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Isolamento e Identificacao de
Fungos Associados a Castanha-
do-Brasil para o Desenvolvimento
de Um Método Molecular para a
Deteccao de Aspergillus spp.
Aflatoxigénicos

Daniela Bittencourt

Enyleide Lima Nogueira

Rosalee Albuquerque Coelho Netto
Rogério Eifji Hanada

PALAVRAS-CHAVE:

A exploracao extrativista de castanha-do-brasil tem uma funcao
socioecondmica e ambiental na regido amazénica. Parte significativa da
populacao local, cuja maioria é pobre, depende direta ou indiretamente
da extracdo e comercializacao de castanha para os mercados locais ou
estrangeiros, o que gera emprego e renda. O extrativismo de castanha-
do-brasil também contribui com a organizacdo socioecondmica das
grandes areas extrativistas, evita migracao rural e destruicdo da floresta
amazbnica. A castanha-do-brasil tem um valor nutricional alto (rico em
proteinas, gorduras, vitaminas e selénio) e é uma fonte importante de
alimento para familias locais. Por essas razbes, é considerada uma
prioridade para o desenvolvimento sustentavel da regido amazénica.
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Entretanto, a castanha-do-brasil é frequentemente contaminada por
altos niveis de aflatoxinas (AF - B1, B2, G1, G2), que, em condicdes
favoraveis, sdo metabdlitos produzidos pelos fungos Aspergillus flavus
e A. parasiticus. No Brasil, as aflatoxinas sdao as Unicas micotoxinas
cujos niveis maximos em alimentos estdo previstos na legislacao. O
Ministério da Saldde estabelece o limite maximo de 30 ug/Kg de AF B1
+ AF G1 em alimentos de consumo humano, e o Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (Mapa) estabelece o de 50 ug/Kg
de AF totais (tipos B1 + B2 + G1 + G2) para alimentos destinados ao
consumo animal. Esse limite é comparavel aos estabelecidos por outros
paises e recomendado pela Organizacao Mundial da Sadde e pela
Organizacao para Alimentacdo e Agricultura (OMS/FAOQ).

A melhoria da qualidade da castanha-do-brasil, seja para exportacao
seja para consumo interno, passa inevitavelmente por certificacao
quanto a auséncia de micotoxinas. O primeiro passo no
desenvolvimento de uma estratégia eficiente de certificacao consiste no
levantamento, na identificacao e no estudo da variabilidade e
micotoxicidade dos organismos produtores de micotoxinas nesses
frutos no Brasil. Atualmente, a técnica oficial de deteccao da aflatoxina
e de outras micotoxinas é a cromatografia, que detecta a toxina, mas
nao o fungo, nao sendo recomendada no monitoramento da cadeia
produtiva. A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma poderosa
ferramenta no combate a aflatoxina, podendo ser utilizada no
monitoramento de toda a cadeia produtiva. E uma técnica répida e
versatil; para deteccao, o organismo ndo necessita ser cultivado a
priori; é sensivel, sendo capaz de detectar moléculas de DNA alvo em
uma mistura complexa sem uso de sondas radioativas. Se comparada
as andlises por cromatografia, é uma técnica relativamente barata.

No intuito de desenvolver um método molecular para a deteccao de
Aspergillus spp. aflatoxigénicos em amostras de castanhas-do-brasil por
meio de uma estratégia de PCR, em forma de kit-diagndstico rapido,
foram isolados fungos de amostras de castanha-do-brasil provenientes
de Manicoré e Fonte Boa, no Amazonas; e de Caroebe, em Roraima.
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Coletaram-se 70 amostras em cada um dos trés municipios. O
isolamento dos fungos foi realizado de forma direta, as castanhas foram
abertas e desinfestadas com etanol 70% e hipoclorito 1%, seguida de
lavagem com &gua estéril. Apds a desinfestacao, as castanhas foram
dispostas em camaras Umidas (Gerbox com papel toalha umedecido),
em cada uma foram organizadas 5 améndoas, observadas por 7 dias. A
medida que as estruturas dos fungos foram surgindo, estas foram
transferidas de maneira asséptica para placa de petri contendo meio de
cultura BDA. A identificacdo dos fungos baseou-se na observacao das
col6nias e nas estruturas morfolégicas em microscépio de luz. O
desenvolvimento de fungos nas améndoas atingiu um percentual de
100% das amostras, e, dentre os isolados, foi possivel identificar os
géneros Aspergillus (79,1%), Penicillium (4,2%), Fusarium (9,6%]),
Trichoderma (3,2%), entre outros (3,9%). O género Aspergillus foi
predominante, sendo que alguns isolados de Aspergillus spp.
desenvolveram estruturas de resisténcia, esclerécios, com formatos
globosos, coloracdo escura e composta por uma massa compacta de
hifas. A presenca desses fungos na castanha-do-brasil alerta para uma
possivel presenca de ndo apenas micotoxinas como aflatoxinas B, e B,,
mas também ocratoxina A, B e C, acidos ciclopiazénicos,
esterigmatocistina e outras.

A identificacdo precisa desses microrganismos, associada a sua
caracterizacdo molecular, possibilitara o desenvolvimento de um método
diagndstico molecular rapido, eficiente e sensivel, que ndo onere
demasiadamente o custo final do produto, ao mesmo tempo em que
garanta a sua qualidade. Além disso, espera-se que esse novo método
diagndstico, por ser mais rdpido e barato, possibilite uma andlise mais
frequente desses produtos e a identificacdo das possiveis fontes de
contaminacdo (no campo, no transporte e no armazenamento),
contribuindo para o aumento da qualidade das améndoas brasileiras, a
diminuicdo da frequéncia de contaminacao dos lotes por aflatoxinas, a
reducdo dos riscos a saude humana e animal e o aumento do valor de
exportacao do produto.



