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EFEITO DA OZONIZACAO DE CASTANHAS DE CAJU E DO BRASIL PARA O
CONTROLE DE FUNGOS FILAMENTOSOS

RESUMO

A contaminacao de castanhas por fungos filamentosos, produtores de micotoxinas, é
considerada um grave problema de saude publica, o que torna fundamental seu
controle para a obtengéo de um produto de qualidade e seguro para o consumidor.
Assim, o objetivo nesta pesquisa foi avaliar o efeito fungicida do ozénio contra fungos
filamentosos isolados de castanhas de caju e do Brasil. Para isso, utilizou-se 10
amostras de castanhas comercializadas a granel no municipio de Fernandopolis - SP,
no periodo de outubro a dezembro de 2019. A pesquisa de fungos filamentosos foi
realizada por meio do método de diluicio seriada e plaqueamento em Agar Batata
Dextrose. As placas foram incubadas a 25°C por 5 dias, e em seguida realizou-se a
contagem de colbnias e a identificagdo dos géneros pela observagdo das
caracteristicas macroscopicas e estruturas micromorfologicas. Para o teste da eficacia
do ozébnio, 25g de castanhas foram diluidas em 225 mL de agua peptonada a 1%.
Este material foi exposto ao 0z6nio em diferentes tempos (5, 10, 15, 20, 25 e 30
minutos). Em cada intervalo de tempo, aliquotas de 0,1 mL foram inoculadas em
triplicata, em placas de Petri contendo Agar Batata Dextrose, para determinacio da
concentragdo fungicida minima (CFM). Apés a tabulacdo dos dados coletados foram
exercidas duas funcdes de andlises estatisticas: descritiva e inferencial. Os dados
foram replicados de forma absoluta e relativa. J& no ambito inferencial, utilizou-se, o
teste Teste T Pareado. A microbiota fungica foi detectada em todas as amostras
analisadas, sendo que em 70% destas, mais de um género foi isolado. Foram isolados
0s géneros: Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Curvularia, Absidia e Rhizopus.
Com a utilizagdo do ozdnio pode-se constatar reducdo média de 96,5% dos fungos
em até 30 minutos de exposi¢do. Concluiu-se que a ozonizagdo se mostrou eficiente
na inativacdo de fungos filamentosos e consequentemente, na preven¢ao da sintese

de micotoxinas.

Palavras-chave: micotoxinas, oz6nio, seguranca dos alimentos.



EFFECT OF OZONIZATION OF CASHEW NUTS AND BRAZIL NUTS FOR THE
CONTROL OF FILAMENTOUS FUNGI

ABSTRACT

The contamination of chestnuts by filamentous fungi, which produce mycotoxins, is
considered a serious public health problem, which makes its control essential to obtain
a quality and safe product for the consumer. Thus, the objective of this research was
to evaluate the fungicidal effect of ozone against filamentous fungi isolated from
cashew nuts and Brazil nuts. For this, 10 samples of chestnuts commercialized in bulk
were used in the municipality of Fernanddpolis — SP, from october to december, 2019.
The search for filamentous fungi was carried out using the serial dilution method and
plating on Potato Dextrose Agar. The dishes were incubated at 25°C for 5 days, then
the colony counts and genera identification were performed by observing the
macroscopic characteristics and micromorphological structures. To test the
effectiveness of ozone, 25g of chestnuts were diluted in 225 mL of 1% peptone water.
This material was exposed to ozone at different times (5, 10, 15, 20, 25 and 30
minutes). In each time interval, 0,1 mL aliquots were inoculated in triplicate, in Petri
dishes containing Potato Dextrose Agar, to determine the minimum fungicidal
concentration (MFC). After tabulation of the collected data, two statistical analysis
functions were performed: descriptive and inferential. The data were replicated in an
absolute and relative way. In the inferential scope, the test Paired T Test was used.
The fungal microbiota was detected in all samples analyzed, and in 70% of these, more
than one genus was isolated. The genera were isolated: Aspergillus, Penicillium,
Cladosporium, Curvularia, Absidia and Rhizopus. With the use of ozone, an average
reduction of 96.5% of fungi can be seen in up to 30 minutes of exposure. It was
concluded that ozonation was efficient in inactivating filamentous fungi and,

consequently, in preventing mycotoxin synthesis.

Keywords: mycotoxins, ozone, food security.
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1. INTRODUCAO

1.1. Relevancia do tema e estado atual da arte

As espécies de fungos produtoras de micotoxinas séo encontradas em todas as partes
do mundo e podem se desenvolver em inUmeros substratos, e sob variadas condi¢cdes
de temperatura, umidade e pH. Desta forma, as castanhas tornam-se sujeitas a acao
desses fungos durante sua colheita, beneficiamento, transporte e armazenamento,
qguando em condicdes satisfatorias para o seu crescimento.

As micotoxinas compreendem um conjunto de substancias toxicas,
produzidas especialmente por espécies de fungos dos géneros Aspergillus, Fusarium
e Penicillium, que dependendo da quantidade encontrada nos alimentos, causam
graves problemas a satde humana e animal, por serem capazes de induzir efeitos
carcinogénicos, hepatotdxicos e mutagénicos. Sdo conhecidos cerca de 400 tipos de
micotoxinas, porém, apenas algumas séo profundamente estudadas. Dentre elas, as
aflatoxinas, produzidas por espécies do género Aspergillus, por serem consideradas
as mais toxicas (PINHEIRO, 2004).

Dentre todos os produtos agricolas produzidos no mundo, sabe-se que cerca
de 25% estdo contaminados por alguma micotoxina (EMBRAPA, 2007). Os mais
suscetiveis a contaminacgéo, especialmente por aflatoxinas, sdo o amendoim, milho,
algodao e castanhas, em especial, a castanha-do-Brasil (COELHO, 2012).

Devido a ocorréncia de sérios problemas causados pelas micotoxinas, 0s
consumidores estdo cada vez mais preocupados com a qualidade do alimento que
consomem e acabam exigindo produtos mais seguros e que produzam menor impacto
ao meio ambiente e & saude humana. Assim, a elaboracédo de legislagdes, no que se
refere aos niveis méximos de micotoxinas permitidos, estdo cada vez mais rigidas.

Com o objetivo de evitar a contaminac¢ao das castanhas por essas toxinas e
atender aos padrBes para consumo e comercializagdo, € fundamental o controle
adequado durante todas as etapas da producao. No Brasil a Resolugdo - RDC n° 7,
de 18 de fevereiro de 2011 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, dispde sobre
os limites maximos tolerados (LMT) para micotoxinas em alimentos (ANVISA, 2011).

Além da ANVISA, o PNCRC (Plano Nacional de Controle de Residuos e

Contaminantes) também inspeciona e fiscaliza as cadeias produtivas de alimento, por
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meio da verificagdo da presenca e dos niveis de residuos de substancias nocivas a
saude do consumidor (BRASIL, 2018).

Dentre as novas tecnologias no controle de microrganismos, 0 0znio € uma
alternativa ecologicamente correta e economicamente viavel no contexto da
manutencgao e preservacao da qualidade dos produtos de origem vegetal. ISso se deve
ao fato do mesmo ser um produto seguro, ndo deixando residuos nos alimentos,
diferente de outros produtos utilizados também na desinfec¢do (CHIATTONE et al.,
2008).

Quando comparado a outros agentes oxidantes, o 0zonio se destaca por ser
0 sanitizante que além de potencial de oxidacdo, pode entrar em contato com o
alimento. Em relacdo ao potencial de oxidagdo s6 perde para o fllor, desse modo,
sua elevada capacidade de desinfeccdo e esterilizagdo Ihe permitem uma agéo
sanitizante em menor tempo de contato e concentracgédo (SILVA et al., 2011).

Sendo assim, investigacdes de sua atuagdo sobre uma grande variedade de
microrganismos, na forma de células vegetativas ou esporos, em ambientes
industriais e também nos alimentos, tém despertado especial atencdo de
pesquisadores em todo o mundo (CHIATTONE et al., 2008). Por isso, o0 objetivo neste
trabalho foi avaliar o efeito fungicida do gas o0zdnio sobre fungos filamentosos
presentes em castanhas de caju e do Brasil, visando a oferta de alimentos mais

seguros ao consumidor.

1.2. Fundamentacéo tedrica

Os alimentos de origem vegetal s&do uma das principais fontes de compostos
biologicamente ativos e de &cidos graxos poli-insaturados. Dentre estes as
oleaginosas, em especial as castanhas, séo alvo constantes de estudos com a
finalidade de elucidar a composicdo de suas améndoas e do Oleo extraido das
mesmas (COSTA e JORGE, 2011).

Segundo os autores supracitados, as castanhas e nozes sdo sementes
riquissimas em nutrientes, entre eles os acidos graxos essenciais, que ndo podem ser
sintetizados pelo ser humano. Nozes, améndoas, castanhas e avelds, sdo bastante
conhecidas pelo alto teor calérico e diversos beneficios para a saude.

As castanhas também sdo descritas como ricas em substancias antioxidantes,

como compostos fendlicos (taninos, acido elagico, curcumina e flavonoides — luteolina,
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quercetina, miricetina, kaempferol, resveratrol) e isoflavonas (genisteina e daidzeina).
Sao normalmente utilizadas como aperitivo, em saladas ou em sobremesas. Em
alguns lugares do mundo, onde a carne € proibida, sdo fundamentais na alimentagéo
(KRIS-ETHERTON et al., 2002).

1.2.1. Castanha-do-Brasil

A Castanheira-do-Brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.), conhecida também como
“castanha-do-Para” ou castanha-da-Amazonia”, € uma arvore pertencente a familia
Lecythidaceae e esta presente em regiées com solos arenosos ou argiloarenosos das
terras ndo inundaveis da Floresta Amazonica, incluindo Estados como Amazonas,
Acre, Mato Grosso, Para, Roraima, Ronddnia e Tocantins. Esta presente também em
paises como Bolivia, Coldmbia, Peru e Venezuela (SALOMAO, 2009).

De acordo com a classificagdo botanica, a castanheira-do-Brasil pertence a
Divisdo: Angiospermae; Classe: Dicotiledénea; Ordem: Myrtiflorae; Familia:
Lecythidaceae; Género: Bertholletia; Espécie: B. excelsa. E considerada a “rainha” da
Floresta Amaz6nica, pela beleza e porte que apresenta, podendo medir até 50 m de
altura e 2 m de didmetro na base, possui vida longa, chegando até 1.000 anos
(BRASIL, 2002).

Embora descrita pela primeira vez em 1808, por Humboldt, Bompland e Kunth,
foi regulamentada como castanha do Brasil para efeito de comércio exterior pelo
Ministério da Agricultura em 1961, pelo decreto n°51.209 de 18/08/61. Existe no Brasil
cerca de 778.150 castanheiras, distribuidas em 14 milhGes de hectares, sendo sua
cultura caracterizada pelo extrativismo comunitario, atividade de simples coleta, cujas
praticas de cultivo e beneficiamento ndo existem (TAVARES et al., 2010).

O fruto da castanheira é chamado de ourico, constituindo-se de uma camada
esférica de substancia lenhosa, extremamente dura. Podem pesar de 0,5 a 5 kg e
conter de 10 a 25 sementes, agudas, triangulares, envoltas em polpa amarela. Séo
coletados nas estagbes mais chuvosas, durante 5 a 6 meses, quando caem das
arvores (BRASIL, 2002).

Segundo Apiz (2009) a castanheira produz frutos anualmente, porém a
guantidade de fruto varia ano a ano. As mais novas produzem de 30 a 50 ouricos ao
ano, enquanto que as maduras de 200 a 400 anos de idade, podem chegar a produzir

até 1.000 em apenas um ano.
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Por ser um produto de extrativismo com manejo precario, 0S ouricos Sao
abertos na floresta, para a retirada de suas sementes, sob condigbes que favorecem
a contaminag&o por microrganismos, como fungos e coliformes (FIGUEIREDO et al.,
2001). A semente, frequentemente chamada de améndoa, é encontrada em diversos
tamanhos, e comercializada de acordo com a classificacdo do Ministério de
Agricultura, Pecuéria e do Abastecimento em: com casca e sem casca (BRASIL,
1976).

1.2.2. Castanha-de-caju

O cajueiro (Anacardium occidentale L.), pertencente a familia Anacardiaceae, é uma
planta encontrada em quase todo o mundo tropical, embora em termos de importancia
econdmica sua exploracdo restrinja-se a Iindia, Brasil, Mogambique e Tanzania
(EMBRAPA, 2000). E uma arvore de aparéncia singular, troncos retorcidos, folhas
glabras e frutos reniforme, representando uma cultura perene (OLIVEIRA, 2016).

Historicamente é uma planta nativa do Brasil, isto de acordo com a mais antiga
referéncia conhecida sobre a mesma, feita pelo monge naturalista francés André
Thevet (1502-1590) em seu livro “Singularidades da Franca Antértica”, em 1557,
escrito apds sua passagem pela costa do Nordeste e Norte do Brasil (ALVES, 2013).

Existem dois tipos de cajueiro bem definidos em relagdo ao porte,
denominados comum e ando. O cajueiro comum, que é mais difundido, possui porte
mais elevado, com altura que varia entre 8 e 15 m e envergadura da copa que chega
a atingir 20 m. Possui grande variacao na distribuicdo dos ramos e no formato da copa,
que vai desde ereta e compacta até espraiada. Sua capacidade produtiva é muito
variavel, com plantas que produzem menos de 1 kg até cerca de 180 kg de castanha
por safra, sendo a idade minima de estabilizacdo da producgédo das plantas superior a
8 anos (BARROS, 1988).

Da arvore pode ser obtido um conjunto de produtos, dentre os quais o principal
€ a castanha de caju de onde se extrai a améndoa da castanha, que pode atingir até
2 cm de comprimento, utilizada como alimento humano de maneiras variadas. O
pedunculo ou pseudofruto, ainda pouco aproveitado, pode ser consumido in natura ou
ser utilizado para a fabricacdo de doces e também para a extragdo de polpas para
sucos e outras bebidas, com o bagaco resultante podendo ser utilizado para ragao
animal, por meio de processamento adequado (FIGUEIREDO JUNIOR, 2006).
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1.2.3. Produtos derivados das castanhas

Segundo pesquisa realizada pela EMBRAPA (2008), a castanheira possui varias
aplicacdes. A améndoa, que apresenta o maior valor, pode ser consumida in natura
ou ser usada para a extracdo de 6leo; do residuo da extracdo do 6leo obtém-se torta
ou farelo, usada como misturas em farinhas ou racdes; o “leite” de castanha, também
é de grande valor na culinaria regional; além disso, os “ouricos” podem ser usados
como combustivel ou na confec¢éo de objetos e a madeira com boas propriedades, é
indicada para reflorestamento e empregada tanto na construgéo civil como naval.

O grande mercado da castanha-do-Brasil € justificado pelo seu uso na
indastria alimenticia, podendo ser utilizada na producéo de farinha desengordurada,
panificagcdo, confeitarias, mingaus, doces, suplementos proteicos, leites, bebidas
dietéticas, sorvetes, entre outros (MARTINS et al., 2008).

O 6leo obtido da castanha tem uma composi¢cao muito parecida com a do
Oleo de gergelim e possui amplas aplicagcbes na indUstria de cosméticos.
Além de aumentar a hidratacéo da pele, € usado em repositores faciais, pos-
barba e produtos anti-idade. Utilizado, também, na fabricacao de produtos
para tratamento capilar como cremes, lo¢des, xampus, condicionadores,
sabonetes, entre outros (SEBRAE, 2016).

Frequentemente, as améndoas inteiras e em pedagos maiores sdo destinadas
ao consumo direto, enquanto as quebradas ou em p6 sdo destinadas as industrias.
Por seu padrdo de consumo final, integra também o mercado mais amplo de nozes
(nuts), do qual fazem parte outras castanhas, nozes e o amendoim, produtos estes
que podem funcionar como complementares, compondo uma mistura aperitiva e
acessivel em termos de preco. Esta complementaridade também pode ocorrer com
frutas secas e cristalizadas como uvas passas, tamaras, damascos e figos (LEITE,
1994).

Quanto a castanha-de-caju, Osmari et al. (2015) relata que suas utilizacdes
sdo téo diversas que, da casca pode ser extraido o Liquido da Casca da Castanha-de
-Caju (LCCC), com aplicagdes nobres em industrias quimicas (fabricagcdo de tintas,
vernizes, inseticidas, fungicidas, adesivos, isolantes, entre outros). Ainda da casca
dos galhos podados da arvore, da folha, da pelicula da améndoa da castanha de caju

ou mesmo do bagaco do pedunculo pode ser extraido o tanino, composto quimico
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com vastas aplica¢cfes industriais, como na substituicdo do cromo no curtimento de
couro (FIGUEIREDO JUNIOR, 2006).

1.2.4. Composig¢éao nutricional

A améndoa da castanha do Brasil € um alimento bastante apreciado ndo s6 pelo
sabor, como também pelas suas qualidades nutricionais (Tabela 1). Sua composi¢éo
tem sido vastamente estudada e tem demonstrado ser rica fonte de nutrientes, sendo
popularmente chamada de “carne vegetal”’, por ser um alimento energético, rico em

proteinas e ainda pela presenca de antioxidantes (COZZOLINO, 2001).

Tabela 1. Composigéo centesimal e valor energético da castanha-do-Brasil comestivel.

Informac&o nutricional Porcéo de 100g %VD
Valor calérico 676 Kcal 34%
Carboidratos 799 26%
Proteinas 149 19%
Gorduras totais 679 122%
Gorduras saturadas 15¢g 69%
Gorduras trans 0g VD néo estabelecido
Colestreol Omg 0%
Fibra alimentar 89 32%
Saédio <5mg 0,08%
Célcio 146mg 18%
Ferro 2mg 16%
Selénio 204mg 600%

Fonte: COOPERACRE (2011) Adaptado.

Como descrito por Souza e Menezes (2008) a améndoa da castanha do Brasil
apresenta a seguinte composicao quimica centesimal: 3,13% de umidade; 14,26% de
proteina bruta; 67,3% de lipidios; 3,42% de carboidratos e 676,56 Kcal de valor
energético.

Estudos sugerem que pode haver relagéo entre a frequéncia de consumo de
nozes com a reducédo da incidéncia de doencas cardiovasculares apesar de serem
ricas em teor lipidico. Na castanha-do-Brasil, o teor atinge nivel de 73% de acido oleico
e linoleico, superior a outras nozes (RYAN et al., 2006).

A castanha-do-Brasil tem sido muito estudada quanto a presenca do selénio,
devido & acdo antioxidante nos processos metabdlicos (PACHECO e SCUSSEL,
2006). A atuacao desse mineral esta relacionada com a enzima glutationa-peroxidase,

no que se refere a formacao de radicais livres no organismo, protecdo contra a acao
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nociva de metais pesados, prevencdo de doencas crbnicas ndo transmissiveis e
ainda, aumento da resisténcia do sistema imune (COZZOLINO, 2001). Além disso,
apresenta altos niveis de ferro (Fe), magnésio (Mg) e manganés (Mn), também
interessantes do ponto de vista nutricional (CHUNHIEG et al., 2008).

As améndoas de castanha-de-caju sdo também importantes fontes de lipideos
e proteinas, sendo encontrados na literatura teores muito variados para essas
caracteristicas (Tabela 2). Dados de novos gendtipos produzidos pela Embrapa

indicam valores médios de 23% para proteinas e 45% para lipideos (LIMA, 2013).

Tabela 2. Composi¢do quimica da améndoa da castanha de caju (crua e tostada)

Componentes Améndoa crua da Améndoa tostada da
castanha-de-caju castanha-de-caju
% %

Lipidios 46,28 48,35
Proteinas 22,11 21,76
Amido 16,07 17,30
AcUcares totais 7,93 8,23
Umidade 5,05 1,18
Cinzas 2,40 2,43

Fonte: Melo et al. (1998) Adaptado.

O 6leo da améndoa da castanha-de-caju é constituido, na sua maior parte, de
acidos graxos insaturados, sendo eles, em média, 60% éacido oleico e 21% de linoleico
(Tabela 3) (LIMA; GONCALVES, 1998; LIMA et al., 2004). O &cido linoleico (C18:2) é
um &cido graxo essencial, muito importante do ponto de vista nutricional. E importante
ressaltar que algumas constatagdes sugerem que a redugéo quantitativa no consumo
de lipideos, por si sO, ndo pode ser efetiva na protegdo contra disturbios metabdlicos,
o ideal é a alteragc&o qualitativa, ou seja, aumento na concentracéo de acidos graxos
com reconhecido papel protetor e redugédo na concentracdo daqueles que podem
resultar em impactos negativos na saude humana. Entre os acidos graxos benéficos,
estdo os do grupamento chamado 6mega 6 (&cido linoleico — C18:2 n-6), presente no

6leo de améndoa de castanha-de-caju (LIMA, 2013).
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Tabela 3. Composi¢do dos acidos graxos encontrados na améndoa da castanha-de- caju.

ACIDO GRAXO %
Acido oléico 68,2-80,4
Acido palmitico 4,1-17,3
Acido estearico 1,5-11,2
Acido linoléico 0-21,7

Fonte: Ecky (1954) Adaptado.

1.2.5. Producéo e Mercado de castanhas

A castanha-do-Brasil atualmente € o produto vegetal mais importante da Amazdnia
nas areas ecoldgica, social, econémica e alimentar (WADT; KAINER, 2009).

No Brasil, agcbes governamentais de apoio & producao extrativista tém gerado
resultados muito positivos, uma vez que as cooperativas e organizagdes tém mostrado
maior poder de negociacdo, embora a cadeia produtiva, por ser muito vulneravel,
depende de compradores que praticamente estabelecem o pre¢co (PENNACCHIO,
2012).

Ainda segundo Pennacchio (2012), a producédo brasileira da castanha-do-
Brasil no que se refere ao comércio obedece a dois fluxos, comércio interno e externo.
No caso de exporta¢des do produto in natura, o destino principal é a Bolivia, seguido
dos Estados Unidos e Peru, ja da castanha beneficiada, Hong Kong, Europa e
Austrdlia. De acordo com Formigoni (2018), no ano de 2015 o Brasil exportou o
equivalente a US$ 41,56 milhdes em castanha-do-Brasil. Entretanto, em 2017, a
receita da exportacéo foi de apenas US$ 11,96 milhdes, o valor mais baixo desde o
ano 2009.

A regido Norte é responséavel por 98% da producdo nacional (IBGE, 2016),
sendo assim, a castanha-do-Brasil € o produto vegetal mais importante da Amazénia
nas areas ecoldgica, social, econdmica e alimentar.

Segundo dados do IBGE (2016), a producao brasileira de castanha-do-Brasil
no ano de 2012 foi de 38.805 toneladas, sendo o Acre o Estado com maior
participacdo na producdo (36,3%), seguido por Amazonas (27%), Para (26,9%),
Rondénia (4,4%), Mato Grosso (4%), Amapa (1,1%) e Roraima (0,3%) (OLIVEIRA,
2018).
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Embora o Brasil possua a maior rea de concentragdo de castanhais, o pais
perdeu seu posto de maior exportador mundial do produto para a Bolivia, que lidera o
mercado. Este esta entre os paises que mais importam castanha com casca da
Amazobnia brasileira, isso se deve a falta de politicas publicas que possibilitem tratar
de forma eficaz a cadeia produtiva no Brasil. Além disso, a reducéo da produtividade
nos castanhais, a escassez de politicas de incentivo a comercializag&o e dificuldades
de atendimento as exigéncias fitossanitarias para a exportacdo impedem o
desenvolvimento do setor (BRASIL, 2010).

Em 2010, a “European Comission” (EC) por meio da Diretiva 165/2010
estabeleceu limites maximos para aflatoxinas, determinando os limites para castanhas
gue sdo submetidas a processo de triagem ou tratamento fisico antes do consumo
humano em 8,0ug/kg para AFB1 e 15,0ug/kg para as aflatoxinas totais; e para as
castanhas destinadas diretamente ao consumo humano os limites foram de 5,0ug/kg
AFB1 e 10,0ug/kg AFs totais (CALDERARI, 2011).

Ainda segundo o mesmo autor, esses limites restringiram as exportacdes
desse produto para a Unido Européia (EU), com a devolugéo de lotes contaminados.
Nos ultimos anos, aproximadamente 10% da castanha do Brasil exportada para o
mercado europeu foi devolvida aos portos de origem, por causa do elevado indice de
contaminacdo por aflatoxinas. Desta forma, as barreiras sanitarias impostas tém
dificultado as exportagdes especialmente de castanha com casca que ndo passam
por processamento.

No setor de cajucultura, apenas 20% séo destinados ao consumo interno e os
80% restantes sé@o para exportacdo. Devido & importancia das exportacdes para 0s
grandes processadores, o mercado interno ndo é regularmente acompanhado nem
bem-atendido (FIGUEIREDO JUNIOR, 2006).

De acordo com dados do IBGE (2005), o Brasil possui cerca de 680 mil
hectares destinados a cajucultura, cuja produgéo vem oscilando em torno de 170 mil
toneladas por ano, em um crescimento muito lento de produtividade. A area geogréfica
de amplo dominio esti na regido Nordeste, que concentra praticamente 100% da
producao de castanha-de-caju, com destaque para os Estados do Ceard, Piaui e Rio
Grande do Norte.

Segundo Lopes (2017), o Brasil também é importador da castanha de caju em

casca. No produto sem casca, chegou-se a exportar 25.000 toneladas em 2015, mas
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s6 nos nove primeiros meses de 2017 comprou-se do mercado externo 22.000
toneladas. Essa inversdo ocorreu por problemas com seca e doengas, fazendo com
que a queda na producéo de castanha influenciasse o recuo na produgdo como um
todo. Situagbes semelhantes podem ser observadas com a macadamia e com as
nozes, ja que o Brasil teve uma participagdo de aproximadamente 0,92% em relacdo

a producdo de todas as nozes no mundo.

1.2.6. Cadeia produtiva das castanhas

Grande parte da producé@o da castanha-do-Brasil é originéria de coleta nativa. No
Estado do Amazonas hé& plantacdes experimentais, mas a grande maioria € nativa. O
processo é relativamente simples: entre dezembro e abril o ourico da castanha
amadurece e, gragas a chuva e ao vento, cai da arvore, sendo coletados por coletores
autdbnomos (seringueiros, indigenas e trabalhadores contratados) que partindo-os
com a ajuda de um facéo, levam a castanha bruta para um paiol na floresta. Os
coletores trabalham apos receberem um adiantamento do comprador, e quando
acumulam castanhas suficientes, levam-nas para a beneficiadora para saldar o
contrato e, em alguns casos, receber o saldo (GIORDANO, 2009).

A cadeia produtiva do caju apresenta varias ramificacbes dado ao elevado
ndamero de produtos derivados. Da castanha obtém-se a améndoa de castanha de
caju (ACC) e o liquido da casca de castanha de caju (LCC). Da pelicula que cobre a
améndoa é extraido tanino e a casca pode ser utilizada como combustivel nas
caldeiras das proprias fabricas. Ha ainda, o pseudofruto que, por sua vez, proporciona
a obtencao de inimeros produtos. Desses produtos, a améndoa de castanha de caju
(ACC) constitui o0 mais importante (PESSOA, LEITE, s.d.).

A cultura do cajueiro foi considerada por algum tempo como atividade
extrativista, entretanto, a existéncia de um mercado promissor para a exportagéo dos
seus derivados e a instituicdo dos incentivos fiscais e subsidios crediticios, por meio
da Superintendéncia do Desenvolvimento do Nordeste — SUDENE, entre outros
programas, fizeram com que se estabelecessem plantios organizados e induziram
rapida expansdo na area cultivada. O cajueiro é encontrado em todo o territorio
brasileiro, entretanto, tem uma relevancia econdmica na regido Nordeste,
principalmente nos estados do Cear4, Piaui e Rio Grande do Norte (EMBRAPA,

2009). O principal produtor em 2019 foi o estado do Ceara, com produgdo estimada
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de 66,3 mil toneladas. Sua producdo vem crescendo a expressiva taxa média de
12,8% ao ano entre 2014 e 2018. Esse estado representou 58,7% da producgao
nacional em 2018 (CONAB, 2019).

Seguindo as Boas Préticas de Manejo (BPM), a etapa de pré-colheita inclui
desde a fase pré-exploratdria até a colheita da castanha-do-Brasil. Antes de iniciar a
coleta das castanhas € imprescindivel investir tempo e trabalho nessas praticas, pois
irdo facilitar a coleta e armazenamento das mesmas, evitar perdas, conseguir
melhores precos, fiscalizar territorios e dessa forma, aumentar a qualidade das
castanhas produzidas (APIZ, 2009).

Dentre as inovagdes tecnoldgicas encontradas, inclui-se o manejo de espécie
que tem sido adotado por um numero crescente de extrativistas. O manejo
compreende o mapeamento e marcacgdo das castanheiras, selecéo de arvores, corte
de cipos e planejamento da colheita (EMBRAPA, 2004).

Ainda segundo a Embrapa (2004), € comum encontrar alguns ourigos que
caem apos a coleta ou que por alguma raz&o, ndo foram coletados durante a safra da
castanha-do-Brasil. Estes ourigos ficam em contato com o solo ao longo do ano,
expostos a elevada umidade e temperatura, favorecendo assim o desenvolvimento de
microrganismos, como o Aspergillus flavus, por exemplo, conhecido por seu potencial
toxigeno. Na safra seguinte, esses ouricos velhos sdo coletados com 0s novos,
favorecendo ou potencializando a contaminagdo da castanha por toxinas e outros
contaminantes. Diante disto, faz-se necesséria a limpeza na base das castanheiras
antes do inicio da nova safra, podendo ser feita por volta dos meses de setembro a
final de outubro, eliminando ouri¢os e restos de castanhas da safra anterior.

Jé na etapa de pds-colheita, as castanhas sdo armazenadas em barracfes e
levadas aos portos primérios de comercializacdo e posteriormente até a sede do
municipio, sendo transportadas por embarcac¢des de pequeno porte, devido a dificil
navegabilidade. As principais dificuldades de transposi¢do surgem em trechos de
cachoeiras dos rios, sendo possivel somente na estacéo chuvosa, quando o nivel das
aguas o permite; em alguns locais, o transporte € terrestre, como no Acre. A partir dos
portos de convergéncia secundarios, as mesmas sao transportadas em embarcacdes
até a usina, onde ficara em” montanhas”, ou seguira direto para o beneficiamento,
onde serd submetida a diversos processos (PACHECO; SCUSSEL, 2006).

A castanha-do-Brasil é beneficiada em usinas com equipamentos para a

produgédo em larga escala, sendo obtidas com e sem casca. Nas etapas de
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beneficiamento (Figura 1) devem ser observadas algumas recomendacgdes para que

seja preservada a qualidade das castanhas.

Recepcéao e selecéo — Armazenamento

Tratamento térmico D E— Lavagem

Quebra — > Selecédo

Desidratacéo «— Classificacéo

Polimento —_— Pesagem/Embalagem

< <+—

Armazenamento

Figura 1. Fluxograma de processo de beneficiamento da castanha-do-Brasil com e sem casca.
Fonte: Embrapa (2004) Adaptado.

De acordo com Embrapa (2004), a castanha-do-Brasil em casca deve ser
armazenada em galpbes com boa ventilagdo, paredes e pisos impermeaveis e
lavaveis, além de janelas protegidas para impedir a entrada de animais. O processo
de lavagem é feito por imerséo, em agua potavel a temperatura ambiente, tendo como
objetivos remover o excesso de impurezas e auxiliar também na identificacdo de
castanhas chochas por diferenca de densidade.

O tratamento térmico da castanha pode ser realizado por imersdo em agua
em ebulicdo, durante 1 a 2 minutos ou em autoclave por 2 a 5 segundos,
imediatamente ap6s a lavagem. Esse procedimento ajuda a reduzir a carga

microbioldgica e a retirada da casca. Apds esse tratamento, as castanhas séo
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transferidas para as mesas de quebra, onde é feita a pré-selec@o de castanhas que
apresentem sinais visuais de contaminacdo fungica, apodrecimento, chochas e
quebradas. Posteriormente, sofrem a quebra com auxilio de uma prensa manual
(AGEITEC, s.d.).

Apos o descascamento, as améndoas sofrem uma nova selecdo com objetivo
de eliminar as deterioradas ou danificadas fisicamente. As que estiverem em bom
estado de conservagdo seguem para a classificacdo e posterior desidratacdo e
secagem (PACHECO e SCUSSEL, 2006). A separacdo é realizada em peneiras
vibratorias ou manualmente. No caso de classificagdo manual, procedimentos de
higiene pessoal e de superficies evitam riscos bioldgicos, quimicos e fisicos ao
produto. As castanhas séo classificadas conforme as especificagdes definidas pelo
Ministério da Agricultura, por tamanho, em seis classes em casca e oito classes para
améndoa descascada (BRASIL, 2002).

As améndoas séo transferidas para as estufas com circulacéo for¢cada de ar,
a uma temperatura de 60°C por 24 horas ou até atingirem 8% de umidade. Quando
comercializadas com casca, as mesmas devem chegar a um teor de 10 a 12% de
umidade e séo polidas mecanicamente para melhoria da aparéncia da casca por meio
da eliminacéo das arestas. As améndoas descascadas séo polidas e depois pesadas
e embaladas a vacuo em sacos aluminizados, de forma a retardar o processo de
oxidagdo. J& as com casca, 0 empacotamento ocorre em sacos de polipropileno de
60 kg. Esses, devem ser empilhados sobre estrados de madeira, em depdsito arejado,
limpo e com iluminagcdo, obedecendo o espacamento entre pilhas e altura de
empilhamento (EMBRAPA, 2004).

1.2.7. Micologia dos alimentos

Durante muito tempo os fungos foram considerados vegetais. SO a partir de 1969
passaram a pertencer ao reino Fungi. Essa mudancga se deve ao fato de que os fungos
sdo desprovidos de clorofila e, portanto, ndo realizam fotossintese. S&o seres
eucaridticos unicelulares como as leveduras, ou pluricelulares como os fungos
filamentosos ou bolores e os cogumelos (TRABULSI et al., 1999).

Nos bolores, as células estdo ligadas nas extremidades para formar um

filamento chamado hifa, que pode apresentar esporos. Individualmente, as hifas sao
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microscoépicas, caracterizadas como cenociticas ou septadas, de acordo com a
auséncia ou presenca de septo (formado por invaginacéo da parede celular entre as
células). Porém, quando se acumulam em grande quantidade formam uma massa
fungica denominada micélio, que pode ser vista a olho nu. Os bolores tém importante
valor ecolégico e também econdmico, visto que sdo usados na producéo de alimentos,
antibioticos e muitos outros produtos. Eles podem também causar doencas em
plantas, animais e inclusive em seres humanos, como por exemplo as micoses
(PELCZAR JR. et al., 2009).

Segundo Fonseca (2012), os esporos dos fungos sao abundantes na natureza
e germinam rapidamente no solo, plantas e alimentos. Quando os alimentos passam
por processo de secagem e armazenamento inadequados, tornam-se um excelente
campo para a proliferacdo de fungos.

Assim como as bactérias, os fungos se nutrem por absor¢do de nutrientes, e
este processo € auxiliado por enzimas secretadas no meio em que se encontram, que
quebram moléculas organicas em por¢cdes menores, facilmente absorviveis. Em
laboratério, muitos fungos podem crescer em uma mistura simples de agucar, uma
fonte de nitrogénio e alguns minerais. Outros, s6 crescem em meio complexo, com
grande variedade de compostos organicos. Em geral, os meios de cultivo para
crescimento fungico possui concentragdo maior de acucar (4%) e pH menor (3,8 a
5,6) comparado aos meios para cultivo bacteriano (PELCZAR JR. et al., 2009).

Sob condic¢des favoraveis de temperatura e umidade, os fungos podem se
desenvolver em certos alimentos, resultando na producdo de micotoxinas que trazem
maleficios a salde dos consumidores (BAPTISTA et al., 2002). O nome micotoxina
deriva da palavra grega “Mykes” que significa fungo e “Toxicum” que significa veneno
ou toxina e a condicdo patologica decorrente da ingestdo destas toxinas €
denominada micotoxicose (SCUSSEL, 2002). O conhecimento sobre a relagéo das
micotoxicoses com o metabolismo fungico € algo recente, j& que a doenga nédo esta
diretamente ligada a presenca ou contaminagdo de fungos, mas sim ao consumo de
alimentos contaminados pelas toxinas produzidas por estes (GIORDANO, 2009).

A castanha-do-Brasil, por ser um excelente substrato para fungos, esta sujeita
a contaminagdo por micotoxinas, principalmente aflatoxinas (AFLs), que s&o
produzidas por fungos do género Aspergillus (PAYNE e BROWN, 1998). Esta
contaminagdo pode ocorrer nas diversas etapas do desenvolvimento da planta,

colheita ou armazenamento das sementes (FREIRE et al., 2007).
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Segundo Pelczar Jr. et al. (2009) as micotoxinas sao substancias mutagénicas
e carcinogénicas potentes, sendo que duas das mais potentes pertencem ao grupo
de compostos denominado aflatoxinas, nome que vem do isolamento inicial em
amendoim contaminado por Aspergillus flavus. A espécie A. flavus destaca-se por ser
uma das mais importantes produtoras de aflatoxinas, sendo capaz de produzir as
aflatoxinas B1 e B2 (COELHO, 2012).

Com base em estudos realizados com animais, as aflatoxinas sdo um perigo
potencial para a satde humana; podem ser um dos fatores responséveis pelo alto
indice de cancer de figado na Africa tropical e na Asia. Foram notificadas no Quénia
surtos de AFLs em uma grande &rea geografica, que resultou em mais de 123 mortes
(GIORDANO, 2009). Oliveira (2018) ressalta em seu trabalho que essas substancias
sdo de elevada toxidez, aguda e crbnica, sendo o figado o 6rgado mais afetado.

De acordo com Kempken e Rohlfs (2010), as micotoxinas causam grandes
impactos econémicos na agricultura brasileira, tornando os grédos e subprodutos
inviaveis para consumo. Estima-se que 25% dos alimentos em todo o mundo séo
afetados pelo crescimento de fungos durante algum estagio de producao, transporte
ou armazenamento.

O ser humano pode ser infectado por micotoxinas por meio do consumo de
alimentos processados ou in natura. Também pode ingerir toxina proveniente de
animais alimentados com ragao contaminada, pois a toxina pode ser eliminada pelo
animal por meio de sua carne, leite e ovos (FREIRE et al., 2007).

Os fungos produzem micotoxinas em circunstancias especificas, como uma
forma de se proteger das agressdes do meio em situacdes de estresse. As condigbes
mais favoraveis para o desenvolvimento e proliferagdo dos fungos ndo séo as mais
favoraveis para a producdo de micotoxinas. Dessa forma, mesmo apds a morte dos
mesmos, as micotoxinas permanecem no substrato por muito tempo e séo levadas
para outros ingredientes ou componentes derivados de processamento (NOVINSKY,
2013).

Segundo Pinheiro (2004) alguns fatores afetam a sintese de micotoxinas,
como a variagao entre as linhagens dos fungos, suscetibilidade genética do substrato,
temperatura do ambiente, umidade da matéria-prima, aeracao e fatores de estresse.
Dentre as distintas toxinas, no minimo 17, sdo produzidas por fungos, tém-se as
aflatoxinas, fumonisinas, tricotecenos, zearalenona, ocratoxina A, aflatoxina Bl e

patulina. A aflatoxina B1 € considerada o agente natural mais carcinogénico que se



29

conhece, provocando como primeiro efeito dano estrutural e funcional no figado,
incluindo necrose celular, hemorragias, lesdes, fibrose e cirrose (EATON et al., 1994).

A intoxicagdo por micotoxinas pode ser aguda ou cronica, dependendo da
concentragdo consumida. As enzimas do figado fazem a ativagdo das moléculas da
toxina surtindo assim os efeitos toxicologicos (HUSSEIN; BRASEL, 2001).

O efeito agudo ocorre devido & ingestdo de doses elevadas, sendo
irreversivel, com aparecimento rapido de sintomas e pode ser letal. Os efeitos crénicos
sdo resultados de ingestdo de menores quantidades durante um longo periodo de
tempo e causa distirbio em 6rgaos, geralmente no figado. Os sintomas dependem da
dose e frequéncia de exposicdo, da espécie, sexo, idade, genética, dieta e estado
nutricional do individuo infectado. A gravidade da intoxicacdo pode ser agravada
também por fatores como deficiéncia de vitamina A, alcoolismo, doencgas infecciosas
e desnutricdo (BENNETT; KLICH, 2003).

Segundo Moss (2002) as toxinas, facilmente absorvidas no trato
gastrointestinal, sdo distribuidas pelo organismo apés cairem na corrente circulatoria,
seguindo para diferentes 6rgdos, como rins, muasculos, tecidos adiposos e figado,
onde passam por transformagao. Os sintomas incluem diarreia com sangue, cirrose,
hemorragia nos rins, imunodepresséo e sindrome de Reye (encefalopatia de rapida
progresséo). Ainda, de acordo com Pitt (1989), pode causar perda de apetite e peso,
palidez, convulsbes, anormalidades neuroldgicas, necrose e aumento do tamanho do
figado. Exposicbes prolongadas a baixas doses resultam em tumores no figado,

prejudicam o sistema nervoso central, causam doencas de pele e defeitos hormonais.

1.2.7.1. Fatores que favorecem o crescimento fungico e a producao de

micotoxinas

Em condi¢cbes ambientais favoraveis, como de umidade e de temperatura, 0s esporos
dos fungos germinam, desenvolvendo hifas, que contaminam gréos e outros
substratos (RUPOLLO et al., 2006).

Na castanha-do-Brasil, um dos fatores que podem afetar a producgéo de AFLs
€ a umidade que durante a colheita na floresta € bem elevada (30%). Desta forma, é

necessario reduzir esta umidade durante o armazenamento na floresta para evitar a
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proliferacdo durante seu transporte até as usinas de beneficiamento (EMBRAPA,
2004).

Durante o processamento, a castanha € seca atingindo teor de umidade que
varia de 3 a 6,5%, faixa considerada segura para controlar a proliferacdo fangica
(GIORDANO, 2009). Além disso, deve ser seca uniformemente, evitar quebra de
améndoas durante o descasque, secagem e armazenagem e manter sempre 0
ambiente bem ventilado (PACHECO; SCUSSEL, 2006).

Segundo Jay (1994), todos os fungos toxigénicos apresentam valores
minimos, 6timo e méximo de atividade de 4gua para o seu crescimento, sendo 0,85 a
média para a maioria deles.

Lacey e Magan (1991) afirmam que espécies de fungos comuns no
armazenamento, como Aspergillus flavus, germinam com atividade de 4gua de 0,72 a
0,80, sendo que para a producéo de aflatoxinas a atividade de &gua varia de 0,83 a
0,87.

Com relacé@o ao pH, os fungos normalmente desenvolvem-se em pH &cido.
Em altas atividades de agua os fungos competem com as bactérias como
deteriorantes de alimentos, assim o pH tem um papel decisivo nesta competicdo
(SCUSSEL, 2002).

Segundo Pacheco e Scussel (2006), a composi¢do dos alimentos, em relacéo
ao teor de proteinas, carboidratos, lipidios e outros componentes, inclusive
antioxidantes, influenciam diretamente no crescimento de microrganismos, como
também no processo de deterioracéo dos alimentos.

Para o metabolismo dos fungos, o substrato mais adequado é o abundante
em carboidratos. Glicose e sacarose séo fontes de carbono que favorecem a producéo
de aflatoxinas, enquanto que a frutose, a galactose e o manitol restringem a produgéo
das mesmas. As castanhas, que possuem proteinas, carboidratos e lipidios em sua
composicdo, apresentam as condi¢cdes necesséarias para o crescimento de fungos,
assim como a possivel producéo de aflatoxinas (KLICH, 2007).

Para varias espécies de fungos, a temperatura de 30° C, propria de regibes
tropicais, é ideal para o crescimento. Porém, os valores de temperatura minima, 6tima
e maxima para o crescimento de bolores varia para cada espécie (Tabela 4). Segundo
Pitt e Hocking (2009), as espécies de Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, tém

como temperatura 6tima para a producao de aflatoxinas a faixa de 30° a 40°C.
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Tabela 4. Valores de temperatura favoraveis para o desenvolvimento de determinadas espécies

fingicas.

FUNGOS Minima (T°C) Otima (T°C) Maxima (T°C)
A. restrictus 5-10 10-35 40 - 45
A. candidus 10-15 45 -50 50 - 55
Penicillium spp. -5-0 20-25 35-40
A. glaucus 0-5 30 -35 40 - 45

A. parasiticus 12 32 42

A. flavus 10-12 33 43 - 48

Fonte: EMBRAPA, 2004; PITT; HOCKING, 2009. Adaptado.

Alguns fungos conseguem se desenvolver em baixas concentracdes de
oxigénio, desde que n&o sejam menores que 0,2%. A maioria dos fungos que causam
deterioracéo parece ser sensivel aos altos niveis de diéxido de carbono e nitrogénio.
Misturas de gases tém se mostrado eficientes na reducédo de oxigénio, formando
ambientes com atmosfera controlada, as quais podem prevenir a contaminagao por
microrganismos e possiveis toxinas durante o transporte e armazenamento de
alimentos (PITT; HOCKING, 2009).

Em grande parte, as condi¢des climaticas de um pais definem as classes de
fungos que crescerdo e os tipos de micotoxinas que podem produzir. No Brasil,
existem condi¢cdes que favorecem o crescimento de todo tipo de fungos produtores
dessas toxinas (MAZIERO; BERSOT, 2010). Dessa forma, tém sido frequente estudos
que associam diversos fungos filamentosos, inclusive os aflatoxigénicos, com
amostras de castanhas.

Segundo Pacheco e Scussel (2007), as primeiras descricdbes de
contaminacdo fungica em castanha-do-Brasil ocorreram na década de 60, sendo
isoladas espécies do género Aspergillus, que causaram podriddo nas mesmas.

As castanhas estdo propensas a danos mecanicos que podem ocorrer na
floresta, durante o transporte e até mesmo nos processos de beneficiamento. Estes
danos, favorecem a absorgcdo de umidade, facilitando desta forma a infecgcdo dos
fungos em seu interior, que é altamente nutritiva (PACHECO; SCUSSEL, 2006).

Outro fator relevante, citado por Embrapa (2004) é a distribuicdo heterogénea
de calor no interior da mesma durante a secagem. Esta diferenga causa variagdo na
temperatura e na umidade, podendo depois de misturados lotes de umidades
diferentes favorecer a atividade de microrganismos durante a armazenagem. Para

evitar tal situacéo, a umidade considerada segura é abaixo de 13%.
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A incidéncia de aflatoxinas em castanhas-do-Brasil tem sido confirmada por
varios estudos e constitui-se um problema para a exportacdo desse produto, desde
1998, quando a Unido Europeia restringiu os limites de tolerancia de aflatoxinas
(ARRUS et al., 2005).

Muitos lotes de castanhas foram devolvidos por paises importadores devido
ao alto nivel de contaminagdo por toxinas e a Unido Europeia passou a exigir
condigdes criteriosas para a compra do produto, dentre elas o atendimento as boas
praticas extrativistas e a determinacdo dos teores de aflatoxinas por laboratorios
credenciados junto ao MAPA (Ministérios da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento).
Desta forma, o Ministério passou a elaborar programas de monitoramento da cadeia
produtiva da castanha-do-Brasil, objetivando a prevengdo e o controle de
contaminagéo (BRASIL, 2010).

Segundo dados da Embrapa (2012), a concentragédo de aflatoxinas reduz
quando se adota boas préticas de beneficiamento, ou seja, se houver investimento
tecnolégico e organizacdo da cadeia produtiva da castanha para se ter um
escoamento mais rapido, diminuindo assim o tempo de armazenamento e adotando
melhorias nas demais etapas, o nivel dessas toxinas diminuira.

Simdes (2004) analisou amostras de castanhas provenientes do Estado do
Amazonas, nos municipios de Democracia e Capand Grande antes e depois da
aplicacdo das Boas Praticas de Manejo (BPM). Antes, 98% das amostras
apresentaram contaminacdo por fungos filamentosos, sendo que apos as boas
praticas os fungos isolados diminuiram e s6 uma amostra apresentou nivel de

aflatoxina de 1,1 pg/kg.

1.2.8. Legislagao sobre a Qualidade das castanhas no Brasil

Diante dos riscos de saude para o consumidor e visando a aquisi¢ao de produto com
qualidade nutricional e livre de contaminantes, diversos paises estabeleceram limite
maximo permitido para as aflatoxinas, implicando assim no aumento do rigor para a

importacéo de castanhas e seus subprodutos.

Os limites maximos estabelecidos pela legislacao internacional para uma ou
mais micotoxinas variam de acordo com o pais e caracteristicas do alimento
gue é consumido e/ou exportado/importado. Os limites estabelecidos pelo
Codex Alimentarius se apresentam como intermediarios entre paises que nao
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possuem legislacdo e os mais exigentes quanto a limites para importacao
(SCUSSEL et al, 2010).

No Brasil, a Resolugdo — RDC n°7, de 18 de fevereiro de 2011 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, dispde sobre os limites méaximos tolerados (LMT)
para micotoxinas em alimentos (Tabela 5). Para aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 os limites
maximos tolerados para castanha-do-Brasil sem casca para o consumo direto é de 10
pg/kg. Para améndoas que serdo processadas, o limite méaximo tolerado de
aflatoxinas € de 15 pg.kg-1 e ainda, para castanha-do-Brasil com casca o limite € de
20 pg.kg-1 (ANVISA, 2011). No entanto, a Unido Europeia estabeleceu limite de 5
ug.kg-1 para aflatoxina B1 e 10 pg.kg-1 para aflatoxina total em castanha-do Brasil
para consumo direto e de 8 ug.kg-1 para aflatoxina B1 e 15 ug.kg-1 para aflatoxina
total em castanha-do-Brasil para processamento posterior (EUROPEAN UNION
COMMISSION, 2010). Nos Estados Unidos, o limite para aflatoxinas em castanha-do-
Brasil € 20 ppb (FDA, 2011).

Tabela 5. Limites maximos tolerados (Lmt) para micotoxinas em castanhas

Castanhas exceto castanha-do-Brasil, 10 pg.kg-1
incluindo nozes, pistachios, avelas e
améndoas
Castanha-do-Brasil com casca para 20 pg.kg-1
Aflatoxinas B1, B2, Gl e consumo direto

G2 Castanha-do-Brasil sem casca para 10 pg.kg-1
consumo direto
Castanha-do-Brasil sem casca para 15 pg.kg-1
processamento posterior

Fonte: ANVISA (2011) Adaptado.

Segundo Castro et al. (2015), falta no Brasil rigor maior no cumprimento das
portarias, pois as fiscalizacbes s@o esporadicas e os laboratdrios encarregados de
realizar as analises, na maioria das vezes, desprovidos de material e pessoal
especializado.

Outro problema encontrado sé&o as discrepancias observadas quanto aos
limites tolerados sob legislacdo, ndo apenas nos paises da América Latina como
também nos continentes com paises desenvolvidos. E esperado, mesmo que em
futuro ndo muito distante, e em virtude do crescente intercambio de commodities entre
0s paises, que ocorra uma harmonizagdo da legislagdo para micotoxinas em nivel

mundial e uma reduc¢éo dos limites maximos permitidos (EMBRAPA, 2007).
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1.2.9. Prevencdo e controle de micotoxinas em alimentos

Diante do cenario atual com relagdo a ocorréncia de micotoxinas em castanhas, é
essencial a melhoria de seu manejo, coleta, beneficiamento, empacotamento e
armazenamento, tendo em vista a importancia de se obter um produto de boa
qualidade. Sendo assim, é de extrema significAncia a pesquisa de tecnologias que
possam contribuir para a prevencao e controle de micotoxinas em alimentos
(PINHEIRO, 2004).

De acordo com a Association of Official Analytical Chemists, a retirada das
cascas e triagem das améndoas deterioradas por fungos pode contribuir para a
reducdo de aflatoxinas em castanha-do-Brasil, assim como o processo de secagem,
que tem como finalidade controlar o crescimento fungico e producéo de aflatoxinas
(VARGAS et al., 2011).

A eficiéncia de um método na detoxificacdo depende da natureza do alimento,
das condigbes ambientais, como umidade e temperatura, e do tipo de micotoxina,
assim como sua concentracdo no alimento (CALDERARI, 2011).

De acordo com Sekiyama (2007), processos quimicos podem ser utilizados
para destruir algumas micotoxinas, utilizando-se hidréxido de calcio, 0zbénio ou
amonia. A amonizagao, por exemplo, € um procedimento liberado em diversos paises
para a descontaminac&o por aflatoxinas, porém apresenta ineficiéncia na reducéo de
outras micotoxinas e também pode causar problemas a satde devido ao excesso de
residuos que permanecem no alimento.

Kabak et al. (2006) testaram compostos quimicos como &cido cloridrico,
amonia, perdxido de hidrogénio, bissulfito de sédio e cloro e obtiveram resultados
satisfatorios na detoxificacdo de aflatoxinas, mas embora pareca ser eficiente, ocorre
porém diminuicdo do valor nutricional dos alimentos e a producéo de derivados toxicos
nos mesmos, o que dificulta o procedimento.

Processos bioldgicos estdo em estudo e ainda ndo séo utilizados na prética.
Podem ser utilizados microrganismos que metabolizam as toxinas, como por exemplo,
a conversédo de aflatoxina B1 (AFB1) pelo Flavobacterium auranticum em produtos
menos toxicos, ou a degradacdo da AFB1 por Aspergillus niger (KRISHNAMURTHY;
SHASHIKALA, 2006; SEKIYAMA et al., 2007).



35

Quanto aos processos fisicos, Binder (2000) afirmou que geralmente as
micotoxinas s&o compostos termoestaveis por isso a aplicacao dos tratamentos fisicos
depende do grau de contaminagdo das toxinas no alimento. Corroborando, Van Der
Zijden et al. (1962), afirmaram que as aflatoxinas sdo decompostas a temperatura de
aproximadamente 220° C, ndo sendo favoravel entdo a aplicacdo dos tratamentos
fisicos nos alimentos.

A radiagéo ionizante vem sendo aplicada também para obtencéo de alimentos
isentos de microrganismos patogénicos, favorecendo assim a preservacgéo do produto
(RUSTOM, 1997). Aquino (2003) comprovou que doses de irradiagdo de 2, 5 e 10
KGy foram eficientes para a diminuicdo de Aspergillus flavus em gréos de milho,
porém, as doses de 5 e 10 kGy foram mais efetivas, e a dose de 10 kGy degradou
totalmente as aflatoxinas.

Com relag&o ao uso do cloro, apesar da cloragdo diminuir a propagacao de
doencas infecciosas transmitidas por alimentos, o efeito dos compostos clorados no
ambiente pode resultar na formacao de trihalometanos em rios e desta forma, afetar
0 potencial de dgua potavel e das espécies aquaticas e terrestres nativas. Dessa
forma, diversas metodologias tém sido estudadas como alternativas para substituicéo
destes compostos na sanitiza¢ao de frutas e hortalicas (GUZEL-SEYDIM et al., 2004).

Devido a conscientizagéo e a exigéncia cada vez maior dos consumidores
quanto a produtos mais seguros e sustentaveis, torna-se crescente a busca por
sanitizantes alternativos sem poder residual, sendo 0 0z6nio uma opg¢éo segura, pois
néo deixa residuos nos alimentos e € um agente microbicida com atuacdo sobre uma
grande variedade de microrganismos, 0 que tem despertado a atengcdo de
pesquisadores em todo o mundo (CHIATTONE et al., 2008).

O ozbnio é um gas que se apresenta na forma triatbmica do oxigénio (Os), foi
descoberto por Schonbein em 1840 e sua patente emitida por Fewson nos Estados
Unidos em 1988, para utilizacdo do mesmo na remogao de odores provenientes de
esgotos. Desde entéo, ele tem sido utilizado no tratamento de 4gua, na sanitizacdo
de equipamentos na inddstria alimenticia, na degradacdo de pesticidas, na
conservagao de alimentos e controle de pragas (insetos) de gréos armazenados
(PEREIRA et al., 2006; SOUZA et al., 2008).

Dentre suas caracteristicas, podem ser destacadas: alta reatividade, a

necessidade de ser gerado no proprio local de aplicag&o, a geragéo de oxigénio como
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produto final de sua decomposicdo e sua eficdcia contra uma variedade de
microrganismos (OLIVEIRA, 2018).

De acordo com Lapolli et al. (2003), quando comparado a outros agentes
oxidantes, o 0zonio se destaca pelo alto potencial de oxidagéo (Tabela 6). Em solugéo
aquosa, ele pode reagir com compostos organicos por meio de reacgdes diretas, as
quais envolvem o ozonio molecular, ou por reagdes indiretas, que envolvem reacgdes
com os radicais hidroxila (OH), formados da decomposicdo do ozoénio (DI
BERNARDO; DANTAS, 2005).

Tabela 6. Agentes oxidantes e respectivos potenciais de oxidagao.

Agente oxidante Potencial de oxidacdo (mV)
Fldor 3,06
Ozbnio 2,07
Perdxido de hidrogénio 1,78
Permanganato 1,67
Diéxido de cloro 1,50
Hipoclorito 1,49
Cloro 1,36

Fonte: Guzel-Seydim et al. (2004) Adaptado.

A atuacd@o biolégica do ozbnio se d4 em dois niveis. A primeira agindo
diretamente sobre as moléculas alvo, e a segunda de forma indireta, via radicais livres
resultantes dos processos de peroxidacao de &cidos graxos polinsaturados e oxidagao
de grupos sulfidrilas e amino4cidos de enzimas, proteinas e peptideos. Considerando,
portanto, esse mecanismo na destruicAo da membrana citoplasmética e parede
celular, entende-se que a diferenca entre a maior e menor tolerancia ao ozénio ocorre,
provavelmente em funcdo da estrutura dos constituintes celulares (NAITO;
TAKAHARA, 2006).

Ainda segundo Naito e Takahara (2006), em funcdo da natureza de seu
mecanismo de acao na destruicdo dos microrganismos, ndo ocorre resisténcia por
parte destes ao ozo6nio. Seu amplo espectro de agéo lhe permite a capacidade de
inativar bactérias gram-negativas e gram-positivas, células vegetativas e esporos,
virus em concentracdes relativamente baixas e em reduzido tempo de contato
(OLIVEIRA, 2018).

Wickramanayake (1991), relatou ainda que os fungos sédo mais faciimente
atingidos pela acdo do ozénio e em menor periodo de tempo do que bactérias como

Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Bacillus spp. E importante ressaltar que o
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0z0nio pode ser utilizado na inativacéo de espécies aflatoxigénicas, e também é capaz
de degradar micotoxinas (TIWARI; MUTHUKUMARAPPAN, 2012).

A desvantagem do uso de ozdnio como desinfetante é a sua instabilidade. O
grande desafio € prever como o 0z6nio reage com a matéria organica, pois o gas pode
oxidar o composto ou espontaneamente decompor-se em oxigénio e radicais livres.
Dessa forma, é dificil generalizar que uma dada concentragdo particular de ozoénio
num determinado percentual seré efetiva para inibicdo dos microrganismos presentes
nos produtos alimenticios (LANGLAIS et al.,1991).

O ozonio foi considerado em 1982 como um produto seguro (“General
Recognized As Safe” - GRAS) para o tratamento de garrafas de 4gua pela FDA (Food
and Drug Administration), incluindo uma série de outras aplica¢cdes comerciais, como
desinfeccdo de agua de piscina e tratamento de dguas residuais (GUZEL-SEYDIM et
al., 2004).

A partir da década de 90, os Estados Unidos asseguraram o ozdnio para
aplicacéo direta em produtos alimenticios, havendo a partir de entdo um crescente
interesse nesse meétodo. Segundo Lapolli et al. (2003), no Brasil a ozoniza¢éo passou
a ser utilizada como alternativa aos métodos convencionais de pré-cloracdo e pré-
aeracdo no tratamento de &guas superficiais, em 1983. Ja na area de alimentos,
poucas pesquisas tém sido realizadas no Brasil e a legislagéo especifica é escassa.

O ozbnio pode ser utilizado também no tratamento de efluentes industriais.
Giordano (2009) afirma que efluentes que possuam cor, como 0s da industria de
celulose e papel, podem ser descolorados por Os.

Considerando sua utilizagdo associada aos alimentos, Kim et al. (1999)
constataram que as concentracdes de 0,6 a 1,5 ppm de oz6nio tém agéo contra o
crescimento de bolores em ovos conservados a 0,6 °C e 90% de umidade relativa. As
leveduras também séo inativadas pelo 0z6nio e parecem ser mais sensiveis que 0s
bolores. Segundo Allen et al. (2003) e Wu et al. (2006), estudos utilizando o 0zonio
como fungicida para preservar a cevada e o trigo armazenados mostraram que, 0
mesmo pode ser utilizado na inativagdo de fungos sem danificar a capacidade de
germinacao das sementes.

Nos alimentos, o ozbnio tem uma acdo rapida e, consequentemente,
decompde-se produzindo oxigénio, sem a presenca de residuo téxico (CULLEN et al.,

2010). Young et al. (2006) também ressalta que o 0z6nio ndo altera a composicdo
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nutricional dos cereais e que ndo sdo formados metabdlitos prejudiciais a salde
humana e animal.

Quanto & sua capacidade de eliminar aflatoxinas em gréo, Mckenzie et al.
(1998) confirmaram com milho usado na dieta de perus. Os autores observaram alta
capacidade de degradacdo da micotoxina pelo ozdnio e que a dieta com milho
ozonizado ndo afetou o desenvolvimento das aves. Essa capacidade também foi
avaliada por Prudente e King (2002), alcangando reducédo de 92% no teor de
aflatoxinas em gréao de milho.

Outros estudos também confirmam a eficiéncia do ozdnio como agente
fungicida e na degradacdo de micotoxinas. Alencar et al. (2012) comprovaram esse
fato em gréos de amendoim. Brito Junior (2013) constatou uma reducéo de 78,5 e
98,0% no indice de ocorréncia de Aspergillus spp e Penicillium spp em graos de milho
submetidos a ozonizacdo a concentragdo de 2,14 mg L-1, por um periodo de 50h,
além disso houve também uma redugdo em 2,0 ciclos log na contagem de fungos
filamentosos e leveduras.

Com relacéo a legislagédo, o oz6nio, como ja dito anteriormente, é seguro e
vem sendo usado ha muitos anos nos Estados Unidos e Europa, onde a legislacao é
extremamente rigida. A FDA (Food and Drugs Administration) confere ao Oz a
classificagdo “GRAS” (Generally Recognized as Safe), o mais alto padrdo de
seguranga de um produto para os usuérios. A partir da década de 90, houve um
crescente interesse na aplicagdo do mesmo no processamento de alimentos
(GRAHAM, 1997).

Como o 0zbnio se torna um gas toxico acima de certas concentracdes, limites
maximos de exposi¢do sdo definidos para as pessoas que trabalham em plantas de
ozonizagao, além disso, devem ser submetidas a revisdes médicas regulares. Existem
em diversos paises regulamentagcbes que tratam dos niveis aceitdveis de
concentragdo do gas e periodo de exposicéo, levando em consideracéo a seguranga
e saude ocupacional dos trabalhadores. Nos Estados Unidos o limite de concentragédo
é de 0,1 ppm por até 8 h por dia (CFR, 2011). Na Europa, é de 120 microgramas/m-
3, por até 8 h (WHO, 2000).

No Brasil, através da NR n° 15, portaria n° 3.214/78, foi estabelecido limite de
0,08 ppm ou 0,16 mg/m?3, para jornada semanal de até 48 h, sendo maximo o grau de
insalubridade a ser considerado (BRASIL, 1978). Ja a portaria da Anvisa NR 25/76

publicada no Diario Oficial da Unido em 09/11/1977, regulamenta o uso do Os.
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Considerando que a ACGIH (American Conference of Governmental Industrial
Hygienists), 6rgdo de referéncia na éarea, revisa e atualiza os limites de tolerancia
ocupacional anualmente, de modo que os referidos limites tém decrescido com o
transcorrer do tempo, observa-se que a legislacéo brasileira estéd defasada em relacéo
aos limites de tolerancia a agentes quimicos, j& que ndo se atualiza desde 1978.

Muitos processos da industria de alimentos s@o propicios a utilizacdo do
0z06nio, como exemplo a aplicacdo em produtos agricolas durante o armazenamento
e o transporte e a sanitizagdo da agua de lavagem dos alimentos, equipamentos e
materiais das embalagens (GRAHAM, 1997). De acordo com Kim et al. (1999) a
destruicdo de microrganismos pelo ozdnio € menos efetiva quando aplicada
diretamente sobre a superficie do alimento do que o 0zdnio em demanda liquida e
depende muito também da natureza e da composi¢édo da superficie dos alimentos, do
tipo de contaminagdo, bem como do grau de associagdo de microrganismos com
alimentos.

Quanto ao seu uso em castanhas, alguns trabalhos avaliaram o grau de
degradacéo de aflatoxinas e de contaminagéo flngica. Scussel et al. (2011) avaliando
a aplicacdo de métodos com atmosfera modificada (ozénio, diéxido de carbono e
absorventes), evidenciaram a inibicdo de crescimento de microrganismos e a
degradacéo de aflatoxinas ap6s aplicagdo do 0zbnio nas embalagens de castanha-
do-Brasil.

Oliveira (2018) também realizou um estudo nesse sentido, obtendo expressiva
redugéo na contagem de Aspergillus flavus em castanhas-do-Brasil, ozonizadas nas
concentragdes de 8,88 e 13,24 mg L-1, em periodo de exposi¢cdo de 240 min. A
redugcdo nessas condigbes foi superior a 3,1 ciclos log. Dessa forma, o o0zbnio
demonstrou eficicia na inativagdo de microrganismos potencialmente aflatoxigénicos.
Ressaltou ainda que nas condig6es adotadas no referido estudo, o 0zonio nao afetou
a qualidade do produto, sobretudo no que se refere ao 6leo bruto, inclusive o pefrfil

lipidico.

1.3. Objetivo geral

Avaliar o efeito fungicida do gas ozo6nio sobre fungos filamentosos isolados de

castanhas de caju e do Brasil, comercializadas no Municipio de Fernandépolis, Sao

Paulo.
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1.3.1. Objetivos especificos

- Isolar e identificar fungos filamentosos em amostras de castanhas de caju
(Anacardium occidentale L.) e castanhas-do-Brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.)
comercializadas a granel, obtidas em 5 estabelecimentos no municipio de
Fernanddpolis, Sdo Paulo.

- Avaliar a eficacia do gas ozodnio frente aos fungos isolados.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencéo e preparo das amostras e analises microbiologicas

O trabalho experimental foi realizado no Laboratério de Microbiologia da Universidade
Brasil, campus Fernandépolis, S&o Paulo. As 10 amostras de castanha-de-caju e
castanha-do-Brasil (5 de cada tipo, com aproximadamente 100 gramas) foram obtidas
em 5 estabelecimentos no municipio de Fernandépolis (SP), no periodo de outubro a
dezembro de 2019, sendo estas vendidas a granel, sem casca. As mesmas foram
acondicionadas em sacos plasticos estéreis, armazenadas em caixa isotérmicas e
transportadas até o laboratério. A identificacdo das amostras foi realizada da seguinte
forma: de 1 a 5 - castanhas de caju e de 6 a 10 - castanhas-do-Brasil.

Para isolamento da microbiota fungica foi utilizado o método de diluicdo em
seriada e plaqueamento (Figura 2). Foram pesados de forma asséptica 25 g de cada
amostra de castanha, em seguida foram trituradas manualmente e diluidas em 225
mL de &gua peptonada a 1%, e depois procederam-se as diluicbes decimais seriadas
consecutivas (101, 102, 10 e 109, sendo inoculadas aliquotas de 0,1 mL nas placas
de Petri contendo o meio de cultura Agar Batata Dextrose, em triplicata. As mesmas
foram incubadas em condi¢cdes de temperatura controlada em estufa B.O.D. a 25° C

por 7 dias.
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Figura 2. Diluicdo seriada e plaqueamento
Fonte: Universidade Federal de S&o Carlos — UFSCar (2018)
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2.2. Contagem e identificacéo de fungos filamentosos

Apos o periodo de incubacéo, foi realizada a contagem de coldnias e a corre¢do pelo
fator de diluicdo, a fim de obter o niumero de unidades formadoras de col6nia por
grama de castanha (UFC/qg).

Visando a identificacdo dos géneros de fungos filamentosos, foram
observadas as caracteristicas macroscopicas das colbnias (diametro, textura, forma,
aspecto da superficie e do reverso, pigmentacdo dos conidios, produgdo e cor do
exsudado).

As estruturas micromorfolégicas, foram observadas por meio da confecgéo de
laminas coradas com Azul de Algodao, onde observou-se em microscopio 6ptico, com

aumento total de 400 vezes estruturas como hifas, corpo de frutificacéo e esporos.

2.3. Processo de ozonizagao das castanhas

Para realizagéo do processo de ozonizagéo (Figura 3), o ozonio foi obtido por meio de
um gerador corona (Ozone & Life®, MODELO O&L 3.0.RM). O oxigénio puro foi
suprido via cilindro de oxigénio. O ozonio produzido de forma constante pelo
equipamento foi conduzido por um tubo de silicone para o difusor por meio de pedra
porosa, gerando assim 28mg.L*, em temperatura controlada de 22° C.

As amostras de castanhas (25g) assepticamente pesadas e trituradas foram
diluidas em 225mL de agua peptonada a 1%. O material diluido foi exposto ao 0z6nio
em diferentes tempos (0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos), e em cada intervalo de tempo
determinado, aliquotas de 0,1mL foram retiradas e inoculadas em triplicata, em placas
de Petri contendo agar Batata Dextrose, para determinagdo da concentracéo flngica
minima (CFM).

Apos a inoculacao, as placas foram incubadas em temperatura de 25° C por
7 dias, para realizagdo da quantificagdo de fungos filamentosos, utilizando-se o
método de contagem em placa, com a corregdo pelo fator de diluicdo, a fim de obter

0 numero de unidades formadoras de colbnia por grama de castanhas (UFC/g).
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Figura 3. Ozonizacdo das amostras
Fonte: Propria Autora

2.4. Anédlise estatistica

Apoés a tabulacéo dos dados coletados posteriormente a ozonizagao, foram exercidas
duas fungbes de analises estatisticas: descritiva e inferencial. Dessa forma, de
maneira descritiva, foi tracado o perfil da amostra estudada, contemplando as
variaveis analisadas e seus desdobramentos. Os dados foram replicados de forma
absoluta e relativa.

No ambito inferencial, foi tracado como objetivo estatistico, a analise de
independéncia e predicdo entre as variaveis propostas no escopo do trabalho. Para
isso, utilizou-se, dentro dos padrbes esperados, o teste de T Pareado. Vale ressaltar,
gue os resultados de independéncia entre as variaveis propostas, se deram por meio
de andlise entre os valores de p (significancia). Todas estas analises foram obtidas
pelo uso do Software SPSS Statistics (Versdo 23) atreladas as funcionalidades da

ferramenta Excel (versao 2.016).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Isolamento e identificacdo de fungos filamentosos provenientes de
amostras de castanha de caju e castanha-do-Brasil

A microbiota fungica foi detectada em todas as amostras analisadas, sendo que em
70% destas, mais de um género foi isolado (Tabela 7). Em pesquisa realizada por
Lopes et al. (2017) também foram detectados fungos filamentosos em 100% das

amostras de castanha-de-caju, comercializadas em Teresina - PI.

Tabela 7. Género de fungos filamentosos, por amostra, isolados de castanha-de-caju e castanha-do-
Brasil comercializadas a granel no municipio de Fernandépolis, Sdo Paulo, 2019

Aspergillus sp.
Aspergillus sp.; Cladosporium sp.
Penicillium sp.; Aspergillus sp.
Curvularia sp.; Cladosporium sp.; Aspergillus sp.
Aspergillus sp.; Cladosporium sp.
Curvularia sp.; Cladosporium sp.; Aspergillus sp., Penicillium sp.
Absidia sp.
Penicillium sp.; Aspergillus sp.; Cladosporium sp.
Penicillium sp.; Rhisopus sp.

Penicillium sp.

Fonte: Propria autora

A distribuicdo dos fungos em relacdo ao tipo de castanha se mostrou
semelhante no presente trabalho, com uma leve tendéncia de maior incidéncia do
fungo Penicillium sp nas castanhas-do-Brasil (amostras 6 a 10), como pode ser
observado na Tabela 7. Santurio (2000) afirma que a contaminagéo depende do tipo
de alimentos, ja que alguns grédos sado substratos mais aptos que outros para o
crescimento de determinados fungos.

O isolamento e a caracterizacdo morfolégica dos fungos filamentosos
encontrados revelaram a presenca dos seguintes géneros: Aspergillus sp, Penicillium
sp, Cladosporium sp, Curvularia sp, Absidia sp e Rhizopus sp (Figura 4).
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Figura 4. Géneros de fungos filamentosos isolados em castanhas-do-Brasil e de caju comercializadas
a granel no municipio de Fernanddpolis, Sdo Paulo, 2019.

Legenda: *A: Absidia sp; B: Aspergillus sp; C: Curvularia sp; D: Cladosporium sp; E: Penicillium sp; F:
Rhizopus sp. Obs: As micrografias, que estdo a esquerda das culturas vistas a olho nu, possuem
aumento de 400X.

Fonte: Propria autora

A Figura 5 apresenta a microbiota em porcentagem média de isolamento,

ressaltando que em 70% das amostras mais de um género fangico foi isolado.
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Figura 5. Géneros de fungos filamentosos em porcentagem média de isolamento encontrados em
castanhas-do-Brasil e de caju comercializadas a granel no municipio de Fernandépolis, Sdo Paulo,
2019.

Fonte: Propria autora

De acordo com a prevaléncia de fungos filamentosos isolados das amostras
analisadas, em 70% isolou-se o género Aspergillus sp, em 50% Penicillium sp e o
mesmo para Cladosporium sp. Resultados semelhantes foram encontrados por
Calderari (2011), que analisou amostras de améndoas e cascas de castanha do Brasil,
coletadas em diferentes etapas de processamento no Estado do Amazonas. Em
ambas as amostras coletadas (améndoas e cascas) 0s géneros mais frequentes
foram Penicillium, Aspergillus e Mucor.

Martins Junior et al. (2011), estudando a microbiota do ourigo (fruto) e da
améndoa (semente) com casca e sem casca, oriundos de castanheiras do estado do
Amapa, isolaram também com maior incidéncia o género Aspergillus (Aspergillus
flavus, Aspergillus niger, Aspergillus spp.). E importante ressaltar que esse género
tem representantes produtores de aflatoxinas, que podem desencadear, por efeito
cumulativo, processos carcinogénicos tanto no ser humano como em animais (PITT e
HOCKING, 2009; MARTINS JUNIOR et al., 2011; SILVA et al., 2015; LOPES et al.,
2017). De acordo ainda com Pitt e Hocking (2009) algumas espécies de Penicillium
sdo importantes produtoras de micotoxinas, como a patulina, encontrada

frequentemente em frutas, e a citrinina, em cereais utilizados para alimentag&o animal.
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Moreira et al. (2016) investigando a presenca de aflatoxinas em 23 amostras
de castanha-do-Brasil, comercializadas na cidade de Fortaleza, em 2013,
identificaram por meio de caracterizacdo morfolégica as seguintes espécies:
Aspergillus flavus (21,4 %), Aspergillus niger (21,4 %), Mucor sp (14,3%),
Cladosporium sphaerospermum (14,3%), Cladosporium cladosporoides (7,1 %),
Fusarium sp (7,1%), Aspergillus terreus (7,1%). Desta forma, como no presente
trabalho, os géneros Aspergillus e Cladosporium estéo entre os mais frequentes.

O género Cladosporium, isolado de 50% das amostras nesta pesquisa, €
normalmente encontrado como contaminante e agente de deterioragéo nos alimentos
ou produtos industriais (GUTAROWSKA, 2014). Para os seres humanos e animais,
nem todas as cepas Sao0 patogénicas, entretanto algumas podem provocar
ocasionalmente feohifomicose cutanea e cerebral independentemente do estado
imunitério do hospedeiro (SOUMAGNE et al., 2015).

Pesquisa realizada por Rodrigues (2016) também corroborou com o presente
trabalho. Avaliando améndoas de castanha-do-Brasil, o autor identificou os géneros
Aspergillus spp. (87,55 %), Rhizopus spp. (3,07 %), Penicillium spp. (6,86%),
Curvularia spp. (1,62%), Paecilomyces spp. (0,36%), Trichoderma spp. (0,18%),
Acremonium spp. (0,18%) e Verticillium spp. (0,18%). Rhizopus spp. e Curvularia spp.
foram isolados com prevaléncia mais baixa, assim como nessa pesquisa.

Os fungos do género Rhizopus sdo considerados seguros para uso alimentar
e sdo comumente utilizados na Asia para produzir produtos alimenticios, e por sua
capacidade de produgdo de compostos fendlicos (RANDHIR; SHETTY, 2007). Os
fungos do género Curvularia sdo amplamente distribuidos ao redor do mundo,
associados a espécies vegetais, na forma saprofitica, endofitica ou como parasita
(MOURAO et al., 2017). Maia (2014), avaliando o efeito da doenca oidio na qualidade
da castanha e améndoa de caju, encontrou esse género nas amostras analisadas,
indicando relacdo com a referida doencga, que nos ultimos anos vem provocando
graves perdas para a cultura do cajueiro. A contaminagéo das castanhas por esse
fungo pode estar relacionada desse modo com as etapas de pré-colheita, ja que o
mesmo foi associado a essa fitopatologia na referida cultura.

Observou-se no presente trabalho uma possivel relacdo entre a alta
ocorréncia de fungos filamentosos nas castanhas (positividade em 100% das

amostras) com a forma com que s&o comercializadas, pois nos locais de venda de
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produtos naturais e supermercados em que foram adquiridas, as mesmas estavam
em constante contato e manipulacgéo, ja que sdo vendidas a granel.

De acordo com a Instrugdo Normativa n° 13 de 27/05/2004/MAPA as
castanhas podem ser vendidas a granel, portanto, como qualquer outro alimento,
deve-se atender as condi¢Bes higiénico-sanitarias especificadas na portaria n° 326 de
30 de julho de 1997 da Vigilancia sanitaria, visando a protecdo da saude da populagéo
(BRASIL, 2002; BRASIL, 2004). Mesmo observando essas condi¢des, 0 risco de
contaminagdo existe, pois, 0 manuseio constante do local onde as mesmas s&o

acondicionadas e a exposicao dos pegadores do produto sdo fatores criticos.

3.2. Avaliagdo do efeito do ozobnio frente aos fungos filamentosos isolados de

castanha-de-caju e castanha-do-Brasil

Os valores médios da quantificacdo de fungos filamentosos nas castanhas frente ao
tratamento com o0zénio nos periodos de exposicao 0; 5; 10; 15; 20; 25 e 30 minutos

estdo apresentados na Tabela 8, respectivamente.
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Tabela 8. Valores médios referentes a contagem (UFC/g) de fungos filamentosos presentes em castanha de caju e castanha-do-Brasil comercializadas
a granel no municipio de Fernandopolis, submetidas ao tratamento com ozonio, Fernandopolis, 2019.

AMOSTRAS

2000A | 2000A | 100A | 700A | 601A 81 A 200A | 701A 100 A 5 A

2B 2B 75 A 1B 1B 20 B 50 B 10 B 7B 3A

o 1B 2B 2B 1B 1B 2C 48 B 3C 1C 2 A
= 1B 2B 2B 1B 1B 1C 45 BC 1C 1C 1A
P 1B 1B 1B 1B 1B 1C 36 CD 1C 1C 1A
0B 0B 1B 0B 0B 1C 30 DE 1C 1C 1A

0B 0B 1B 0B 0B 1C 24 E 1C 1C 1A

Média | 34048 | 31614 41,1 100,62 | 10214 | 1252 | 6186 | 101,24 314 2

DP | 70318 | 707,96 | 3653 | 2509 | 21223 | 2868 58.9 250,77 3,58 1,58
CV | 206.53% | 223,94% | 88,89% | 249,35% | 207,78% | 228.96% | 9522% | 247.70% | 113,96% | 79,06%

Legenda: *Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencgas significativas na contagem microbiana, relacionada aos minutos de exposicao ao

0z0Onio quando comparados pelo Teste de T pareado a p<0,05.
Fonte: Propria autora.
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Os resultados apresentados na Tabela 8 sugerem uma contaminacgao inicial
maior (UFC/g) nas amostras de castanha-de-caju (1 a 5). Segundo Lima (2013), as
améndoas de castanha-de-caju apresentam problemas de estabilidade durante o
armazenamento, sendo que o desenvolvimento de microrganismos pode ocorrer em
funcdo do aumento de umidade. Para minimizar tal circunstancia, deve-se utilizar
embalagens adequadas que limitem a absor¢cdo de umidade do ambiente. Esse
procedimento, porém, nao foi realizado nas amostras analisadas neste trabalho, pois
eram comercializadas a granel.

Observou-se nas amostras 1; 2; 4; 5; 6; 7; 8 e 9 (Tabela 8) reducgéo
significativa na contagem de fungos filamentosos apds 5 minutos de exposi¢cdo ao
ozonio, diferentemente das amostras 3 e 10 que ndo apresentaram tal redugéo.

Um fato importante a salientar é que para as amostras 1; 2; 4 e 5 que
possuiam fungos dos géneros Curvularia sp., Cladosporium sp. e Aspergillus sp., 0
0zOnio apresentou acéo fungicida apés 25 minutos de exposi¢do, porém, com 5
minutos j& apresentou agdo fungistatica por ndo apresentar diferenca significativa na
qguantidade de colbnias entre os tempos seguintes.

Vijayanandraj et al. (2006), estudando o efeito do ozonio sobre Aspergillus
niger, notaram alterag6es na morfologia do fungo, sendo que os conidios tratados com
oz6nio produziram colbnias ndo-esporulantes, fato este que pode explicar o efeito
fungicida do ozonio frente a este género nesse trabalho.

Realizando testes in vitro, Silva e Venancio (2008) avaliaram a sensibilidade
de A. flavus e A. parasiticus ao 0zonio e obtiveram resultados semelhantes a esta
pesquisa, pois as taxas de inativagao dos fungos variaram entre 98 e 100%, para as
concentragoes de 10 e 20 mg.L! de 0zdnio em tempo de exposi¢do de 10 minutos. Os
autores concluiram dessa forma que o ozénio é eficaz no controle de conidios das
estirpes testadas.

Hsieh et al. (1998) relataram a eficicia de 4gua ozonizada para o controle do
fungo Curvularia pallescens por meio da inibicdo da germinagéo de seus esporos. Ja
Hudson e Sharma (2009), constataram o efeito fungicida do ozo6nio frente a alguns
géneros fungicos, dentre eles o Cladosporium sp.

Com relagéo as amostras 3; 6; 8 e 9 cujos géneros de fungos isolados foram
Curvularia sp., Cladosporium sp., Aspergillus sp., Penicillium sp e Rhisopus sp., 0
0z0nio apresentou efeito fungistatico apds 10 minutos de agdo, porém sem apresentar

efeito fungicida, pois ndo ocorreu inibicdo total do crescimento fangico. A coldnia que
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ndo foi afetada pelo ozoénio foi identificada como fungo do género Penicillium sp,
comprovando novamente a agdo fungicida do ozodnio frente aos outros géneros
presentes.

Esses resultados corroboram com de outros autores como Pascual et al.
(2007) que relataram a sensibilidade de microrganismos ao ozbnio e a tolerancia
maior dos esporos fungicos do que as células vegetativas. Segundo Naito e Takahara
(2006) isso ocorre provavelmente em fungéo da estrutura da parede e da membrana
celular. Provavelmente caracteristicas estas presente no género Penicillium sp.

Corroborando com o resultado nessa pesquisa, Silva (2011) ao ozonizar graos
de trigo, a concentracéo de 0,54 mg.L?, por periodo de 100 h, ndo obteve resultados
significativos de efeito fungicida em relacéo a inativacéo de esporos de Penicillium sp.
Assim como Beber-Rodrigues (2013), que também verificou reducdo na quantidade
total de fungos, mas a resisténcia do género Penicillium sp. Brito Junior (2013)
destacou que em seu trabalho com gréos de arroz ozonizados, nem todos 0s esporos
fungicos deixaram de germinar, contudo produziram colénias de tamanho bastante
reduzido, esparsas e com baixo vigor.

Mesmo o oz6nio ndo apresentando efeito fungicida frente ao Penicillium sp.,
esse fator ndo inviabiliza o respectivo tratamento, pois apenas uma UFC permaneceu
na amostra. A legislacdo ndo indica a quantidade minima permitida dos fungos
flamentosos em castanhas, apenas a quantidade maxima de micotoxinas que as
mesmas podem conter.

A quantidade de micotoxina presente nas amostras de castanhas analisadas
nesse trabalho ndo foi pesquisada, porém, Sahab et al. (2013) afirmaram que a
exposicdo das castanhas a 40 ppm de ozonio por 10 minutos causa degradagao
significativa das aflatoxinas, indicando assim o uso do oz6nio para descontaminagao
de sementes contaminadas.

A amostra 7, cujo género fungico isolado foi Absidia sp foi a que apresentou
maior resisténcia ao o0zénio, pois ocorreu diminui¢do significativa de colénias apds 5
minutos de exposi¢cdo, porém o nimero manteve-se constante com pouca variagcao
até os 30 minutos finais do tratamento, sem apresentar efeito fungicida.

De acordo com Khadre et al. (2001), a inativagéo dos microrganismos durante
a ozonizagdo ocorre a partir da oxidagdo de constituintes da parede, membrana e
componentes do conteudo celular, podendo ocorrer sua lise durante a exposi¢do a

esse gas. Dentre os compostos capazes de serem oxidados pelo o0zbnio tem-se
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acidos graxos poli-insaturados, polissacarideos, enzimas e componentes nucleicos,
como as bases timina e citosina. Pascual et al. (2007) também destacaram que o
0zo6nio molecular e/ou radicais gerados durante sua decomposicdo podem atuar no
processo de oxidacdo desses componentes celulares. Dessa forma, notou-se que 0
género Absidia sp. demonstrou-se resistente aos mecanismos de a¢cédo do ozonio.

Ainda em relacdo ao género Absidia, algumas espécies como A.
corymbifera e A. nidulans sé&o descritas como agentes de infec¢gbes, podendo causar
a zigomicose em pessoas imunodeprimidas, como pacientes com Aids,
neutropénicos, transplantados e leucémicos e ainda, infec¢ao pulmonar em humanos
e animais. A segunda espécie citada € produtora de esterigmatocistina, uma
micotoxina hepatocarcinogénica que inibe a sintese de DNA (HOOG et al., 2004). A
contaminacdo das castanhas por esses fungos esta associada principalmente as
etapas de pré-colheita e armazenamento, ja que 0s mesmos estao associados ao solo
e excrementos de animais herbivoros, como também a alimentos estocados (ALVES,
2016).

A Tabela 9 apresenta uma analise descritiva da evolugdo do tratamento com
ozbnio. Esta tabela contém a porcentagem de fungos que se manteve viavel a cada

tempo de exposic¢ao, considerando-se o tempo 0 como 100% de UFC viaveis.

Tabela 9. Evolug&o do tratamento com o gas 0z6nio, mensurado em porcentagem, de amostras de
castanhas-do-Brasil e de caju comercializadas a granel no municipio de Fernandépolis, Sdo Paulo,
2019.

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 Al0

%) ) %) (%) ) (%) () (%) () (%)
- 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
- 01 01 75 014 016 247 25 14 7 60
- 0,05 0,1 2 014 016 25 24 04 1 40
- 005 01 2 014 016 125 225 014 1 20
- 005 005 1 014 016 125 18 014 1 20
- 0 0 1 0 0 125 15 014 1 20
- 0 0 1 0 0 125 12 014 1 20

A partir da analise dos resultados apresentados na Tabela 9, pode-se

Fonte: Propria autora

constatar que houve reducao média de fungos filamentosos com a utilizacéo do ozénio
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em concentracgdo de 28 mg.L?, por tempo maximo de 30 minutos em 96,5% das UFC.
Este tempo méximo foi escolhido com o propoésito de viabilizar o uso desse método
de descontaminagdo, pois o tempo muito prolongado pode ser visto como
impedimento a adog&o desse procedimento, além de induzir a uma possivel alteracdo
na qualidade do produto final.

Quanto a concentracdo do ozonio utilizada no tratamento, foi baseada em
outros trabalhos semelhantes a este, levando-se em consideracdo que uma
concentragdo maior tende a exigir um tempo de exposicao menor. Oliveira (2018),
avaliando a cinética de decomposi¢éo do ozbnio e seu efeito fungicida na castanha-
do-Brasil chegou a concluséo de que concentracgao inicial do ozénio influencia o tempo
de saturacdo do meio contendo a castanha. A medida que se eleva a concentrag&o
inicial do gas, ocorre decréscimo linear do tempo de saturacdo e aumento linear da
concentragdo de saturagao.

Outros estudos também confirmam a eficiéncia do o0zdnio como agente
fungicida. Alencar et al. (2012) comprovaram esse fato em grdos de amendoim, com
inativacado do fungo Aspergillus spp., reduzindo aproximadamente 3,0 ciclos log na
concentragdo de 21 mg.L!, por 96 h. Brito Junior (2013) constatou uma redugéo de
78,5 e 98,0% no indice de ocorréncia de Penicillium spp e Aspergillus spp em gréos
de milho submetidos a ozonizagéo a concentragéo de 2,14 mg.L%, por um periodo de
50h, além disso, houve também reducéo em 2,0 ciclos log na contagem de outros
fungos filamentosos e leveduras.

Oliveira (2018) realizou um estudo que obteve expressiva reducdo na
contagem de Aspergillus flavus em castanhas-do-Brasil, ozonizadas nas
concentragoes de 8,88 e 13,24 mg.L!, em periodo de exposicédo de 240 min. A reducéo
nessas condi¢des foi superior a 3,1 ciclos log., dessa forma, o 0zénio demonstrou
eficacia na inativagdo de microrganismos potencialmente aflatoxigénicos.

Como as amostras coletadas para essa pesquisa estavam sendo
comercializadas a granel, sugere-se que os pontos de comercializagdo das castanhas,
tratassem as mesmas com o0 0z6nio e as embalassem a vacuo posteriormente, para
garantir assim um produto de melhor qualidade, ja que esse desinfetante tem se
mostrado muito eficiente na inativacdo de espécies aflatoxigénicas e também na
degradacéo de micotoxinas, como constatado neste trabalho e j& relatado por outros
autores (SILVA e VENANCIO, 2008; TIWARI e MUTHUKUMARAPPAN, 2012; BRITO
JUNIOR, 2013; SAHAB et al., 2013).
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E importante destacar que para o uso eficaz e seguro no processamento de
alimentos, a concentragdo de o0zonio, tempo de exposicdo e outras condi¢cbes de
tratamento, devem ser definidos para cada produto, com avaliagdes preliminares

antes do inicio de sua aplicagdo comercial (COELHO et al., 2015).
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4. CONCLUSAO

Conclui-se que as amostras de castanhas apresentaram alto indice de contaminagéo
por fungos filamentosos, pois todas as amostras continham pelo menos um género
fungico. Desta forma, representam risco potencial a salude publica, ja que alguns
géneros encontrados sdo possiveis produtores de micotoxinas.

A alta incidéncia destes fungos nas castanhas demonstra a importancia do
monitoramento dos mesmos em toda a sua cadeia produtiva, até a comercializagéo.
A adocgéo de boas préaticas devem ser realizadas e podem auxiliar na reducédo de
espécies toxigénicas, assim como a legislagcdo deve ser mais criteriosa, discriminando
valores limites desses fungos nas castanhas, ndo apenas das toxinas que 0S mesmos
podem produzir.

Estudos com esse cunho chamam a atencdo para uma reflexdo quanto a
atuacao da vigilancia sanitaria e demais 6rgdos competentes que objetivem o controle
sanitario dos géneros alimenticios destinados ao consumo humano, bem como para
a sensibilizac@o da sociedade quanto a segurancga alimentar, principalmente quando
se refere a um alimento t&o apreciado pela populacao.

Os resultados desta pesquisa também demonstraram que o ozbnio se
mostrou eficiente na inativagcdo dos géneros de fungos filamentosos. Assim, a
0zonizagdo é uma técnica efetiva e segura, que pode atuar na descontaminagéo das
castanhas e, consequentemente, na prevencao da sintese das micotoxinas.

Por fim, sugere-se que os pontos de comercializagdo das castanhas,
principalmente as vendidas a granel, utilizem a técnica de ozonizagdo nas mesmas e
posteriormente as embalem & vacuo, garantindo assim um produto de melhor

qualidade e seguranca alimentar para o consumidor.
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