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Resumo

Castanha do Brasil (Bertholletia excelsa) é um dos produtos de exportacdo mais
importantes da floresta Amazénica e o Brasil é responsavel por 75% do mercado
desse produto. Um dos maiores problemas da producao de castanha do Brasil sdo os
altos niveis de contaminacdo por fungos aflatoxigénicos e aflatoxinas. Os objetivos
deste trabalho foram validar um método confidvel para aflatoxinas neste produto e
analisar a presenca de aflatoxinas. Até o momento 13 amostras de castanha do Brasil
do Estado do Amazonas (8) e de estabelecimentos comerciais da regido de Campinas
(5) foram analisadas. O método de andlise de aflatoxinas foi validado obtendo-se
valores de recuperacdo para aflatoxinas totais de 83,6%, 85,7% e 86,3% para os
niveis de 0,50; 5,0 e 15 ug/Kg, respectivamente. O limite de deteccéo obtido foi de
0,03ug/Kg e o de quantificacdo de 0,2ug/Kg. A média de contaminacao por aflatoxinas
em geral foi baixa, com maior maiores niveis nas amostras do Amazonas, com média
de 1,75ug/Kg (ND-2,73ug/Kg) e menores nas amostras comerciais de Campinas, com

média de 0,06pg/Kg (ND-0,2ug/KQ).

Abstract

Brazil nuts (Bertholletia excelsa) in one of the most important exportation product in
Amazon forest and Brazil supplies 75% of this world market One of the main problems
in Brazil nut production is the high contamination by aflatoxigenic fungi and aflatoxins.
The objectives of this work were validate a reliable methodology for aflatoxins in this
product and analyze the presence of aflatoxins. Up to now, 13 Brazil nut samples from
Amazon state (8) and commercial samples from Campinas region (5) were analyzed.
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The methodology for aflatoxin evaluation was validated, obtaining recovery values for
total aflatoxins of 83,6%, 85,7% and 86,3% for 0.50; 5.0 and 15.0ug/Kg levels,
respectively. The detection limit found was 0.03ug/Kg and the quantification limit was
0.2ug/Kg. The aflatoxins contamination average was low with higher levels on Amazon
samples, with average of 1.75ug/Kg (ND-2.73ug/Kg) and lower levels on commercial

Campinas samples, with average of 0.06pg/Kg (ND-0.2ug/Kg).

Introducéo

A castanha-do-Brasil pertence a familia Lecythidaceae; género: Berthollethia; espécie:
excelsa, também é conhecida como castanha-do-Para e castanha-da-Amazonia.
Compreende 325 tipos de arvores nos tropicos americanos e por isso é considerada a
“rainha” da Floresta Amazobnica pela beleza e esplendor que apresenta (PACHECO;
SCUSSEL 2006).

A castanha do Brasil (Bertholletia excelsa), € uma das mais importantes espécies de
exploracdo extrativa da floresta Amazénica. O Brasil produz anualmente cerca de
26.000 toneladas de castanhas do Brasil, sendo predominante a exportacdo do
produto “in natura”. Em 2004, o Brasil exportou 9.643 toneladas, com receita de US$
12,6 milhdes. O Brasil € o segundo produtor mundial depois da Bolivia, com 38% da
producédo, sendo os estados do Acre, Amapa, Pard, Amazonas, Rondbnia e Roraima
0s que englobam mais de 90 % da producéo nacional. Desta forma, a castanha do
Brasil € um produto de elevada importancia para a economia dos Estados da
Amazobnia brasileira sendo, em alguns destes, o principal produto extrativista de

exportacao.

Contudo, o produto vem sofrendo restricdes nesses mercados devido a contaminacao
das castanhas por fungos toxigénicos, isto é, produtores de toxinas acima do nivel
permitido (PINHEIRO, 2004). Em funcéo desses fatores, as exportacdes do produto
vém despencando nos ultimos anos, passando de 51.195 toneladas em 1990, para
26.505 toneladas em 1993, 19.301 toneladas em 1995/96, 17.230 toneladas em 2000
e 6.300 toneladas em 2003 (SIMOES, 2004).

Esse quadro traz uma grande preocupa¢do com relacdo a seguranca alimentar e a
saude do consumidor em relacdo a contaminacéo dos produtos consumidos no Brasil.
Eles podem se constituir em grande risco para a saude da populacdo brasileira que

consome a castanha e seus produtos derivados. Além disso, as informagdes sobre a



contaminagdo de nossa producdo castanheira por fungos produtores de toxinas, como
aflatoxinas séo insuficientes. No contexto atual em que a globalizacdo da economia é
uma realidade, aspectos gerais de qualidade e principalmente higiénico-sanitarios séo
fundamentais na aceitagdo de qualquer produto, especialmente os destinados a
alimentacdo humana. Nestas condi¢cbes o presente projeto tem por objetivo investigar
a incidéncia de fungos produtores de aflatoxinas em castanhas do Brasil desde o
campo até o produto final, bem como de verificar o nivel de contaminacdo por

aflatoxinas neste produto.

Material e Métodos
Amostras

As castanhas foram provenientes do Estado do Amazonas no més de junho de 2008,
e compradas em estabelecimentos comerciais da regido de Campinas no més de
setembro de 2008.

Metodologia para analise de aflatoxinas em castanha o Brasil

A metologia utilizada foi baseada em Stroka et al., 2000. Vinte e cinco gramas de
amostra moida foram adicionadas de dois gramas de NaCl e extraidas com 100mL de
uma solugdo de metanol:agua (8:2, v/v) em homogeinizador Ultra-Turrax (Polytron,
Suiga) a 10.000rpm por 3 minutos. Esta solu¢do homogeinizada foi duplamente filtrada
através dos filtros Whatman n°2 e Whatman A-H de m icrofibra de vidro. Em seguida,
10mL do filtrado foram diluidos em 60mL de PBS e aplicados em colunas de
imunoafinidade especificas para aflatoxinas (Aflatest WB-Vicam) com fluxo de 2-3 mL/
min e seguindo-se a lavagem da coluna com 30mL de &gua destilada. As aflatoxinas
(AF) foram eluidas com 1250uL de metanol em frasco @mbar e em seguida diluida

com agua Milli Q até completar 3mL.

Foi utilizado um sistema Shimadzu LC-10VP HPLC system (Shimadzu, Japao) com
detector de fluorescéncia a 362nm de excitacdo e 455nm de emissado para aflatoxinas
G; e G2 e 425nm de emissao para aflatoxinas B; e B,. Uma coluna guarda Shimadzu
CLC G-ODS (5um,4x10mm) e uma coluna Shimadzu Shimpack ODS (5um,
4,6x250mm) foram empregadas para separacdo dos produtos. O sistema estava
associado com um reator eletroquimico Kobracell (R-Biopharm) para derivatizacao
pés-coluna das aflatoxinas B; e G, ligado a uma corrente de 100pA. A fase moével
utilizada foi dgua:acetonitrila:metanol (6:2:3, v/v/v), adicionada de 119mg de KBr e

350uL de &cido nitrico 4M por litro, em um fluxo de ImL/min.

Um padréo de aflatoxinas (Sigma) foi utilizado para a construgéo da curva padrdo com



a area dos picos versus a concentragdo (ug/L). A concentracdo das aflatoxinas no
extrato da amostra foi determinada pela interpolagdo da &rea do pico resultante no

gréfico de calibracdo. O volume de injecé&o foi de 100pL.

Para a validacdo da metodologia foram realizados testes de recuperacéo e calculados
os limites de deteccédo e quantificacdo. Para a recuperacao das aflatoxinas utilizou-se
a metodologia descrita acima, realizando-se a contaminacdo de uma amostra de
castanha isenta da micotoxina nos niveis de 0,5; 5,0; e 15,0 ug/Kg respectivamente de

aflatoxinas totais, em triplicata.

Para determinacao do limite de deteccdo (LOD) foram realizadas 8 extracdes paralelas
e apés quantificacdo foi calculado o desvio padrdo entre as mesmas. O limite de
deteccao foi determinado conforme recomendac¢Ges do Eurachem Guide (1998), com

valor t unilateral de 2,998 para 7 graus de liberdade e com 99% de confianca.

Resultados e Discussao

Neste trabalho foi validada a metodologia para deteccao de aflatoxinas nas amostras
de castanha do Brasil, utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e detector de
fluorescéncia. O método foi inicialmente validado e a Tabela 1 apresenta os resultados

obtidos de recuperacéo para os trés niveis testados de 0,5; 5,0 e 15,0ug/Kg.

Tabela 1. Resultados dos ensaios de recuperacdo de aflatoxinas em castanha do Brasil nos
trés niveis testados (0,5; 5,0 e 15,0ug/KQ).

Aflatoxinas totais (ug/Kg) Repeticdes Recuperacdo (%)

1 70,68

0,5 2 84,64
3 95,53

Média 83,62

1 85,81

2 87,13

5.0 3 84,07
Média 85,67

1 89,66

2 84,87

150 3 84,47
Média 86,33

Os limites de deteccdo e quantificacdo obtidos foram de 0,03ug/Kg e 0,2ug/Kg para

aflatoxinas totais respectivamente.

Considerando-se os resultados obtidos, a metodologia utilizada para a deteccdo de
aflatoxinas em castanha do Brasil, mostrou-se adequada, permitindo ser utilizada para

analise das amostras em estudo.

A Tabela 2 apresenta os resultados de aflatoxinas nas amostras analisadas da regido




do Amazonas e de estabelecimentos comerciais em Campinas.

Tabela 2. Niveis de aflatoxinas nas amostras de castanha do Brasil avaliadas.

N° amostras  [Origem Aflatoxinas ( pg/Kg)

B, B, G, G, Total
1 Amazonas 0,59 ND* 1,83 ND* 2,42
2 Amazonas ND* ND* ND* ND* ND*
3 Amazonas ND* ND* ND* ND* ND*
4 Amazonas 0,39 ND* 2,34 ND* 2,73
5 Amazonas 0,26 ND* 1,95 ND* 2,21
6 Amazonas 0,38 ND* 2,04 ND* 2,42
7 Amazonas 0,25 ND* 1,86 ND* 2,11
8 Amazonas 0,40 ND* 1,69 ND* 2,09
Média 1,75
1 Comércio Campinas <LD** ND* <LD** ND* <LD**
2 Comércio Campinas 0,07 ND* 0,02 ND* 0,09
3 Comércio Campinas <LD** ND* <LD** ND* <LD**
4 Comércio Campinas 0,17 0,03 ND* ND* 0,20
5 Comércio Campinas <LD** ND* <LD** ND* <LD**
Média 0,06

* N&o detectado

** Menor que o limite de detec¢éo do método.

De acordo com a Tabela 2 é possivel verificar a maior a contaminagéo por aflatoxinas
nas amostras provenientes da regidao do Amazonas. Esses resultados estéo de acordo
com a alta incidéncia de fungos filamentosos do grupo Flavi isolados dessas amostras
e mostrado em trabalho anterior. Ndo houve uma relagdo direta entre a porcentagem
de infeccdo fungica e a presenca das aflatoxinas nas amostras da regido do
Amazonas, ja que algumas apresentaram contaminacao por aflatoxinas, mas nao por
fungos. Esse fato por ser explicado pela morte dos fungos ao longo da cadeia

produtiva da castanha.

Os niveis de aflatoxinas nas amostras de castanha do Brasil coletados no comércio de
Campinas foram mais baixos e esse fato pode ser explicado pelo processamento que
essas amostras foram submetidas até chegar ao comércio. Essas amostras ja foram
secas e apresentaram menor atividade de agua, todas estavam descascadas e
passaram por um processo de selecdo e tratamento nas industrias de beneficiamento,

condicBes essas responsaveis pela baixa incidéncia de fungos e aflatoxinas.

CONCLUSOES

A metodologia de andlise de aflatoxinas em castanhas do Brasil utilizando colunas de
imunoafinidade e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de

fluorescéncia foi eficiente para deteccdo e quantificagdo de aflatoxinas nessa matriz.

A contaminacdo das amostras de castanha do Brasil analisadas até o momento, em

geral foi baixa (méxima de 2,73 pg/Kg). Verificou-se uma maior contaminacdo das




amostras provenientes do Estado do Amazonas, o que coincidiu com uma maior
infeccdo fangica. O contrario ocorreu com as amostras de mercado da regido de
Campinas cuja contaminagdo por fungos e aflatoxinas foi baixa.
A influéncia do processamento, principalmente a secagem, a retirada de casca e o
tratamento térmico pela qual as castanhas sédo submetidas, sé@o préticas que, quando
adotadas, sdo as responsaveis pela reducdo na contaminacdo fangica e por

aflatoxinas

Esse trabalho encontra-se em andamento e novas amostras de diferentes regifes do

Amazonas estao sendo avaliadas.
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