

Andrade et al. (1999) 11.9 Th**®? (Bg/kg)

Kouzes et al. (2004) 37-260 Ra**® (Bg/kg)

@ ha améndoa; °max-min.

2.1.3 Cadeia produtiva da castanha-do-Brasil
A demanda global da castanha-do-Brasil é muito variavel em fungdo da forte

competicdo comercial com outras nozes e outros paises exportadores além do Brasil
(SIMOES, 2004). Grande parte da producéo é exportada e este fato é atribuido a

estabilidade do mercado externo, ao qual, principalmente se direciona a producéo.
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Tem-se observado, entretanto que as exportagcdes brasileiras diminuiram
gradativamente, de 51.195 ton (1990) e 19.301 ton (1995/1996) (EC, 2003). Uma
das causas, além da diminuicdo da oferta do produto e destruicdo dos castanhais
nativos (PERES et al.,, 2003) foi o surgimento de barreiras ndo-tarifarias, pela
imposicao de padrdes fitossanitarios mais rigidos por parte dos paises importadores,
como os da Unido Européia (EU, 2003). Desta forma, as empresas de
beneficiamento, procuraram aprimorar os padrdées de qualidade e passaram
inclusive, a buscar novos mercados, ja que a tecnologia de processamento da
castanha é variada e utiliza, em sua maioria, grande contingente de mao-de-obra
(BRASIL, 2002).

Nas localidades extrativistas os métodos de manejo, transporte e quebra sao
artesanais, e as condigdes higiénicas, muitas vezes, precarias e caracterizam-se por
iniciar entre os meses de Janeiro a Maio, periodo da coleta dos “ourigos”, quando
caem ao solo na estagcdo chuvosa. Nesta etapa, de cata dos ourigos (frutos), o
extrator os coloca em um cesto que leva as costas. Quando o cesto esta carregado,
sdo transportados aos barracdes (de palha ou cobertos com lonas), denominadas de
‘regido de quebramento” ou “comunidades”, destinadas a operacao de extracdo das
sementes. A segunda parte consiste na quebra manual dos ourigos, para a retirada
das castanhas. Uma vez extraidas, sdo lavadas para eliminar impurezas,
classificadas e armazenadas a granel, para transporte até o beneficiamento. O
produtor colhe entre 2.000 e 3.000 ourigos na sua area e nesta etapa de duas a trés
pessoas recolhem, cortam, lavam, secam e ensacam a castanha em um periodo de
aproximadamente 20 dias. Posteriormente, a producdo €& vendida no mercado,
geralmente local (BRASIL, 2002).

O produto é armazenado em barracbes e levado aos portos primarios de
comercializacdo e dai, até a sede do municipio, sendo o transporte feito por
embarcagdes de pequeno porte, em face da dificil navegabilidade dos rios. Nesta
etapa, as maiores dificuldades de transposi¢do surgem em trechos de cachoeiras
dos rios, sendo possivel somente na estacdo chuvosa, quando o nivel das aguas o
permite, apesar de que em algumas localidades, o transporte ocorre via terrestre,
como no Estado do Acre (PACHECO; SCUSSEL, 2006).
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Dos portos de convergéncias secundarios, a castanha ¢é transportada em
embarcagdes (ex. “alvarengas”, balsas e barcos de passeio) até a usina, e apds o
desembarque, e ficara disposta em montanhas”, ou ira direto para o beneficiamento,
onde passara por diversos processos. O esquema genérico da cadeia produtiva da

castanha-do-Brasil, sugerido por Brasil (2002) esta na Tabela 9.

As usinas de beneficiamento, de um modo geral, possuem etapas distintas de
producdo em que, principalmente, selecionam e promovem a secagem da castanha,
de forma que os lotes sejam trabalhados e preparados o mais rapido possivel, em
temperaturas controladas. Um fluxograma do beneficiamento esta apresentado na
Figura 5, apesar de que, a sequéncia de procedimentos € variavel de acordo com a
usina (CAMPO/PAS, 2004).

Apos o beneficiamento, o produto com casca € acondicionado em big bags,
normalmente de 1000 kg, sacos de juta ou polietileno, e o produto sem casca em
embalagem aluminizada a vacuo ou sacos revestidos com caixas de papeldao. Como
a maioria dos mercados compradores consiste de outros paises, o transporte é
normalmente efetuado em containeres em navios (refrigerados ou nao), ja que o
transporte aéreo € mais aplicavel em pequenos lotes. A castanha descascada e em
pedacos (ferida ou quebrada), por sua vez, possui como destino também o mercado
interno, em que as industrias de alimentos representam os principais compradores,

existindo ainda as empresas de varejo (PACHECO, 2003).



32

Tabela 9. Etapas da cadeia produtiva da castanha-do-Brasil.

Etapa Fase

Etapa 1: Desde a caida natural dos ouricos até a 1) Preparo do castanhal
venda ao intermedidrio ou a cooperativa, 2) Colheita
compondo-se de cinco principais fases: a) Coleta

b) Amontoa

3) Pré-beneficiamento
a) Corte
b) Lavagem

4) Primeiro Transporte
a) Terrestre
b) Fluvial
5) Primeiro Armazenamento

Etapa 2: Inicia como o segundo transporte, feito

1) Segundo Transporte

pelo intermediario que compra as castanhas do a) Fluvial
extrativista. Composta de duas fases: b) Terrestre

2) Segundo Armazenamento
Etapa 3: O beneficiamento com casca iniciacom 1) Recepgao
a chegada para beneficiamento, composta das 2) Terceiro armazenamento
seguintes fases: 3) Beneficiamento

a) Lavagem / Peneiramento
b) Secagem

c) Resfriamento

d) Primeira selegédo (Manual)
)

e Ensaque das castanhas com casca

Etapa 4: O beneficiamento sem casca é a etapa
mais longa, composta pela maior numero de
fases:

Autoclavagem

Segundo resfriamento

Descascamento

Segunda selegédo por tamanho (mecéanica
ou manual)

Desidratacao

Terceiro resfriamento

Terceira selegao

Embalagem

e

I3

Etapa 5: Industrializacdo da Améndoa: &
realizada com castanhas sem casca, sendo
considerada a ultima etapa da cadeia produtiva,
tendo em vista que o processo de
industrializagao para obtengao de subprodutos e
derivados (6leo, torta / farelo, farinha, leite,
biscoitos, doces, etc). As principais fases séo:

1) A recepgao
2) A selecao
3) O armazenamento

Etapa 6: Comercializagdo: Esta etapa é considerada importante do ponto de vista da valorizagao
do produto e acompanhando o mercado a que se destina verificam-se dois segmentos: o mercado

externo e o interno.

Brasil (2002)
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Recepgao de castanha-do-Brasil in natura
(inspe¢@o visual de quebradas, alteragdo de cor e presenca de
fungos)

Armazenagem da castanha-do-Brasil in natura
(silos de Madeira, aerados — 1-2 dias)

Selegdo de castanha-do-Brasil in natura
%* (selecdo manual com medicdo de a,, e teor de umidade

1? Secagem
(secador rotativo -8-12 h/50-60 °C)
[COM CASCA] ¢ [DESCASCADA]
I
Autoclavagao
(vapor a 105 °C)
Selecdo — P '
# (manual/visual) Quebra e selegéo visual i Descarteda
* (manual/visual) ! casca !
| | Lo i
2% Secagem 2% Secagem
(secador rotativo - 50-60 °C) (estufa — 50-60°C)
% Classificagdo por tamanho e selegao % Classificagdo por tamanho e selegao
(manual) (manual)
Polimento Polimento
Pesagem/1* Embalagem
Pesagem/Embalagem (sacos de baixa permeabilidade de O, sob vacuo selados a quente 20 kg)
(sacos de polipropileno de 1 Ton)

2* Embalagem
(papel cartonado)

v v

Armazenagem Armazenagem
(5 - 15 dias) (2 - 30 dias)

Figura 5 Fluxograma de beneficiamento da castanha-do-Brasil [ %] etapas de selegéo
Pesquisa de Campo (2007)
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2.1.4 Produtos derivados da castanha-do-Brasil

Com a popularizacido das propriedades nutricionais da castanha-do-Brasil, seu uso,
tanto com casca, para extracdo do 6leo, quanto descascada, ou em pedagos, como
ingrediente na industria de alimentos ou matéria-prima para industria de cosméticos,
tem crescido nacional e internacionalmente (SOUZA; MENEZES, 2004).

A castanha com e sem casca € principalmente exportada, e a améndoa utilizada
como ingrediente na fabricagdo de produtos industrializados, como biscoitos, 6leo,
doces, cereais e produtos de panificagcdo (SOUZA, 2003). Especificamente, o éleo
tem sido utilizado na fabricacdo de cosméticos, fitoterapicos, e as cascas, na
producdo de biocombustivel, fabricacdo de tapetes, pecas de artesanato e
composi¢cdo de tintas (BRASIL, 2002). Os Extratos da castanha-do-Brasil s&o
usados como fitoterapicos e também na ag¢do de redugédo do Trypanosoma cruzi,
causador da doencga de Chagas (CAMPOS et al., 2005).

Souza e Menezes (2004) utilizaram a castanha-do-Brasil como ingrediente em
alimentos extrusados de forma a enriquecer o teor protéico de alimentos
processados. Alguns produtos incorporaram a castanha-do-Brasil na sua
formulacdo, sendo possivel obter cereais matinais castanhas em barras de
chocolate, barras energéticas bem como na confeitaria de paes, bolos, biscoitos e
massas. A farinha de castanha, assim como a castanha ralada, foi identificada como
rica fonte de minerais na alimentacdo, especialmente infantil e para pessoas de
baixa renda, assim como o leite, como ingrediente em formulagdes (EMBRAPA,
1998).

O oleo da castanha-do-Brasil obtido pela prensagem das sementes, ou com uso de
solvente, tem sido utilizado no enriquecimento de alimentos industrializados (SOLIS,
2001) e de forma a promover a sua qualidade novos métodos para purificagéo,
deacidificacdo e extragdo tém sido testados além da tradicional prensagem
(PENEDO; COELHO, 1997; RODRIGUES et al., 2005; FREITAS et al., 2007). Além
da aplicacido na formula de cosméticos, o 6leo também pode ser utilizado em adigao
a meios especificos, como fonte de carbono para microrganismos, propiciando a
producédo de substancias biosurfactantes, que devido a importéncia ecoldgica, sao
mais aceitos que os surfactantes sintéticos (COSTA et al., 2006).
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Em derivados da castanha-do-Brasil, a embalagem também parece ser determinante
para prevenir a oxidagdo dos lipidios, apesar de que, outras substancias
antioxidantes também foram testadas para conferir maior estabilidade contra a
rancidez, e que parece ser um importante fator para afetar as caracteristicas
sensoriais dos produtos derivados da castanha-do-Brasil (PRADO-FILHO, 1994;
GUTIERREZ, REGITANO D'ARCE, VIEIRA; RUAENMIGUEL, 1997; SOUZA;
MENEZES, 2004).

Além da utilizacdo da castanha-do-Brasil como aperitivo, ela tem alcangado outros
grupos de consumidores, tais como: criangas, esportistas e pessoas da terceira
idade. A producdo de castanhas cobertas com camadas doces (drageados), de
chocolate ou iogurte e também como salgado, apenas com sal e condimentos do
tipo ervas e pimenta, tem sido bastante difundida e aceita pelos consumidores
brasileiros e também de outros paises (EMBRAPA, 1998).

2.1.5 Qualidade da castanha-do-Brasil

Além da deterioragdo da castanha-do-Brasil decorrente de suas caracteristicas
quimicas, tais como a degradagdo do Oleo, outros perigos quimicos e
microbiolégicos podem estar relacionados e afetar a qualidade do produto.

O uso de agrotoxicos (ex. fosfina) no combate as pragas associadas ao
armazenamento da castanha-do-Brasil necessita de controle rigido, ja que larvas de
insetos da familia Curculionidae foram detectadas em ourigos, e além de estragar a
entrecasca da castanha (tornando-a quebradiga e pulverulenta) promovem sulcos
rasos no mesocarpo (CASTRILLON; PURCHIO, 1988). O manejo adequado
inclusive em embarcacdes € necessario também para evitar contaminagdo por
substancias quimicas (diesel, por exemplo) durante o transporte. Entretanto, tais
situacdes ocorrem de forma isolada, pois, como produto do extrativismo, a castanha-
do-Brasil deve adquirir a classificacdo de Produto Orgénico (sem adi¢ado de produtos
nocivos), exigéncia de alguns mercados relacionados ao comeércio justo. A presenca
de cascas, pedras, madeira, pedagos de plasticos e vidro também podem
representar perigos fisicos ao beneficiamento, e afetar a qualidade do produto
acabado, pois se ingeridos pelo consumidor, podem causar dano a saude, de forma

que os processos tecnologicos devem ter carater preventivo (CAMPO/PAS, 2004).
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Apesar da necessidade de normas em nivel nacional e internacional para exploracao
comercial da castanha-do-Brasil ter sido identificada, oficialmente desde a década
de 1920 (BRASIL, 1929), as medidas regulamentares ainda n&o foram
completamente adotadas por extrativistas e usinas. Por outro lado, melhorias e
iniciativas publicas com programas para a castanha-do-Brasil tém sido discutidas, e
propostas nos diversos paises que a exportam. Dentre essas agdes estao:

No Brasil, o Projefo de monitoramento e controle de micotoxinas na castanha-do-
Brasil (BRASIL, 2002) e o Plano Nacional de Seguranga e Qualidade dos Produtos
de Origem Vegetal - PNSQV (BRASIL, 2003), com objetivo de controlar os niveis de
contaminantes e residuos quimicos e biolégicos, conforme os limites estabelecidos
na legislagéo, evitando perdas e agregar valor aos produtos de origem vegetal. No
Amapa, por exemplo, em 1980, foi realizado um estudo de oportunidade de
investimento quanto ao perfil de industrializagdo da castanha-do-Brasil e formulado o
Projeto Castanha-do-Brasil. No Amazonas, em 2002, foi estabelecido o Projeto de
“Controle da contaminacido por aflatoxinas na Cadeia Produtiva da castanha-do-
Brasil PNOPG/CNPq”, bem como, a partir de 2003, a Agéncia de Florestas e
Negdcios Sustentaveis do Amazonas (AFLORAM) iniciou a execugao do Projeto de
Boas Praticas na Coleta e Armazenamento da Castanha (AMAZONAS, 2005).

No Acre, a EMBRAPA em 2001 definiu o projeto “Demandas tecnoldgicas para o
processamento de castanha (Bertholletia excelsa Humb. e Bompl.) no Estado do
Acre”, bem como parceria com o Programa Alimentos Seguros (CAMPO/PAS) na
elaboracdo de um material didatico para a seguranga na cultura da castanha-do-
Brasil. No Para, foi aplicado o Projeto de Manejo dos territérios quilombolas com a
exploragéo da castanha-do-Para em Oriximina (PA). Em Rondbnia, os trabalhos pela
cultura da castanha se referem principalmente a pesquisas com o melhoramento
genético, germinagéo para a obtengéo de variedades mais precoces e técnicas mais
aprimoradas de manejo e cultivo (EMBRAPA, 2002).

Na Bolivia, foi definida em 1999 a Propuesta Del PAPN-UMSS a las Autoridades
Estatales Y a los Productores de la Castanha de Bolivia de forma a inserir o
Programa de Alimentos Y Productos Naturales (PAPN) no melhoramento da

castanha e seus subprodutos na Bolivia. Em 2005, foi definido por meio de
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instituicdes internacionais, o Projeto Safe Nut em parceria com os Estados do Acre,
Para e com o Ministério da Agricultura com objetivo de executar a¢gdes pontuais para
seguranga da cadeia produtiva.

2.2 Selénio

Outro composto da castanha-do-Brasil, o Selénio (Se), constitui um elemento
apreciado pela acdo antioxidante, presente em grandes quantidades em alguns
alimentos (ex. nozes de arvores). Entretanto, € um elemento bastante estudado

devido a ambiguidade de sua acg&o, benéfica ou téxica em organismos.

2.2.1 Caracteristicas do selénio

Na natureza, o Se pode estar isolado na forma de Selenito (SeOs?) em ambientes
de pH neutro, levemente oxidado, e sdo menos soluveis que os selenatos (UDEN et
al., 2004). Os Selenatos (SeO4?) podem ser facilmente lixiviados do solo e
transportados para superficies aquaticas, tornando-se disponiveis para absorcao
das plantas. Algumas destas tém habilidade de acumular maior quantidade de Se,
em solos ricos neste elemento, que € o que parece acontecer em algumas regioes
da Amazoénia. A concentragcado de Se depende da eficiéncia com que esse elemento
€ absorvido pelas raizes das arvores no solo, inclusive da maturidade/variedade da
planta, da forma quimica do Se e pH, e que pode gerar heterogeneidade do teor de
Se por améndoa, mesmo em lotes de mesma procedéncia (REILLY, 2006). Além do
acumulo em plantas, o Se pode estar em quantidades elevadas também em
superficies aquaticas, tecidos vivos e sangue, pois, a enzima GPx Se-dependente
compete com a catalase por H,O, como substrato e pode ser uma 6tima fonte de
protegdo contra baixos niveis de stress oxidativo (VALKO et al., 2006). Em
alimentos, como por exemplo, na castanha-do-Brasil, 0 Se esta associado a fragao
protéica na forma de Se-Metionina e/ou Se-Cistina (MORENO et al., 2004)

a) Atividade antioxidante

As propriedades antioxidantes do Se, podem ser esclarecidas por este ser um
elemento fundamental a constituicdo da enzima Gluthationa peroxidase (GPXx),
responsavel pela agcao sequestrante dos radicais livres no organismo, e um dos mais

importantes mecanismos de defesa antioxidante.
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Ha duas formas basicas da enzima: GPx Se-independente (gluthationa-S-
transferase, GST, EC 2.5.1.18) e GPx Se-dependente (GPx, EC 1.11.1.19) . Essas
duas enzimas diferem no numero de subunidades de Se no centro ativo da enzima e
seus mecanismos de catalise. Em humanos, ha quatro tipos de G-Px Se-dependente
e todas reconhecidamente adicionam dois elétrons para reduzir os perdxidos pela
formagdo do composto Se-OH (COUTINHO, 2003). As propriedades antioxidantes
das Se-enzimas podem eliminar os peroxidos como substratos, e a principal reagao
ocorre com o peroxido de hidrogénio (H202) ou formas orgénicas de peroxidos
(ROOH), que sdo decompostos até alcool enquanto que, simultaneamente, oxidam,

pela reagao:

GSH 2 2GSH + Hy0,GPx-—GSSG + 2H,0(15y 2GSH + ROOH GPx b __,GSSG +
ROH + H,O (16)-

@ Glutationa ; bglutationa peroxidase

Para avaliar a acdo antioxidante, o selenito de sodio (Na;SeOs) foi testado no
desenvolvimento de insetos e observou-se efetiva inibicdo das anormalidades
induzidas por AFB; bem como habilidade antagonista de Na,SeOs; aos danos ao
DNA causados pela AFB4 (GEYIKOGLU; TURKEZ, 2005). Os resultados de estudos
que investigaram os efeitos de AFB: e AFB{+SE em varios estagios de
desenvolvimento de Drosophyla melanogaster sugeriram que o Se pode
efetivamente inibir a indugdo de anomalias por AFB1 (UYSAL; AGAR, 2005). Em
células de hamster enriquecidas com Na,;SeOs3, e inibiu a formacdo de aductos de
DNA + AFB,, protegendo-as contra mutagenicidade. Também ratos alimentados
com dietas deficientes em Se foram mais resistentes a AFB;.

c) Toxicidade

Entretanto, ndo s6é a acédo antioxidante tem sido relatada por parte do Se, mas
também a agdo pré-oxidante, ou toxica, associada aos elevados teores de Se em
alimentos, inclusive causa de doengas (REID et al., 2004; FRAGA, 2005). Diferentes
concentragbes de NaSeO; (0.052-4 %) foram testadas para avaliar o crescimento
de A. parasiticus, cujo numero de células decresceu com o0 aumento da

concentragao.
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A concentracdo de biomassa fungica teve um leve decréscimo em baixas
concentragbes e foi fortemente inibida em altas concentragbes de Na,SeOs, bem
como houve leve estimulo da formacdo de AFL em baixas concentracbes e uma
forte inibicdo em altas concentragdes (ZOHRI; SABER, MOSTAFA, 1997).

Em Sacharomyces cerevisae, o Na;SeOs e seleno-DL-methionina, demonstraram
exercer efeitos toxicos em alta concentracdo e, em baixa, antimutagénicos e
anticarcinogénicos (BRONZETTI et al., 2001). A relevancia da formagao de radicais
livres e stress oxidativo quanto a producdo de AFL, comparando o teor de
necessidade de O, foi testado quanto ao status antioxidante de uma cepa toxigénica
de A. parasiticus, contra uma cepa nao toxigénica. Os resultados sugeriram que a
producdo de AFL parece ser uma consequéncia do aumento do stress oxidativo
devido a peroxidagcdo lipidica e formagdo de radicais livres (JAYASHREE;
SUBRAMANYAM, 2000). Em estudos sobre a resposta do plasma de humanos a
toxicidade de Se, nado foi observada séria toxicidade e em testes de stress oxidativo
(induzido por dieta com diferentes concentragbes de Se para atividade reprodutiva
de ratos), foi observada que em um dos grupos houve significativa diminuigcdo do

numero de espermatozoides.

Os Se-compostos parecem ser tanto citotoxicos, quanto carcinogénicos,
dependentes da concentracido, e que a toxicidade pode estar associada ao stress
oxidativo (LETAVAYOVA; VICKOVA; BROZMANOVA, 2006). Devido ao caréater
controverso desses compostos, outras pesquisas sdo necessarias quanto as doses
terapéuticas e as doses toxicas (REID et al., 2004; KAUR; BANSAL, 2005). Na
investigacdo de antagonistas aos Se compostos, arsénio e mercurio, por exemplo,
foram testados em dietas com grdos com alto conteudo de Se, e os elementos

demonstraram resultados promissores.

2.2.2 Fontes de Selénio em alimentos

O teor de Se nos alimentos é variavel, e as nozes de arvores sao reconhecidamente
ricas neste elemento. De forma especifica, a castanha-do-Brasil, tem sido destaque,
devido ao teor de Se em relagdo a outros alimentos, de forma a ser extensamente
avaliada, com tentativas de aplicagdo nutricional em grupos especificos de

consumidores.
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Além das nozes de arvores, a presenca de elevado teor de Se também é observada
na parte comestivel de frutos do mar como, por exemplo, espécies de lagosta e
caranguejo, com 54 e 84 mg/kg de Se, respectivamente (BARCLAY, et al., 2005).
Dentre os produtos vegetais destacam-se alguns tipos de chas e o café torrado e

moido com 8,7 ug.kg™" além da macadamia (6,6 ug.kg™) e do cdco (6,5 pg.kg™).

2.2.3 O selénio e a castanha-do-Brasil

Em um dos primeiros trabalhos a pesquisar o teor de Se em castanha-do-Brasil,
amostras compradas em Nova York (pacotes no varejo) foram avaliadas, e o teor de
Se foi de: castanha sem casca com 4,44 (0,20-35,9 mg/kg) e, com casca com 37,3
(0,20-253,0 mg/kg) (SECOR; LISK, 1989).

Com o intuito de associar o teor de Se em castanha e sua procedéncia, castanhas
(sem casca) da regiao Oeste da Amazobnia, apresentaram menores teores de Se,
destacando que a castanha da regido Acre-Ronddnia tem em meédia 3,06 mg/kg de
selénio, comparada com a da regido Manaus-Belém (com casca), que apresentou
36,0 mg/kg (CHANG et al., 1995). Em castanhas do varejo, coletadas na Inglaterra,
a média de Se foi de 254 (85-687 ug/100g) (BARCLAY et al., 1995) e em amostras
de Belém (PA) a média foi de 10 pg/g na améndoa (ANDRADE et al., 1999).

O teor de Se na castanha parece estar associado a fragado protéica Se-cystina e Se-
Metionina (CHUNHIENG et al.,, 2004). Em castanhas da Bolivia, compradas na
Bélgica, sem casca (pacotes de 250 g), e as com casca, em supermercado nos
Estados Unidos (pacotes de 450 g) e casca previamente retirada, foram encontrados
resultados de 5,1 yg/g (sem casca) e 49,9 ug/g (com casca). Também se confirmou
a associagao Se-cistina e Se-metionina (DUMONT et al., 2006). Na caracterizag&o
das espécies de Se em castanha-do-Brasil analisada por extragcdao enzimatica e
microondas foram encontrados na castanha inteira (com casca) 35 mg/kg,
descascada (améndoa) 8 mg/kg, e na casca 2 mg/kg. Apesar do teor de Se na
castanha com casca, foi relatado que somente a casca parece nao ter valor
significativo de Se, de forma a influenciar no resultado, inclusive por ndo ser
comestivel (VONDERHEIDE et al., 2002).
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Por outro lado, o consumo de nozes em geral tem aumentado por parte de grupos
especificos da populacdo, como por exemplo, atletas e idosos, em busca do efeito
antioxidante de alimentos, com recomendagédo de consumo de 30g/dia, ou seja, 3
nozes/dia (CRISHOLM et al., 2005). Entretanto, o teor elevado, porém heterogéneo,
de Se/améndoa, no caso da castanha-do-Brasil, dificulta a definicdo da quantidade
adequada de ingestdo, objetivando as propriedades antioxidantes, para atender a
ingestao diaria recomendada (IDR) de Se de 55 ug/dia para adultos (NAS, 2000).

Em estudo do consumo de alimentos, por grupos especificos da populagéo brasileira
quanto ao teor de Se, foi observado o consumo de 26,3 ug/dia para criangas da
cidade de Sdo Paulo e 37,4 g/dia para criangcas da cidade de Belém-PA,
demonstrando que pode haver maior ingestdo de Se nas populagdes de areas em
que a castanha-do-Brasil é proveniente, com maior possibilidade de sua presenca,
nas refeicbes. ApoOs testes de suplementacdo com castanha-do-Brasil em
capoeiristas, a média de Se encontrada foi 1985,9 ug/100g ou 59,59+0,411 ug por
noz (de 3 g cada) e relacionando os resultados com atividade antioxidante,
recomendou-se 0 uso do valor médio de 60 ug/améndoa (3 g) ou 19 ug Se/100g
para consumo (COUTINHO et al., 2002).

A dose correta de ingestdo diaria também é fundamental para evitar ndo soO
dosagens téxicas, mas também o risco de deficiéncia do micronutriente, cuja
ocorréncia foi reportada em areas com solo pobre em Se biodisponivel, conhecida
como doenca de Keshan (HARTIKAINEN, 2005). Algumas recomendagbes de
ingestdo estdo descritas na Tabela 11, e revela-se a heterogeneidade de teores
assumidos nas diferentes fontes citadas.

Tabela 11. Ingestéo Diaria Aceitavel (IDA) de selénio em diversos paises

Pais Se (ug) Fonte
Austria 48 Wilplinger; Sima (1998)
Brasil 60 Coutinho et al. (2002)
Espanha 32.3  Diaz-Alarcon et al. (1996)
EUA 55 NAS (2000)
Franga 48 Pelus et al. (1994)
Grécia 39.3 Pappa; Pappas; Surai (2006)

Holanda 67 Foster; Sumar (1997)
Inglaterra  34.0  Barclay et al. (1995)

Suica 70 Foster; Sumar (1997)
Turquia 30 Foster; Sumar (1997)
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A utilizacdo de doses correta de Se na dieta é fundamental, pois estudos
identificaram que o Se pode interagir com elementos toxicos, como Hg e Pb,
modificar sua toxicidade em diferentes niveis, e prevenir manifestacoes
toxicolégicas, devido a exposi¢gao a metais (CAMPOS et al., 2002; PINHEIRO et al.,
2005; LEMIRE et al., 2006).

2.2.4 Métodos para determinacao analitica de selénio

Além dos métodos usualmente utilizados para determinacdo de Se total em
castanha-do-Brasil, como os citados na Tabela 8, outros métodos foram testados
para identificar a associagao de Se a fragao protéica de alimentos. Em determinacao
em castanha-do-Brasil, com HPLC-ICP-MS, por hidrélise acida, foram detectados
36.2 pg/g, enquanto que por hidrolise enzimatica 12,1 ug/g de Se-metionina em
castanha-do-Brasil desengordurada (WROBEL et al., 2003).

Em outro estudo que utilizou como métodos SEC-UV-ICP-MS e CE-ICP-MS, e neste
ultimo, o Se estava presente na castanha, principalmente na forma de Se-Metionina
(KANNAMKUMARATH; WROBEL; WUILLOUD, 2005). Utlizando o método de
nanoHPLC-ES-Q/TOF MS/MS a fragao Se-cisteina também foi menor do que a Se-
metionina (DERNOVICS; GIUSTI; LOBINSKI, 2007). Outros procedimentos também
tém sido testados para o pré-tratamento da amostra, como por exemplo, o uso de
UV e H,0,, acoplada a espectrometria de absorgéo atdbmica eletro térmica (ETAAS),
que permitiu quantificar até 38000 ng/g em castanha com casca coletadas e
provenientes do Brasil (MANJUSHA; DASH; KARUNASAGAR, 2007).
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2.3 Aflatoxinas

2.3.1 Introdugao

As aflatoxinas (AFLs) pertencem ao grupo das micotoxinas e sdo resultantes do
metabolismo de fungos (MOLINEUX et al., 2007). O termo micotoxina deriva do
termo grego mikes (fungo) e do latim foxicum (veneno), ou seja, toxina produzida por
fungos em condigdes especificas (SCUSSEL, 1998) e que tém carater
carcinogénico, mutagénico e teratogénico, com efeitos crénicos ou agudos em
animais e humanos (IARC, 1993; BINDER et al., 2007).

As AFLs sdo as micotoxinas mais estudadas, pois seu descobrimento ocorreu
durante o estudo das causas de um acidente econdmico, em 1960, na Inglaterra,
com a morte de 400.000 perus devido a uma doenga sem causa aparente, chamada
de Turkey X Disease, e que posteriormente foi associada ao consumo de ragéo
contaminada (ZOLLNER; MAYER-HELM, 2006). Em 1961 responsabilizou-se a
racdo proveniente do Brasil de conter o principio tdéxico causador da doenca.
Entretanto, o composto foi detectado também em rag¢des de outros paises. Estudos
em 1962 identificaram a ingestado do alimento contaminado com grande numero de
hifas de Aspergillus flavus como causa da doenga, sendo entdo, um fator téxico
detectado por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e denominado de
aflatoxina. Na deteccdo foram observados compostos com fluorescéncia azul e
verde, sob luz ultravioleta (UV), isto €, Aflatoxina B (Blue) e G (Green) e suas
fracbes B4, Bz, Gi e Gy, em que AFB4 € considerado o composto mais tdxico
(KELLER; TURNER, BENNETT, 2005).

Dentre as micotoxinas que podem afetar as cadeias produtivas de alimentos e que
levam a necessidade de prevencao estido: esterigmatocistina, precursora da AFB;
(VERSILOVSKIS; BARTKEVICS; MIKELSONE, 2007); AFLM4, derivada da AFB;
provenientes de espécies de Aspergillus (CAVALIERE et al., 2006); Fumonisinas,
zearalenona, tricotecenos e deoxinivalenol resultantes do metabolismo de espécies
de Fusarium (SONGSERMSAKUL et al., 2006; CAVALIERE et al., 2007a; KRSKA, et
al., 2007); Ocratoxina, resultante do metabolismo de A. ochraceus, (TOPFER et al.,
2007); Alcaldides do Ergot, produzido pelo género Claviceps (MOHAMED et al.,
2006) e Patulina, produzida por Penicillium (MORALES et al., 2007).
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As AFLs sao polipeptidios derivados de difuro-furanocumarinas complexas com
intensa fluorescéncia em determinados comprimentos de onda, instaveis a luz, e
degradaveis em temperaturas acima de 100°C (GOWDA et al., 2007; KLISCH,
2007). S&o substancias apolares, soluveis em solventes como o cloroférmio, metanol
e acetonitrila, com estrutura composta de anéis bi-furano, e diidrofurano e
tetrahidrofurano ligados a cumarina (YU et al., 2004; BLESA et al., 2005). As
estruturas quimicas das principais AFLs est&o representadas na Figura 6.

[d] AFG, m/z331.2
[c] AFG; m/z 320.1
Figura 6. ion molecular protonado de aflatoxina [M+H]" at [a] m/z 313.1, [b] m/z 315.0, [c] m/z 329.1 e [d] m/z
331 de AFB4, AFB,, AFG4, AFG,, respectivamente
Xavier; Scussel (2007)

A sintese das AFLs ocorre por uma cadeia metabdlica de polipeptidios, resultantes
de conversbes enzimaticas, em que, enzimas atuam na conversao de acetil
coenzima A até o produto final AFL (YABE; NAKAJIMA, 2004; MISHRA; DAS, 2007).
De acordo com o sequenciamento gendémico de A. flavus, os genes envolvidos,
como fatores de transcrigdo, na cadeia de biossintese de AFLs estdo agrupados, e,
em geral, consistem em 25, medindo aproximadamente 70 kb (BHATNAGAR et al.,
2006). Os genes que mais contribuem com a patogenicidade de A. flavus em
humanos e animais estdo expressos em mamiferos a temperatura ambiente e a
toxicidade e carcinogenicidade de AFB; esta diretamente ligada a bioativagéo
resultando em um composto altamente reativo denominado de AFB4 8,9-epoxido. A
molécula possui dois sitios associados a toxicidade: o primeiro ligado a posi¢cao da
dupla ligagdo do anel furano e o segundo a reatividade do grupo do anel lactona

(facilmente hidrolisado e vulneravel a degradag&o) no meio da estrutura cumarina.



46

A bioativacdo, ocorre primeiramente por isoenzimas, em que a principal € a
citocromo P450 (CYP450) dependente da epoxidagao do terminal do anel furano e
responsavel por acoplar a macromoléculas como DNA, RNA e outras proteinas.
Acredita-se que os danos as células resultam da formacdo de aductos de DNA
(forma oxidada) de AFL B4-8,9-epdéxido com atomo de guanidina N7. Em
consequéncia, o consumo de alimentos contaminados pode causar efeitos agudos e
cronicos, ligados a biotransformagéo das AFLs no composto 8,9 epoxido. Outra agéo
alternativa de AFB; é a formacgao de aflatoxicol mediada por redutase e o produto
reconvertido em AFB4 pela dehydrogenase, de forma que o composto aflatoxicol
parece ser o principal reservatorio de AFB1 em alguns organismos (LEE et al., 2001).

Os tratamentos de detoxificacdo para eliminagcao/reducédo de AFLs parecem remover
a dupla ligagdo do anel furano terminal ou promover abertura do anel lactona. Com
isso, outras reagbes poderdo ocorrer e alterar a ligacdo de AFLs do anel furano
terminal ao DNA e proteinas (BASAPPA; SANTHA, 1996). As enzimas P450
também parecem ser responsaveis pela detoxificacdo de AFLs em organismos,
formando compostos menos toxicos, que assim como o composto epoxido, podem
ser excretados do organismo, na forma conjugada com proteinas e/ou glutationa
(MISHRA; DAS, 2007). O esquema da agéao téxica a partir de AFB1 esta na Figura 7.
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AFLATOXINA B1
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o
o ocn, \ o
EPOXIDDO AFL " Ol
0, (8} |
o
o OCH3

DIHYDRODIHYDROXYAFLATOXINA
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CARCINOGENESE REACAO COM LISINA E OUTRAS ENZIMAS

A

{LIGAGAO A0 PRODUTO DO GEHE p53

CODON 249 DO GENE p53
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TOXICIDADE AGUDA

INFECGAD HEPATICA

Moss (2002)
Figura 7. Esquema da formagéo do composto de agao téxica a partir da aflatoxina B;
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2.3.2 Toxicidade das aflatoxinas

As AFLs absorvidas pelo organismo sdo distribuidas na corrente sanguinea e
seguem diretamente para o figado, devido ao efeito de primeira passagem, onde
parte passa por biotransformagdes e podera ser encontrada no sangue, cabelo,
tecidos e produtos de excrecado (CAVALIERE et al., 2006; JOLLY et al., 2006).

A acao biolégica da AFB; ligada a formagdo do composto 8,9-epoxido ocorre por
meio de biotransformacgao hepatica, em reagdes de fase | e Il, em que algumas delas
ativam o composto, enquanto outras reduzem sua toxicidade. Com exceg¢ao da
formacéo do aflatoxicol, que é produto de enzimas da fragao citossol do hepatdcito,
as demais reacdes sdo catalisadas por isoenzimas da fragcdo microssdmica hepatica.
A alta concentragdo do composto no figado pode ser explicada pela alta
permeabilidade da membrana do hepatdcito, nos primeiros processos de
biotransformagao, requisito para sua carcinogenicidade e pela ligagao covalente com

macromoléculas hepaticas.

Na circulacdo sistémica, s&o distribuidas no organismo ligadas a componentes
sanguineos, tais como eritrocitos e proteinas plasmaticas, de forma que produtos do
metabolismo (principalmente leite e ovos) apresentardo invariavelmente teores,
significativos com risco para a populagdo que os ingere. Os efeitos que as AFLs
podem causar no homem e animais dependem da dose, frequéncia de consumo,
espécie/sexo, idade e do estado nutricional e podem ser agudo (letal ou ndo) ou
subagudo. O efeito agudo é de percepc¢ao rapida e pode levar o animal a morte, por
danos irreversiveis, devido a ingestdo de doses geralmente elevadas. O efeito
subagudo é resultado da ingestado de doses menores, e causa disturbios nos 6rgaos
humanos e de animais, especialmente no figado. As AFLs podem provocar: cirrose,
necrose do figado, Sindrome de Reye (encefalopatia com degeneragdo gordurosa
do cérebro), hemorragias nos rins e lesbes na pele, e podem interferir no sistema
imunoldgico, diminuindo a resisténcia as doengas (MOSS, 2002; RASTOGI et al.,
2006). Ha, ainda, relacdo comprovada entre AFLs e a incidéncia de hepatite B e
“‘Kwashiorkor” bem como risco de desenvolvimento de cancer (SIBANDA;
MAROVATSANGA; PESTKA, 1997; EGAL et al., 2005).



48

O uso de biomarcadores para estudar a exposicdo da populagcdo as AFLs, bem
como ao consumo de alimentos possivelmente contaminados por fungos
aflatoxigénicos, € uma ferramenta utilizada para avaliar grupos de consumidores em

que a incidéncia de cancer e hepatite tem sido frequente (WILD et al., 2002)

2.3.3 Fatores que influenciam a producgao de aflatoxinas

Alguns fatores intrinsecos dos alimentos, como a composi¢do nutricional, o teor de
umidade e atividade de agua (a,) podem fornecer substratos para fungos produtores
de AFLs. Outros fatores (externos) como: temperatura, umidade relativa (UR %)
tempo de armazenagem, microclima, competigdo entre espécies de fungos, e uso de
fungicidas, também necessitam ser controlados para a seguranga do alimento
(KABAK, DOBSON; VAR, 2006; KLISCH, 2007).

Fatores Intrinsecos

A composigédo nutricional dos alimentos, que inclui proteinas, carboidratos, lipidios e
outros componentes, inclusive antioxidantes, influenciam diretamente na curva de
crescimento dos microrganismos, assim como na natureza do processo de
deterioracdo dos alimentos e possivel producdo de AFLs. As caracteristicas
genéticas de algumas plantas, especificamente no caso de nozes, também possuem
maior resisténcia a agao de insetos, contaminagéo fungica e consequente produgéo
de AFLs (KABAK; DOBSON; VAR, 2006).

Outro fator no desenvolvimento de fungos em alimentos € o conteudo de umidade,
que €& usualmente expresso em termos de umidade absoluta do material e das
exigéncias minimas apresentadas pelos fungos com relagdo ao seu
desenvolvimento. Em geral, os fungos sdo mais tolerantes que as bactérias aos
meios com baixa umidade. Entretanto, este fator, ndo garante armazenagem segura,
pois outros fungos podem crescer e liberar agua e calor, aumentando a temperatura
e umidade nos graos adjacentes. Entdo, é fundamental manter um baixo teor de
umidade (< 1-2 %) na armazenagem, secagem homogénea e aeragao dos graos, e
estender o principio de adequada ventilacdo para a qualidade dos produtos, no que
diz respeito ao metabolismo das nozes, por exemplo, e dos fungos (LORINI, 2002).
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O teor de atividade de agua (ay) também pode interferir no metabolismo de fungos ja
que € medido em escala de 0 a 1 (relagcdo entre a pressdo de vapor da agua no
alimento e a pressado de vapor da agua pura) e reflete 0 grau em que a agua esta
ligada aos componentes do substrato, ndo se encontrando disponivel para as
reagdes bioquimicas e para o crescimento de microrganismos. A maioria das
leveduras nao cresce em a,, abaixo de 0,65 e os fungos em a,, abaixo de 0,70. Com
poucas excegoes, € possivel afirmar que alimentos desidratados serao estaveis, a
deterioragdo por microorganismos, quando a, < 0,70 (CODEX ALIMENTARIUS,
2006), apesar de que as reagdes quimicas e enzimaticas prosseguem até ay,
proximo de zero. Quanto ao pH (potencial hidrogenionico), ha microrganismos
menos tolerantes aos meios acidos. Os fungos, entretanto, tém condi¢des favoraveis
em pH< 4,5. A faixa de pH 6timo, para a formacado das AFLs e o crescimento do

fungo é principalmente de 5 a 6.

O potencial de oxi-redugdo, por sua vez, representa a disponibilidade de O, no
alimento, e, nesse aspecto, o potencial dos fungos pode ser: aerobio (+); anaerdbio
(-) e facultativo (tolerantes a presenga ou auséncia de O;). Cepas de A. flavus
demonstraram ser altamente influenciadas, pela associacdo de pH e a,, em

temperaturas especificas, quanto a producdo de AFLs (ARRUS, 2005b).

Fatores Extrinsecos

A temperatura é o fator que interfere mais diretamente no desenvolvimento fungico,
pois € menos restritiva que a umidade. Varias espécies de fungos crescem durante a
armazenagem com média de 30°C (ambiente), em regides tropicais, mesmo que
sejam afetadas por outros fatores. O teor de UR %, por sua vez, é a umidade de
equilibrio entre o ambiente e o alimento, e € expressa por: UR = a,.100. Em
condi¢des de equilibrio, relaciona-se a, com UR %, resultando em ganho ou perda
de umidade do produto, favorecendo ou impedindo a proliferacdo de fungos
(ARRUS, 2005a).

O crescimento de fungos depende também do microclima que envolve o substrato,
tais como, o ambiente gasoso (composi¢gdo da atmosfera gasosa). Alguns fungos
podem crescer em baixas concentragdes de O, sendo afetados somente em

concentragdes inferiores a 0,2 %, ocorrendo pouco crescimento em ambientes com
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dioxido de carbono (COz) ou nitrogénio (N2) (SCUSSEL, 1998). Portanto, misturas
de gases podem ser usadas para reduzir a concentracdo de O,. Ambientes com
atmosfera controlada/modificada também tém sido estudados durante o transporte e
armazenamento de alimentos para prevenir o crescimento e formacao de toxinas.
(ELLIS et al., 1993).

O tempo de armazenamento do alimento pode favorecer o desenvolvimento de
fungos, que exigem umidade baixa e tempo prolongado para que seus danos sejam
observados. Da mesma forma, a competicdo com a flora deteriorante também tem
sido estudada em varias nozes, inclusive com objetivo de inibir cepas aflatoxigénicas
de alguns fungos (LOPEZ et al., 2000; CANDLISH et al., 2001). A preocupagé&o com
a flora microbiana de nozes, por exemplo, tem aumentado, devido ao grande volume
de comercializagdo desses produtos, e tem gerado, inclusive, novos métodos de
deteccédo e inibicdo de fungos e AFLs (SIMSEK; DEMIR, 2002; ROJAS-DURAN et
al., 2007).

Mesmo considerando que as AFLs sao substancias termoestaveis e que os
processos de detoxificagdo, aumentam custos no processamento de alimentos,
alguns meétodos foram testados para inibicdo do fungo e produgdo da toxina em
alimentos, como por exemplo, substancias quimicas e processos tecnologicos.
Dentre essas alternativas ha o uso de substancias naturalmente presentes em
plantas, como por exemplo: antioxidantes, eugenol, mentol e biflavondides
(SANTOS; ALVES; VALE, 2000; GONCALEZ; FELICIO; PINTO, 2001; LEE et al.,
2001). Ha ainda substédncias produzidas por cepas de Streptomyces,
interacdo/competicdo com outras cepas e adi¢cao de substancias quimicas artificiais
(SAKUDA et al., 1996; MARTINS; MARTINS; BERNARDO, 2000; PASSONE et al.,
2007).

Testes de aquecimento e radiagdo no preparo/industrializacdo de alimentos também
foram usados para diminuir/prevenir a flora fungica presente e a contaminagao por
AFLs. Entretanto alimentos nutricionalmente ricos, ao receberem tais processos
tecnolégicos como tentativa de detoxificagéo, tiveram as qualidades nutricionais ou
organolépticas alteradas (AZIZ; MOUSSA, 2002; AMJAD; KHALIL; HAMIDULLAH,
2006; HWANG; LEE; JUN-HO, 2006).
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O uso de atmosfera controlada/modificada, como a redugéo de O (vacuo) ou adigéo
de gases, também podem ser uteis para ampliar a vida-de-prateleira dos alimentos e
normalmente € aplicada em associacdo com outros fatores de protecdo, como por
exemplo, embalagens especiais e temperaturas especificas (GAMLI; HAYOGLU,
2007). Dentre os principais gases utilizados estdo: CO», N2, CO e SO,, sendo que o
mais comum, e talvez mais eficiente parecesse ser o CO,. Em testes com castanha-
do-Brasil sem casca, fechada em latas apds recravacgao, avaliadas no tempo inicial e
armazenadas por 120 dias, apesar de n&o ter sido evidenciado a presenca de
bolores e leveduras, houve decréscimo do numero de bactérias mesofilas aerdbicas
e anaerdbicas facultativas de 1,2 x 10* UFC/g para 5,3 x 10%, apos o periodo de
armazenamento. Foi evidente que o método de preservagéo utilizado foi eficiente

para diminuir as modificagdes na qualidade do produto (SOUZA, 1987).

O uso de vacuo também pode inibir o crescimento fungico em alimentos, entretanto
algumas cepas tém capacidade de crescer nessas condi¢des (TANIWAKI et al.,
2001). De forma, que normalmente a reducédo de O, é associada a outros
mecanismos, como a adigdo de CO, (100 %) que, em anaerobiose e baixa ay, inibiu
crescimento de A. niger (HALOUAT; DEBEVERE, 1997). Além da protecéo
microbiologica, o uso de mistura de gases demonstrou pode ser uma ferramenta
para aprimorar caracteristicas organolépticas de alimentos (gosto e aroma) e
estender a vida de prateleira.

ELIS et al., (1993a) identificaram efeito inibitério na producdo de AFLs devido a
sinergia entre condigbes especificas de ay, pH, temperatura de estocagem, como
fatores associados a reducéo dos niveis de O, em conjunto com elevagao de dioxido
de carbono (CO). Adicionalmente, foi observado que a efetividade dessas barreiras
de protecdo aos alimentos foi diretamente influenciada pelo tamanho do indculo
(numeros de esporo) de fungos presentes. No estudo, o baixo teor de O, parece ter
apresentado maior efeito redutor sob o crescimento de inéculo com grande numero
de A. flavus. Desta forma, concluiu-se que a qualidade do produto sera ampliada
quando este for produzido sob boas condigdes de fabricagao (ELIS et al., 1993b).
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As embalagens (flmes com diferentes camadas) sdo barreiras fisicas que também
podem permitir modificagdes nas caracteristicas dos alimentos. No caso de testes
em amendoim, o crescimento fungico e producdo de AFLs foram inibidos quando
aplicada uma mistura de gases (CO2:N; (65:35)), mas o efeito antifungico da
reducédo de O, e aumento de CO, foi dependente dos tipos de filmes de embalagens,
especialmente em altas temperaturas (ELIS et al., 1994). Outro método € o uso de
vapor de Oleo essencial de plantas, como, por exemplo, canela e cravo, que
demonstraram em embalagem com O3 (<0.5-10 %), CO, (20-40%) e na quantidade
de 2000 pL capacidade de inibir A. flavus e outros fungos. Na aplicagdo de oleo
essencial de mostarda, as cepas de A. flavus testadas, foram mais resistentes a
inibicdo, demonstrando que a efetividade antifungica desse mecanismo esta
diretamente relacionada com a natureza do alimento e extensdo da superficie de
contato do vapor de 6leo utilizado (SUHR; NIELSEN, 2005; MATAN et al., 2006).

2.3.4 Métodos para determinacao analitica das aflatoxinas

Desde a década de 1960, em que a cromatografia em camada delgada (CCD) foi
utilizada na deteccdo de AFLs, os avangos foram significativos, quanto ao
surgimento de novos métodos analiticos. Da mesma forma, os estudos sobre
amostragem, preparo da amostra e validagdo tém sido fundamentais, para que os
resultados sejam mais precisos (GILBERT; ANKLAN, 2002; WHITAKER, 2003).

Além da CCD, outros métodos atuais se destacam: fluorimetria (FL), cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), cromatografia gasosa (CG), cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa (LC-MS/MS), imunoensaios (ELISA),
cromatografia de imunoafinidade (IAC), assim como varios métodos quimicos e/ou
fisicos para detoxificagdo (AOAC, 2005; PATERSON, 2006; SAPSFORD et al.,
2006; XIULAN et al., 2006; REN et al., 2007; MISHRA; DAS, 2007). O método de LC
MS/MS tem sido usado n&o s6 para AFLs e outros compostos produzidos por cepas
aflatoxigénicas em alimentos, mas também para muitas outras micotoxinas e
matrizes (RUNDBERGET; WILKINS, 2002; ZOLLNER; MAYER-HELM, 2006).
Normalmente € associado a CLAE e baseado na capacidade da camara de colisdo
do detector permitir que ions admitidos no sistema, colidam com as moléculas de um
gas inerte (usualmente Argonio) resultando em dissociag&o dos ions. Os produtos da

dissociagao (ions pais) podem ser detectados para assegurar a origem de um ion
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em particular, que esta no meio de muitos outros ions. A partir destes fragmentos, a
célula de colisdo, que opera de forma linear, produz um espectro de massa (ions
filhos). O método de LC-M/MS com equipamento triplo quadrupolo, por exemplo, tem
dois modos de ionizagao: electrospray e atmospheric pressure chemical ionization-
APCl (WATSON; ATSRIKU; OLIVEIRA, 2003). Aléem da rapidez, sensibilidade e de
nao exigir pré-tratamento em amostras e pode ser aplicado em matrizes complexas,
como as nozes (CHUN et al.,, 2007). Foi utilizado em leite, azeite de oliva e
amendoim, com a vantagem de que o LOQ foi menor que nos métodos tradicionais,
e atende os limites exigidos por varias legislagdes (BLESA et al., 2005; CAVALIERE
et al., 2007).

2.3.5 Legislagao nacional e internacional para aflatoxinas

Diversas tentativas de harmonizagao da legislagdo para micotoxinas em alimentos
tém sido feitas em varios paises. De forma que, diretrizes foram estabelecidas
referentes aos métodos de amostragem, analises e limites de aceitabilidade para o
controle oficial de contaminantes em alimentos, incluindo as nozes de arvores e a
castanha-do-Brasil (EU, 1998).

Como legislacdo brasileira, o Mistério da Saude estabeleceu em 1977, a Resolugéo
N°34/76 da Comissao Nacional de Normas e Padrdoes para Alimentos (CNNPA),
como o limite maximo aceitavel de aflatoxinas para alimentos, de 30 pg.kg™”, e este
parametro foi adotado pela fiscalizagado para cada lote de castanha-do-Brasil, com
ou sem casca (BRASIL,1976).

Embora a Bolivia, seja o pais que mais exporta castanha-do-Brasil beneficiada,
sendo inclusive a maior parte importada do Brasil como matéria prima, n&o possuli
legislagdo para micotoxinas. Entretanto, o Peru, outro pais exportador, estabelece
um limite maximo de 10 pg.kg'1 para todos os alimentos (VAN EGMOND; JONKER,
2005; PACHECO; SCUSSEL, 2006).

Em 1998, a Unido Européia (EU), por meio da Diretiva 98/53/CE (EU, 1998)
estabeleceu exigéncias referentes aos métodos de colheita de amostras e os
métodos de analises para o controle oficial de teores de certos contaminantes em

alimentos, incluindo aflatoxinas e a castanha-do-Brasil a serem cumpridas. Ja em
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2001, por meio do Regulamento N°466/2001/EC foi estabelecido o limite maximo de
aflatoxinas para castanha-do-Brasil destinada ao mercado europeu, com redagao no
Regulamento CE N°563/2002, fixando os limites de aflatoxinas em: 2 ug.kg™” (AFB;)
ou 4 pg.kg' (AFBi+AFB,+AFG+AFG;) e em 2003, por meio da Directiva
2003/494/EC, estabeleceu condigdes especiais a importacdo de castanha-do-Brasil
com casca, do Brasil (EU, 2003). Isto levou o governo brasileiro a definir legislagdes
com normas para cadeia produtiva, envolvendo a amostragem (coleta, preparo e
tamanho da amostra), método analitico e de preparo, bem como diretrizes para
aplicacado dos principios das boas praticas de fabricagcdo/manejo (BPF/BPM) e do
sistema de analises e pontos criticos de controle (APPCC) pelos extrativistas e
usinas de beneficiamento (BRASIL, 2004).

Para as nozes de arvores ha uma tentativa de harmonizag&o quanto ao teor maximo
aceitavel de aflatoxinas, por parte do Codex Alimentarius, que envolveu a castanha-
do-Brasil,a partir de 2000. O codigo de praticas inclui mecanismos para diminuigéo
dos riscos de contaminagcdo na cadeia produtiva, resultando em um documento,
denominado de “Code of Practice for the Prevention and Reduction of Aflatoxin
Contamination in Tree Nuts” (CODEX ALIMENTARIUS, 2006). Niveis de tolerancia
para AFLs harmonizados para alimentos estdo sendo fixados e sdo encontrados,
principalmente, em zonas de comércio livre, como EUA, Mercosul, Australia/Nova
Zeléndia (VAN EGMOND, 2005). Como ainda ndo ha harmonizac&o dos limites de
AFLs em castanha-do-Brasil para todos os paises importadores, na Tabela 12, estao
citados os limites maximos permitidos utilizados em alguns paises, incluindo a

América Latina e Mercosul, para AFLs em alimentos em geral.
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Tabela 12. Limites maximos permitidos para aflatoxinas em alimentos em diversos paises

Pais Limite maximo (ug.kg™) Alimentos

Africa do Sul 5 (AFB;) Todos os alimentos
10 (AFB,+AFB,+AFG+AFG,)

Australia 5 (AFB4+AFB,+AFG+AFG)) Todos os alimentos

Canada 15 (AFB4+AFB,+AFG+AFG)) Nozes e produtos

Estados Unidos 20 (AFB4+AFB,+AFG+AFG);) Todos os alimentos

Filipinas 20 (AFB4+AFB,+AFG+AFG),) Nozes e seus produtos

india 30 (AFB;) Todos os alimentos

Israel 5 (AFBy) Nozes, amendoim, farelo de milho, figos
15 (AFB+AFB,+AFG+AFG);) e seus produtos

Japao 10 (AFB,) Alimentos em Geral

Nova Zelandia 5 (AFB4+AFB,+AFG+AFG);) Todos os alimentos

Unido Européia 2 (AFBy) Amendoim, nozes em geral e frutas

4 (AFB+AFB,+AFG+AFG,)

secas para consumo direto ou como
ingrediente de alimentos

América Latina

Argentina Zero (AFB,) Alimento infantil
20 (AFB4+AFB,+AFG+AFG);) Derivados de amendoim
5 (AFB.+AFB,+AFG+AFG,) Milho
30 AFB; Farinha de Soja
Amendoim (toasted, roasted, com/sem
Brasil 20 (AFB;+AFB,+AFG+AFG,) pele)
Pasta de amendoim
Farinha de milho
20 (AFB4+AFB,+AFG+AFG;) Milho (integral/quebrado/moido)
(integral/ sem gérmen)
Bolivia * NH " NH "
Colémbia 20 (AFB4+AFB,+AFG+AFG);) Alimentos
30 (AFB1+AFB,+AFG+AFG,) Cereal (sorgo, mileto)
10 (AFB4+AFB,+AFG+AFG);) Oleaginosas
20 (AFB4+AFB,+AFG+AFG;) Sementes de gergelim
Amendoim (com/sem pele)
Mercosul 20 (AFB4+AFB,+AFG+AFG);) Amendoim (torrado)
Pasta de amendoim
20 Farinha de milho (integral/sem germem)
(AFB4+AFB,+AFG+AFG,) Milho
20 (AFB+AFB,+AFG+AFG,) Corn meal
Peru 10 (AFB4+AFB,+AFG+AFG);) Alimentos
. Amendoim
Suriname 5 AFB; Produtos de amendoim
5 AFB; Leguminosas
30 (AFB4+AFB,+AFG,+AFG, Milho
Uruguay AFB,+AFB,+AFG+AFG, Amendoim

)
30 ( )
20 (AFB;+AFB,+AFG+AFG,)
30 (AFB,+AFB,+AFG+AFG,)
30 (AFB,+AFB,+AFG+AFG,)
10 (AFB+AFB,+AFG+AFGy)
3 (AFB+AFB,+AFG+AFG,)

Produtos de amendoim
Alimentos e Especiarias
Derivados de soja
Frutas secas

Cobco

Alimento infantil

PACHECO; SCUSSEL (2006)
@maior exportador de castanha-do-Brasil

®ndo ha legislagcéo
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2.4 Contaminagao da castanha-do-Brasil por fungos e aflatoxinas

Tem sido encontrada, frequentemente, associagdo de diversos fungos, e alguns
aflatoxigénicos, com as “nozes de arvores’, incluindo a castanha-do-Brasil (BAYMAN
et al., 2002). Os primeiros relatos de problemas da seguranga toxicolégica da
castanha-do-Brasil datam da década de 60, em que foi relatada a “podriddo da
castanha” causada por fungo do género Aspergillus (ALMEIDA, 1963), assim como
casos de associagdo de A. flavus com AFLs em castanha-do-Brasil na Inglaterra
(MENESES, 1968).

2.4.1 Fatores ambientais da regiao Amazénica versus fungos e aflatoxinas

Na floresta Amazodnica, os fatores que influenciam o fungo na produgdo de AFLs
estdo presentes em maior ou menor escala, de forma que € necessario que desde a
disposigdo dos ouricos na floresta, até o beneficiamento seja evitado favorecer as
condi¢des necessarias as cepas aflatoxigénicas (CAMPO/PAS, 2004).

Dentre os fatores intrinsecos que podem afetar a producdo de AFLs em castanha-
do-Brasil ha o pH, levemente acido (5,6 a 6,0), possibilita um ambiente favoravel ao
desenvolvimento dos fungos. Quanto ao potencial de oxi-redugdo e consumo de
oxigénio, observou-se que mesmo a castanha descascada embalada a vacuo pode
apresentar contaminagdo por leveduras remanescentes do beneficiamento
(PACHECO, 2003). Por sua vez a manutengao do teor de ay, de 0,65 a 0,70, evita a
producdo da AFLs, e € necessario em todas as etapas da cadeia produtiva,
especialmente em condigbes otimas de a,, as espécies de Aspergillus flavus (0,83-
0,87) e parasiticus (0,78-0,80) (ARRUS, 2005a).

Danos mecanicos podem ocorrer nas castanhas (a) na floresta durante a queda do
ourico e do corte para retirada das castanhas, pela agdo de roedores (cotia) e
passaros (arara) e pela acéo de insetos (b) durante o transporte pela floresta até as
cidades de armazenagem e apods, até as usinas (c) nas usinas de beneficiamento
(da recepgao ao produto seco) (PACHECO; SCUSSEL, 2006). Eles favorecem a
absorcdo de umidade e facilitam a invasao, penetracao e proliferacdo dos esporos
de fungos no interior altamente nutritivo. Isto pode ocorrer também quando as
castanhas ja estdo embaladas durante o carregamento e descarregamento de big

bags no navio e no transporte até a chegada no pais importador, levando ao
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desenvolvimento de fungos e produgéo de toxinas (Tabela 13). Contudo o uso de
vacuo eficiente no beneficiamento pode reduzir a velocidade da proliferacao
(PACHECO, 2003).

Tabela 13. Ocorréncia de danos em castanha-do-Brasil e suas causas

Local Causa

Na floresta Queda de ourigos
Quebra do ourigo p/extragdo das sementes
Acao de insetos (cupim e formigas) em ourigos deixados no solo

Durante o transporte Movimento dos lotes nas descargas de barcos e/ou caminhdes

Usina de beneficiamento  Movimento do secador rotativo (castanha com casca durante a
secagem
Améndoas no descasque e secagem

No porto Quebra mecanica no embarque/desembarque dos big bags no navio

PACHECO; SCUSSEL (2006)

Durante a secagem da castanha pode ocorrer variagdo na temperatura, com
distribuicdo heterogénea do calor/vapor no interior da massa de castanha (dentro
dos secadores). Isto pode levar a secagem deficiente e conteudo de umidade
heterogéneo das castanhas, e problemas na armazenagem e transporte devido a:
(a) conteudo de umidade variavel, por secagem ineficiente; (b) presenca de umidade
secundaria, devido a precipitagdo ou absor¢cédo dos vapores de agua no lote parado;
(c) difusdo do calor e umidade em castanhas ndo completamente secas, causado
por gradiente de temperatura; (d) atividade vital de microrganismos, aumentando a
temperatura e o conteudo de umidade no interior na massa de castanhas n&o
completamente secas e (e) mistura de lotes com umidades diferentes. Contudo, o
tempo entre o transporte até o porto, armazenamento e viagem até os paises
importadores - de lotes de castanhas com umidade n&o homogénea - pode
favorecer proliferagado fungica. A estabilidade da castanha, quanto a umidade é
considerada segura quando seca abaixo de 13 % ou seja, abaixo da umidade critica
15 % (BRASIL, 2004; CAMPO/PAS, 2004).

A presenca de insetos, que levam a ruptura da casca, causa absor¢ao de umidade,
ainda no ourigo e pode ocorrer também infestagcdo de formigas e cupins ainda no
solo da floresta (SIMOES, 2004). Importante salientar que a etapa de lavagem das
castanhas ainda na floresta deve ser evitada, pois a superficie de contato das
castanhas é favoravel a contaminagéo por fungos, e o processamento deve ocorrer
no menor tempo possivel, tdo logo as castanhas cheguem a usina, para ndo haver

condicOes favoraveis aos fungos para sintese das AFLs (BRASIL, 2002).
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A atividade de agua (ay), por sua vez, é muito importante por refletir o grau em que a
agua esta disponivel para as reagdes bioquimicas, ja que na casca da castanha ha
fungos que toleram a,, < 0,70 (ARRUS, 2005a). Améndoas de castanha-do-Brasil
desidratadas (até 3 %), portanto embaladas em a,, abaixo do nivel critico (<0,70),
permanecem durante todo o armazenamento estaveis, principalmente se embaladas
em sacos de polietileno com baixa permeabilidade a oxigénio e a vacuo. Nessas
condi¢des sua estabilidade se prolonga por até 180 dias, independente do processo
de secagem utilizado (SILVA; MARSAIOLI, 2003).

O tempo que a castanha fica armazenada pode favorecer o desenvolvimento de
fungos principalmente na floresta e no transporte nos barcos. O género Aspergillus
demonstrou em diversos estudos estar sempre associado, inclusive em castanhas
submetidas ao tratamento térmico e somente em amostras pré-beneficiadas foi
detectado Fusarium (Tabela 13). O periodo na floresta até o beneficiamento, ou seja,
entre extracio/coleta até o transporte, em embarcacbes ou caminhdes, ocorre em
ambientes com elevada umidade relativa e pode ser superior a 50 dias.
Considerando as condi¢des de temperatura e umidade ambiente da regido, mesmo
a armazenagem por 30 dias ou mais prolongada, pode ser considerada preocupante
e, portanto, necessita de procedimentos para controlar a proliferagdo de fungos
(BRASIL, 2002).

2.4.2 Fungos e aflatoxinas em castanha-do-Brasil

a) Fungos

Améndoas de castanha testadas permaneceram estaveis durante 180 dias de
armazenamento, apds desidratadas a 3 %, embaladas a vacuo em sacos
transparentes de polietiieno (com baixa permeabilidade de O,) e indices de ay
abaixo do nivel critico (0,60) (SILVA; MARSAIOLI, 2003). O elevado teor lipidico
(68,2 %) da castanha-do-Brasil pode torna-lo muito susceptivel a rancificagdo. Além
disso, fungos produtores de AFLs usam glicerina (componente dos o6leos) como
fonte de calor. A castanha também é rica em agucares, principalmente a sacarose, e
tem dentre os acidos graxos presentes em ordem decrescente, os monoinsaturados,

polinsaturados e saturados na proporcao de 25,8; 23,0 e 16,6 %, respectivamente



59

que podem ser utilizados por fungos. Quanto aos fatores extrinsecos, a alternancia
de periodos de chuva e sol da regido Amazoénica, por sua vez, dificulta o controle
dos fatores extrinsecos determinantes para o metabolismo de cepas aflatoxigénicas,
como a temperatura e a umidade (CAMPO/PAS, 2004). Da mesma forma, elevadas
temperaturas (de 30 a 40°C) e UR entre 60 e 90 %, associam-se com a produgao de
AFLs em nozes (SCUSSEL, 1998).

O efeito de diferentes UR % e temperaturas na producédo de AFLs, em castanha-do-
Brasil processada, foi efetivo para controlar a contaminagdo abaixo de 4 pg.kg™”
(ARRUS et al., 2005), que parece ser favorecida entre 27 e 30°C (CAMPO/PAS,
2004). Variagbes na temperatura causam secagem deficiente e levam as castanhas
a teores heterogéneos de umidade, durante sua armazenagem no beneficiamento. A
vantagem é que o periodo ndo é prolongado (<30 dias), variando conforme a usina.
Da floresta até o beneficiamento, entretanto, o periodo entre coleta e transporte,
superior a 45 dias evidencia-se como preocupante.

A armazenagem é considerada uma etapa critica, pois dependendo de sua duragao
e condugado, podera ocorrer o desenvolvimento do fungo e a produgdo de AFLs
(CAMPO/PAS, 2004). E necessario manter o controle da UR % pois se as castanhas
estiverem em ambiente com UR % que corresponda a a,, inferior a do alimento,
tendera a desidratar-se, e, se superior tendera a absorver agua. Consideram-se 0s
géneros Aspergillus e Penicillium os principais envolvidos com castanha-do-Brasil.
Entretanto, nem sempre a presenca de fungos aflatoxigénicos esta diretamente
relacionada a presenga da AFLs em castanha-do-Brasil, pois em amostras coletadas
diretamente da floresta havia auséncia de AFLs, apesar da presenga de cepas
aflatoxigénicas (CARTAXO et al., 2004; ARRUS et al., 2005a).

Foram identificadas espécies de Aspergillus em castanha de unidades de
beneficiamento (SOUZA et al., 2003) e em castanha com casca adquirida no varejo
(BAYMAN et al., 2002). Ja em amostras (quatro pacotes de 500 g) procedentes de
feira de Belém-PA, além de bolores, foram identificadas leveduras, como por
exemplo, Pichia sp e Rhodotorula sp. (FREIRE; OFFORD, 2000). Alguns dos fungos
isolados em castanha-do-Brasil estdo sumarizados na Tabela 14.
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Ouricos retirados da castanheira foram analisados para fungos e AFLs, e nao foi
detectado (LD= 1,75 pg.kg™") apesar de que, trés isolados de A.flavus da superficie
dos ouricos foram aflatoxigénicos (630 a 915 ug.kg™") (ARRUS et al., 2005a), e em
condicbes de teste de diferentes temperaturas, maiores niveis de AFLs foram
encontrados (ARRUS et al., 2005b).

(b) Aflatoxinas

No caso de castanhas provenientes de areas extrativistas (sem tratamento), e
obtidas diretamente nas usinas beneficiadoras foram analisadas por Castrillon
(1984) que identificou 3 % de positividade para AFLs, enquanto que Pacheco (2003)
identificou 9 % de amostras positivas analisadas, sendo que nenhuma atenderia aos
valores aceitos pela Unido Européia de 4 pg.kg'1.

Cartaxo et al. (2003) analisaram AFLs em castanhas da floresta, apds cairem ao
solo com 0, 30, 60 e 90 dias, de 6 areas extrativas no Acre, por CCD (sem LD), 1,5
kg de nozes a cada coleta. Nao foi detectada AFL em nenhuma das amostras.
Entretanto, a aplicagdo de procedimentos (Boas Praticas de Manejo - BPM) quanto a
armazenagem pode influenciar na diminui¢do da ocorréncia de AFL em castanhas

ainda nas comunidades extrativistas (SIMOES, 2004).

Pacheco (2003) ndo detectou nenhuma amostra AFL positiva, em amostras do
beneficiamento (recém processadas) sem casca. Entretanto, Steiner et al. (1992),
em outro estudo, com 8 kg de amostras de castanha com casca de um lote de
42.286 kg observou fluorescéncia das améndoas e a maior concentragdo de AFB;
foi de 4 ug.kg™ e AFG; 1,2 ug.kg”. Em castanhas obtidas no varejo em Belém (PA)
(e separadas em Boa e Baixa qualidade (BQ) por CCD e depois quantitativamente
HPLC, apds os extratos terem sido purificados em colunas de imunoafinidade para
total AFL (Recuperagao de 30-45 %). AFL foram detectadas em BQ em nivel de 27,1
ug.kg”' (AFB+) e 2.1 ug.kg™" (AFB;) (FREIRE et al., 2002 ). J& em 9 amostras de
castanha (varejo) a média de AFL foi de 27 pg.kg’ em 33,3 % das amostras
(CALDAS et al., 2002).

Na Bolivia, em estudo de material destinado a alimentagdo animal, elaborado com

base em castanha-do-Brasil in natura com casca, resultados demonstraram média
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de AFL de 301 ug.kg” (56-608 pg.kg™). Foi discutido que a principal causa da
contaminacao elevada em parte das amostras pudesse estar relacionada com a
contaminagao por danos na casca ou por insetos, apesar de que a casca, por ser
rigida e rugosa pode conferir protecdo a améndoa contra a entrada de
microrganismos causadores de contaminagdo (NAGASHIRO et al.,, 2001). A
presenca de danos na casca pode reduzir o risco do consumo de castanha
contaminada, pois o consumidor pode ter habilidade de separar visualmente a
castanha contaminada independente de sua idade, sexo, instrucdo ou etnia
(MARKLINDER et al.,, 2005). Em outro estudo castanhas in natura (49) e
processadas (71), analisadas em CCD, a contaminagao foi apenas em amostras in
natura com faixa de 2,4 a 8,8 ug.kg™' (MORALES; FLORES, 1997).

Em carater de monitoramento, outros paises também tém avaliado a castanha-do-
Brasil. Na Inglaterra, em quatro amostras de castanha com casca em quantidades
de 1-2 kg, analisadas por CCD, apenas uma amostra apresentou AFB1 e em nivel
<5 pg.kg' (KERSHAW, 1985). Em quatro amostras de castanha coletadas em
supermercados japoneses, analisadas por HPTLC com LOD YAFLs 0,6 pg.kg™”,
apenas 01 amostra apresentou contaminagdo de 14,5 pg.kg'SAFLs, com 10,2
ug.kg’' de AFB; (TABATA et al., 1993). Em 51 amostras de castanha-do-Brasil com
casca (20 kg cada), analisadas na Republica de Chipre do periodo de 1992-1996,
importadas da Holanda e com LOD de 0,4 ug.kg ">’ AFLs, por fluorimetria seguida de
detecgdo por HPTLC, 10 amostras foram positivas com média de 14,1 ug.kg'>AFLs
(8,3 a 20 pg.kg™) (IOANNOU-KAKOURI et al., 1999). Na Suécia, durante o outono
de 1996 ao verdo de 1998, em 17 amostras comercializadas no varejo e analisadas
por CLAE com LOD de 0,1 pg.kg” para cada AFL, do total, 7 apresentaram AFLs,
em que para Y AFLs, 3 estavam com niveis de 0,01 a 4 pg.kg'1 e 4 estavam acima
de 4 ug.kg™1, com o maior teor de 2500 ug.kg™”' (THUVANDER et al., 2001). Devido &
complexidade de constituintes nutricionais da castanha-do-Brasil, como por exemplo,
proteinas e lipidios, a recuperagao analitica das AFLs é considerada em algumas
pesquisas, como dificil. Recuperacdes abaixo de 50 % para B4, Bz, e G4 foram
utilizadas e até 16,6 % de G, (IOANNOU-KAKOURI et al, 1999). De forma a resumir,
as varias pesquisas sobre a presenga de AFLs em castanha-do-Brasil, foram

reunidos alguns dos resultados na Tabela 14.
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2.5.2 A problematica da castanha-do-Brasil, a Uniao Européia e as agdées por
melhorias
As barreiras ndo-tarifarias impostas ao Brasil, em decorréncia da contaminagao por

AFLs podem ter afetado as exportacbes para a Unido Européia, que estabeleceu
diretrizes que envolvem toda a cadeia produtiva da castanha-do-Brasil, e passaram a
exigir limites para AFLS, menores do que todos os demais paises importadores.

Entretanto, levou ao surgimento de uma forte iniciativa brasileira de sua aplicagdo no
desenvolvimento de produtos derivados e maior propaganda/divulgagdo de seu uso
industrial como ingrediente, bem como conhecimento do valor nutricional da améndoa
por parte da populagao. Isto incentivou inclusive a busca pela melhoria da qualidade e

por novos mercados.

O habito de consumir de uma a trés améndoas por dia, mesmo que arbitrario, tém se
tornado mais comum entre a populagao brasileira, antes preconizado e utilizado por
paises do primeiro mundo, principalmente na Europa, Asia, EUA, Canada e Japdo. O
consumo aumentou, principalmente por aqueles que além de fungdo energética
buscam suas propriedades antioxidantes, como agente anti-envelhecimento. Nao
somente como alimento, o uso do 6leo da castanha pela industria cosmética e de
fitoterapicos tem crescido e propiciado a abertura de novos mercados. A aplicagao da
castanha-do-Brasil em dietas especificas tem sido 6tima alternativa na nutrologia e na
medicina ortomolecular (PACHECO; SCUSSEL, 2006)

Tanto as exigéncias de mercado, como de fiscalizagao pela seguranga da castanha-do-
Brasil, tém gerado uma forte tendéncia por melhorias na qualidade da cadeia produtiva,
incluindo aspectos: estruturais, pessoais e de execugdo nos procedimentos de
controles de processo (BRASIL, 2004). O trabalho de boas praticas de manejo
desenvolvido em comunidades do Estado do Amazonas por Simdes (2004), é um
exemplo de que a melhoria da qualidade tem atingido desde as etapas iniciais da
cadeia produtiva. O trabalho trouxe oportunidades de negdcios aos extrativistas, com a
mudancga positiva da qualidade do produto antes e apos o manejo correto (PEREIRA,
2002).
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Quanto ao beneficiamento, a inovagcdo tecnoldgica, apoiada por projetos
governamentais (CAMPO/PAS, 2004), institucionais (CIRAD, 2007) ou pela iniciativa
privada (NUTRICON, 2007) esta ganhando espago, demonstrando tanto ao homem da
floresta como ao funcionario da usina, que os procedimentos corretos das boas
praticas devem ser executados, visando a qualidade dos produtos. A aplicacdo dos
mecanismos informatizados e de controle no processo que permitam a tomada de
decisdo imediata, principalmente nos processos de secagem gera informagdes
fundamentais para o controle de qualidade. Essas inovacgdes tecnoldgicas poderao
permitir aos envolvidos no processo também estender os conceitos assimilados, ao seu
cotidiano, contribuindo para uma melhor qualidade de vida, tdo buscada em todas as
politicas ja estabelecidas para a castanha-do-Brasil.

O uso de novas tecnologias, como o descascamento automatico, ja utilizado em uma
usina Boliviana demonstra que a competitividade da castanha brasileira deve estar
voltada inclusive para outros paises Amazdnicos e nao somente para paises
envolvidos com outros tipos de nozes. Essa melhoria da mao-de-obra e do processo
como um todo, evidencia uma tendéncia natural de evolugdo do beneficiamento
“artesanal” para o “inovador”, apesar de que, o Brasil anda é o pais com maior area de
castanhais, e por sua vez, produtor da matéria-prima, utilizada pelas usinas bolivianas
(PACHECO; SCUSSEL, 2006).

Devido & busca de qualidade, a abertura de novos mercados em paises da Asia,
Australia e o aumento do comércio interno, novas pesquisas quanto a agregacao de
valor a castanha-do-Brasil foram necessarias. Ndo somente a questdo de
contaminacgao esta em destaque, mas principalmente a avaliagao do real nivel de AFLs
em castanha-do-Brasil, fatores naturais anti-aflatoxigénicos (PACHECO; SCUSSEL,
2007) e qualidade dos produtos derivados (SOUZA; MENEZES, 2004).
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Selenium and Aflatoxin Levels in Raw Brazil Nuts from the Amazon Basin

3.1 ABSTRACT

Whereas selenium (Se) is an important antioxidant in human metabolism to prevent
cancer, aflatoxins are highly carcinogenic. Brazil nuts from Eastern and Western
Amazon regions were evaluated to find any relationship between Se and aflatoxins
levels. Eighty (in-shell and shelled) nuts samples were collected directly from different
forest sites and analyzed for Se by atomic emission spectrometry and aflatoxins by
liquid chromatography tandem mass spectrometry. The LOQ for Se was 2.0 mg/kg and
for total aflatoxins 0.390 pg/kg. Nut Se levels from the Eastern region were higher than
the Western and also the aflatoxins. The raw nuts moisture content (mc) and water
activity (aw) from the two regions did not present significant difference, either for in-shell
or shelled. Mc was 24.5 (min. 20.1; max. 30.4) and 22.1% (min. 14.6; max. 28.9) and ay,
of 0.85 for both regions. Further studies need to be carried out to find out the role of Se

on fungi growth stress and aflatoxin production mechanisms.

Key Words: aflatoxins, selenium, LC-MS/MS, Brazil nuts, Amazon basin, moisture

content, tandem liquid chromatography
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3.2 INTRODUCTION

Brazil nuts (Bertholletia excelsa H.B.K.) are one of the most important nutritional
examples of food with high content and quality protein. They have high levels of
essential amino acids, including the sulfur containing: methionine and cysteine (7-2). In
addition, Brazil nuts are more rich in selenium (Se) than other nuts (3- 5). Se plays an
important role as an antioxidant, and also is involved in thyroid metabolism and cancer
prevention. It was shown that the inclusion of Brazil nuts in the diets of rats, that
received intragastric administration of the mammary carcinogen
dimethylbenz(a)anthracene (DMBA), reduced the number of tumors by up to 72.7% (6).
As Se has been reported as an important micronutrient and Brazil nuts are a source,
there has been an increasing interest by consumers in that commaodity (7-9). Brazil nuts
have been recommended to be consumed, either as it is or as an ingredient in
processed food. As Se has been considered an excellent antioxidant, it has been
recommended as anti-aging and is consumed by athletes, the elderly and those that
desire for a healthy life (8). The Se daily intake (DI) varies among different countries
from 6 (New Zealand) to 224 pg/day (Canada) (70-117). For European countries the Se
DI have been reported from 32.3 to 70 pg /day (72). The Se recommended dietary
allowance (RDA) was established by the National Research Council in 2000 as 55
pg/day and the tolerable upper intake level (TUL) for adults set at 400 pg/day (13).
Brazil nuts may vary in size, shape and flavor when grown in different areas of the
Amazon basin (Gribel personal communication), despite the time of harvest thus their
composition may also vary. Most of them grow in areas surrounded by rivers and some
far from them, in drier soil. The Amazon basin is divided into Western and Eastern
regions (74) and both have the Amazon River and its tributaries intersecting them.
Some studies on Se levels in Brazil nuts have been carried out (1, 4, 7, 8, 15-17) and
one correlated Se with the tree nuts growing areas (76). The authors reported different
Se levels in nuts from two areas divided for that study into West (States of Acre and
Ronddnia only) and Central (States of Amazonas and Para). They collected processed
nut samples in the retail market and reported Se levels of 3.06 and 36.0 mg/kg for each
region, respectively, in individual nuts. However, the commercial snack products are
prepared by the factories utilizing raw nuts from different Amazon sites and it is difficult

to determine their exact origin.
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On the other hand, some aflatoxins and fungi have been detected in processed in-shell
Brazil nuts (718-26). In fact these toxins are produced by Aspergillus flavus, that finds
good conditions for its proliferation in the Amazon forest, with high temperatures: > 25
°C and relative humidity (RH): > 80% (23, 25). The fungus species may grow on nuts
during the extractive activities that are carried out under artisan conditions in the
indigenous communities (23). It also can grow during the raw nut transport, done mostly
by boats, to the factory site, where they are going to be processed and have their
moisture content reduced (25-26).

Despite the decrease of Brazil nuts export to the European Union (EU), due to a more
restricted regulation of aflatoxin levels, the nut antioxidant properties have increased the
consumer interest. Whereas Se is an important antioxidant in human metabolism to
prevent cancer, aflatoxins are highly carcinogenic. The Se concentration in individual
nuts varies greatly ranging from 0.20 to 253 mg/kg (4) depending on the soil
composition and tree absorption. The aflatoxin association with Se in Brazil nut has not
been studied, neither related to the different Amazon regions. Therefore, this study was
carried out in order to evaluate the Se content, the possible presence of aflatoxin and
any correlation between them in raw Brazil nuts using atomic spectrometry and tandem
mass spectrometry. The study compared the raw Brazil nuts from the Western and

Eastern regions of the Brazilian Amazon basin.

3.3 MATERIAL AND METHODS

Material

Samples. raw, medium size, in-shell Brazil nuts, year 2006 harvest, from the Eastern
(oriental) and Western (occidental) regions of the Brazilian Amazon basin. We utilized
and referred for this study to the official geographic location of the two main Amazon
regions as follows: Eastern Amazon region comprises the states of Para, Amapa,
Northern part of Maranhao and the Eastern part of State of Amazonas (starting from
Manaus city to the East); Western Amazon region comprises the states of Acre,
Rondénia, Roraima and the Western part of State of Amazonas (starting from Manaus
city to the West). Figure 1 A shows details of the whole Amazon basin with the Brazil
nut trees distribution and the Northern Brazilian states with the location of the cities of
sample collection.
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Chemicals. ammonium acetate, ammonium sulfate, hydrochloric acid, nitric acid and
anhydrous sodium sulfate (Analar grade), Vetec, Rio de Janeiro, Brazil, methanol,
acetonitrile, benzene (HPLC grade), Carlo Erba, Rodano Italy. Ultrapure water (MilliQ
system), Millipore. Selenium standard: from NIST (certificate N° SRM 3149) as sodium
selenite (Na SeOs) acidified aqueous solution prepared with nitric acid). Aflatoxin
standards: AFB4, AFB,, FG1 and AFGg, from Sigma, Germany.

Apparatus and equipments: for Se analysis - spectrophotometer, Hitachi and atomic
emission spectrophotometer (inductively coupled plasma-ICP), Otima 2000, Perkin
Elmer, Toronto, Canada. For aflatoxin analysis - liquid chromatograph (LC) 1100,
Agilent and mass/mass detector (MS/MS) APl 4000 triple-quadrupole (Applied
Biosystems) equipped with either APCI or ESI interface; ZORBAX Cg column (4.5 x 150
mm, 5 um particle size), Hicrom. Other materials: disk mill, Metvisa, S&o Paulo, Brazil;

commercial Brazil nut-crackers, CIEX, Manaus, Brazil. A,: Pawkit, Decagon.

Methods

Sampling: 80 samples were collected (April to May) from two cities that represent the
main extractive communities of each Amazon region. Western region: cities of Amatura
and Boca-do-Acre. Eastern region: cities of Itacoatiara and Autazes (Figure 1 B). These
are converging points to which the nuts collected in the forest around that location are
gathered and also where nuts are stored (second storage) prior to boat loading to be
transferred to the factories for processing. The sampling method used was that required
by the EU (27). The samples were representatively collected from silos (capacity of 400-
800 kg) of each city, weekly, homogenized in bags and final portions of 30 kg taken,
packed and immediately sent to the laboratory. These amounts were divided into two
portions of in-shell and shelled nuts for Se and aflatoxins analysis (considered to be
representative for <0.1 tonne). Sample preparation: from the two portions of in-shell
nuts, one was de-shelled using a special commercial Brazil nut-cracker. The samples,
still frozen, were finely ground (particle size <100 ym) in the disk mill, homogenized and
portions of 500 g were transferred to polyethylene containers with stoppers and stored
in a freezer. Portions of 50 and 25 g were used for Se and aflatoxin analysis, in
duplicate.

Selenium analysis. ICP- Optical emission spectrometry (OES), using atomic emission

method (28). The digestion of the samples (0.4g) was carried out usng 5 mL of
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concentrated HNOs;. The limit of detection (LOD) was 2.00 mg/kg and the limit of
quantification (LOQ) was 3.50 mg/kg. LOQ was defined as the lowest point of the
calibration curve with high repeatability- axial view. The recovery was 92 % (n=3).
Aflatoxins analysis. LC-MS/MS with atmospheric pressure chemical ionization (APCI) in
the positive mode (29). LC conditions (Cs column): mobile phase methanol:water
gradient [45% water : 55% methanol (3 min); from 3 to 5 min the gradient was changed
to 30 % water : 70% methanol] and flow rate of 1 mL/min. MS/MS: parent and the two
daughter ions (m/z) were selected for each toxin as follows: AFB+. 313.1 m/z (241.10
and 285.10); AFBy: 315 m/z (259.09 and 287.20); AFG4: 329.1 m/z (200.05 and
243.05); and AFG; : 331.2 m/z (245.07 and 231.20). The LOD and LOQ for LC-MS/MS
of AFB4, AFBy, AFG+, AFG, were: 0.04, 0.045, 0.05 and 0.06 pg/kg and 0.08, 0.09, 0.1
and 0.12 ug/kg for each aflatoxin, respectively. The LOD and LOQ for total aflatoxin
were: 0.195 and 0.390 pg/kg. To obtain those parameters the finely ground Brazil nuts
were homogenized, and spiked, prior extraction with aflatoxins at five concentrations
ranging from 1 to 10 pg/kg. Portions of 25 g were taken for extraction adding 100 mL
acetonitrile/water (80:20 v/v) to the sample, mixed for 2 h, and filtered. The LOD method
was defined by 3 times the signal/noise ratio and LOQ by 6 times the signal/noise. Five
points were used to build an analytical curve, in order to obtain the R values for LOD
and LOQ. Each point corresponded to a mean of five injections of each extract. The
Recoveries for each aflatoxin (AFB4, AFB,, AFG4, AFG,) were: 92.4; 72.5; 99.8 and
97.1%, respectively. he shell/nut ratio utilized for calculation was that reported by de
Mello and Scussel (30) of 60/40 (60% shell/40% nut) with the factor 1.5, considered the
standard ratio for normal healthy whole Brazil nuts.

Moisture content (mc): by gravimetric method (37).

Water Activity (aw): water activity kit (Pawkit) and calibration salt slush (37).

Statistical analysis: analysis of variance (ANOVA).

3.4 RESULTS AND DISCUSSION

The data obtained on the Se and aflatoxins levels in the raw Brazil nuts collected from
the Eastern and Western regions of the Amazon basin, as well as mc and ay, are
summarized in Table 1. Differences in the Se and aflatoxin levels were observed both,

from the two regions and nut type (in-shell or shelled).
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Selenium levels in Raw Brazil nuts

Se in the raw nuts from Eastern and Western Amazon Regions: the Se levels
detected in all nuts samples surveyed, from both regions, ranged from 8.5 to 69.7 mg/kg
(RSD% 11.2). However, they had a clear difference with respect to the Amazon region
where the nuts came from. The Western region, either the shelled or in-shell nuts
samples, presented lower Se levels than the Eastern region nuts. The mean Se levels
of shelled nuts were 23.6 and 43.8 mg/kg, respectively for both regions. Similarly for the
in-shell nuts, it was 12.7 and 24.8 mg/kg, respectively. The Se levels were ca. 2 fold
lower in the nuts from Western than Eastern region, respectively. The Se difference
among the two nut types was probably due to the shell being included to the analytical
sample portion of the in-shell nuts for Se analysis thus diluting it. From our data, the
shell might have less Se than the edible part as the results were lower than shelled
nuts. We did not analyze the shell. Data in the literature for in-shell and shelled nut Se
levels, report that in-shell nuts have more Se than shelled (15-77). However, that is not
because the authors analyzed the Se in the shell and in the edible part separately, but
due to their snack packs label information on the type and product origin (i.e., nuts
commercialized shelled are from the West and when commercialized in-shell are from
the East). On the other hand, when Vonderheide et al. (717) analyzed the shell they
found very small amounts (2ug/g). No significant difference was observed for the Se
levels of nuts collected in the two cities, the nut converging points from the same
Amazon region. Either Boca do Acre and Amatura (Eastern Amazon) or Itacoatiara and
Autazes cities (Western Amazon) presented similar Se levels of 12.7/23.6 or 24.8/43.8
mg/kg (in-shell/shelled), for each region, respectively. Considering that the Se levels
detected in the nuts are a consequence of its absorption by the Brazil nut trees from the
soil that could be the reason why the individual nut batches that came from the several
extractive communities surrounding each city and from the same region, had similar
levels. As far as the Se levels reported in the literature for Brazil nuts are concerned (7-
5, 15-17), they vary quite widely, especially the data reported by Chang et al. (16), by a
fluorometric method. These authors reported Se levels, utilizing a range from 0.02 to
512 pg/g being 0.03-31.7 and 1.25-512 mg/kg for a West and Central areas divided for
that study purpose. Despite the levels detected, the Amazon regions that were indirectly
derived from the information obtained from the packing label, cannot indicate the real
precedence of the nuts. Usually the factories that produce those snack packs receive
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the nuts already dried from wholesale factories. Those factories in turn receive the raw
nuts from several extractive areas for processing. Thus the nuts analyzed by the
authors may come also from the Amazonas state which is included in the official
Western region.

Se in the Amazon basin soil: The Se distribution in Brazil nut is dependent on the tree
absorption ability according to factors, such as: the soil Se concentration; the chemical
Se form in different Amazonian soil (acid or alkaline rivers); presence of heavy metal
(Hg, mining); rain intensity and the genetic characteristics of the plant on metabolizing
the Se absorbed from the soil (32) and also the forms that Se is present in the nut
(Selenomethionine and Selenocysteine) (17). It has been reported that the soil of the
Eastern Amazon region is rich in Se with concentrations ranging from 5.2 to 9.4 mg/kg
which are much higher than the Western region (1.0 to 2.4 mg/kg) (33). In fact, the soll
Se concentrations of ltacoatiara and Autazes cities which are located in the Eastern
region are higher with 9.4 and 8.1 mg/kg, respectively. On the other hand, soils of Boca
do Acre and Amatura (Western region) are lower in Se with 2.4 and 1.2 mg/kg (33).
Therefore the Se in the nuts of the two regions may also vary in proportion to those soil
compositions. FAO in 1993 reported that the reason that Brazil nut concentrates Se is
probably due to the fact that Se is very similar chemically to sulfur, an essential nutrient
for the nut seed amino acids (Methionine and Cysteine) and protein formation. Sulfur is
often deficient in Amazon soils, especially after decades of Brazil nut harvesting and
export. If the soil contains significant amounts of Se, it may be used by the plant instead
of sulfur (34).

Se RDA per Brazil nut: Considering the current data obtained, Brazil nuts can reach
high levels of Se, its daily intake needs to be evaluated. Although Se has and can be
used due its anticancer activity, and it element has been recommended to be used as
cancer-preventive, however Se doses must be tested to establish its safety for long
term high-dose supplementation using organic Se compounds (35-36). A Se safe dose
is that amount that is considered enough to supply the needs and does not cause any
toxicological effects. That intake can be achieved naturally in the diet, by ingestion of
different types of nuts that are rich in Se, including the Brazil nuts. As its concentration
in Brazil nuts, from our data, idepends on the extractive regions where they are from, it
is important to follow the recommended Se RDA of 55 ug/day or at the most TUL of 400
pg/day (13). The Eastern Region had Se levels higher (20.7-69.7 pg/g) than the
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Western (8.5- 35.1 mg/kg). That concentration would lead to an amount of Se in an
individual edible nut (medium size, shelled, 3.8 g edible) of 78.6-264.8 mg/kg and 32.3-
133.3 mg/kg for nuts from Eastern and Western regions, respectively. Regarding the
amounts of nut to be consumed in order to accomplish the RDA or TUL, a person
should ingest one nut/day. From the data obtained in this study it seems that the nuts
with the Western Se level would supply the RDA and the Eastern both RDA and TUL.
Toxicity and Se stress: as far as Se toxicity is concerned, it has been reported that
high Se levels can be either cytotoxic or possibly carcinogenic. The cytotoxic effect has
been suggested to be associated to oxidative stress (36). Therefore, supra-nutritional
doses, as presented in some Brazil nuts, could be considered a warning factor if the
consumption per day exceeds the dietary doses especially in a long term consumption.
The Brazil nuts that have high Se levels could be used by to the food industries as
ingredients, in small quantities, in several products. A work carried out by Lima et al
reported that high levels of Se were detected from fish of an Amazon region area
studied (37). The authors reported the reason being the environmental exposure to high
Se levels in the soil and plants. On the other hand, studies with Drosophila
melanogaster have suggested that Se could inhibit aflatoxin B1 and its toxic effects (38).
In preliminary experiment to evaluate the Selenium toxicity of a Brazil nut meal in rats,
was evident the Selenium action, extremely dependent of the doses (9 mg/kg against
300 mg/kg) to affect as nutritional element to increase weight or to be toxic to cause
damage (39). Although, in other study, it was evident that flavus growth was
increasingly inhibited as the concentrations of selenate in the culture solution increased,
suggesting the influence of some Selenium form in the fungal metabolism (40).

Aflatoxin levels in raw Brazil nuts from Eastern and Western Amazon basin
Although the aflatoxin levels detected were not very excessive in the raw Brazil nuts,
they were present in some samples and varied with the nut type and region from where
they were collected.

Raw in-shell Brazil nuts and aflatoxin. As the LC-MS/MS method is very sensitive,
able to detect aflatoxins at ppt levels, they were found in 29 and 26 nuts samples from
each region respectively. Levels of total aflatoxins ranged from 1.2-11.5 pg/kg. The

Eastern region samples contained more numbers of samples and levels of aflatoxins
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(2.0-11.5 pg/kg) than the Western (1.2-4.5 pg/kg). Although those nuts samples showed
some aflatoxins, most of the levels were lower than limit established by the EU of 4.0
pg/kg for total aflatoxins, a more restrictive international regulation. Only one (4.5%) and
12 (14.6%) nut samples from Western and Eastern regions contained levels higher than
that regulation. No Brazil nut surveyed presented levels higher than the Canada,
Mercosur or USA limit (15, 20 and 20 pg/kg) (41, 42). The aflatoxin B4 levels found in
the in-shell nut samples (1.22-1.40 pg/kg) were lower than the EU limit of 2.0 pug/kgin all
samples. As far as raw Brazil nuts and aflatoxins levels reported in the literature are
concerned, there are only two studies using nuts at that stage, and they are mainly on
fungi infestation and their toxigenic strains. Arrus et al (24) carried out some analysis on
raw nuts taken from the pods collected when they were still on the trees. They isolated
A. flavus strains but no aflatoxins were detected and the methodology used was ELISA
with an LOD of 1.75 pg/kg total aflatoxins. Our data was obtained using a more
sensitive methodology (LOQ of 0.39 pg/kg) which can give a better view of aflatoxin
presence in the nuts, but it is important to emphasize that the data obtained were from
an intermediary stage of the Brazil nut chain (i.e., after pods/nuts collection from the
forest transferred to the cities and before the boat transport to the factories). These raw
nuts after transport to the factories are going to be submitted to the drying process and
part of those aflatoxin levels may be reduced. That reduction could happen during the
two sorting steps: prior drying in heaters and after they pass through a conveyor, where
the spoiled/cracked and moldy nut will be discarded (37). Concerning transport by ship
abroad some containers have monitoring/controlling of systems for RH and
temperature. Containers without those systems may provide favorable conditions to
fungal growth.

Raw shelled Brazil nuts and aflatoxin. When nuts are processed shelled, apart from
the rotary heating step, they still pass through a steam vapor step with temperature
reaching 105° C for 5-15 seconds (to facilitate shell removal) apart from two sorting
steps, at de-shelling and classification tables, thus discarding the spoiled nuts prior to
vacuum packing. As far as aflatoxin in shelled nuts are concerned, although the raw
shelled nut samples were prepared from the same main nut composite samples used

for in-shell, it was observed that 6 nut samples from the Eastern region ones presented
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slightly higher levels (1.7-11.9 yg/kg) i.e., above the EU regulation and none higher than
the Canada, Mercosur or USA limit (15, 20 and 20 ug/kg) (41, 42).

Moisture content and water activity versus fungi and aflatoxins in raw Brazil nuts.
As expected, the mc mean of the raw Brazil nuts were high and so was the a,, as they
were collected directly from the forest with no treatment or processing at all. The ay
obtained were similar to those commonly reported for A. flavus growth in different
commodities (43). The ay for shelled nuts were 0.83 for Western and slightly higher,
0.88, for Eastern (Table1). The mc mean for in-shell samples was 30.4 (Eastern) and
28.0 % (Western). In a more recent study carried out by Arrus et al (24) specifically for
processed Brazil nuts, it was showed that the optimal conditions for A. flavus growth on
those nuts, after 30 days storage, were mc 8.6 and a,, 0.91 at RH 97 % and 30 °C. They
reported also the limiting mc and a,, of 4.5 and 0.68, and 5.0 and 0.75, for shelled and
in-shell nuts fungal growth at those same temperature and time. However, in practice,
nuts in the factory do not stay stored longer than two days prior to processing. Despite
the conditions mentioned above, those data were obtained from store dried nuts and
our findings are from raw nuts. The high mc and a,, obtained in the raw nuts indicate the
need for good management practices to be applied previously, in the extractive (forest
and city storage) and transport activities prior to their arrival to the factory. It is
necessary to develop a more efficient system of drying in the forest prior to river
transport and also the improvement of aeration on the boats. This should also be
applied at the factory raw nut reception in order to select the healthy ones with lower
mc, fungi and aflatoxins. If the raw Brazil nuts that get to the factory are already
contaminated with aflatoxins or with a high load of fungal deterioration, the final product
(in-shell nuts) may still have some contamination. The drying temperature (two steps
with ca. 70 °C) is not enough for aflatoxin degradation, even if fungi can be reduced and
surface shell spoiled nuts sorted. The situation could be different if the nuts are to be
sold shelled dry, as they pass through two sorting steps, at de-shelling and classification
tables, thus discarding the spoiled nuts prior to vacuum packing.

Se versus aflatoxins
Whereas Se is an important antioxidant in human metabolism to prevent cancer,

aflatoxins are highly carcinogenic. Data showed that the raw Brazil nuts were rich in Se
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and presented some aflatoxins levels. Although aflatoxin levels were not very high, they
were detected, especially due to the high sensitivity of the methodology of detection
used (MS/MS). In addition, aflatoxin have also been reported as contaminating
processed dry nuts (44). Se content in Brazil nuts from the two nut-producing Amazon
regions and their aflatoxin levels were higher in the Eastern than Western regions. High
Se content has been reported causing oxidative stress to organisms (36). These data
lead to a question: is there a relation between the Se level and aflatoxin production in
the Brazil nuts? These high Se content might also cause oxidative stress on fungus
strains, activating the mechanisms for secondary metabolites production. Depending on
the levels, Se could activate flavus aflatoxigenic strains to aflatoxin production, thus
contaminating Brazil nuts, at the first and second storage stages in the forest and after
processing, as long as spores and optimum conditions for fungi growth are present.
Another factor for aflatoxin production could be the interaction and competition with

different strains of Aspergillus in order to affect aflatoxin production as well (45).
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Figure 1 A. Brazil nut tree distribution in the South American Amazon basin - Western (occidental) and Eastern
(oriental) regions. [---] delimited area of the Brazil nut tree distribution. [ « ] some of the major extractive areas of
Brazil nuts; B. Northern Brazilian States comprising the Amazon basin, and the sites of sample collection (Eastern
region: ltacoatiara and Autazes cities; Western region: Boca do Acre and Amatura cities).
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AVALIAGAO DE AFLATOXINAS EM CASTANHA-DO-BRASIL TIPO EXPORTAGAO
DAS SAFRAS DE 2006 E 2007, POR LC-MS/MS

Trabalho submetido a publicagao na revista: Postharvest Biology and Technology
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AVALIAGAO DE AFLATOXINAS EM CASTANHA-DO-BRASIL TIPO EXPORTAGAO
DAS SAFRAS DE 2006 E 2007, POR LC MS/MS

4.1 Resumo

Castanha-do-Brasil com casca e descascada processada em duas safras foram
avaliadas quanto ao teor de aflatoxinas (AFLs) por LC MS/MS. O total de 171 amostras
tipo exportagdo, compreendendo 108 com casca e 63 descascadas (nos tamanhos:
large, medium e small) coletadas em uma usina de beneficiamento localizada na
cidade de Manaus, Estado do Amazonas, na Amazénia brasileira. As amostras foram
coletadas de big bags (com casca) e mesas de classificagcdo (descascada),
imediatamente apds o processamento de Abril a Maio nas safras de 2006 e 2007. Além
de AFLs, as amostras foram analisadas quanto ao teor de umidade e atividade de agua
(aw)- As condi¢cbes ambientais (UR % e Temperatura) dentro e fora da usina também
foram monitoradas durante o periodo de amostragem. Do total analisado nas duas
safras e para todos os tipos, somente 7,4 % (13) estavam >4 ng.g™ (legislagdo UE), em
que 11 e 3 para com casca e descascada, respectivamente. A safra de 2007
apresentou menor numero de amostras com teor de AFLs acima da legislagdo
européia, com 2 para cada um de ambos os tipos (com casca e descascada). O
método foi seletivo, sensivel e rapido (tempo total: 5 min), sem necessidade de
confirmacdo e com LQ 0,390 ng.g” YAFLs e 0,08 ng.g” de AFB;. A umidade média
para amostras com casca foi de 8,1 e 7,9 %, e, descascada 2,1 e 2,3 %, para 2006 e
2007 respectivamente. Os niveis de a,, foram similares nas duas safras com média de
0,61 (0,53-0,69) para com casca e 0,61 (0,52-0,68) para descascada. O ambiente
interno da usina apresentou niveis de UR % de 77,1-95,8 % (2006) e 76,9-91,0 %
(2007), em que o maior teor ocorreu em Abril. E necessario enfatizar, quanto a
contaminagao por AFLs, que o consumidor tem habilidade de identificar castanhas com
casca, deterioradas, e que serdo descascadas antes do uso. Apesar das amostras
terem sido analisadas em sua totalidade, incluindo eventualmente alguma deteriorada,

conforme exigéncia da legislacao.

Palavras-chaves: aflatoxina, Bertholletia excelsa, LC MS/MS, a,,
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4.2 Introducao

A Castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.) com casca é processada (seca)
utilizando nozes in natura coletadas diretamente da floresta Amazdnica por meio do
extrativismo, selecionadas e avaliadas na recepg¢ao de usinas de beneficiamento. Apos
o0 processamento, a castanha-do-Brasil pode ser mantida com casca ou descascada
para exportacdo ou comercializada no pais (Pacheco e Scussel, 2006a). A améndoa
pode ser consumida inteira ou em pedacos e também utilizada pela industria de
alimentos como ingrediente, com os beneficios do elevado teor de proteinas (com
aminoacidos sulfurados), lipidios (acidos graxos essenciais) e minerais, especialmente
selénio (Chang et al, 1995; Andrade et al, 1999; Chunhieng, et al, 2004; Souza e
Menezes, 2004; Ryan, et al, 2006). As castanhas s&o provenientes de areas tropicais e
sdo expostas ao ambiente da floresta com elevado teor de umidade relativa (UR %),
normalmente acima de 80 %, e de temperaturas (> 25°C). Tais condigbes podem
permitir o crescimento de fungos, como os dos géneros Aspergillus e Penicillium que
podem produzir aflatoxinas (AFLs) compostos hepatotéxicos e carcinogénicos (Pitt,
1999, Pacheco e Scussel, 2006a). Algumas cepas com propriedades aflatoxigénicas de
Aspergillus, principalmente flavus foram detectadas em castanha-do-Brasil (Castrillon e
Purchio, 1988; Freire, et al, 2000; Bayman et al, 2002; Simsek, et al., 2002; Souza, et
al, 2003; Arrus, et al, 2005a, 2005b) assim como diferentes teores de AFLs (Castrillon e
Purchio, 1988; Steiner et al, 1992, loannou-Kakouri et al, 1999; Freire, et al, 2000;
Thuvander et al, 2001; Caldas et al, 2002; Scussel, 2004). Entretanto, alguns trabalhos
nao detectaram AFLs em castanha-do-Brasil (Kershaw, 1985; Candlish et al, 2001) ou
detectaram baixos niveis (Pacheco e Scussel, 2007). A exportagdo da castanha-do-
Brasil ocorre para o Canada, Estados Unidos e paises Europeus, dentre outros desde
1950. Mais recentemente, tem ocorrido demanda para paises do Oriente, como a
Australia, China, Hong Kong, Japao e Viethnam. Entretanto, desde 1998 um decréscimo
do volume de exportacdo foi relatado, afetado principalmente pela Comunidade
Européia (CE, 2003) que reduziu o limite maximo aceitavel de YAFL de 4 ng.g” e AFB;
de 2 ng.g'1 (UE, 1998a; 2003). Apesar disso, essa diretriz ndo especifica sua aplicagéo
para que tipo de produto (com casca ou descascada). Desde ent&o, este fato tornou-se
um obstaculo para a exportacdo produto brasileiro para o comércio com a Unido
Européia (UE). Recentemente, UE ndo efetuou nenhuma importagdo de castanha-do-
Brasil, das beneficiadoras brasileiras (Olsen, 2007), apesar de que somente de 5 a 10
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% da producao ficar no Brasil (Pacheco e Scussel, 2006a). Devido ao embargo da UE,
nos ultimos anos, grande parte da produgéo brasileira tem sido exportada para a
Bolivia a pregos menores e esse procedimento tem sido cada vez mais frequente, de
forma que aquele pais tornou-se o principal exportador de castanha-do-Brasil, mesmo
sabendo-se que o Brasil é o maior produtor, com &rea castanhais de 3.200.000 km?,
muito maior que os outros paises produtores, como a Bolivia (100.000 km?) e o Peru
(84.824 km?) (IBGE, 2007). Apesar de ndo haver muitos dados oficialmente publicados
sobre AFLs em castanha-do-Brasil, somente informagdes esporadicas, esses dados na
maioria ndo especificam a origem e tamanho das amostras, procedimentos de
amostragem e preparo da amostra analitica, como elas s&o comercializadas (se com
casca ou descascada) ou ainda se estavam in natura ou processadas (secas). Alguns
desses trabalhos usaram poucas ou apenas uma amostra (Kershaw, 1985; Tabata et al
1993; Freire et al, 2000; Caldas et al, 2002) e que nao representam de fato a situacéo.
O procedimento analitico convencional utiliza, principalmente, a cromatografia em
camada delgada (CCD), Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), ou
associados, mas que tém sensibilidade variavel requer confirmagdo e consomem maior
tempo, quando comparados com LC tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Este
trabalho reporta o uso do método de LC-MS/MS para avaliar os niveis de AFLs em
castanha-do-Brasil processada com casca e descascada tipo exportagdo, seguindo a
diretriz de amostragem da EU, e a comparagao dos resultados em das amostras das
safras dos anos de 2006 e 2007. E o primeiro estudo dos niveis de AFL em elevado
numero de amostras de castanhas com casca e descascadas, obtidas diretamente de
uma usina de beneficiamento, antes do embarque para exportagao, em safras distintas

e seguindo o plano de amostragem da UE.

4.3 Material e Métodos

Material

Amostras: castanha seca com casca e descascada, e segundo legislagao oficial (Brasil,
1998), classificada em trés tamanhos: large, medium e small. Foram coletadas apds o
processo de secagem de uma usina localizada no Estado do Amazonas, na regiao da
Amazoénia brasileira, safras de 2006 e 2007.

Reagentes: acetonitrila, metanol (HPLC), Carlo Erba. Acetato de aménio (p.a), Vetec.
Agua Ultrapura (mili-Q, Millipore). Padrées de AFLs: AFB1, AFB, FG; e AFG,, Sigma.
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Equipamentos e utensilios: cromatografo liquido 1100, Agillent; detector tandem mass,
API1 4000, Applied Biosystems MDS SCIEX e espectrofotdmetro, Femto. Coluna Cg (45
mm, 150 mm, 5 pum), Hichrom. Estufa, Fanem. Analisador de A,, Decagon Paw Kkit,
Termohigrometro, Incoterm. Para coleta e prepare da amostras: coletor inox para
castanha-do-Brasil (formato conico, 500 mm de largura e 150-50 mm diametro interno,
com capacidade de 2 kg); descascador industrial, CIEX; moinho industrial, Caf;
liquidificador industrial, Metvisa. Bandejas (400 x 250 mm) e tesouras. Sacos de
rafia/juta (20-40 kg).

Métodos

Amostragem: 171 amostras de castanha-do-Brasil foram coletadas apos o
processamento (secagem) durante o periodo de Abril-Maio nas safras de 2006 (n=108)
e 2007 (n=63). Dois tipos de produtos finais foram coletados (com casca e
descascada). Com casca: de sacos de rafia (63 e 36 em 2006 e 2007,
respectivamente). Descascadas: de cinco pontos de mesas de classificagao, depois do
resfriamento e preparadas para embalagem a vacuo (45 e 27 para cada safra). O
numero de amostras de cada tamanho, por cada tipo de castanha esta apresentado na
Tabela 1. O procedimento de amostragem ocorreu segundo as diretrizes da Uni&o
Européia (EU, 1998b), com auxilio de coletores inox e as amostras homogeneizadas
manualmente em recipientes higienizados, e as porgdes finais de 12 (com casca) e 6
kg (descascada) retiradas para analise. Os pontos de coleta foram: (a.1) Sacos de rafia
(superior, meio e base = trés pontos) e (a.2) mesas de classificagdo (cinco pontos) de
lotes < 1 ton. As amostras foram, entdo, moidas, homogeneizadas e por¢des de 25g
utilizados para analise de AFLs.

Anélise de AFLs por LC-MS/MS: as analises foram realizadas segundo o método de
Xavier e Scussel (2007) com Atmospheric Pressure Chemical lonization (APCI), no
modo positivo, em condigdes de: coluna Cg, fluxo na proporcdo de 1 mL/min e fase
movel de metanol:agua (5 min). Cinco pontos foram usados para construir a curva
analitica e obtengdo dos valores de coeficiente de correlagdo (R). Os limites de
detecgdo (LD) e de Quantificagdo (LQ) para ZAFLs foram: 0,195 e 0,39 ng.g”,
respectivamente.

Teor de Umidade %: foi utilizado o método gravimétrico (AOAC, 2005).
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Teor de Atividade de agua (ay): foi obtido com uso de Pawkit e calibragdo conforme
AOAC (2005).

Fatores Ambientais: dados sobre UR % e temperatura foram obtidos durante o periodo
de amostragem das duas safras (Abril-Maio), dentro e fora da usina. O indice de
precipitagdo pluviométrica foi obtido do Instituto Brasileiro de Meteorologia (Manaus-
AM).

Anélise Estatistica: foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) e as diferengas entre
as médias comparadas pelo teste de Tukey (Montgomery, 2001).

4.4 Resultados e Discussao

Castanha-do-Brasil processada e niveis de aflatoxina nas safras de 2006 e 2007

As AFLs foram detectadas em algumas das amostras de castanha-do-Brasil estudadas.
Os niveis e o total de amostras positivas foram claramente diferentes para os dois tipos
de amostras. Castanhas destinadas principalmente a exportagdo (com casca)
apresentaram maiores niveis de AFLs do que as descascadas, independente da safra
estudada ou do tamanho da castanha. Foi observada, ainda, redugdo dos niveis de
AFLs nas amostras processadas na safra de 2007, em relagédo a 2006.

(a) Castanha-do-Brasil Com Casca

O nivel de AFLs do total de amostras com casca (99) e de diferentes tamanhos (/arge,
medium e small), coletadas apds o processamento, durante duas safras esta
apresentado na Tabela 1. Do total de amostras analisadas em 2006 (63) para castanha
com casca, 9 (14,5 %), apresentaram AFLs, com maior numero de amostras positivas
do que em 2007, com 2 (5,5 %) amostras. Esses resultados, foram em niveis de AFLs
acima de 4 ng.g” (limite UE) e somente 4 delas, acima de 15 ng.g” (Canada, USA e
Mercosul MRL) sendo da safra de 2006. E neccessario ressaltar que ao final de 2005,
no periodo de queda dos frutos (ouricos) das arvores e coleta na floresta, ocorreu na
regidao do Amazonas a seca mais severa, desde 1953. Tal situagédo pode ter levado a
queda prematura de alguns ouri¢os, com a maturagdo incompleta ou extremamente
secos, reduzindo a resisténcia da semente a infecgdes ou promovendo rachaduras em
sua estrutura. Esta pode ser uma justificativa para que trés amostras apresentassem

niveis acima de 15 ng.g' (145,2, 379, 865 ng.g') e estivessem visualmente



103

deterioradas. Os ourigos dispostos no chdo da floresta podiam permitir que ocorresse a
infestacdo por insetos e/ou proliferacdo de fungos através da casca. Por outro lado,
quando as castanhas de 2007 foram avaliadas apresentaram niveis mais baixos, com
variagdo de 1,6 a 6,0 ng.g™'. Somente 2 amostras, de 36, estavam >4 ng.g™' e nenhuma
>15 ng.g™. Considerando as duas safras, somente 11 amostras estavam >4 ng.g™ e
comente nas amostras da safra 2006 haviam amostras (total=4) com niveis >15 ng.g™
(legislagdo do Canada, EUA e Mercosul). Somente alguns trabalhos relataram dados
sobre AFLs em castanha-do-Brasil com casca e a maioria era obtida no varejo.
Castrillon e Purchio (1988) analisaram 100 amostras processadas (secas), sendo duas
amostras positivas com casca, e os autores avaliaram apenas AFB, e AFG4 com total
de AFL de 1,13 e 3,75 ng.g", para cada amostra positiva. Arrus et al. (2005)
analisaram amostras aw com casca in natura de 15 ourigos e ndo detectaram AFLs. As
AFLs também nado foram detectadas em castanha-do-Brasil com casca coletada
diretamente da floresta (Cartaxo et al., 2003). A contaminagéo encontrada em amostras
processadas pode ter sido desenvolvida durante as etapas de armazenamento e

transporte até a usina de beneficiamento.

E necessario esclarecer que todas as castanhas incluidas na amostra analitica utilizada
para determinacdo de AFLs foram usadas apds a retirada da casca, inclusive as
deterioradas. Além disso, os niveis de AFLs encontrados para castanha-do-Brasil ndo
correspondem a real situagcdo de consumo, pois o consumidor pode descartar aquelas
visualmente deterioradas (cor, aparéncia, presenga de fungos, e textura) e odor
estranho, antes ou depois de descasca-la (Marklinder et al., 2005, Pacheco e Scussel,
2006b). De fato, algumas castanhas com casca da amostra analitica tinham aparéncia
escurecida, com alguns pontos de fungos e tinham odor estranho, enquanto que a
castanha-do-Brasil saudavel, quando sdo descascadas possuem coloragao
esbranquicada, diferente de pistache, por exemplo, que é mais visualmente descartavel
quando deteriorado ou com a presenca de fungos. De qualquer forma, a castanha-do-
Brasil n&o € consumida com casca e os niveis de AFL detectados, n&o representam em
nenhuma das condi¢cdes citadas, um habito de consumo regular para a maioria dos
consumidores e os paises importadores também irdo descasca-la para ser usadas em

qualquer finalidade alimenticia.
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(b) Castanha-do-Brasil descascada

Por outro lado, quando as descascadas (72) foram analisadas a situagéo foi diferente.
Amostras da safra de 2006 (45), coletadas apds passar pelas mesas de Classificagédo
tiveram apenas uma amostra (2,2 %), de tamanho médio, com nivel de YAFL >4 ng.g”
(11,2 ng.g™") e nenhum >15 ng.g™". Utilizando o método de LC-MS/MS, que é bastante
sensivel, foi possivel detectar niveis muito baixos de AFLs (LQ= 0,39 ng.g”'SAFL). As
amostras da safra de 2007 também apresentaram melhor resultado que as de 2006,
pois as YAFL estava >4 ng.g” apenas em 2 amostras (4,2 e 7,4) e nenhuma > 15
ng.g™.

A vantagem da castanha-do-Brasil descascada € que ela passa por trés etapas de
classificagao/selegdo no beneficiamento: na retirada da casca (quebra), mesas de
classificagdo, além da selegao prévia antes da quebra. A Figura 4 demonstra as etapas
de selegcdo as quais a castanha descascada €& submetida. Tais etapas permitem o
descarte de deterioradas e ndo-conformes ao padrao para beneficiamento, reduzindo
fortemente a possibilidade de contaminagdo. Ao final do processo de secagem e
resfriamento, o produto ainda é submetido a embalagem a vacuo, que é conduzido com
a utilizacdo de um filme metalico (Polinyl 71517-R), 545 mm de largura, 925 mm altura,
120 ym de densidade, com <5,00 TPO, de permeabilidade ao O, (marca Itap Bemis) e
selagem quente. Quanto aos niveis de AFB;, ndo foi detectada contaminagdo > 2 ng.g™
em nenhuma das amostras descascadas, ao contrario das amostras com casca. Os
dados de comparacéao das diferencgas entre as médias de AFL, apresentaram diferenca
significativa (p<0.05), de acordo com o teste de Tukey, em relagdo aos niveis da
castanha com casca.

Diferentemente da castanha com casca, ha um pouco mais de informacao na literatura
para castanhas descascadas, apesar de que, normalmente foram coletadas de pacotes
comerciais do varejo, com pequeno volume total de amostra (< 250 g) e néo
especificam a origem das amostras, tamanho total da amostra, como foram
comercializadas ou estagio da vida-de-prateleira. Em estudo de AFLs efetuado por
Kershaw (1985) em nozes comestiveis, as AFLs ndo foram detectadas em castanha-
do-Brasil, apesar de que o autor s6 analisou uma amostra; Freire et al. (2000)
analisaram total de 4 amostras e dividiram-nas em: boa e baixa qualidade. Eles
detectaram AFL somente nas de baixa qualidade em nivel de 29,2 ng.g™'; Caldas et al
2002 analisaram por CCD, nozes comestiveis e milho e do total de 366 amostras,
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somente 9 de castanha-do-Brasil, em que trés foram positivas variando de 48-294 ng.g
' Tabata et al 1993 analisaram AFLs em 540 amostras de nozes de arvores e seus
produtos, e dentre estes, quatro eram de castanha-do-Brasil, com apenas uma amostra
positiva com 14,5 ng.g”'de AFLs; loannou-Kakouri et al (1999) analisaram 4709 nozes
e seus produtos no periodo de 1992-1996, dentre estas, 51 amostras eram de
castanha-do-Brasil, com 10 positivas e média de 21 ng.g” para AFB.

(c) Fatores ambientais versus niveis de AFLs

UR % e temperatura: as amostras foram coletadas na estagao chuvosa, de forma que
o indice pluviométrico e outros fatores ambientais (T °C e RH) e que poderiam
influenciar no crescimento fungico e produgédo da AFL foram monitorados na usina, nas
duas safras. Como esperado, em Abril e Maio (periodo da safra), houve indice
pluviométrico elevado com média de 496,2 e 440,3 mm, em 2006 e 2007,
respectivamente. A UR % fora da usina variou de 80,3-96,2 % em Abril e 80,0-93,1 %
em Maio em 2006, com média de 85,6 %. Situacéo similar foi registrada na safra de
2007. Quanto as condicbes no ambiente interno da usina (Figura 3) a UR % foi de 77,1-
92,8 % nos dois meses de 2006 e de 76.9-91.0 % em 2007. A usina armazenava 0s
produtos em temperatura ambiente, durante o periodo do estudo variando de 24,4-29,9
°C e com média de 27,6 °C. Em 2007, os indices encontrados foram semelhantes com
média de 26,3 °C e variacéo de 23,6-30,0 °C.

Normalmente o tempo de armazenamento do produto in natura antes do
processamento é curto (de 1-2 dias, na maioria das vezes) e em seguida sédo
processadas e despachadas para embarque em prazo de 5-15 dias. As condi¢des
ambientais da regido Amazobnica sdo apropriadas ao crescimento fungico, de forma
que, a castanha in natura ao chegar a usina necessita ser criteriosamente avaliada na
recepgao, quanto a presenca de microrganismos aflatoxigénicos, AFLs, aspecto e ay,
antes de aceita-la para processamento, mesmo considerando que o teor de umidade &
continuamente verificado na usina, para definir a duragdo das etapas de secagem, ja
que a castanha in natura chega a usina com teor muito variavel de umidade de 15-30
%.

Teor de Umidade e a,: considerando que o objetivo da usina é obter o teor de
umidade em torno de 8,5 % ao final do processamento da castanha com casca, como
esperado, o teor de umidade para amostras com casca large, da safra de 2006 com
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média de 8,7 % (8,0-10,0 %) e para amostras de 2007 de 8,4 % (7,2-12,0 %), conforme
Figura 4. De acordo com as etapas de secagem as quais a castanha-do-Brasil sdo
submetidas, as amostras apresentaram teor de umidade abaixo do limite maximo
aceito para comércio internacional de 13+2 % (Brasil, 2004), conforme a Tabela 2. A
maior média de a,, foi detectada em amostras de tamanho médio, na safra de 2007
com 0.63 (0.58-), que ainda assim é considerada segura quanto ao crescimento de
fungos toxigénicos em castanha-do-Brasil, ou seja, <0,70 (Codex Alimentarius, 2006).
Como esperado, dados de castanha-do-Brasil in natura e com casca recebida pela
usina no periodo do estudo tiveram alta umidade (aproximadamente 24 %), entretanto,
ao final do processamento este teor € reduzido para niveis seguros (Tabela 2). As
amostras descascadas apresentaram teor de umidade mais seguro de 2,1 % e 2,3 %,
para as safras de 2006 e 2007, respectivamente. Em um estudo realizado por Arrus et
al. (2005a), especificamente para castanhas processadas, os autores relataram que as
condi¢des otimas para o crescimento de A. flavus (apds 30 dias de armazenamento)
foram com teor de umidade de 8,6 % e a, 0,91 em UR % de 97 % e 30°C. Relataram
ainda os teores limites de umidade e a,, de 4,5 e 0,68, e, 5,0 e 0,75 para descascada e
com casca e o crescimento fungica no mesmo periodo e temperatura. Na pratica,
entretanto, as castanhas-do-Brasil ao chegarem a usina, ndo ficam estocadas por
muito tempo, antes do processamento (média=2 dias) e o tempo de armazenamento
apods o processo € de 5-15 dias em média. Considerando as caracteristicas ambientais
da regido, € prudente por parte da usina em manter um programa de monitoramento
para controlar o ambiente interno do processamento para UR e T° C, e alguns
parametros (umidade e a,) da castanha in natura recebida. Da mesma forma, é
importante controlar de forma rigida as etapas de secagem para obter um produto
homogéneo com baixa umidade em todo o lote nos secadores utilizados, ja que estes
atingem temperaturas de 60-85 °C e o processo pode ter duragdo de 9+3 h
dependendo do teor de umidade do material in natura. O processo de secagem
abrange duas etapas (com casca) e ainda é beneficiado pelas etapas de selecéo
(Figura 4) que levam a umidade segura e manutencdo dos padrdes de qualidade.
Entretanto, considerando o tempo necessario e as restricdes nos portos de embarque
do produto acabado, seria recomendavel promover a secagem em nivel de 2% abaixo
dos limites considerados seguros. Embora, o material in natura ngo fique armazenado

muito tempo antes do processamento, é necessario aplicar mecanismos para controlar
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também as temperaturas nos silos iniciais e nas areas de produto acabado, inclusive
da castanha descascada. Tais mecanismos podem ser exemplificados, com a
aplicagao de aeragao e, se possivel, refrigeragéo (10-17 °C) para reduzir a formagao de
esporos de fungos. Se a temperatura for menor que a citada pode levar a formagao de
vapores de condensacgdo, quando transportar o produto para embarque, ja que a
temperatura ambiente da regido é elevada e diferente das condi¢gées dos contéineres e

navios de transporte.

Método de LC MS-MS x Castanha-do-Brasil

O método de LC MS/MS para avaliagdo de AFL em castanha-do-Brasil demonstrou ser
seguro, sensivel e rapido, com excelente seletividade. O LQ para cada toxina foi
bastante baixo de 0,08, 0,09, 0,10 e 0,12 ng.g”, (AFBy; AFB, AFG; e AFG,
respectivamente) com LQ YAFLs de 0,39 ng.g' Os resultados tiveram
reprodutibilidade e auto-confirmatdrios, como em um sistema Massa/Massa (Zollner e
Mayer-Helm, 2006). O percentual de recuperagcdo para os extratos de AFLs
contaminados em diferentes concentracdes variou de 92-100 %. Com base nos dados
obtidos e no desempenho, o método demonstrou ser bastante aplicavel para castanha-

do-Brasil e para atender os baixos limites aceitaveis da UE.

4.5 Conclusao

Os dados demonstraram que os niveis de AFLs em castanha-do-Brasil variaram nas
safras avaliadas e as amostras de 2007 apresentaram menor numero de amostras
contaminadas do que as de 2006, assim como para os niveis de Afls detectados. Ainda
assim, as amostras positivas para AFLs, apresentaram na maioria, niveis de acordo
com as legislagbes vigentes, inclusive com a européia, e a castanha-do-Brasil
descascada, embalada a vacuo, apresentou muito menos ou quase nenhuma
contaminagdo por AFL (LQ= 0,390) com apenas algumas amostras nao-conformes
com a legislagédo, em relagdo as amostras com casca nas duas safras. A aplicagéo do
método de LC-MS/MS para quantificacdo das AFLs foi excelente e util para atender aos
limites da legislagdo internacional. Os dados encontrados permitem esclarecer as
especulacgdes sobre que tipo de castanha processada seria mais segura (com casca ou
descascada): considerar a castanha-do-Brasil descascada embalada a vacuo, mais
segura para comercializagdo/importacéo/exportacdo do que a com casca.
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Uma das solugdes para reduzir a deterioracdo do produto e contaminagao por AFLs em
castanha-do-Brasil com casca processada, além das selecbes manuais no
processamento, poderia ser o desenvolvimento de um equipamento selecionador
capaz de detectar e rejeitar a deterioragdo na parte interna da castanha mesmo com a
presenga da casca, ja que essa deterioracdo n&o € visivel na selecdo manual,
conforme testado por de Mello e Scussel (2007). Por sua vez, em carater preventivo na
floresta, é importante fornecer suporte técnico, treinamento e principalmente incentivo
aos extrativistas que coletam a castanha-do-Brasil para manter a seguranga, e
promover a qualidade até a chegada na usina para beneficiamento. A¢des como estas
citadas poderiam ajuda-los a manter sua fonte de renda e combater a degradagao da
floresta em busca de outras culturas agricolas. Na usina, € necessario manter as
condi¢gdes ambientais controladas e se possivel com refrigeragdo do produto acabado
com apoio laboratorial para testes de AFLs, teor de umidade de monitoramento

microbioldgico.
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Figura 1. Estrutura molecular dos ions protonados das aflatoxinas [M+H]" em [a] m/z 313.1, [b] m/z

315.0, [c] m/z 329.1 e [d] m/z 331 para AFB4, AFB,, AFG4, AFG,, respectivamente

_AFG,
z313)

“laFg,
(m/z 243)

| AFB,
(m/z287)

AFB,
(m/z241)

Figura 2 Cromatograma lon mass de AFB;, AFBZ;'AFG1 e AFG, em amostras de castanha-do-Brasil
naturalmente contaminada, utilizando LC-MS/MS — APCI [M+H]" Coluna: fase reversa Cs. Fluxo na

proporcao de: 1 ml/min. MP: MeOH:H,O com 25 mM de acetato de aménio.
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Figura 4 Fluxograma de processamento da castanha-do-Brasil seca, com casca e

descascada, com as [#] etapas de selecao
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5 ARTIGO

AFLATOXINAS E OXIDAGAO LIPIDICA EM PRODUTOS COM CASTANHA-DO-
BRASIL (Bertholletia excelsa HBK)

Trabalho submetido a publicagao na revista: Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
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AFLATOXINAS E OXIDAGAO LIPIDICA EM PRODUTOS COM CASTANHA-DO-
BRASIL (Bertholletia excelsa HBK)

5.1 Resumo

Resumo

A castanha-do-Brasil € um importante ingrediente para a industria de alimentos devido
ao elevado teor nutricional. Para identificar alguma relag&o entre o teor de aflatoxinas
(AFLs) e a oxidagao de produtos com castanha-do-Brasil, cinquenta amostras do varejo
(castanha com chocolate (14), descascada (14), cereais matinais (9) e biscoitos(13))
foram avaliadas imediatamente apds a aquisigdo (TO) e apds o prazo de validade (TF).
O método para AFLs foi LC-MS/MS (LOQ de SAFLs (B1+B2+G+Gy)= 0,390 ng.g™”) e
para oxidagao, espectrofotometria UV para dienos e trienos conjugados. Ao considerar
as AFLs, 56 % das amostras obedeceram aos limites da Unido Européia de 4 ng.g™
para AFLs e o maior teor foi em castanha com chocolate com média de 4,34 ng.g™
(0,10-8,50 ng.g”') =AFLs, seguido de castanha descascada com média de 4,31 ng.g”
(0,25-8,78 ng.g”') =AFLs. Ao avaliar os produtos ao final do prazo de validade, foi
observada diferenca significativa em relagdo ao momento da aquisi¢do, quanto a AFLs
para snacks e biscoitos, mas ndo para os demais produtos. O maior teor de dienos
conjugados foi observado em descascada (232nm/T0=0,7450 e 232nm/TF=1,3336). A
presengca de oxidacdo e AFLs pode ser explicada pela origem/armazenagem de
ingredientes previamente contaminados e/ou pela baixa qualidade de algumas
embalagens que ndo tem propriedades contra acdo da luz e do O.. E importante
enfatizar a necessidade de monitoramento da castanha-do-Brasil e derivados, e maior
critério na selegcédo dos ingredientes e desenvolvimento de mecanismos para evitar a

oxidagao lipidica.

Palavras-Chaves: espectrofotometria, LC MS/MS, dienos conjugados, trienos

conjugados, castanha-do-Brasil, aflatoxina, oxidagao
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Abstract

Despite of the increase in the last years of nuts as ingredient in food industry, data of
the Aflatoxin (AFLs) contamination in nut products are scarce. Brazil nut is an ingredient
in the food industry due to the high nutritional content and in order to identify any
relation between AFLs and oxidation in Brazil nut products a work was carried out in fifty
samples, analyzed after purchased and at the end of shelf life. The LC MS/MS was
used to analyze AFL (LOQ for ZAFLs (B1+B2+G1+G2) of 0.390 ug.kg™') and the
spectrophotometry to conjugated dienes and trienes. Regarding AFLs, 56% of the
samples were according the European Union limits of 4 ug/Kg of for AFLs. The highest
SAFLs results was observed in candies, mean of 4.34 ug.kg” (0.10 to 8.50 pg.kg™)
followed by shelled nuts, mean of 4.31 ug.kg” (0.25 to 8.78 pug.kg™'). Concerning the
time of analysis there was statistical significant to AFLs to shelled nuts and cookies, but
not to the other products. The highest conjugated dienes was observed in shelled nuts
(232nm/0=0.7450 and 232nm/Final=1.3336). To explain the AFL presence and
oxidation, the origin/storage of previously contaminated ingredients and the poor quality
of packs, were considered factors. In conclusion it is important to emphasize the
necessity of AFL surveillance in Brazil nut products and the improvement of packing
mechanisms to avoid lipid oxidation, as well as criteria to select safe ingredients,

especially Brazil nuts.
Key Words: spectrophotometry, LC MS/MS, dienes, trienes, Brazil nut, Aflatoxin

5.2 Introducgao

Apesar de as nozes de arvores serem alimentos tipicamente ricos em gordura, estas
tém sido recomendadas em dietas balanceadas para promover a saude em humanos,
com efeito, cardio e imuno protetor (Chisholm et al., 2005, Kocyigit et al., 2006). Como
exemplo, a castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.), produto do extrativismo na
regiao Amazonica, € um alimento muito util a por apresentar correlagdo positiva com
suplementacao de grupos de individuos e promog¢ao da saude (Coutinho et al., 2002).
Além do elevado teor de lipidios o carater nutricional da castanha-do-Brasil inclui
proteinas e antioxidantes, como os tocoferois e Selénio (Se) (Chuninheng et al., 2004;
Ramos e Bora, 2005) caracterizando-a como excelente ingrediente para enriquecer
produtos industrializados (Souza e Menezes, 2004). O conteudo total de dleo em
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castanha-do-Brasil pode atingir niveis de 60-70% (Andrade et al., 1999; Kornsteiner et
al., 2006; Venkatashalam et al., 2006), entretanto o perfil lipidico torna o alimento,
bastante susceptivel a oxidagao devido a quantidade de acidos graxos insaturados que
atinge acima de 73 % (como oléico e linoléico), maior que em outras nozes (Rodrigues
et al., 2005).

Os acidos graxos insaturados, por sua vez, sdo considerados como uma das maiores
causas de danos nas propriedades sensoriais de alimentos, bem como de producéo de
compostos que podem afetar as propriedades nutricionais dos alimentos. A partir dos
acidos graxos insaturados, podem ser formados hidroperdxidos, pois os lipidios
apresentam uma mudanga/rearranjo na dupla ligagdo, durante o processo de oxidagao,
dos quais os Dienos Conjugados (DC) s&o produtos tipicos, exibidos com intensa
absorbancia em 232 nm. De forma similar, os Trienos Conjugados (TC) também sao
compostos resultantes do rearranjo das ligagdes, com absorbancia em 270 nm.
Teoricamente, o aumento da absorbancia em UV na faixa de 232 e 270 nm reflete a
formagédo de compostos nos estagios iniciais da oxidagédo de 6leos e gorduras, e medir
o teor de DC e TC é um bom parametro para determinar a instabilidade oxidativa de
Oleos, pois o aumento do teor dos compostos € proporcional a incorporagao de O, e
quanto maior o teor de DC e TC, menor a instabilidade oxidativa (Farmer e Sutton,
1946; Shahidi & Wanasundara, 1997; Chatha et al., 20006).

A qualidade do dleo, portanto, é diretamente dependente da conservagao da castanha-
do-Brasil, entretanto alguns fatores ambientais da cadeia-produtiva podem afetar a
qualidade, como por exemplo: alta temperatura ambiente (>30 °C), umidade relativa
(UR %) >70 % e condigbes sanitarias de armazenamento/manejo insatisfatorias e/ou
que elevem o teor de atividade de agua (a,) acima de 0.70 e causem deterioragcéo
(Campo/Pas, 2004; Codex Alimentarius, 2006). Tais fatores podem influenciar o
metabolismo de fungos em contato com a castanha-do-Brasil (Bayman et al., 2002;
Arrus et al., 2005a) levando a possibilidade de producédo de Aflatoxinas (AFLs) em
castanha-do-Brasil (Castrillon e Purchio, 1988; Steiner et al., 1992; Arrus et al, 2005b;
Pacheco e Scussel 2006), pois sdo compostos naturalmente hepatotoxicos e
carcinogénicos (IARC, 1997; PITT, 2006). A presenca de AFLs, associada a diminui¢ao
da producdo em algumas areas extrativistas, tém afetado as exportagcbes brasileiras



119

devido aos limites mais exigentes de importadores, como paises da Unido Européia
(UE) de 4 ng.g" para ZAFLs (EU, 1998), e, de forma a buscar novos mercados, a
castanha-do-Brasil processada, com e sem casca, tem sido comercializada como
ingrediente para industrias de alimentos na obtencdo de novos produtos. Devido a
necessidade de estudar os derivados da castanha-do-Brasil (castanha com chocolate,
descascada, cereais e biscoitos) obtidos no varejo, quanto aos parametros de
instabilidade oxidativa e ocorréncia de AFLs, um trabalho foi conduzido, para avaliar a
associacao entre esses fatores.

5.3 Material e Métodos

Material

Amostragem: cinquenta amostras (em duplicata), de embalagens originais de
diferentes lotes de derivados de castanha-do-Brasil (castanha com chocolate,
descascada, cereais matinais e biscoitos) foram coletados aleatoriamente, em
supermercados das cidades de Manaus-AM e Florianépolis-SC, de Fevereiro a Margo
de 2006 (Tabela 1). As marcas comerciais de cada produto e os estabelecimentos
comerciais foram semelhantes durante todo o periodo de coleta.

Reagentes: ciclohexano, acetonitrila, metanol (HPLC), Carlo Erba. Acetato de Amdnio
Vetec. Agua Ultrapura (mili-Q, Millipore). Padrées de AFLs: AFB1, AFB2, AFG1 and
AFG2, Sigma.

Equipamentos e Utensilios: cromatografo liquido 1100, detector mass/mass Agillent;,
API 4000, Applied Biosystems MDS SCIEX e coluna C8 (45 mm, 150 mm, 5 um)
Hichrom; espectrofotdmetro, Femto; Balanca analitica. Para coleta e preparo da
amostra: descascador industrial, CIEX; Moinho industrial, Caf; tesouras e sacos

plasticos (1-5 kg).

Meétodos

Armazenagem: as amostras adquiridas em duplicata foram separadas para analise em:
(a) imediatamente apds a aquisi¢ado (T=0) e (b) mantidas em temperatura média de
28,5 °C e analisadas ao final do prazo de validade dos produtos (T=F), conforme
especificados nos rétulos (em dias) de: 90 dias (castanha com chocolate), 180 dias
(descascada), 180 dias (cereais matinais) e 60 dias (biscoitos). DC e TC: foram

determinados por espectrofotometria UV com determinacdo da absorbancia em 232 nm
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(DC) e 270 nm (TC) conforme IUPAC (1979). AFLs: foi utilizado o método de LC-
MS/MS-APCI (Xavier e Scussel, 2007), com coluna C8, fluxo na proporgéo de 1 ml/min,
e fase movel de metanol:agua (5 min), com Limite de quantificagdo (LQ) de >AFLs=
0,390 ng.g-1.

Analise estatistica: a correlagcdo das variaveis foi determinada, pela significancia
estatistica para AFLs pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis (nivel 5 %) e para

DC e TC pelo teste de Pearson (Montgomery, 2001).

5.4 Resultados e Discusséo

A avaliacdo da qualidade de produtos requer métodos cada vez mais rapidos e
sensiveis e para avaliar a oxidagao, a espectrofotometria foi boa alternativa, com
evidente diferengca entre os tempos de armazenamento dos produtos, assim com o
método de LC MS/MS na deteccéo de niveis muito baixos (<4 ng.g™ YAFLs) em alguns
produtos avaliados .

Para a oxidacdo lipidica, as variaveis foram consideradas conforme absorbancias
especificas de 232 nm e 270 nm/tempo. Para cada uma, a analise de variancia foi
utilizada usando o modelo n&o-paramétrico de Kruskal-Wallis (p<0,05) e n&o indicou
diferenga significativa apenas entre os produtos em 270/TF com p=0,0530 (Tabela 2).
As maiores médias em 232/T0 e 232/TF foram observadas para castanha-do-Brasil
descascada, com diferenga significativa de 0,7450 e 1,3336, respectivamente.
Entretanto, nos dois tempos analisados a menor media foi para cereais. Em 270/T0 a
maior media foi observada para snacks, mas nao apresentou diferenca para castanha
com chocolate ou biscoitos. Contudo, estes dois ultimos, ndo apresentaram diferenca
significativa entre si. Ao final do prazo de validade (270/TF) as amostras de cereal
apresentaram a maior média e diferenga significativa em relagdo aos demais produtos,
que foram similares entre si. Por outro lado, a menor média ao final do armazenamento
foi observada em biscoitos (0,1255).

Para analise da variancia de AFLs nos produtos avaliados, no teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis (p<0,05), n&o foi observada significancia estatistica ao comparar os
produtos (p=0,7370). Apesar disso, o maior teor de ZAFLs foi observado em castanha
com chocolate com media de 4,34 ng.g” (0,10-8,50 ng.g™”), seguida de castanha
descascada com média de 4,31 ng.g™' (0,25-8,78 ng.g™"). Comparando os resultados,
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obtidos com o limite de <4 ng.g™ SAFLs, os biscoitos apresentaram menor nimeros de
amostras positivas (693 ,%), entretanto, 50 % das castanhas com chocolate e tipo
snacks estavam acima do limite maximo da legislagdo internacional, sem diferenca
(p>0,05), entre os produtos estudados. Apesar das amostras positivas, nenhum dos
produtos estava acima dos limites de AFLs para castanha-do-Brasil nos Estados
Unidos, Canada ou Mercosul (10, 15 e 20 ng.g™"). Considerando a associagdo entre a
deterioracdo por DC e TC com a ocorréncia de AFLs, pelo teste de Pearson, foi
observada estatistica significativa (p<0,05), para castanha descascada nos dois
tempos de analise (TO e TF) e para biscoitos, apenas em TF. Para os demais produtos
nao foi observada estatistica significativa entre AFLs e oxidac&o lipidica.

A auséncia de significancia estatistica entre as variaveis AFLs e oxidacao por DC/TCT,
poderia ser explicada, principalmente pelo uso de outros ingredientes além da
castanha-do-Brasil, como o trigo, outras frutas secas presentes no cereal e/ou com
elevado teor de lipidios oxidaveis, como o chocolate e gorduras, Pedagos de castanha-
do-Brasil, por usa vez, poderiam ter sido contaminados antes do processo de
industrializacdo dos produtos, pois em pesquisas, realizadas anteriormente as AFLs
foram detectadas em castanhas in natura e processadas (Scussel, 2004; Pacheco e
Scussel, 2007). Além da amostra descascada, nenhuma das demais, apresentava a
guantidade de castanha-do-Brasil utilizada nas formulag¢des, de forma a relacionar essa
informacédo com os resultados encontrados. Apesar desse fato, € importante ressaltar
que no beneficiamento, ha diversas etapas de selegdo de castanhas deterioradas
visualmente, bem como monitoramento para deteccdo de lotes contaminados, assim
como o consumidor, no caso de castanhas do tipo snacks, pode ter habilidade de
segregar visualmente castanhas deterioradas e que possam estar contaminadas com
AFLs (Marklinder et al., 2005). A influéncia do bindbmio tempo/condigbes de
armazenagem, associada a embalagem com baixa capacidade de protecédo ao produto
afeta negativamente a qualidade de produtos derivados da castanha-do-Brasil (Souza e
Menezes, 2006). O numero de amostras positivas pode ser justificado pela
sensibilidade do método de LC-MS/MS ser elevada, mesmo em matrizes complexas
com alto teor de proteinas e lipidios.
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O uso de DC e TC como parametros para avaliar a oxidacdo demonstrou ser um
mecanismo favoravel para produtos com 6leo de castanha-do-Brasil, assim como para
outros tipos de 6leo, como, por exemplo, o éleo de girassol, que teve sua instabilidade
testada, com a atividade antioxidante de extrato de alho em condi¢des controladas
(Igbal e Bhanger, 2007). Os resultados encontrados para a oxidagéo lipidica de TC no
tempo final de armazenamento corroboram com os resultados obtidos em outro
trabalho com castanha-do-Brasil com casca armazenada, em que a temperatura
ambiente era mantida acima de 2°C (Ribeiro et al., 1993). Os altos niveis de
deterioracdo oxidativa em castanha descascada podem ser explicados pela presenca
dos acidos graxos polinsaturados (> 75 %) associados a baixa qualidade das
embalagens das amostras, normalmente filme plastico, e que permitram que a
instabilidade dos produtos fosse afetada, ja que a autoxidacdo de acidos graxos
insaturados em alimentos envolve a formacado de radicais livres por meio da reagcao
catalizada por calor, luz, elementos trago, ou enzimas (Vieira e Regitano-D’Arce, 1999;
Zuta et al., 2007). Tais fatores estado presentes no processo industrial de obtencéo de
produtos da castanha-do-Brasil e precisam ser controlados para nao afetar a
composicao nutricional. Apesar dos danos que ocorrem durante o processamento a
integridade da améndoa da castanha, a presenga da casca em etapas anteriores da
cadeia produtiva, pode ser considerada como fator adicional de protecao contra a
oxidagdo, assim como a manutengdo de a, <0,70, teor de umidade <15 % (Brasil,
2004) e a agao de outros antioxidantes naturalmente presentes, de forma a associar
esses fatores e aumentar a instabilidade dos produtos, sem a adicdo de aditivos
artificiais (Prado-Filho, 1994).

5.5 Concluséo

O monitoramento de produtos de castanha-do-Brasil € necessario devido ao aumento
da popularidade e variedade desses produtos com alto teor nutricional, de forma a
encontrar mecanismos para ampliar a vida-de-prateleira e fornecer incentivo para que
mecanismos de seguranga sejam aplicados em toda a cadeia produtiva. O método de
LC-MS/MS foi altamente sensivel na avaliagdo de AFLs nos produtos e permitiu que os
teores detectados fossem suficientemente baixos para atender o limite de < 4 ng.g™.
Apesar de ndo haver significancia estatistica entre AFLs e oxidagao lipidica nos
produtos € importante enfatizar a necessidade de aplicagdo de controles na qualidade
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nas cadeias produtivas de cada um dos ingredientes dos produtos. Para a cadeia
produtiva de castanha-do-Brasil, o controle de AFLs permitira maiores possibilidades
comerciais com valorizagdo dos produtos da floresta e expectativas tanto no
beneficiamento, quanto na atividade.
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Selenium Effect on Fungal Proliferation and Aflatoxin Production in
Brazil Nuts
Pacheco, A.M. and Scussel, V.M. *

6.1 ABSTRACT

A study of the Se effect on fungi proliferation and toxin formation was carried out
utilizing an aflatoxigenic reference A. flavus strain (FC 1167). The strain was
inoculated on potato dextrose agar (PDA) containing Se as sodium selenite (at
concentration of: 0.01, 0.02, 0.1, 0.2, 0.4 and 0.6 mg/kg) or Brazil nut (with two
different content: 0.02 and 0.04 mg/kg). The total fungi count and strain proliferation
behavior and AFL production were evaluated after 14 days at 28°C for each Se
concentration medium. The aflatoxins were analyzed by TLC (LOQ=1.95 ug/kg) and
Se by ICP-OES (LOQ=2.0 mg/kg). As the Se concentration increased in the PDA
media, the AFL formation by the A. flavus reference strain levels decreased. The
higher AFL production was in PDA+Se media at concentration 0.1mg/kg with 102.6
ug/kg and no aflatoxin was detected at 0.6 % of Se. Only in the Brazil nut medium
from Eastern the strain produced aflatoxin (50.5 pg/kg for total). In mycological
analysis, as far as the Se role on aflatoxin production by the toxigenic strain of A.
flavus are concerned, growth in Brazil nuts was inhibited in higher Se content
medium (0.6 mg/kg) but in low concentrations (0.01 mg/kg) it was the highest
diameter of the colonies with 19 cm, but no aflatoxin detected. Further studies need
to be carried out to evaluate the behavior of other strains in different concentrations
of Se to answer the question: is there a connection between aflatoxin and Se in

Brazil nuts?

Key Words: aflatoxin, Bertholletia excelsa, fungi stress, Aspergillus.
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6.2 Introduction

Brazil nuts (Bertholletia excelsa) are considered a high nutritious food. Apart from
carbohydrates, lipids, sulfur proteins and minerals, Brazil nuts are known to be rich in
Se (Barclay et al., 1995; Coutinho et al., 2002). Despite of that, when their shell are
cracked either when pods fall on the ground, or during pod opening for nut extraction
(done by an axe) and exposed to high moisture and temperature of the tropical
forest, fungi may grow, spoiling the nuts and if they are toxigenic, producing
aflatoxins (AFLs).

Se has been reported to be an antioxidant and studies have reported differences on
its levels in Brazil nuts from the two Amazon regions being the Eastern nuts richer in
Se than the Western (Chang et al 1995; Pacheco and Scussel, 2007). Its content

may vary when grown in different soils of the Amazon basin.

The aflatoxigenic Aspergillus species of A. flavus and parasiticus are intimately
related to agricultural crops, including tree nuts and their growth are influenced by
environmental conditions. However, less is known about populations of A. flavus on
Brazil nuts or how they grow and vary among the two Amazon regions; the different
stages of nut collection prior reaching the factory and how the processing affect
them. Although Brazil nuts have tested positive for these fungi (Castrillon and
Purchio, 1988; Freire et al., 2000; Caldas et al., 2002) the origin and extent of
involvement of these fungi during harvest and process are relatively unknown.
However, AFLs have been reported contaminating Brazil nuts. Brazil nut pods are
harvested after they have fallen to the forest ground. They stay directly in contact
with the soil for several days to weeks prior to collection. It is during this time that
pods become contaminated with Aspergillus sp. In addition post harvesting
operations are expected to have major influence on further contamination of the nuts
(Bayman, 2002).

Se have been used in microbiological media to understand the effect of sodium
selenite in different concentrations, in Czapek Dox agar medium, to evaluate the A.
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parasiticus behavior concerning morphological growth and toxin production. In that
data the growth of the fungus decreased by the increasing of the metal concentration
(Zohri et al., 1997). In an experiment carried out by Li, Guo and Li (2003) utilizing
sodium selenite, Se has stimulating or toxic on organisms depending on the Se

levels in media.

In fact, that toxin is produced by Aspergilllus flavus and the Amazon forest has
conditions for that fungus to grow and the Se varies among the regions. It has high
temperatures (> 25 °C) and relative humidity (RH) > 80 % (Bayman et al., 2002;
Freire and Offord, 2002; Cartaxo, et al, 2003; EMBRAPA/PAS, 2004; Scussel, 2004;
Arrus et al., 2005a; Arrus et al, 2005b; Pacheco and Scussel, 2006).

Considering that Brazil nut are rich in Se, its concentration may vary among regions
and AFL contamination has been reported on Brazil nuts, a work was carried out in
order to evaluate the effect of Brazil nut Se content on an aflatoxigenic A. flavus
reference strain in terms of (a) fungal growth behavior, (b) colonies characteristics
and (c) aflatoxin production.

6.3 Material and Methods

Material

(a) Brazil nuts: two samples (1 kg) of raw, medium size nuts, collected from the
Brazilian Amazon basin with 18.4 mg/kg and 43.5 mg/kg Se content (1 kg each).
Nuts were previously tested for AFL - no AFL was detected up to the method limit of
detection (LOQ) of 1.95 pg/kg.

(b) Toxigenic Aspergillus strain: high aflatoxigenic (AFB4: 90.3 and total aflatoxins:
109.2 ug/kg) A. flavus reference strain (FC1087), supplied by the Oswaldo Cruz
Foundation (Fiocruz), Manaus, AM, Brazil.

(c) Culture media: aqueous tween 80 and Potato Dextrose Agar (PDA) (Merck).

(d) Selenium for (d.1) standard ICP analysis: sodium selenite (Na;SeOs) acidified
aqueous solution, prepared with nitric acid at 10 % (certificate N° SRM 3149), NIST
and for (d.2) mycological study (Se media preparation): sulfuric acid and Na,SeO3;
(Analytical grade), Baker. Se solutions were prepared from a stock solution (100
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pg/mL) with H,SO4 at 10% to obtain the following concentrations: 0.01; 0.02; 0.1; 0.2;
0.4 and 0.6 % in the PDA plates.

(e) Aflatoxin standards: AFB1, AFB, FG1 and AFG, Sigma.

() Chemicals: acetonitrile and methanol (HPLC grade). Ultra water (Mili-Q), Milipore.
Ammonium acetate, ammonium sulfate, hydrochloric acid, nitric acid and anhydrous
sodium sulfate (Analytical grade), Baker.

(9) Equipment for (g.1) Se analysis: atomic emission spectrophotometer (inductively
coupled plasma-ICP), Model Otima 2000, Perkin Elmer and for (g.2) Aflatoxins
analysis: ultra violet cabinet, Tecnal; spectrophotometer, Hitachi; bacteriological oven
and autoclave, Fanem and colony counter, Marconi.

(h) Other materials: sterilized stainless steel blenders and scissors; thin layer
chromatographic aluminum sheets (20 x 20) with G60 silica gel. For sample
preparation: sterilized bags (20 kg), stainless steel trays (400 x 250 mm); industrial
Brazil nut cracker, CIEX and Petri dishes; Neubauer counting chamber.

Methods

(a) Brazil nut preparation: 1 kg of in-shell Brazil nuts of each Se content after de-
shelling was finely grounded (particle size <1000 pm), homogenized and three
portions of 250 g were separated for (a.1) Se, (a.2) aflatoxin analysis and (a.3)
mycology tests, in duplicate.

(b) Selenium and AFLs (b.1) Se: nuts were analyzed by inductive coupled plasma
(ICP), using atomic emission method (US EPA, 1996). The Se method limit of
detection (LOD) was 2.00 pg/g and the LOQ was 3.50 pg/g. (b.2) AFL: by AOAC
(2005) with a method LOQ for total AFLs of 1.95 pg/kg.

(b) Media preparation: they were prepared utilizing PDA (500ml) as basis for the
addition of the (b.1) Se (as sodium selenite) solutions or (b.2) ground Brazil nuts with
two different Se content. For (b.1) sodium selenite 6 concentrations in PDA (200 ml)
were prepared as in (2.1.d.2). The Se five different concentrations were added in the
plates (20 ml) to obtain 0.01; 0.02; 0.1; 0.2; 0.4 and 0.6 mg/kg in the plates and for
(b.2) the PDA with the two Se concentration Brazil nut media were prepared utilizing
5 g of each Brazil nut sample in 200 ml of media to obtain a Se concentration of
0.044 and 0.018 mg/kg in the plates, respectively. See PDA Se concentration in
Table 1. The portions for mycological tests were sterilized by autoclavation for 15 min
at 121°C.
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(d) Spore suspension preparation: spore suspension of A. flavus was were
standardized using a Neubauer counting chamber, by diluting the reference strain
original suspension in aqueous tween 80 in order to get a final concentration of 3.0 x
10 spores/mL. A straight wire was used to give a single point inoculation in the plate
center, to evaluate the colony diameter. To observe the colony behavior, the spore
suspension of the organism was inoculated by spread plate. The plates were
incubated for 14 days at 28°C.

(e) Total count: the suspension was spread on the PDA plates previously prepared
by adding amounts of a sterilized solution of sodium selenite to obtain 0.01, 0.02, 0.1,
0.2, 0.4, 0.6 mg/kg on the plates, and so for the two ground Brazil nuts solutions. The
plates were divided into 3 Groups as follows: Group | (PDA containing Se solutions at
6 concentrations); Group Il (PDA containing ground Brazil nuts at 2 SE levels) and
Group Il (as control containing only PDA to evaluate the strain normal behavior).
See Table 1. They were incubated for 5 days 28 °C. After that period the total
colonies were counted utilizing a Colony Counter.

(f) Single point inoculation: the spore suspension was inoculated on the media,
previously prepared in (2.2.b). A straight wire was used to give a single point
inoculation in the plate center, to evaluate the colony features. Group |: PDA
containing Se solutions at 6 concentrations; Group Il: PDA containing ground Brazil
nuts at 2 SE levels and Group lll: as control containing only PDA to evaluate the
strain normal behavior. After fungi inoculation, plates were incubated for 14 days at
28 °C.

(9) Effect of Se on A. flavus growth and AFL production: The strain growing behavior
and toxin production related to Se concentration were evaluated. Fungi growth was
recorded every day by counting the colonies, measuring their radius, examining their
morphological changes and the reverse color. At the end of the incubation period, it
was carried out total fungi count and the final morphological colonies features (size,
color, shape, reverse color and fluorescence under UV light following the Zohri, et al.
(1997) procedure.

(e) Strain aflatoxigenicity: each media with the A. flavus strain colonies had aflatoxin
extracted and analyzed as in (2.2.b.2).

(h) Statistical analysis: the data were analyzed using analysis of variance (ANOVA).
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6.4 Results and Discussion

The data obtained showed differences on the A. flavus strain proliferation and
aflatoxin production when inoculated in PDA media enriched with sodium selenite at
the 6 concentrations or with ground Brazil nuts from the Eastern and Western
Amazon regions containing two different Se content (Table 2).

Effect of selenium content on the total fungi count growth: as far as the total A. flavus
count in the different Se concentration PDA plates, it was observed that the highest
count (1.5 x 10 cfu) was obtained when the strain grew in the media containing the
lowest Se concentration, then decreasing the fungi colonies number from that
concentration up to 3.0 mg of Se/kg, where no fungi was able to growth. The Se
concentration that presented still some fungi growth (0.9 x 10 cfu) was the previous
one, at 0.4 mg/kg level. Similarly, when the ground Brazil nuts solution was added to
the PDA media, the total fungi count was 2.3 x 10 and 1.2 x 10 cfu for the Western
(0.02 mg/kg in the plate) and Eastern (0.04 mg/kg in the plate) precedence,
respectively. Figure 1 shows the A. flavus total count from Day Zero to Day 5 in the
Brazil nuts media from both regions. The amount of Se from the two regions nuts in
the media were two fold high for Eastern and that make a lot of difference when
looking at the fungi grow intensity. As far as the control plate in concerned, it was
found 2.8 x 10 cfu, similarly to the findings of Candlish et al. (2001) to flavus isolate
of 1.64 to 2.9 mycelia (g/100ml).

Effect of Selenium content on Aspergillus flavus colony features: When A. flavus
strain was inoculated in a single point on PDA media containing the 6 different Se
concentrations and Brazil nut Se two concentration, it was possible to observe the
colony features such as their diameter variations, colors as well as reverse color and
fluorescence. Their diameters increased with the reduction of Se concentration in the
media. With the highest diameter in the Brazil nut W. media with 31.5 mm. green
color except for the ones grown in 0.05 MG Se in the media. They presented a white
broad non sporulating margin. On the other hand, the reverse color changed from
brown to orange-red with the Se concentration increasing in the media. And all
media, despite of the Se concentration presented fluorescence of the AFL except for
3.0 mg/kg, and so the aflatoxins formation as Fig 1 and Table 2 show.
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Effect of selenium content on aflatoxin formation: aflatoxins were produced by all
media containing Se, despite of Se form either in the Brazil nuts or the sodium
selenite, except for the highest concentration (3.0 mg/kg) as no A. flavus was able to
grow. The same occurred in the Control with 109.2 0.2 pg/kg. The AFB4 production
decreased as the Se levels increased. For total toxins formation, it was observed that, at
the two first Se concentrations fungi was able to produce high amount of aflatoxins similar to

the Control ca. 100 pg/kg.

Primarily, the Aspergillus flavus behavior was dose-dependent of the Se
concentrations and AFL synthesis as well (Table 2). From 0.25 to 0.50 mg of Se/kg
media, Se seems to play the effect of improving the strain development with 3 days
as well the Brazil nut, Western precedence, and no AFL production. These results
are confirmed in other experiments (Geyikoglu and Turkez, 2006) where sodium
selenite was recognized as antimutagenic and anticarcinogenic against the toxicity
and genotoxicity of AFB1 and apparently Se might be affecting as an antioxidant.
This protective effect has been reported to be primarily associated with the presence
in glutathione peroxides, which are known to protect DNA and other cellular
components from damage by oxygen radicals. In concentrations of 8mg/kg, Se has
been found as an active inhibitor of mutagenicity of AFG1 as observed with AFB1,
probably related to its action on the enzymatic activation system since Se is essential
component of glutathione peroxides (Agar and Alpsoy, 2005), this ability was
confirmed also in human whole blood cultures, confirming the protective effect of
sodium selenite in concentrations of 5x107M (Geyikoglu and Turkez, 2006).

The efficacy of Se in media with higher concentration of Eastern tested,
demonstrated that was effective to delay the growth but supported the AFL
production, against West media that improve the fungi growth but not the AFL. It can
be explained because Se tolerance and detoxification by microorganisms involves
microbial transformation of inorganic Se (more toxic) to volatile organics (less toxic)
and reduction of Se oxyanions, selenite and selenate to inert elemental Se, with
needs of extended time for these reactions to occur. The toxic action of Se in fungi is
believed to be due to incorporation into protein amino acids instead of sulfur which

can lead to altered tertiary structuture and dysfunction of proteins and enzymes. In
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some fungi systems Se has demonstrated a coincidence of decreased toxicity with
Se cellular decreased (Gharieb and Gadd, 1998).

The Aspergillus flavus strain was inoculated in different culture media containing
different Se concentrations to evaluate in basis of fungal growth, colonies
characteristics and in terms of total fungal count and AF production, based in
previously experiment that sodium selenite has either stimulation or toxic effects on
organisms depending on the Se levels in media (Li, Guo and Li, 2003). Sodium
selenite concentrations below 400 mg/L were found to stimulate algal growth,
especially in the range of 0.5-40 mg/L. However, above 500 mg/L, sodium selenite
was toxic to the alga with toxicity being related to the sulfite level in the medium. On
the other hand, Spirulina platensis was found to resist higher selenite by reducing
toxic Se (IV) to nonsoluble Se(0), as well as accumulating selenium during

cultivation, with the increase of the selenite concentration in the media.

6.5 Conclusion

Once Western area demonstrated lower values of those parameters, it could be
explained for the toxicity of high amounts of Se in organisms, and maybe causing
oxidative stress in fungus. As an example, the oxidative stress is a prerequisite for
aflatoxin production by Aspergillus parasiticus (Jayashree and Subramanyam, 2000).
Thus, the Se amounts could develop the mechanisms of aflatoxin production and
contaminating Brazil nuts at the first storages. Bronzetti et al (2001) demonstrated Se
compounds in yeasts exerted both mutagenic and antimutagenic effect at different
concentrations. On the other hand, other factor, such as the interaction or the
competition with different strains of Aspergillus seems to affect the increasing of AFL
production in some substrates as well (Martins, Martins, Bernardo, 2000) and need to

be investigated.
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Table 1- Culture media utilized for the Se effect on fungi stress study with different Se

concentrations

Group PDA® media®

Se® concentration® (mg/kg)

| Se (mg/kg)

0.60
0.40
0.20
0.10
0.02
0.01

Eastern
Western

I] Brazil nut®

0.04
0.02

m Control NS'

NA®

¥ Potato dextrose agar 20 ml in each petri dish
° Brazil nut sample Se content: 43.5 and 18.4 mg/kg)
+ Na,SeOs

Table 2. Evaluation of aflatoxigenic A. flavus
concentrations and Brazil nuts Se content

% in the plate
%Not applicable

© Selenium
"No selenium added

reference strain behavior incubated in different Se

Media Fungi Colony features Aflatoxin
Group cg,'g’;?ig:;n (g;::;;tl) Dl?::;t)er Colour Reverse Fluorescence' _ (uglkg) _
Total AFB1
[ Selenium®( mg/kg)
0.05 1.5x10 19+4° Green® Brown + 98.7+0.3 75.0£0.5
0.10 13x10 1344 Green Brown + 102.6+0.3 70.410.2
050 1.3x10 10+3 Green Light brown + 90.3+0.5 67.9+0.3
1.00 1.1x10 9+2 Gray Orange red + 70.3£ 0.5 49.2+0.5
200 09x10 542 Gray Orange Red + 30.6+0.5 19.2+0.5
3.00 None NG’ NA® NA - NA NA
1l Brazil nuts ( mg/kg)
Eastern”  0.04 1.2x10 18+2 Green® Orange Red + 50.2+0.6 28.5+0.6
Western'  0.02 23x10 315 Green® Colourless + ND ND
11 Control
NS 2.8x10 30.545" Green Colourless Fluorescence 109.2 +0.2 90.3+0.5

¥ Potato dextrose Agar
®Na,SeO; in PDA medium

° the values of colony diameter are means standard deviation based on two replicates.

¢ standard deviation

with white broad nonsporulating margins
"No fungi growth

9Not applicable

_h PDA+ BN: Se mg/kg concentrations: Eastern: 50.9 ng.g'1 and Western: 13.2 mg/kg of Se.
' PDA+ BN: Se mg/kg concentrations: Eastern: 50.9 ng.g'1 and Western: 13.2 mg/kg of Se.

Tunder ultra violet light at 365 nm

* ¥ total AFL LOD: 0.390 pg./kg

** AFB; LOD: 0.04 uglkg
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(a) PDA media with Brazil nut from Eastern Amazon Basin (Se content:43.5 pg.g™)

(b) PDA media with Brazil nut from West Amazon Basin (Se content: 18.4 ug/g™)

Fig 1. Toxigenic A. flavus (FC1087) strain growth during 14 days of incubation at 28°C in PDA
media containing Brazil Nut with different Se concentration: nuts from the (a) Eastern and (b)
Western Amazon regions (spreading technique)
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(a) PDA media with Se: 0.5 pg.g”

(b) PDA media with Se: 3.0 pg.g” |

Fig 2. Toxigenic A. flavus (FC1087) strain growth during 14 days of incubation at 28°C in PDA
media containing different Se concentration as Na,SeO; (a) 0.5 and (b) 3.0 pg.g” (single point
technique).
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Apesar de a presenca de AFLs e castanha-do-Brasil ser real, a
heterogeneidade desta ocorréncia demonstra que diversos fatores, podem
agir isoladamente ou em associagao para determinar as condi¢des ideais de
producdo das AFLs, ou que suas caracteristicas fisico-quimicas ou

organolépticas sejam alteradas negativamente.

As condicbes ambientais em toda a cadeia produtiva sdo extremamente
dindmicas a cada safra, e os controles aplicados em carater preventivo tém
papel fundamental em diminuir a possibilidade da instalacdo do fungo e
producdo da toxina, que demonstra ter alta ocorréncia mesmo nas etapas

anteriores ao beneficiamento.

Além da contaminagao, o alto teor de Selénio com carater antioxidante pode
constituir fator benéfico quanto ao combate a contaminagédo. Entretanto,
outras propriedades deste e de outros de sua composicéo, tém necessidade
de ser avaliados, de forma que seus niveis ndo se tornem t&4o ambiguos ao
ponto de causar risco a saude do consumidor. Mesmo na presenca de
compostos naturalmente antioxidantes, as aflatoxinas atingem a castanha-do-
Brasil beneficiada, sugerindo a necessidade de estudos que utilizem
mecanismos tecnoldgicos, como a atmosfera modificada na ampliagdo da
vida-de-prateleira de seus produtos derivados, que podem estar sujeitos a
deterioragao lipidica e por utilizarem, em alguns casos, outros ingredientes,

também susceptiveis a contaminagdo fungica.

As propriedades nutricionais e antioxidantes da castanha-do-Brasil parecem
necessitar de monitoramento continuo quanto a habilidade de afetar a sua
qualidade e o impacto que podem causar tanto na saude do consumidor,
quanto no ambito comercial. Desta forma, observa-se que os dados obtidos
podem ser uteis para subsidiar a busca de outros mecanismos de melhoria
da cadeia produtiva da castanha-do-Brasil, de forma a contribuir na
manutencio desta atividade tdo importante aos povos da Amazoénia.
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ANEXOS
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PADRONIZAGAO, CLASSIFICACAO E COMERCIALIZAGAO INTERNA DA CASTANHA-DO-BRASIL
(Brasil, 1976)

Especificagbes para padronizagdo, classificagdo e comercializagdo interna da Castanha do Brasil (Bertholletia
excelsa H.B.K.), aprovadas pela portaria Ministerial n°® 846 de 08 de 11 de 1976, em observancia ao disposto no
artigo 39, Ministério da Agricultura, item VIII, do Decreto-Lei n° 200, de 25 de fevereiro de 1967, e com vistas ao que
prescreve o art. 1° do Decreto n° 69.502, de 05 de novembro de 1971.

DA PADRONIZACAO

Art. 1°. A castanha do Brasil, conhecida no mercado internacional como Brazil nuts ou noix du Brésil, semente do
castanheiro (Bertholletia excelsa H.B.K.), da familia das Lecythidaceas, sera classificada em grupos, subgrupos,
classes e tipos, segundo sua forma de apresentagao, preparo ou manipulagdo, tamanho e qualidade.

DOS GRUPOS E SUBGRUPOS

Art. 2°. A castanha do Brasil, segundo sua forma de apresentagdo, sera ordenada em 2 (dois) grupos, assim
denominados:

| — Castanha em Casca: E o produto que se apresenta no estado que foi colhido, extraido ou ourigo, limpo e seco
naturalmente ou por processo de desidratagdo adequada.

Il — Castanha Descascada ou Beneficiada: E o produto limpo, seco e sdo, que por processos tecnoldgicos
adequados, teve retirada sua casca.

Art. 3°. A castanha em casca, segundo o seu preparo ou processo de manipulagdo, sera classificada em 3 (trés)
subgrupos:

| — Natural: E o produto “in natura”, sem ter sido submetido a qualquer processo de desidratagao artificial, apenas
limpo e seco naturalmente.

Il - Desidratado: E o produto que foi submetido simplesmente ao processo artificial de desidratagéo, teve o seu teor
de umidade compreendido entre 11% (onze por cento) e 15% (quinze por cento), no maximo.

Il — Desidratado Polido: E o produto que, depois de desidratado, foi submetido ao processo de polimento,
objetivando melhoria de sua apresentacao e conservagéo.

Art. 4°. A castanha descascada ou beneficiada, segundo seu preparo ou processo de manipulagéo, sera classificada
em 2 (dois) subgrupos:

| — Améndoa com Pelicula: E o produto que se apresenta total ou parcialmente revestido de pelicula.

Il — Améndoa sem Pelicula: (Brancheada): E o produto que, apds ter sido submetido a processo quimico, se
apresenta totalmente desprovido de pelicula.

DAS CLASSES

Art. 5°. A castanha em casca, quando “in natura”, do subgrupo Natural, sera classificado segundo o seu tamanho,
caracterizado pelo nimero de unidade/castanha por 453 gramas, em 6 (seis) classes:

| - Extra Grande (extra-large): E o produto que contiver menos de 36 unidades/castanha por 453 gramas.

Il — Grande (large): E o produto que contiver de 36 a 40 unidades/castanha por 453 gramas.

Il — Semigrande (weak-large): E o produto que contiver de 41 a 45 unidades/castanha por 453 gramas.

IV — Extra Média (extra-medium): E o produto que contiver de 46 a 50 unidades/castanha por 453 gramas.

V — Média (medium): E o produto que contiver de 51 a 58 unidades/castanha por 453 gramas.

VI — Pequena (small): E o produto que contiver acima de 58 unidades/castanha por 453 gramas.

Art. 6°. A castanha em casca dos subgrupos Desidratado e Desidratado Polido sera classificada segundo seu
tamanho, caracterizado na forma do artigo anterior, em 6 (seis) classes:

| - Extra Grande (extra-large): E o produto que contiver menos de 46 unidades/castanha por 453 gramas.

Il — Grande (large): E o produto que contiver de 46 a 50 unidades/castanha por 453 gramas.

Il — Semigrande (weak-large): E o produto que contiver de 51 a 55 unidades/castanha por 453 gramas.

IV — Extra Média (extra-medium) E o produto que contiver de 56 a 62 unidades/castanha por 453 gramas.

V — Média (medium): E o produto que contiver de 57 a 68 unidades/castanha por 453 gramas.

VI — Pequena (small): E o produto que contiver acima de 68 unidades/castanha por 453 gramas.

Art. 7°. A castanha descascada ou beneficiada dos Subgrupos Améndoa com Pelicula e Améndoa sem Pelicula
(Brancheada) sera classificada segundo seu tamanho,caracterizado na forma do disposto no artigo 5° e,
simultaneamente, de acordo com a natureza a que for o produto enquadrado (inteira, ferida ou quebrada), em 8
(oito) classes:

| — Miudinha (tiny): E o produto que contiver acima de 180 unidades/améndoa por 453 gramas.

Il — Mitda (midget): E o produto que contiver de 160 a 180 unidades/améndoa por 453 gramas.

Il — Pequena (small): E o produto que contiver de 140 a 159 unidades/améndoa por 453 gramas.

IV — Média (medium): E o produto que contiver de 115 a 139 unidades/améndoa por 453 gramas.

V — Extra Média (extra-medium): E o produto que contiver de 102 a 114 unidades/améndoa por 450 gramas.

VI — Grande (large): E o produto que contiver menos de 102 unidades/améndoa por 453 gramas.

VIl — Ferida (chipped): E o produto que se apresente com as améndoas lascadas e/ou mutiladas por escoriagdes,
oriundas de agente fisico.

VIl — Quebrada (broken): E o produto que apresenta com as améndoas fagmentadas, partidas e/ou quebradas.

DOS TIPOS

Art. 8°. A castanha em casca sera classificada, segundo a qualidade, respeitado o subgrupo e a classe a que
pertencer, em um unico tipo; constituido de castanhas perfeitamente desenvolvidas, de cor natural; de tamanho e
uniformidade correspondentes a classe a que forem enquadradas; limpas; secas, em boas condi¢cdes de sanidade e
isentas de matérias estranhas.

Tolerancia: Maximo de 10% (dez por cento) de castanhas danificadas e/ou defeituosas, e 2% (dois por cento) de
impurezas proéprias do produto para a castanha natural; sendo, quando desidratada e desidratada polida, de 7%
(sete por cento) e 1% (um por cento), no maximo, respectivamente.

Art. 9°. A castanha descascada ou beneficiada sera classificada, segundo a qualidade, respeitado o subgrupo e a
classe a que pertencer, em um unico tipo: constituido de améndoas de cor natural; de tamanho e uniformidade
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correspondentes a classe a que forem enquadradas, em boas condicbes de sanidade; livre de améndoas
rancificadas, e isentas de matérias estranhas.

Tolerancia: Maximo de 1% (um por cento) de impurezas proprias do produto.

Paragrafo unico — As améndoas das Classes VIl (Ferida) e VIIl (Quebrada) serédo respectivamente classificadas,
segundo a qualidade, respeitado o subgrupo a que pertencer, em um Uunico tipo: constituido de améndoas,
correspondentes a classe a que forem enquadradas, de cor natural, em boas condi¢cdes de sanidade, livre de
améndoas rancificadas e isentas de matérias estranhas.

Tolerancia: Maximo de 2% (dois por cento) de impurezas préprias de produto, inclusive residuo e/ou p6.

ABAIXO DO PADRAO

Art. 10. A castanha de qualquer grupo, respeitados os respectivos subgrupos e as respectivas classes, que pelos
seus atributos ndo se enquadrar no tipo descrito, sera considerada Abaixo do Padrdo, desde que se apresente em
bom estado de conservagao.

§ 1°. A castanha assim classificada podera, conforme o caso, ser rebeneficiada ou submetida a secagem, para
efeito de se enquadrar no tipo descrito, observando os artigos 8°, 9° e 10.

§ 2°. E permitido, quando no ato da inspegdo e de rebeneficiamento ou secagem do produto, a recomposigéo
(loteamento) e o desdobramento dos lotes.

§ 3°. Deverdo constar, obrigatoriamente, no Certificado de Classificagdo, os motivos que deram lugar a
denominagao Abaixo do Padrao.

DESCLASSIFICACAO

Art. 11. Sera desclassificada a castanha de qualquer grupo que apresente:

a). Mau estado de conservagéo;

b).Aspecto generalizado de mofo e/ou fermentagao;

c). Odor estranho de qualquer natureza, impréprio ao produto, prejudicial a sua utilizagdo normal;

d).Presenga de insetos vivos.

Paragrafo Unico - Serdo declarados, obrigatoriamente, no Certificado de Classificagdo, os motivos que deram lugar
a Desclassificagao.

Art. 12. Toda a castanha em que for verificada a presenca de insetos vivos, s6 podera ser comercializada depois de
expurgada, medida esta prescrita pela autoridade fitossanitaria competente, que expedira o respectivo Certificado,
respeitada a legislagéo vigente.

DA AFLATOXINA

Art. 13. Quando exigido em clausula contratual, a castanha, de qualquer grupo, s6 podera ser comercializada
internamente, mediante apresentagdo do certificado de isengao de aflatoxina.

Paragrafo Unico - Sera considerado isento de aflatoxina o produto que presencga dessa toxina até um limite maximo
de 50 p.p.b. (cinquenta partes por bilhdo).

DA AMOSTRAGEM

Art. 14. A retirada ou extragdo de amostra sera procedido do seguinte modo: a). Nos lotes de castanha em casca
natural, quando a granel, far-se-a8 extragdo de amostra do alto, do meio e das laterais do lote ou tulha, em
quantidade que represente a totalidade de castanha a ser classificada, nunca inferior a 10 (dez) quilograma por
tonelada do produto.

b).Nos lotes de castanha em casca natural ou desidratada, quando ensacada, far-se-a extragdo de amostra ao
acaso, em quantidade minima correspondente a 10% (dez por cento) do total do lote a ser classificado.

c). Nos lotes de castanha descascada ou beneficiada (améndoa) encaixotada, far-se-a extracdo de amostras,
obedecendo ao seguinte critério:

Lote de até 5 (cinco) caixas: amostra média de 1 (uma) unidade (caixa);

Lote de 6 (seis) a 100 (cem) caixas: 10% (dez por cento) do lote, com um minimo de 5 (cinco) unidades (caixa);

Lote acima de 100 (cem) caixas: 5% (cinco por cento) do lote, com um minimo de 10 (dez) unidades (caixa).

DA ANALISE

Art. 15. As amostras extraidas segundo os processos descritos no artigo anterior, serdo homogeneizadas, divididas
em 3 (trés) ou mais exemplares com o pese minimo de 500 (quinhentos) gramas cada, as quais serédo
acondicionadas em saquinhos de papel, plastico ou similar, devidamente identificadas, sendo 2 (duas)

destinadas, obrigatoriamente, ao érgéo classificador.

Paragrafo Unico — Para fins de fiscalizagdo, a extragdo de amostra e sua embalagem serdo idénticas ao
estabelecido nos artigos 14 e 15.

DA EMBALAGEM E MARCAGAO

Art. 16. A castanha em casca, quando ndo embarcada a granel, e a castanha descascada ou beneficiada
(améndoa), deverao ser acondicionadas em embalagens apropriadas e em lotes uniformes.

§ 1° - No caso especifico de castanha descascada ou beneficiada (améndoa),

seu acondicionamento devera simultaneamente ser feito mediante injegdo de gas inerte na respectiva embalagem,
objetivando preservar a conservagao do produto.

§ 2° - As embalagens avariadas durante o transporte deverdo ser substituidas ou reparadas com material idéntico.

§ 3° - A embalagem de castanha sera obrigatoriamente marcada de acordo com a legislagéo especifica em vigor.

§ 4° - A marcagéo de embalagem sera procedida mediante o emprego de tintas que nao afetem sua qualidade.

DO AMARZENAMENTO E MAIOS DE TRANSPORTE

Art. 17. O depésito para armazenamento da castanha e os meios para seu transporte devem oferecer plena
seguranga e condigdes técnicas imprescindiveis a sua perfeita conservagao, respeitadas as exigéncias da legislagdo
especifica vigente.

DA FRAUDE
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Art. 18. Considera-se fraude toda alteracdo dolosa de qualquer natureza praticada ndo s6 na classificagdo e no
acondicionamento, como também nos documentos da qualidade da castanha, conforme legislagdo vigente.

NORMAS GERAIS

Art. 19. As normas e termos adotados nas presentes especificagdes assim como as caracteristicas relacionadas
com a qualidade da castanha deverdo ser observadas e interpretadas do seguinte modo, e de acordo com o
apéndice incluso:

Castanha Defeituosa: Castanha em casca, améndoas e fragmentos de améndoas que se apresentem carunchados,
mofados, rancificados.

Coloragéao: Cor uniforme e caracteristica do produto.

Corte: Operagdo que compreende na abertura da castanha em casca, para exame do estado em que se encontra
sua améndoa.

Danificada: Castanha em casca, améndoas e pedagos de améndoas que se apresentem com danos causados por
agentes bioldgicos (carunchos, roedores, insetos e outros).

Impurezas: Detritos do proprio produto, tais como haste, pé e casca.

Matérias Estranhas: Detritos de qualquer natureza, estranhos ao produto tais como: areia, fragmentos de madeira,
pedra, torrbes, sementes estranhas, sujidades, restos de insetos.

Mofada: Castanha em casca, améndoa e fragmentos de améndoa, que apresentem, a olho nu, filamentos de
fungos.

Odor Estranho: Aroma néo peculiar ao produto.

Quebrado: Pedago ou fragmento de améndoa, qualquer que seja o seu tamanho.

Rancificada: Améndoa que apresenta cor anormal, odor e sabor desagradaveis, devido as caracteristicas fisico-
quimicas do 6leo terem se alterado por processo oxidativo.

Teor de Umidade: Percentual de agua contida na castanha ou na améndoa, determinado através de processos
reconhecidos oficialmente.

DISPOSICOES GERAIS

Art. 20. O Certificado de Classificagdo sera valido pelo prazo de 90 (noventa) dias para a castanha em casca
natural, e de 150 (cento e cinqlienta) dias para a castanha em casca desidratada, e descascada ou beneficiada
(améndoa), contados, respectivamente, da data de sua emisséao.

Paragrafo Unico — Deverdo constar do Certificado de que trata o presente artigo a indicagdo do grupo, subgrupo,
classe, tipo e ano da safra a que pertencer o produto,

sendo que no caso de mistura de castanha de safras colhidas em anos diferentes prevalecera a anotagdo da mais
antiga.

Art. 21. As determinagdes fisico-quimicas, serdo aquelas obtidas em laboratérios devidamente credenciados.

Art. 22. Os métodos de analises para a determinagdo dos teores de umidade e aflatoxina serdo os de validade
reconhecido no mercado, tanto interno como externo.

Art. 23. Os casos omissos serao resolvidos pelo érgdo técnico competente do Ministério da Agricultura.
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