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RESUMO

Fod investigada a cconéncia de aflatoxinas em 100 amestras de casianhas do Para
(Bestholletia excelsa HUMB. € BONPL.] provenientes de produtones e de diversos pontos de
comeredalizacdo das sementes, na regido de Manaus, Estado do Amazonas e de Sao Paulo, Es
tado de Sao Paufo. As amostras foram classificadas em 4 Ltipos de apresentacdo do produ
to [natural em casca, desidratada com e sem casca e em owdige). Tnes amosinas apresen-
taram-se eontaminadas por affatoxinas com niveis de toxidez considerados: em termos de Bl
medio (0,1 ppm) e muito efevado (2,75 ppm) e, em GI, baixo (0,075 ppm) e muite elevado
(1,5 ppm).

INTRODUGAOD

ApGs a revelagao da atividade toxica das aflatoxinas, em 1960, indmeras investiga
goes tem sido conduzidas em setores os mais diversos da ciéncia basica e aplicada.

A extrema versatilidade ecologica apresentada pelos fungos produtores daquele po-
tente carcindgeno (A. flavus e A, parasiticus) propicia a contaminac3ode substratos ali
menticios importantes para a salde humana e animal.

Estao definitivamente comprovados os principais efeitos biologicos das aflatoxi-
nas, os quais traduzem-se por lesoces hepaticas agudas e cronicas, diminuicao da veloci-
dade de crescimento e danos nos mecanismos imunologicos de animais, alem de efeitos car
cinogénicos, mutagénicos e teratogénicos.

Existem correlagcoes entre a incidencia de hepatoma primario humano e nivel dieta-
rio de aflatoxina (Peers & Linsell, 1977).

Estudo realizado de caso-controle, demonstrou que individuos que consomem diaria-

mente alimentos contendo mais de 4 ug de aflatoxinas por dia, apresentam risco relativo

(*) . Parte da Tese apresentada para obtencao do titulo de Doutor em Ciéncias, area de
Microbiologia e Imunologia no Instituto de Cienclas Biomedicas da USP.
(**) Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia — INPA, Manaus - AM.

(*%%) TInstituto de Ciencias Biomeédicas, Departamento de Microbiologia — USP. S. P,
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17 vezes mator de contrair hepatoma primario do figado, em relacao aos que ingerem ali-
mentos que oferecem teores nulos ou baixes. 0 risco relative verificado, aumentou para
35 vezes com o consumo concomitante de altas doses de bebidas alcodlicas (Butalao-Jaime
et al., 1982).

A castanha do Para constitui-se num excelente alimento de consumo humanc, apresen
tando teor protéico da ordem de 50% e a existéncia de todos os aminoacides (Zucas et al.
1971).

A partir de 1982, apos os estudos iniciais da producao de aflatoxinas em ragdes i
base de amendoim, por extrapolacdo, o problema foi levado a castanha e assim, os impor-
tadores restringiram a sua comercializacao.

Apesar de constituir-se em excelente substrato nutritive, seus involucros (ouri-
co, casca e peliculas) protegem-na parcialmente, dos atagues de predadores, bactérias,
fungos e acaros. Na vigéncia de danos em seus constituintes de protecao, ha penetracaoc
de microrganismos, especialmente de fungos, os guais vao provocar alteragces como; podri
dao e produgao de substancias toxicas.

Assim, considerando-se o pequeno numero de trabalhosrelatives a incidénciade afla
toxinas em castanha do Para, a importancia dessa oleaginosa como alimento basicoda popu
lagao da Amazonia bem como os efeitos toxicos que o consumo intermitente doalimento con
taminado pode causar, estudou-se a ocorrencia dessas micotoxinas em amendoas da Berthol

letia excelsa HUMB. & BONPL.

MATERTAI E METODOS

AMOSTRAS DE CASTANHAS DO PARA

Origem

As castanhas armazenadas procederam de regices adjacentes dos chamados rios produ
tores da Amazonia: Purus, Solimces, Amazonas, Negro e ainda pertencentes ao territorio
da Bolivia.

Foram analisadas amostras de castanhas do Para, coletadas em Manaus, de usinas de
beneficiamento, de mercados e feiras-livres, de propriedades particulares e de supermer
cados da grande Sac Paulo, Estado de Sao Paulo.

0 produto originario de Manaus, constou das safras de 1979/1983, nac sendo possi-
vel determinar as safras dos provenientes de supermercados de Sao Paulo.

As usinas fornecedoras pertencem aos grupos comerciais: CIEX (beneficiamento e de
posito: Americana, Londrina e Canadense); COIMEX (Usina Coimex); I. B. SABBA (Usina I.B.
Sabba); Rubem Melo Cia. Ltda. (Usina Rubem Melo); propriedades particulares: Colonia San
to Antonlio (STtio Rosa de Maio/Manaus); mercado CEASA (Manaus-AM) ; Supermercado em $S3o
Paulo e em municipios vizinhos.

As usinas de beneficiaments sac instaladas em grandes armazens de alvenaria, com

pé direito alto, aeragao natural constante, temperatura ambiente variandc entre 26 a
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380C; onde o produto permanece dias e ate anos. Para evitar a contaminagao por fungos e
outros microorganismos, as sementes sao reviradas constatentemente, o que diminui a con

centracao de umidade.
Caracterizagao das amostras utilizadas

As 100 amostras foram identificadas segundo os locais de procedéncia, o tipo, qua

lidade e a sefra.

Grupo | - Castanhas beneficiadas (com e sem casca) e naturais (com casca), proce

dentes de usinas (50 amostras) e depositos (10 amostras).

Grupo Il - Castanhas frescas, em casca, provenientes de feiras-livres de Manaus,

Amazonas (15 amostras).

Grupe 111 - Castanhas mantidas ne ourigo (15 amostras).
Origem: CEASA - Manaus-AM (5)
Coldnia Santo Antonic - Manaus-AM (5)

fntonio Faustino - Manaus-AM (5).

Grupo IV - Castanhas naturais e em casca provenientes de 4 supermercados da gran-

de Sao Paulo, (10 amostras).
Meios de cultura

Meio empregado para plaqueamento e isolamento dos fungos contaminantes: Agar-Sa-

bouraud-Glicose [Difco), acrescido de clorafenicol. 100 mg/1.000 ml (pH5.6).
Amostra dos padroes qualitativo de aflotoxinas

A amestra dos padroes qualitativos de aflotoxinas Bl e Gl, utilizados na pesquisa,

foram os de uso do laboratoric do Programa Nacional de Monitoracao e Controle de Micoto
xinas (PMC - Micotoxinas), Sao Paulo, procedente do '"Agriculture Research' de New Orleans,

Lousiana, cedidos pelo Dr. Walter A, Pons Jr.

METODOS

Coleta de material

De cada usina foram coletadas 10 amostras de 1 quilograma de cinco ouricos de cada
um dos particulares e do CEASA. A classificacao foi feita de acordo com o tipo (tama-
nhe), qualidade (boa, podre e mista) e tratamento (natural em casca, desidratacac casca-
inteira, ferida, fragmentada). O0s ourigos foram representados por frutos recém-cafidos
das arvores. Amostras de mercados e supermercados, foram classificados como produtos na

turais, em casca, de gualidade mista.
Preparo das amostras

Para eliminar excesso de impureza, as amostras de castanhas emcasca, foram lavadas
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em aqgua corrente e depois, rapidamente, em agua guente (50°C) e submetidas a secagem em
estufa a hBOC, descascadas, e condicionadas em sacos plasticos e mantidas sob refrigera
¢ao até o processamento analitico. Os ouricos foram cortados com serra elétrica, as se
mentes extraidas e imediatamente descorticadas. Apds esses processos, as sementes foram
cortadas com tesoura-alicate, estéril, nos sentidos horizontal e transversal, para a ve
rificacao de contaminacao interna. A seguir, foram trituradas em centrifuga apropriada.

De cada amostra foi tomada uma aliquota de 40 g, de desengordura, inicialmente por
prensa mecanica para retirar o excesso de oleo e, @ seguir, submetida aextragao com éter
de petroleo p.a. por 4 - 12 horas em aparelho de soxhlet. 0 extrato resultante, foi con
centrado em banho maria a 60°C e o resfduo guardado sob refrigeracio até o momento da

analise.
Extracao de aflatoxina das amostras

0 esquema analitico para a extracao de aflatoxinas Bl e G1, foi o mesmo utilizado
no Programa Nacional de Monitoragdo e Controle de Micotoxinas (PMC-Micotoxinas), Sao Pau
lo, com base no método de Lee (1965), do "Tropical Products Institute' (1972) e a dosa-
gem segundo o método de Coomes & Feuell (1965).

Para enquadramento das amostras quanto ao teor de toxidez foi observada a Tabela
do "Tropical Products Institute" (1962), a qual esta baseada nos efeitos de testes bio-

16gicas realizados em marrequinhos e um dia (Quadro 1}.
Purificacac dos extratos

Conforme a necessidade de exclusao de interferentes nos extratos,uti]izou-se,isg
ladamente ou em combinagao, os seguintes métodos: precipitacao com acetatode chumbo neu
tro a 20%, coluna de silica-gel (Pons et al., 1966), purificagdo direta na placa croma-
tografica realizando um primeiro desenvolvimento com éter elitico (Nabney & Nesbitt,

1965) .
Teste para confirmar a presenca de aflatoxina

0s métodos de confirmacao utilizados foram o de Schuller et al., 1973 (cromatogra
fia bi-dimensional) e pela aspersao de solucao de acido sulfdrico a 50% sobre as manchas
fluorescentes da amostra e do padrao. Os sistemas de solventes observados no primeiro
foram, respectivamente: Cloroformio - acetona (90:10) e benzeno - acetato de etila-eta-

nol (60:39:1).

RESULTADOS

Os resultados obtidos nas analises estdo expressos no Quadro || ressaltando-se a
presenca de aflatoxinas em amostra da Usina Londrina (UL ~ 3), sob a forma de castanhas
desidratadas sem casca, gqualidade boa, Grupo |; da Usina [.B. Sabba (UISB - 3) castanha
natural em casca, qualidade mista Grupo | e da amostra do supermercado (SEL - 7) de Sao

Paulo, natural em casca gualidade mista, integrada no Grupo IV.
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A analise qualitativa das aflatoxinas Bl e Gl baseou-se nas tonalidades das fluo
rescencias emitidas, e no RF da mancha comparada ao Rf do padrao, nos cromatogramas re-
sultantes dos processos analiticos utilizados. Quando o Rf do extrado da amostra e do
padrac coincidiram, o extrato fol considerado positivo (+) e, em casos de proximidades
de Rf, como suspeito (*), nestes casos, repetiu-se o processo cromatografico, adotando o
teste de confirmagao com acido sulfirico e cromatografia bidimensional.

As concentracoes das aflatoxinas detectadas e expressas no Quadro |l variamde 1,0
a 2,25 ppm. (AFBI) e de 0,75 a 1,5 ppm (AFG1). A amostra que apresentou maior nivel de
toxidez para as duas micotoxinas foi a SEL-7, enquadrada, portanto, em indice "muitoele

vado''.

DISCUSSAO

Em virtude de ndc existir na literatura uma técnica extrativa especificaparaesse
tipo de material excessivamente oleoso (68,0%) foram observadas técnicas combinadas ja
descritas. A julgar pelo tempo de estocagem, poucas amostras nao apresentaramesse teor
graxo. Além desse fator, a grande profusac de pigmentcs observados nos extratos dificul
taram sobremaneira as analises.

Avaliando-se a técnica modificada como um todo, pode-se tecer algumas considera-
goes: A extragao da gordura embora efetiva, € lenta, chegando-se a extremos de 12 horas.

0 emprego de cromatografia em camada delgada (bidimensional) foi utilizada nos ca
sos de duvida, pois além de purificar o extrato & confirmativa, aumentandc a sensibili-
dade do metodo.

Apos ensaios com varios sistemas de solventes, estabeleceu-se como base benzeno-
acetato de etila e etanol (60:30:1), pois foi o que melhor separou as manchas, oferecen
do maior nitidez na visualizacao das fluorescéencias.

Considerando-se os niveis de aflatoxina Bl encontrados nas amostras de castanha
(Quadro 11}, pode-se afirmar gue sac relativamente elevados, se comparados a estudo an-
terior {Gelda & Luyt, 1977). Pode-se-ia inclui-los na categoria de toxidez média muito
elevada pelos padrdes do Tropical Products Institute (1962). (Quadro 1).

0s resultados relativos aos extratos e suas procedencias, indicaram que a amostra
proveniente de supermercado (SEL-7) diferenciou-se das duas originarias de usinas, apresen
tando nivel de toxidez mais elevade (Quadro 11).

A presenca de aflatoxinas Bl e Gl nas tres amostras deve-se, provavelmente a al-
guns fatores. 1) tempo e condigoes de estccagem; 2) tipo de tratamentoanteriormente rE
cebido e 3) integridade das améndoas.

As experiéncias demonstraram que nao houve diferenca significativa entreniveis de
to;icidade e tipos de tratamento.

Considerando-se os fatores que contribuem para o estimulo ou inibicac da produgao
de aflatoxina, sabe-se que a presenga de alguns elementos quimicos (ferro, zinco, manga

nés e cadmio) sao indispensaveis a sintese dessa micotoxina e, em contraposicao o bario
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e inibe (Suryanarayana & Tulpule, 1967). Outras substancias como o etancl a 2% e a tia
mina sao capazes de estimular a sua producac (Basappa et al., 1967).

Assim, estimando-se as substancias inibidoras, salienta-se que a castanha do Para
& o Unico exemple de alimento conhecido, portador de altas concentracoes de bario(Monier-
Williams, 1949). Tambem fazem parte de seus componentes naturais o calcio e o© radio
(Franca et al., 1967), tendo sido verificado que o hidroxido de calcio, € (til na inati
vacao das aflatoxinas como substancia moderadamente eficiente {Dollear & Gardner, 1966) .

Estudos da composigao quimica da castanha, revelam um teor de tiamina superior a
do amendoim (1150 g/ 100 g para a primeira e 560 g/100 g para a segunda). Sabe-se que
este Ultimo & um otimo substrato para a produgao de aflatoxina. As concentracgoes de tia-
mina assinaladas fazem supor que a primeira ofereceria melhores condigoes para a produ-
cao da micotoxina. Pelos resultados afindos, no entanto, este fato nao parece ser ver-
dadeiro e, possivelmente, o calcio e bario exercem maior influéncia na inibigac da pro-
ducao das aflatoxinas.

0 percurso comercial do produto talvez seja o maior responsavel pelos danos que
eventualmente ocorrem nas castanhas, tendo infcio com a extragao que se realizana época
das chuvas, seguindo-se pelo empilhamento da semente, apos retirada do ourigoe culminan
do com o transporte em condigoes inadequadas. Todos esses fatores vao, gradativamente,
causando estragos nas cascas, tais como quebra de nervuras e aparecimento de rachadu-
ras, facilitando a penetracao dos fungos.

Além dessas possibilidades, outra circunstancia como o fator ecclogico podem con-
tribuir para a contaminacac da amendoa pois o produtc tem origem na regiao quente umida
e as safras coincidem com a epoca das chuvas, quando o grau de umidade se eleva a mais
de 90% e a temperatura media anual de 26°¢ - 27OC, em certas zonas de regiao produtora
(Hueck, 1972).

Investigagoes realizadas, demonstram que a produgac de teores elevados dessa mico
toxinas das amendoas resu)tam de armazenamento inadequade (umidade mais de 70% e tempe-
ratura de (26° - 28°C), Yokaya et al., (1970). Lira (1976), por sua vez, sugere que a
susceptibilidade da castanha do Pard frente a contaminacao fingica seja mais uma ques-
tao de tratamento e nao de transporte e armazenamento.

0 nimerc de publicagoes relativas as aflatoxinas emcastanhas, procedem na sua maio
ria, dos Centros de Controle de Qualidade para importagao e exportagao dos paises compra
dores (Nilsson, 1974; Yndestad & Underdal, 1975), cencluindo-se que, na realidace, a es
trutura externa do produto deve limitar a penetragao dos fungos e conseqgiiente produgdo

das micotoxinas.

SUMMARY

The ocecurirence of aglatoxing was {nvestigated (n one hundred samples of Braz.dd nuts
{Bentholletia excelsa Humb. & Bonpl.) from producens and grom severad seed marketing posts,
in the negien of Manaus, state of Amazapas and Sae Paufo, state of Sao Paufo. The samples
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wene classdfied acconding Lo foun types of product presentation: natwally within the shell;
dehydrated within the shell; dehydrated without shell and within the chestaut bur, Three
samples were found contaminated with aflatoxins fypes Bl and G1. The toxicity Levels fon
Bl were regarnded as: meddum (0,7 ppm) and very high (2.25 ppm); those of GI were reganded
Low (0.075) and very high (1.5 ppm).

Quadro |. Relagao entre concentragao de aflatoxinas Bl e toxidez para mar-
requinhos de um dia.
Nivel de Aflatoxina B1 Categoria de Toxidez
Abaixo de 0,05 ppm Baixa ou negativa
Entre 0,05 e 0,25 ppm Media
Entre 0,25 e 1,0 ppm elevada
Acima de 1,00 ppm elevada
Quadro 1l. Teor de aflatoxinas Bl e G1 em amostras de castanhas do Para.
Amostras Concentragao de Aflatoxinas (mg/Kg)
Bl Gl
UL Uiyl 0,075
UISB-3 0,25 0,875
SEL'7 2125 ] 55
uL - 3 = Usina Londrina.
UISB - 3 = Usina I|. B. Sabba.

SEL - 7 Supermercade Eldorado - Sao Paulo.
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