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RESUMO 

 

 

A castanha-do-Brasil é uma oleaginosa amazônica com elevada riqueza nutricional 

que frequentemente apresenta contaminação por aflatoxinas, o que representa um entrave para 

sua comercialização. Este trabalho teve como objetivos avaliar a eficiência dos sanitizantes 

hipoclorito de sódio e ácido peracético sob a microbiota natural e na redução da contaminação 

por Aspergillus nomius em castanhas-do-Brasil. Inicialmente foi feito a identificação da cepa 

de Aspergillus isolada de castanha, através de uma abordagem polifásica.  Foram coletadas 

amostras de castanha, do município de Tomé-açu, PA, que foram divididas em 3 grupos: 

grupo 1- amostras para as análises microbiológicas e físico-quimicas; grupo 2- amostras para 

quantificação de aflatoxinas; grupo 3- amostras para os testes com sanitizantes. Foi utilizada 

metodologia de superfície de resposta para otimizar o tempo de contato e concentração dos 

sanitizantes para a redução de A. nomius inoculado em castanhas-do-Brasil. Após a 

otimização, foram realizadas analises microbiológicas, sensoriais e de aflatoxinas na condição 

proposta. O fungo foi identificado como Aspergillus nomius. A avaliação microbiológica 

revelou elevada contaminação por bactérias (6,25 log UFC / g ± 0,16); fungos (6,02 log UFC / 

g ± 0,11) e A. flavus e A. parasiticus (3,74 log UFC / g ± 0,35) que está relacionada aos 

elevados valores de umidade (casca 32,6 % ± 1,42; amêndoa 26,5% ± 0,90) e atividade agua 

(casca 0,89 ± 0.01; amêndoa 0,75 ± 0,38). Em nenhuma das amostras analisadas detectou-se 

aflatoxinas.  A superfície de resposta e a função desejabilidade indicaram como condições 

ótimas, no planejamento proposto (8,5 minutos/ 250 mg / L) e (15 minutos /140 mg / L) para 

o hipoclorito e ácido peracético, respectivamente. Sob a flora microbiana natural das 

castanhas, os dois sanitizantes reduziram menos de 2 log UFC /g. Os sanitizantes não tiveram 

ação sob aflatoxinas, sendo eficientes somente para controle de fungos. Os tratamentos não 

causaram impacto sensorial inaceitável nas amostras, não foi detectada diferença significativa 

entre as amostras não tratadas e as tratadas. 

 

Palavras-chaves: aflatoxinas, castanha, sanitizantes. 

  



 

 
 
 

ABSTRACT 

 

Brazil nut is an Amazonian oilseed with high nutritional richness that frequently 

presents aflatoxin contamination, which represents an obstacle to its commercialization. The 

aim of this work was to evaluate the efficiency of the sanitizers sodium hypochlorite and 

peracetic acid on the natural microbiota and the reduction of Aspergillus nomius 

contamination in Brazil nuts. Initially the identification of the Aspergillus strain isolated from 

Brazil nuts was done through a polyphasic approach.  The nut samples were collected from 

the city of Tomé-açu (PA) and were divided into 3 groups: group 1 - samples for the 

microbiological and physicochemical analyzes; group 2 - samples for quantification of 

aflatoxins; group 3 - samples for sanitizing tests. Response surface methodology was used to 

optimize contact time and sanitizers concentration for the reduction of A. nomius inoculated in 

Brazil nuts. After the optimization, microbiological, sensorial and aflatoxin analyzes were 

performed in the proposed condition. The fungus was identified as Aspergillus nomius. 

Microbiological evaluation revealed high bacterial contamination (6.25 log CFU/g ± 0.16); 

fungi (6.02 log CFU / g ± 0.11) and A. flavus and A. parasiticus (3.74 log CFU / g ± 0.35) 

which is related to the high moisture content (peel 32.6 % ± 1.42; nut 26.5% ± 0.90) and 

water activity (peel 0.89 ± 0.01; nut 0.75 ± 0.38). None of the analyzed samples detected 

aflatoxins.  The response surface and the desirability function indicated optimum conditions 

in the proposed planning (8.5 minutes /250 mg / L) and (15 minutes / 140 mg / L) for 

hypochlorite and peracetic acid, respectively. On the natural microbial flora of the nuts, the 

two sanitizers reduced less than 2 log CFU/g. The sanitizers had no action on aflatoxins, 

being efficient only for fungi control. The treatments did not cause unacceptable sensorial 

impact in the samples, no significant difference was detected between the untreated and 

treated samples. 

 

Keywords: Aflatoxins, Brazil nuts, sanitizers.  
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INTRODUÇÃO 

 

 A castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa, H.B.K) é uma importante espécie de 

exploração extrativista da Amazônia. As amêndoas de castanha apresentam sabor agradável e 

elevado valor nutritivo que promovem benefícios à saúde e tem contribuído para o 

reconhecimento deste produto no mercado internacional. Contudo, por conta das condições 

precárias de armazenamento e processamento a castanha está sujeita a contaminações.  

   Dentre os micro-organismos associados à esta contaminação, os fungos merecem 

destaque, visto que, diversos estudos discorrem sobre a ocorrência de espécies produtoras de 

aflatoxinas, dentre eles Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus e Aspergillus nomius, que 

são pertencentes a seção Flavi, produtores de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2. As aflatoxinas são 

um grupo de metabólitos secundários extremamente tóxicos e cancerígenos que podem 

contaminar os alimentos no campo, no armazenamento ou após o processamento (ARRUS et 

al 2005; BAQUIÃO et al., 2012; TANIWAKI et al., 2016). 

  Aspergillus nomius é um dos três membros mais importantes da seção Flavi, que 

apresenta a capacidade de produzir os quatro tipos de aflatoxinas,  tem sido frequentemente 

associado a contaminação de diversos alimentos como milho, trigo, cana-de-açucar e nozes,  

além de ser definido como um potencial contaminante da castanha-do-Brasil (MOORE et al.,  

2015). A castanha está entre os alimentos com maior índice de contaminação por aflatoxinas, 

o que tem prejudicado as exportações para a União Européia (FAO, 2009; BAQUIÃO et al., 

2016). 

Como a castanha-do-Brasil é uma noz obtida diretamente da floresta, as Boas Práticas 

de Higiene (BPH), são uma exigência, principalmente para castanhas que serão consumidas 

sem nenhum processo válido de conservação (ICMSF, 2015). Estratégias para a redução da 

contaminação das castanhas que não comprometam suas características nutricionais e 

sensoriais tem se mostrado necessárias. 

O controle de aflatoxinas em castanhas-do-Brasil concentra-se principalmente em 

impedir o crescimento dos fungos aflatoxigênicos, consequentemente, o processo de 

sanitização atende a estes requisitos, visto que quando aplicada de maneira correta, 

desempenha importante papel na minimização da deterioração e na manutenção da qualidade 

do produto (PAS, 2004; GIL, et al., 2009). Os compostos clorados são os mais utilizados para 

a sanitização de alimentos. Entre estes, o hipoclorito de sódio, tem sido amplamente 

empregado para sanitização de vegetais minimamente processados, apesar de sua eficiência 
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ser reduzida pela presença de matéria orgânica (FUKUZAKI, 2006; FINTEN et al., 2017).  

Além deste problema, a possível formação de compostos clorados cancerígenos na água tem 

suscitado uma constante preocupação com a utilização do hipoclorito de sódio no 

processamento de alimentos (HAHN, et al., 2014).  

 Uma das medidas alternativas ao uso do cloro consiste na utilização de ácidos 

orgânicos, como ácido cítrico, ácido lactico ou ácido peracético (PAA) (OLMEZ e 

KRETZCHMAR, 2009). O ácido peracético é uma mistura de ácido acético e peróxido de 

hidrogênio, caracterizado como um desinfetante que possui efeitos antimicrobianos contra um 

amplo espectro de bactérias, vírus e fungos, e tem sido usado para controlar bactérias em 

alimentos, utensilios e equipamentos (KITIS, 2004; KING et al., 2005; OLMEZ e 

KRETZSHMAR, 2009; WARBURTON, 2014). 

 O ácido peracético é esporicida em baixas temperaturas e continua efetivo na 

presença de material orgânico, seu elevado potencial biocida aliado a ausência de formação de 

resíduos tóxicos o torna de especial interesse para a indústria de alimentos (TAO, W et al., 

2015). Desde 2001, a FOOD AND DRUG ADMINISTRATION em seu regulamento 

§173.315 aprova a utilização do ácido para a lavagem e sanitização de vegetais, desde que 

sejam respeitados o limite de 80 mg/ L (FDA, 2001; 2017). 

Neste contexto, a proposta da descontaminação da superficie das castanhas-do-Brasil 

através de aplicação dos sanitizantes, pode ser caracterizada como uma alternativa de fácil 

aplicação e baixos custos para o controle microbiológico, destacando a possibilidade de 

inclusão de uma etapa de sanitização no processamento da castanha-do-Brasil.  
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2 OBJETIVOS 

2.1  Geral 

Avaliar a eficiência dos sanitizantes hipoclorito de sódio e ácido peracético sob a microbiota 

natural e na redução da contaminação por Aspergillus nomius em castanhas-do-Brasil. 

2.2 Específicos 

 Avaliar a contaminação microbiológica superficial de castanhas através de contagens 

de bactérias aeróbias mesófilas, fungos totais, Aspergillus flavus e A. parasiticus e 

quantificação de aflatoxinas; 

 

 Definir condições ideais de tempo de contato e concentração do hipoclorito de sódio e 

ácido peracético aplicados por imersão para redução de Aspergillus nomius inoculado 

em castanhas-do-Brasil; 

 

 Avaliar o efeito dos tratamentos com hipoclorito de sódio e ácido peracético nas 

condições ótimas de tempo e concentração sob a contaminação natural das superfícies 

de castanhas-do-Brasil; 

 

 Avaliar o efeito dos tratamentos com hipoclorito de sódio e ácido peracético nas 

condições ótimas de tempo e concentração sob a qualidade sensorial das castanhas-do-

Brasil; 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 CASTANHA-DO-BRASIL 

 A castanheira-do-Brasil ou simplesmente castanheira (Bertholletia excelsa H. & B. 

k, família Lecythidaceae) é uma espécie nativa da região amazônica. O fruto da castanheira é 

conhecido mundialmente como castanha-do-Brasil (brazil nut), entretanto no Brasil, o fruto é 

popularmente chamado de castanha-do-Pará (SOUZA et al., 2008). A área de ocorrência da 

castanheira estende-se a Bolívia, Peru e Brasil, até o escudo das Guianas, compreendendo o 

Suriname, as Guianas e o sul da Venezuela, na região do Rio Negro (LORENZI, 2010). 

 A região Norte do país tem representado 99% no total de produção brasileira, e os 

principais estados produtores são os Estados do Amazonas, Pará e Acre, responsáveis por 

80% do volume produzido, seguido em menores quantidades, por Rondônia, Amapá, 

Tocantins e Roraima (BAYMA et al., 2014). 

 No Pará os municípios de Oriximiná e Óbidos localizados na mesorregião do baixo 

Amazonas destacam-se na produção de castanhas-do-Brasil, de acordo com o Instituto 

Brasileiro de Geografia e Estatística, sendo que dos 20 principais municípios produtores do 

pais, oito são do Acre; oito, do Amazonas; três, do Pará; e um, de Rondônia, juntos, eles 

foram responsáveis por 68,6% do total nacional em 2015 (IBGE, 2015). 

 A espécie desenvolve-se bem em áreas de terra firme, em solos argilosos ou argilo-

arenosos, com temperatura média anual variando entre 24 e 27ºC, com máximas de 31 a 33ºC 

e mínimas de 19 a 23ºC. Nas regiões de produção, a umidade relativa varia entre 79 a 86% e 

precipitação total anual entre 1400 e 2800 mm (PAS, 2004). 

 A castanheira apresenta grande porte, podendo atingir mais de 50 metros de altura. 

Esta característica dificulta a realização da colheita dos frutos (ouriços) nas árvores.  O fruto 

da castanheira-do-Brasil é popularmente denominado de ouriço, de forma esférica ou 

capsular, contém em seu interior em média de 12 a 24 castanhas ou sementes, as quais 

envolvem as amêndoas comestíveis conhecidas mundialmente como castanha-do-Brasil, 

Brazil nut ou castanha-do-Pará. Os ouriços não abrem espontaneamente e demoram cerca de 

14 meses até o completo amadurecimento (YANG, 2009).Na região Oeste do Brasil, mais 

especificamente, no estado do Acre as árvores florescem antes que na região Leste, no Pará, 

sendo de novembro a março o período em que os frutos caem da copa da castanheira, com o 

pico da queda nos meses de dezembro a janeiro (WADT  et al., 2005) 
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3.2 CADEIA PRODUTIVA DA CASTANHA-DO-BRASIL 

 

A castanha-do-Brasil teve grande importância na formação econômica, social e 

política da Amazônia, e está entre os produtos mais comercializados no mercado nacional e de 

exportação. O extrativismo e o beneficiamento das amêndoas sustentam inúmeras 

comunidades da Amazônia e movimentam suas economias regionais, ao mesmo tempo em 

que promovem a conservação da floresta (SÁ et al., 2008; HOMMA, 2012). 

 O Decreto Federal Nº 5.975, de 30 de novembro de 2006 proíbe a exploração da 

castanheira para fins madeireiros em florestas naturais, primitivas ou regeneradas (BRASIL, 

2006). O sistema de produção da castanha por ser predominantemente extrativista em mata 

nativa, não envolve investimentos tecnológicos no processo de coleta, amontoa dos ouriços e 

quebra das castanhas na unidade produtiva e transporte imediato para armazéns adequados ou 

diretamente para a indústria de beneficiamento (PAS, 2004).   

 A mão de obra utilizada na coleta é basicamente familiar, a coleta é realizada em 

grupo, os ouriços são amontoados e a divisão ocorre na hora da quebra. No Pará, na região de 

rios do município de Oriximiná, a coleta é feita predominantemente por comunidades de 

remanescentes quilombolas, em Óbidos, o extrativismo é feito por comunidades oriundas de 

assentamentos do Instituto Nacional de Colonização e Reforma Agrária (INCRA) e por 

comunidades tradicionais (SILVA et al., 2013). 

 Após amontoados, independentemente do local, a maioria dos extrativistas quebra 

os ouriços com terçado, foice ou machado, logo após a coleta; somente uma minoria quebra 

os ouriços dias depois da coleta. O transporte das amêndoas compreende a etapa no interior da 

floresta, de onde foram quebrados os ouriços, até a primeira via de melhor acessibilidade, 

terrestre ou fluvial (SILVA et al., 2013). 

 Pode ser realizada a lavagem das castanhas, esta prática é pouco comum, pode 

acontecer em seringais / castanhais localizados próximos a rios e igarapés. As castanhas são 

lavadas para a retirada de impurezas. Entretanto se a secagem posterior não for eficiente pode 

resultar em aumento do teor de umidade da castanha, favorecendo o desenvolvimento de 

fungos aflatoxigênicos (PAS, 2004).  

 O armazenamento das amêndoas nos municípios de Óbidos é feito na própria 

residência, em razão de as áreas estarem mais próximas, praticamente toda a coleta é tirada da 

floresta após a quebra. Em Oriximiná, as amêndoas podem permanecer armazenadas na 

floresta por um tempo de até 5 meses, período de safra, o armazenamento fora da floresta 
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geralmente é feito em paióis ou depósito, com acondicionamento em sacas ou a granel 

(SILVA et al., 2013). 

 

3.2.1 Beneficiamento da castanha-do-Brasil 

Um dos principais objetivos do processamento das castanhas-do-Brasil é a adequação 

dos níveis de contaminação por aflatoxinas a níveis aceitáveis para a comercialização, 

principalmente no mercado exterior que costuma ser mais exigente (PACHECO e 

SCUSSEL).  

Para isso, no processamento das castanhas-do-Brasil é realizado a secagem como 

tratamento térmico que tem como principal finalidade a redução da atividade de agua, método 

eficaz no controle da produção de fungos e produção de aflatoxinas (PACHECO e SCUSSEL, 

2007; VARGA et al., 2011). 

Na recepção é feita a pesagem e uma avaliação visual das castanhas para mensuração 

da qualidade do produto. A pesagem é necessária para que se tenha uma idéia exata da 

quantidade a ser industrializada, desde a quantidade a ser colocada na autoclave, até o 

resfriamento final do processo (SEBRAE, 2007). 

Em algumas agroindústrias é realizado o processo de lavagem, feito por imersão da 

castanha-do-brasil ainda com casca em agua potável a temperatura ambiente. A finalidade 

desta etapa é a remoção do excesso de matéria orgânica, partículas de solo, folhagens que 

ainda estejam aderidas as castanhas além de ajudar na identificação de castanhas chonchas, 

por diferença de densidade (flutuação).  No Manual de Segurança e Qualidade para a Cultura 

da castanha-do-brasil é recomendada a troca da agua com teor de cloro de 0,5 a 0,8 ppm, não 

sendo especificado o período para a troca da agua (PAS, 2004).  

Em seguida as castanhas passam por secagem preliminar, que pode ser realizada de 

forma natural através da exposição ao sol ou com o auxílio de secadores artificiais (COSTA, 

2012). O controle da umidade inibe o crescimento de micro-organismos, um limite de 

segurança na umidade de 13% a 15% é recomendado pelo Codex Alimentarius (CODEX 

ALIMENTARIUS COMISSION, 2006). 

Depois de secas, as castanhas passam por uma pré-seleção manual para a retirada de 

sementes visualmente danificadas ou mofadas (PAS, 2004). Posteriormente, é realizado o 

tratamento térmico que pode ser feito por imersão em tanques com agua em temperatura de 

100ºC por 1 a 2 minutos ou através de autoclavagem em temperatura de 250 ºC por 2 a 5 
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segundos. O tratamento térmico tem como objetivo a preparação para o descascamento, pois 

infla o tamanho da casca e facilita a quebra, evitando danos nas amêndoas (PACHECO; 

SCUSSEL, 2007). 

 O processo de quebra é realizado através de prensas manuais. Em seguida as 

amêndoas são selecionadas e classificadas de acordo com sua integridade e tamanho. A 

classificação pode ser realizada através de equipamento especifico ou manualmente (SOUZA; 

CARTAXO; LEITE, 2004; MARTINS; SILVA; SILVEIRA, 2008). 

Após esse procedimento, as amêndoas são novamente submetidas a secagem em 

estufas para a redução da umidade para a faixa de 4 a 10% sob temperatura de 60ºC.     

Finalizada a etapa de desidratação as amêndoas são pesadas e embaladas, ou destinadas para 

processos de obtenção de óleo e outros subprodutos (PACHECO; SUCCEL, 2007; OURO 

VERDE AMAZONIA, 2014). 

3.3   CONTAMINAÇÃO DAS CASTANHAS-DO-BRASIL 

 

 A contaminação das castanhas-do-Brasil pode iniciar nas árvores, através do ataque 

de animais que podem danificar os ouriços e ainda deixar inóculos de fezes, regurgitações e 

saliva contribuindo para o aumento da microbiota. Ao cair das arvores, os ouriços seguem 

amontoados no solo da floresta, outra importante via de contaminação. O armazenamento de 

forma inadequada nas comunidades, durante o transporte e nas indústrias, constituem-se 

fatores importantes para o desenvolvimento de diversos micro-organismos dentre eles fungos 

e bactérias (REIS et al., 2012). 

 Segundo Taniwaki (2016) a forma como os ouriços de castanha e as amêndoas são 

armazenadas pode ser considerado um ponto crítico para a qualidade das castanhas, pois 

independente da contaminação inicial das amêndoas, de acordo com a forma e duração, 

haverá maior ou menor possibilidade de desenvolvimento de fungos produtores de 

aflatoxinas. 

 Os fungos são o grupo de maior interesse por conta da capacidade de produzir 

micotoxinas, destacando as espécies do gênero Aspergillus que são potenciais produtoras de 

micotoxinas, denominadas aflatoxinas. Esta informação é importante sob dois aspectos: Os 

fungos por serem deterioradores promovem a alteração sensorial do produto, levando a 

rejeição no mercado e além disso, a questão de saúde pública, de maior relevância tendo em 
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vista seu potencial de toxinfecção alimentar a longo ou curto prazo (LEITE et al. 2002; 

PEREIRA et al., 2002). 

 De acordo com Baquião et al., (2013) as castanhas-do-Brasil são substratos 

altamente susceptíveis a contaminação por fungos produtores de aflatoxinas, o estudo destaca 

a etapa de permanência dos ouriços em contato com solo como principal via de contaminação 

das castanhas-do-Brasil. 

 A contaminação por fungos produtores de aflatoxinas também é considerada elevada 

nas usinas de beneficiamento, mesmo com a adoção de medidas como o descascamento e a 

seleção visual das amêndoas, dentre outros procedimentos para a redução dos níveis de 

contaminação não é possível afirmar, após o beneficiamento, se a castanha está ou não 

contaminada por aflatoxina, o que poderá desencadear a necessidade de modificações no 

processo de produção (MARKLINDER  et al. 2005; BAQUIÃO, 2012). 

 Em 2003, o mercado europeu, rejeitou vários lotes de castanhas-do-Brasil que 

apresentaram níveis de aflatoxinas superiores aos estabelecidos em sua regulamentação. 

Desde então muitas pesquisas vêm sendo realizadas com foco nas aflatoxinas e nos fungos 

aflatoxigênicos, tendo como objetivos a redução da contaminação e adequação do produto aos 

limites preconizados (EMBRAPA, 2009; MIDORIKAWA, 2009, TANIWAKI, 2016). 

  Apesar das amêndoas de castanha-do-Brasil serem apreciadas internacionalmente, as 

barreiras fitossanitárias contribuíram para uma redução significativa no número de 

exportações. No período de 2008 e 2009 a exportação de castanha com casca chegou a 

21.783.272 kg, já em 2010 e 2011 esses valores caíram para 941.746 kg (SECEX, 2012). 

 Em 2010, a normativa nº165/2010 da Comissão Europeia, trouxe especificações 

mais tolerantes para as importações de castanha-do-Brasil, com valores de 8 μg/kg para a 

aflatoxina B1, e 15 μg/kg para aflatoxinas totais em amêndoas de castanha-do-brasil com 

casca. Para amêndoas destinadas ao consumo direto, o limite é de 10 μg/kg de aflatoxinas 

totais, e 5 μg/kg para a aflatoxina B1 (UE, 2010).  

 Em 18 de fevereiro de 2011 foi sancionada a RDC nº 7, a qual estabelece limite de 

aflatoxinas totais para diversos substratos produzidos no Brasil, incluindo a castanha-do 

Brasil. Foram considerados limites máximos de 20, 10 e 15 (µg/kg) para castanhas-do-Brasil 

destinadas ao consumo direto com casca, consumo direto sem casca e ao processamento 

posterior sem casca respectivamente (BRASIL, 2011). 

 A criação desta norma representou um grande avanço, devido ao risco de lotes que 

foram rejeitados no exterior serem comercializados no mercado brasileiro ter sido diminuído, 
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garantindo uma maior qualidade do produto e a segurança alimentar do consumidor brasileiro. 

As castanhas que são comercializadas nos supermercados brasileiros e as que são exportadas 

apresentam baixos níveis de aflatoxinas (TANIWAKI, 2016). 

 

3.3.1     Gênero Aspergillus  

 O genero Aspergillus foi descrito pela primeira vez em 1729 pelo botânico italiano 

Micheli, em seguida os autores Tom e Church em 1926, publicaram a  primeira monografia 

sobre o gênero, as espécies pertencentes a esse gênero ficaram cada vez mais conhecidas e 

passou a ser um dos grandes gêneros de fungos estudados. Uma descrição completa sobre o 

gênero foi realizada por Rapper e Fennel em 1965, onde foi reconhecido cerca de 132 

especies e 18 variedades (GEISER et al., 2007; BENNETT, 2010). 

  O gênero Aspergillus compreende mais de 200 espécies, e  embora esse gênero 

tenha sido estudado desde 1729, sua sistemática está em constante fluxo, até a década de 90 

somente características morfológicas como: diâmetro, cor e textura das colônias, tamanho dos 

conídios e estrutura do conidióforo eram suficientes para a identificação de uma espécie 

(KLICH et al., 2002). Porém, novos estudos têm relatado a importância de uma abordagem 

polifásica, que consiste na combinação de diferentes ferramentas, como por exemplo, 

caracterização morfológica, bioquímicas e moleculares, produção de metabólitos para a 

identificação de uma espécie do gênero Aspergillus (SAMSON; VARGA et al., 2009;  

MOORE et al., 2015). 

 Quanto a morfologia do gênero, as colônias apresentam uma ampla variação na 

coloração, sendo encontradas colônias com colorações em tons de verde, amarelo, cinza, 

marrons, preto, e branco. As espécies pertencentes ao genero Aspergillus podem ser divididas 

em seções: Flavi, Circumdat, Nigri, Restricti, Fumigatti, Cervini, Clavati, Nidulantes, 

Flavipedes, Versicolores, Usti, Terrei, Candidi, Cremei, Sparsi e Wentili (KLICH, 2002; 

VARGA et al., 2004).  

 As espécies micotoxigênicas ocorrem em três seções do gênero Aspergillus, que são 

às seções Circumdati, Flavi e Nigri, entres estas, a seção Flavi apresenta o maior número de 

produtores potenciais, merecem destaque as espécies A.flavus, A. parasiticus, A. nomius, A. 

oryzae e A. sojae. Dentre estes A. flavus, A. parasiticus e A. nomius receberam as principais 

considerações pela capacidade de produção das aflatoxinas (PITT e HOCKING, 2009). 
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 A contaminação de castanhas-do-Brasil por Aspergillus flavus, Aspergillus nomius, 

Aspergillus parasiticus e outros fungos da seção Flavi tem sido frequentemente relatada em 

trabalhos científicos. As condições climáticas da floresta amazônica e o armazenamento 

inadequado das castanhas favorecem o crescimento destes fungos e a produção de aflatoxinas 

(BAQUIÃO et al., 2013). 

 

 3.3.2 Aspergillus flavus, A. parasiticus e A.nomius 

As espécies fúngicas Aspergillus flavus, Aspergillus nomius e Aspergillus parasiticus 

são micotoxigênicas e pertencentes a seção Flavi, caracterizadas como espécies mais 

importantes deste grupo devido ao seu potencial para a produção de aflatoxinas em diferentes 

alimentos, com destaque a castanha-do-Brasil.  Durante o seu crescimento, estes fungos 

produzem estruturas filamentosas denominadas hifas que secretam enzimas responsáveis pela 

quebra de fontes alimentares complexas, liberando pequenas moléculas que são utilizadas 

durante o desenvolvimento do fungo (MIDORIKAWA, 2014).  

 Aspergillus flavus é um dos fungos mais abundantes na terra, seu reservatório natural 

é o solo, caracterizado como saprófita, a espécie é capaz de utilizar várias fontes de nutrientes 

orgânicas para sua sobrevivência como restos de plantas, forragem animal, algodão, adubo, 

grãos armazenados, insetos mortos e carcaças de animais (KLICH, 1998). Esta espécie 

apresenta habilidade de sobreviver a temperaturas entre 12°C a 48°C, porém a temperatura de 

desenvolvimento ideal é de 28°C a 37°C (YU, 2013). 

A morfologia do A. flavus apresenta micélio com diâmetro entre 4 e 4,5 cm, quando 

cultivadas em ágar Czapek, com micélio amarelo esverdeadas e tornando-se verde escuro á 

medida que a micélio envelhece. A cabeça conidial é radial, transformando-se com o tempo 

em colunar, a vesícula é oval possuindo toda a superfície fértil. O conidióforo é longo, incolor 

e rugoso, e as métulas são pequenas. As filíades são pequenas e ampuliformes, os conídios 

são globulosos e subglobulosos, normalmente áspero e amarelo-verde, variando em tamanho 

de 3 a 6 µm (MIDORIKAWA, 2014).  

Durante muitos anos A. flavus foi descrito como o principal fungo contaminante e 

produtor de aflatoxinas em castanhas-do-Brasil, porém, alguns estudos têm mostrado que 

existem controvérsias quanto as espécies que mais contribuem para a produção de aflatoxinas 

neste substrato (FREITAS-SILVA e VENACIO, 2011; G. MOORE et al., 2015).  De acordo 

com Olsen et al., (2008), A. flavus não é o principal produtor de aflatoxinas em castanhas-do-
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Brasil, destacando como importante contaminante o Aspergillus nomius, espécie produtora 

dos quatro tipos de aflatoxinas. Esta afirmação corrabora com os resultados de Calderari et al., 

(2013) que estudando a contaminação de castanhas, isolou 4172 cepas de Aspergillus  seção 

Flavi  sendo 1235 destas cepas de A. nomius,  confirmando que A. nomius é de fato uma fonte 

importante de aflatoxinas em castanha-do-Brasil. 

Poucos estudos relacionados ao A. nomius são justificados pela crença histórica de que 

suas ocorrências são raras (HORN, et al., 2001; DOSTER et al., 2009). Entretanto, existem 

relatos que esse fungo tem uma ampla distribuição ecológica (EHRLICH, et al., 2007; 

HORN, 2011). Assim como, exercem elevado impacto animal e humano pela contaminação 

por aflatoxinas de produtos agrícolas como em nozes (OLSEN, 2008).  Em cultura, A. nomius 

parece similar ao A. flavus, então a diferenciação entre estas espécies intimamente 

relacionadas pode ser bastante subjetiva e aberta. Estratégias para a identificação destes 

fungos estão baseadas na combinação da identificação das características macroscópicas, 

microscópicas, biomolecular e potencial de produção de aflatoxinas (VARGA, et al., 2011; 

SAMSOM et al., 2014; G. MOORE et al., 2015). 

Quando cultivado em ágar Czapek, o micélio de Aspergillus nomius apresentam como 

características morfológicas, diâmetro atingindo de 4 a 7 cm, após 7 dias a 25ºC, coloração 

entre amarelo esverdeado a verde, sendo observado o escurecimento a medida que a colônia 

vai envelhecendo. A cabeça conidial pode ser bisseriada ou unisseriada radial. O conidióforo 

é incolor e rugoso. A vesícula é globosa ou subglobosa. Os conídios também são globosos e 

subglobosos, rugoso, variando em 3,7-8,1 µm a 4,5-6,5 µm (KURTZAN et al., 1987). 

O outro principal representante do grupo, A. parasiticus, quando cultivado em ágar 

czapeck, possui colônias com diâmetro de 3,2 a 3,5 cm, a coloração de forma similar as outras 

espécies citadas, pode variar de amarelo a verde, tornando-se mais verde, a medida em que, as 

colônias amadurecem. A cabeça é radial, com hastes longas e ásperas e vesícula globosa 

sendo fértil em toda superfície. Dificilmente são observadas a presença de métulas, e as 

filíades são ampuliformes com terminações longas e amplas. Os conídios são globulosos, 

bastante ásperos, quase sempre mostram tecido de conectividade, variando em tamanho de 4-

6 µm (SINGH et al, 1991). 

Quanto a produção de metabólitos destas espécies, os isolados aflatoxigênicos de 

A.flavus, são capazes de produzir aflatoxinas B1 e B2, e frequentemente ácido ciclopiazônico. 

O A. nomius, por sua vez, é produtor das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2, semelhante ao perfil de 
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produção aflatoxigênico do A. parasiticus, visto que, ambos produzem as quatro aflatoxinas e 

não excretam ácido ciclopiazônico (HORN et al., 1996).  

 

 

3.3.3 Micotoxinas  

 As micotoxinas são metabólitos secundários tóxicos, de baixo peso molecular, 

produzidos por espécies fúngicas filamentosas, que contaminam alimentos no campo, no 

armazenamento ou após o processamento (MOSS, 1989). Os produtos do metabolismo 

primário dos fungos assim como o de outros organismos são aqueles essenciais ao seu 

desenvolvimento, já os secundários são formados no final da fase exponencial e não estão 

diretamente envolvidos no crescimento, desenvolvimento e reprodução de um organismo, 

entretanto, a ―longo prazo‖ podem influenciar no metabolismo do seu produtor (FOOD 

IGREDIENTS BRASIL, 2009).  

 Os metabólitos secundários raramente afetam ao crescimento ou reprodução do 

fungo sob condições laboratoriais, porém possuem papel importante na ecologia do fungo 

como fatores de adaptação como, proteção aos raios U.V., repelentes contra predadores, entre 

outros (EHRLICH et al., 2010; REVERBERI et al., 2010).   

 A micotoxicologia moderna inicia-se com a descoberta das aflatoxinas, após a morte 

de um grande número de perus, na Inglaterra em 1961, que foi atribuída ao consumo de 

amendoim contaminado. Desde então, houve um grande impulso na pesquisa acerca destes 

contaminantes, surgindo importantes descobertas envolvendo o efeito imunossupressor e 

carcinogênico das aflatoxinas e a revelação que as aflatoxinas contaminam grãos durante o 

armazenamento e na pré-colheita (CARNAGHAN e SAEGEANT, 1961; WU, 2013). 

 As aflatoxinas são produzidas principalmente pelos fungos A. flavus, A. parasiticus 

e A. nomius. Por conta da prevalência do fungo Aspergillus sp. é a micotoxina mais 

disseminada no Brasil, o potencial aflatoxigênico destes fungos é distinto, A. flavus produz 

somente aflatoxinas B, enquanto A. nomius e A. parasiticus são produtores dos quatro tipos de 

aflatoxinas (B e G) (PRADO, 2008).  

 Devido ao risco que as aflatoxinas oferecem a saúde por conta da sua elevada 

toxicidade (CARJAVAL, 2013), muitos estudos têm investigado a sua incidência em 

alimentos, assim como a identificação dos fungos produtores destes metabólitos inclusive em 

castanhas-do-Brasil (REIS et al., 2012; BAQUIÃO et al., 2013; REIS et al., 2014). Estas 



13 
 

 
 
 

pesquisas aliadas aos constantes avanços em genômica têm possibilitado, o esclarecimento a 

cerca da formação de metabólitos secundários de fungos micotoxigênicos (PK CHANG, 

2010; HE et al., 2018). 

A via biossintética de aflatoxinas é uma das vias de metabólitos secundários de fungos 

micotoxigênicos mais estudada, onde a maioria dos genes têm suas funções determinadas. O 

cluster da aflatoxina é conservada em vários graus em diversas espécies de fungos incluindo, 

A. parasiticus, Aspergillus ochraceoroseus, A. flavus var. parvisclerotigenus, Aspergillus 

toxicarius, A. nomius, Aspergillus pseudotamarii, Aspergillus zhaoqingensis, A. bombycis, A. 

rambellii, A. nidulans, A. oryzae, A. sojae (AMAIKE & KELLER, 2011). Esta característica é 

importante, pois, a diagnose molecular específica de fungos produtores de aflatoxinas, 

envolve a identificação de regiões alvo da via biossintética de aflatoxinas (GEORGIANNA, 

2009). 

Quimicamente, as aflatoxinas são metabólitos derivados de policetídeos altamente 

oxigenados. Uma série de etapas oxidativas está envolvida na formação do dihidrofurano que 

leva à formação de uma aflatoxina. O mecanismo de produção das aflatoxinas assim como seu 

papel evolutivo não é totalmente compreendido, mas a síntese de uma aflatoxina pode atuar 

como um mecanismo de defesa contra o estresse oxidativo (PASSI et al., 1984). 

Tanto a produção de aflatoxinas, quanto a produção escleródica (massa compacta de 

hifas) podem se tratar de uma proteção contra o estresse oxidativo. Os tipos de escleródios e 

quantidades de aflatoxinas produzidas pelas espécies são indicativos da sua capacidade de 

eliminar ou neutralizar as ROS (Espécies reativas de oxigênio). Desta forma, a incapacidade 

de uma determinada espécie em produzir um grande número de escleródios pode ser 

compensada pela produção abundante de conídios, refletindo as diferenças genéticas e os 

mecanismos diferenciais usados por cada cepa para combater as ROS, de modo a restaurar as 

células fúngicas a um equilíbrio estável do estado fisiológico (PK, CHANG 2010). 

Existem pelo menos 17 compostos tóxicos de aflatoxina, dentre os mais importantes se 

destacam as aflatoxina B1, G1, B2 e G2. Estas quatro toxinas podem ser diferenciadas através 

de suas fluorescências.  A aflatoxina B1 (AFB1) e a aflatoxina B2 (AFB2) emitem 

fluorescência azul (blue) enquanto as aflatoxinas G1 (AFG1) e G2 (AFB2) emitem 

fluorescência verde (green). Sendo que a aflatoxina B1 (AFB1) é conhecida como agente 

natural que representa maior risco a saúde, devido a sua elevada hepatoxicidade e alto 

potencial carcinogênico (MARKLINDER et al 2005; VEIGA et al., 2009, CARVAJAL, 

2013). A Figura 1 apresenta as estruturas das aflatoxinas B1; B2; G1e G2.  
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Figura 1. Estruturas das aflatoxinas B1, B2. G1 e G2 

Fonte: WILSON, 2005 

 

 As aflatoxinas são compostos que após formados dificilmente serão eliminados 

(PAS, 2004, TANIWAKI 2016). Elas são estáveis ao calor sendo decompostas a temperaturas 

de cerca de 220ºC. São destruídas por agentes oxidantes fortes e devido a presença do anel 

lactona, são susceptíveis a ação de base. Apresentam baixo peso molecular, são bastante 

solúveis em solventes moderadamente polares como o clorofórmio, metanol, dimetilsulfoxido 

e pouco solúveis em agua. Apresentam ponto de fusão ao redor de 269ºC são particularmente 

sensíveis a luz ultravioleta, principalmente quando dissolvidas em soluções polares e são 

destruídas por autoclavação em presença de amônia e por tratamento com hipoclorito (WHO, 

1979; CARJAVAL 2013).  

 Devido à dificuldade de eliminação das aflatoxinas após a sua produção, atualmente 

o controle destes compostos na cadeia produtiva da castanha está baseado em medidas 

preventivas para evitar o crescimento de fungos aflatoxigênicos, e de condições que 

favoreçam a produção das aflatoxinas, como a redução do tempo de permanência dos ouriços 

em contato com o solo, intensificação das coletas, controle da umidade e temperatura no 

armazenamento (BAQUIÃO et al., 2012). 
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3.4   Tratamento químico para descontaminação das castanhas-do-Brasil 

 

 A contaminação das castanhas-do-Brasil tem estimulado o estudo de diversos 

métodos visando à eliminação ou redução das concentrações de fungos micotoxigênicos e 

aflatoxinas. Dentre eles pode-se citar a utilização do ozônio, irradiação, ultrassom, cold-

plasma, métodos eficientes que não tem ampla aplicação por conta do alto custo (FREITAS-

SILVA et al., 2013; WEIYI TAO, 2015; YAMUNA DEVI, et al 2017).   

 A utilização de agrotóxicos na pré-colheita da castanha-do-Brasil não ocorre por 

conta da produção extrativista. No entanto, a pré-disposição da castanha a contaminação 

levanta a possibilidade da utilização de produtos químicos, mesmo que em pequena escala, 

para controle na etapa de armazenamento na indústria (PAS, 2004). A sanitização quando 

aplicada de maneira correta, desempenha importante papel na minimização da deterioração e 

na manutenção da qualidade do produto (PAS, 2004; POIMENIDOU et al., 2016).  

 Os sanitizantes são conceituados como agentes ou produtos que diminuem o número 

de micro-organismos vivos no ambiente ou no produto, a níveis seguros, de acordo com as 

normas de saúde (BRASIL, 2007). Segundo Beltrame et al., (2012), os sanitizantes ideais 

devem ser aprovados pelos órgãos competentes, terem amplo espectro de atividade 

antimicrobiana, serem capazes de rapidamente eliminar micro-organismos, estáveis sobre 

diversas condições de uso, e apresentarem baixa toxicidade e corrosividade. 

 A aplicação dos sanitizantes deve considerar fatores tais como: o tipo de tratamento, 

tipo e fisiologia do micro-organismo, características da superfície do alimento como 

rachaduras, fendas e textura, tempo de exposição e concentração, assim como pH e 

temperatura (ANDRADE, 2008). 

Outro fator importante, consiste na limpeza previa da superficie que será sanitizada 

para que haja uma maior eficiencia do sanitizante. A lavagem com agua potável permite a 

remoção de componentes do solo e parte dos micro-organismos presentes (ALLENDE et al., 

2008; JOSHI et al.,. 2013). Além disso, cuidados como o monitoramento das variações fisico-

quimicas do sanitizante, como por exemplo variaçoes de pH; a qualidade da agua utilizada 

para lavagem, temperatura, estabilidade durante o armazanamento (MATTHEWS, 2006).  

Deve-se ter cuidado também, com a concentração do sanitizante, para que está não 

ocasione impacto sensorial inaceitável no alimento (FDA, 2001). Desta forma, para que os 

sanitizantes atuem de forma eficiente é necessário a determinação dos parâmetros ideais de 

condições de processo (ANDRADE, 2008). 
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A redução provocada pela ação dos sanitizantes pode ser calculada em número de 

reduções decimais, de acordo com a equação 1 (SALOMÃO, 2011). 

Equação 1: RD= Log (
  

 
) 

Em que: 

RD: Número de reduções decimais 

No:  Concentração da população inicial de células (UFC/g) 

N: Concentração de sobreviventes após o tratamento aplicado (UFC/ g) 

3.4.1 Hipoclorito de sódio 

Dentre as soluções sanitizantes, os compostos clorados são os mais utilizados na 

indústria de alimentos devido ao baixo custo, completa solubilidade em agua e por serem 

efetivos contra bactérias, fungos e dependendo do pH da solução, contra esporos bacterianos 

(ANDRADE, 2008; SÃO JOSÉ,VANETTI, 2015). O hipoclorito de sódio é um potente 

agente microbiano em pH ácido, no combate ao biofilme microbiano. Contudo, nos últimos 

anos, sua aplicação e a dos demais sais de cloro tem causado preocupação já que são 

precursores na formação de cloraminas orgânicas, com alto potencial carcinogênico 

(ANDRADE, 2008). 

A utilização de outros produtos em substituição ao cloro e seus derivados que 

confiram segurança e qualidade microbiológica é pertinente. Muitos estudos têm comprovado 

a eficácia de agentes sanitizantes em substituição ao cloro, como ultrassom, ácidos orgânicos, 

ozônio, peróxido de hidrogênio, ácido peracético, irradiação, entre outros (GONZÁLEZ 

AGUILAR et al., 2010; GÓMEZ-LÓPEZ et al., 2015). 

A ação antimicrobiana dos compostos clorados, à exceção do dióxido de cloro, está 

relacionada à liberação do ácido hipocloroso em solução aquosa. Essa forma não dissociada é 

cerca de 80 vezes mais bactericida do que a forma dissociada. Dependendo do pH da solução, 

esses compostos sanitizantes apresentam ação sobre esporos bacterianos, grupo microbiano 

importante em processamento de alimentos. Em soluções com pH mais baixo, em que há 

maior presença de ácido hipocloroso (HClO), que é a forma não dissociada, a eficiência 

esporicida do cloro pode ser aumentada (ANDRADE, 2008). 

O possível mecanismo de ação do hipoclorito de sódio pode ser dividido em algumas 

etapas: Primeiramente, na forma não dissociada  penetra através da membrana celular e oxida 

os grupos sulfidrilas (SH) de certas enzima importantes da via glicolítica inibindo-a;  em um 

segundo momento, ocorre a formação de compostos N-clorados  tóxicos pela combinação do 
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cloro com proteínas da membrana celular  causando danos a membrana e dificultando o 

transporte de carboidratos e de aminoácidos, podendo resultar no extravasamento de 

compostos celulares. Posteriormente ocorre a descarboxilação oxidativa de aminoácidos 

formando nitrilas e aldeídos, além disso, através da reação com o DNA, ocorre a oxidação das 

bases purínicas pirimidínicas e paralisação da síntese proteica, inibindo a captação de 

oxigênio e a fosforilação e causa vazamento de algumas macromoléculas. O hipoclorito de 

sódio também pode ser causador de alterações cromossomáticas (ANDRADE, 2008). 

De acordo com o Regulamento nº 21 CRF 178 do FDA (FOOD AND DRUG 

ADMINISTRATION), as concentrações de hipoclorito de sódio destinadas para sanitização 

de vegetais devem ser de no máximo 200 mg/ L (FDA 2001, 2017). No Brasil não existe uma 

Legislação especifica para a utilização do hipoclorito de sódio, entretanto no estado Rio 

Grande do Sul foi criada uma Portaria nº 78 de 30 de janeiro de 2009 da que determina o uso 

de concentrações de 100 a 250 mg /L para soluções de desinfecção de alimentos durante o 

tempo de 15 minutos (RS, 2009). 

3.4.2 Ácido Peracético 

  O ácido peracético é um dos tipos mais importantes de peróxidos e um desinfetante 

rápido, de amplo espectro, que tem sido amplamente utilizado na esterilização, 

branqueamento, indústria têxtil, engenharia ambiental e síntese química.   É esporicida em 

baixas temperaturas e continua efetivo na presença de material orgânico. Seu efeito biocida 

sem residual tóxico o torna de especial interesse para a indústria de alimentos (BALDRY, 

1983; BLOCK, 1991; WEY TAO, et al., 2015). 

 O ácido peracético é um agente químico que se origina a partir da mistura de 

peróxido de hidrogênio e de ácido acético. O resultado da sua decomposição, contém água, 

ácido acético e oxigênio como subprodutos biodegradáveis e atóxicos. O ácido peracético é 

caracterizado por uma ação muito rápida e atividade antimicrobiana de largo espectro, a qual 

inativa as bactérias gram-positivas e gram-negativas, e os fungos (STOPIGLIA et al. 2011). 

Há vários artigos relatando a sua eficácia desinfetante contra bactérias, tanto in vitro quanto 

em produtos (SREBERNICH, 2007; SILVEIRA 2008, ROSÁRIO, 2017). 

 Srebernich (2007) demonstra que o ácido peracético é um excelente sanitizante, 

devido a sua grande capacidade de oxidação dos componentes celulares dos micro-

organismos, com rápida ação em baixas concentrações sobre um amplo espectro de micro-

organismos. Sua ação biocida é influenciada pela concentração, pela temperatura e pelo tipo 
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de micro-organismos. Ainda, segundo o autor, o uso dessas soluções reduz significativamente 

a contaminação, resultando na obtenção de produtos microbiologicamente seguros.  

 De acordo com a FOOD AND DRUG ADMINISTRATION em seu regulamento 

§173.315 (2001), atualizado em abril de 2017, que dispõe sobre Produtos químicos utilizados 

na lavagem ou para ajudar na descamação de frutas e vegetais, o ácido peracético pode ser 

utilizado para este fim, desde que seja preparado por reação de ácido acético com peróxido de 

hidrogénio e que não exceda 80 mg / L em água de lavagem (FDA, 2001, 2017). 

 O mecanismo de ação dos ácidos orgânicos está relacionado ao efeito sobre o valor 

do pH do alimento e as propriedades antimicrobianas das moléculas não dissociadas de ácido 

(SÃO JOSÉ, 2015). Os ácidos na forma não dissociada atravessam com maior facilidade a 

membrana da célula microbiana e, no caso o valor de pH intracelular seja maior que o do 

meio circundante, estes ácidos se dissociarão e liberarão prótons, o que provocará a 

acidificação do citoplasma (HUNG; CHEN, 2011).  Devido a isto, a célula precisará eliminar 

prótons em excesso para manter o pH interno e assim gastará mais energia e provocará 

alteração das atividades metabólicas como transporte de nutrientes e redução da força próton 

motora (RAYBAUDI-MASSILA et. Al., 2009; HUNG; CHEN, 2011). 

 O ácido peracético possui algumas vantagens em relação a outros sanitizantes como, 

por exemplo,  à ação em baixas temperaturas, não sendo corrosivo ao aço inox e ao alumínio, 

em concentrações recomendadas de uso,  não requer enxague da superfície, sendo inodoro na 

forma diluída, facilidade de implantação de tratamento (sem a necessidade de elevado 

investimento),  efetividade mesmo na presença da matéria orgânica e a ausência de residual 

ou subprodutos tóxicos e/ou mutagênicos, a desnecessária descoloração, a baixa dependência 

do pH e o curto tempo de contato   (SOUZA e DANIEL, 2005; SREY et al., 2013). 

 As desvantagens do ácido peracético segundo Nascimento (2010), foram a baixa 

estabilidade durante a estocagem e o fato de ser irritante à pele, necessitando de muitos 

cuidados com o manuseio do produto. Quando apresentado na forma pura, é incompatível 

com ácidos, álcalis concentrados, borrachas naturais e sintéticas, ferro, cobre e alumínio. 
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isolada de castanha-do-Brasil. 
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RESUMO  

 

 A castanha-do-Brasil é uma matéria-prima amazônica com papel fundamental 

na organização socioeconômica das áreas extrativistas da Amazônia Legal, porém, 

devido às precárias condições de armazenamento e processamento, a castanha é 

frequentemente sujeita à contaminação por fungos aflatoxigênicos. Essas espécies de 

fungos têm alta similaridade, o que dificulta sua identificação apenas pelos métodos 

tradicionais. Esta pesquisa teve como objetivo a identificação de uma espécie de 

Aspergillus seção Flavi isolada de amostras de castanha-do-Brasil, por meio da 

abordagem polifásica. Para identificar o isolado fúngico, foram utilizadas técnicas de 

caracterização macromorfológica e micromorfológica por microcultivo em lâmina; A 

identificação molecular seguida de seqüenciamento comparando as seqüências 

nucleotídicas com o banco de dados GenBank; e a avaliação do potencial aflatoxigênico 

da cepa por HPLC. De acordo com os resultados, a análise macromorfológica e 

micromorfológica evidenciou caracteristicas de coloração e estruturas reprodutivas 

típicas do genero Aspergillus e da seção Flavi.  Entretanto somente a partir dos 

resultados de identificação molecular em que a cepa apresentou 100% de semelhança 

com Aspergillus nomius e do perfil de produção de metabólitos no qual a espécie foi 

produtora dos 4 tipos de aflatoxinas (AFG2= 1177,23 ng/mL; AFG1=2458,90 ng/mL; 

AFB2=860,23 ng/mL; AFB1=2370,06 ng/mL) foi possivel realizar a identificação 

correta do fungo como Aspergillus nomius. A combinação de diferentes técnicas para 

identificação da cepa de Aspergillus seção Flavi permitiu uma caracterização mais 

precisa. A identificação de linhagens como Aspergillus nomius com potencial 

aflatoxigênico em castanha-do-Brasil confirma a afinidade desses micro-organismos por 

esse substrato. 
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ABSTRACT 
 

Brazil nut is an Amazonian raw material with a fundamental role in the 

socioeconomic organization of the extractive areas of the Legal Amazon, however, due 

to the precarious conditions of storage and processing, the nut is frequently subject to 

contamination by aflatoxigenic fungi. These fungal species have high similarity, which 

makes it difficult to identify them only by traditional methods. This research had as 

objective the identification of a species of Aspergillus Flavi isolated from Brazil nut 

samples, through the polyphase approach. To identify the fungal isolate, 

macromorphological and micromorphological characterization techniques by 

microcultive in a slide  were used; The molecular identification followed by sequencing 

comparing the nucleotide sequences with the GenBank database; And the evaluation of  

the aflatoxigenic  potential of the strain by HPLC. According to the results, the 

macromorphological and micromorphological analysis showed color characteristics and 

reproductive structures typical of the genus Aspergillus and the Flavi section. However, 

only from the results of molecular identification in which the strain showed 100% 

similarity with Aspergillus nomius and the metabolic production profile in which the 

species was producing the 4 types of aflatoxins (AFG2= 1177,23, AFG1 = 2458, 90, 

AFB2 = 860,23, AFB1 = 2370,06) it was possible to carry out the correct identification 

of the fungus as Aspergillus nomius. The combination of different techniques for 

identification of the strain Aspergillus section Flavi allowed a more accurate 

characterization.  The identification of strain as Aspergillus nomius with aflatoxigenic 

potential in Brazil nuts confirms the affinity of these microorganisms for this substrate. 

 

 

KEYWORDS: Brazil nuts, contamination, identification. 
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1. INTRODUÇÃO 

   A castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa, H.B.K) possui um papel 

fundamental na organização socioeconômica das grandes áreas extrativistas nos estados 

da Amazônia Legal, com importância no sustento das famílias de baixa renda e fazendo  

parte da sua base alimentar (Pedrozo et al., 2011). O sabor das amêndoas junto aos seus 

beneficios nutricionais, promoveram o reconhecimento deste produto no mercado 

internacional. Contudo, por conta das condições precárias de armazenamento e 

processamento a castanha está sujeita a contaminações (Baquião, et al., 2013).  

 As espécies fúngicas Aspergillus flavus, Aspergillus nomius e Aspergillus 

parasiticus que são pertencentes à seção Flavi, destacam-se como potenciais produtores 

de aflatoxinas e contaminantes da castanha-do-Brasil (Midorikawa, et al., 2014). As 

aflatoxinas são metabólitos secundários extremamente tóxicos e cancerígenos que 

podem contaminar os alimentos no campo, no armazenamento ou após o processamento 

(Arrus et al 2005; Baquião et al., 2012; Taniwaki et al., 2016). 

As espécies pertencentes à seção Flavi apresentam elevada similaridade, esta 

caracteristica tem dificultado sua identificação por métodos tradicionais, como por 

exemplo, apenas a caracterização morfológica. Devido a estas particularidades, 

estratégias para a identificação destes fungos estão baseadas em uma abordagem 

polifásica, que consiste na combinação de várias técnicas como: caracterização 

macroscópica, microscópica, biologia molecular e potencial de produção de aflatoxinas, 

para identificação correta da cepa (Varga, et al., 2011; G. Moore et al., 2015). 

Durante muitos anos A. flavus foi descrito como o principal contaminante das 

castanhas, porém, com os avanços principalmente em biologia molecular, vários estudos 

têm destacado A. nomius, produtor dos 4 tipos de aflatoxinas, como importante 

contaminante deste substrato (Olsen et al., 2008; Freitas-Silva e Venâncio, 2011; G. 
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Moore et al., 2015). Estas espécies com características morfológicas idênticas podem ter 

sido confundidas, visto que sua identificação era bastante subjetiva (Moore et al., 2015).  

A identificação correta das espécies pertencentes à seção Flavi, é importante 

para o conhecimento da micobiota presente em castanhas-do-Brasil, e para que assim, 

seja possível, definir métodos para redução da sua contaminação, uma vez, que os 

micro-organismos apresentam características distintas de resistência (Fraise et al., 

2004). Desta forma, esta pesquisa teve como objetivo a identificação de uma espécie de 

Aspergillus seção Flavi isolada de amostra de castanha-do-Brasil, através da abordagem 

polifásica.  

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Cepa Aspergillus seção Flavi 

A cepa de Aspergillus seção Flavi foi isolada de amostras de castanha-do-Brasil  e 

cedida pelo Laboratório de Resíduos e Contaminantes da Embrapa Agroindústria de 

Alimentos-RJ.  

2. 2  Identificação da cepa de Aspergillus seção Flavi 

2.2.1 Caracterização macro e  micromorfológica. 

A análise macromorfológica avaliou o desenvolvimento da macrocolônia do 

isolado de Aspergillus seção Flavi sobre meio de cultura. Para isto, uma porção de 

conídeos foi depositada sobre o centro de uma placa de petri, contendo meio de cultura 

ágar Lactrimel. A placa foi incubada por 5-10 dias, em temperatura de 27°C. Após este 

período, foram analisadas carcaterísticas como coloração do verso e reverso da colônia, 

textura e relevo. 

Para a caracterização do isolado fúngico por meio dos aspectos 

micromorfológicos foi realizada a técnica de microcultivo em lâmina utilizando Agar 
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Lactrimel segundo a técnica de Riddell (1950) com modificações para observação das 

estruturas de reprodução assexuada.  Blocos de 1 cm
3
 do ágar Lactrimel foram mantidos 

sobre o meio de cultura em placas de petri. Em seguida as amostras foram semeadas na 

lateral dos blocos de Agar e cobertas com lamínula (Figura 1A). Após inoculação a 

placa foi incubada a 30°C durante 5 dias. Após este período, as lamínulas contendo o 

crescimento fúngico foram postas sobre lâminas contendo solução de Lactofenol azul de 

algodão e/ou Lactofenol de Amman. As lâminas foram analisadas em microscópio 

óptico com Objetivas de 40X e 100X. O ensaio foi realizado em duplicata. 

 

Figura 1. Microcultivo em placa de Petri contendo ágar Lactrimel do isolado fúngico 

de Aspergillus seção Flavi. Fonte: autor. 

 

2.2.2 Identificação Molecular do fungo 

 O DNA genômico foi extraído de culturas micelares puras do isolado fúngico 

cultivado em ágar Lactrimel, utilizando metodologia proposta por Najafzadeh et al. 

(2010). 

A identificação inicial utilizando técnicas moleculares foi baseada no 

sequenciamento da região ITS do rDNA (ITS 1, 5.8S e ITS 2). Os primers ITS1 (F) 

TCCGTAGGTGAACCTGCGG e ITS4 (R) TCCTCCGCTTATTGATATGC foram 

termociclados (PX2 Thermo Hybaid - Reino Unido) sob condições de 95°C por 5 

minutos como desnaturação inicial, 35 ciclos de 94°C por 1 minuto de desnaturação, 
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55.5°C por 2 minutos como temperatura de anelamento dos primers 72°C por 2 minutos 

como extensão, e por fim, uma fase de extensão final de 72°C por 10 minutos (Chen et 

al., 2001; Fugita et al., 2001). 

A reação de amplificação foi realizada com 4 mM MgCl2, 0,4 mM de cada 

dNTP (desoxinucleotídeo trifosfato), 1 mM dos primers, 0,1 μL de DNA polimerase 

Taq (Platinum® Taq, Invitrogen, Brasil) e 2 μl de DNA, em volume total de 25μL. A 

PCR foi realizada no termociclador Thermo Hybaid PX2 (Kingdom United). O produto 

de amplificação foi desenvolvido por eletroforese em gel de agarose a 2%. 

Posteriormente, a purificação dos aplicons foi realizada utilizando o mini kit HiYield 

Gel / PCR DNA (Royal Biotech Corporation, China) de acordo com as recomendações 

do fabricante. 

Após a purificação, o material seguiu para a reação de sequenciamento, onde foi 

realizada uma nova PCR e posteriormente o material seguiu para o sequenciador ABI 

3130/3130XL Genetic Analyser, essa plataforma utiliza o método de terminação de 

cadeia por dideoxinucleotídeo de acordo com Sanger et al., (1977).  

As sequências obtidas no sequenciamento foram submetidas à curadoria manual 

para análise da qualidade e à ferramenta de análise online Eletropherogram Analysis 

Quality, disponível em http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/. As sequências 

foram anotadas utilizando o software BioEdit v. 7.2.5 (Hall, 1999). E então comparadas 

com o banco de dados GenBank utilizando a ferramenta Blast (disponível em 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), as sequências com identidade >98% foram 

consideradas. 
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2.2.3 Avaliações do potencial de produção de aflatoxinas B1, B2, G1, G2 e M1 por 

Aspergillus. 

O potencial toxigênico da cepa para a produção de aflatoxinas foi realizado no 

Laboratório de Resíduos de contaminantes da Embrapa Agroindústria de Alimentos. A 

cepa de Aspergillus foi cultivada em meio de YES- Yeast Extrat Sucrose á 25°C por 10 

dias.  

Decorrido o período de incubação, para a extração de aflatoxinas, foram 

retiradados 3 discos de ágar de 0,5 cm do crescimento fúngico. Os discos foram 

colocados em vial, e ao conteúdo foi adicionado 1 mL de metanol grau HPLC. O 

conteúdo foi filtrado em membrana Milipore 0,22 µm com N2 para que o metanol fosse 

evaporado. 

            As amostras foram analisadas por CLAE (cromatografia liquida de alta 

eficiência), tendo como padrão um ―pool‖ com as AFLAS B1, B2, G1 e G2.  

As condições cromatográficas para análise de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 

no extrato fúngico foram as seguintes:  Fase móvel: Acetonitrila: Metanol: Água: KBr: 

HNO34M (290:390:1320:390:1,17mL; Fluxo: 0,8mL/min.; Coluna: XBridge™ C18 

(250 x 4,6 mm, 5. µm); Detector: Fluorescência; Excitação: 360, emissão 440; Volume 

de injeção: 40 µL; corrente: 100 µA. 

Para cálculo de derivatização pós-coluna (com Kobra-cell®) foi utilizada a 

seguinte expressão: 

Quantidade de aflatoxinas (µg/kg):
           

       
 

Ca = concentração da amostra obtida através da curva de calibração (µg/mL).  

V1 = volume de extração da amostra (250 mL).  

V2= volume do filtrado adicionado à coluna de imunoafinidade (10 mL).  

V3= volume de retomada do extrato purificado (3 mL).  
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m= massa da amostra em kg. 

Ordem de eluição: G2, G1, B2, B1 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 3.1 Identificação do isolado de Aspergillus seção Flavi: Caracterização morfológica e 

identificação molecular. 

O isolado de Aspergillus seção Flavi foi avaliado de acordo com suas 

características macromorfológicas e microscópicas após 5 dias de incubação a 30 ºC 

(Figura 2).  

 

Figura 2. A. Aspecto macroscópico colonial do isolado fúngico de Aspergillus seção 

Flavi semeado em Ágar Lactrimel. B. Aspectos Microscópicos. 

A macrocolônia (Figura 2A) apresentou crescimento radial, de textura 

algodonosa com pontilhado amarelo-esverdeado sobre a colônia. Microscopicamente, 

foi possível observar estruturas de reprodução após o quinto dia de cultivo, o que pode 

estar relacionado ao meio de cultura utilizado, ágar Lactrimel, que tem como 

característica favorecer a rápida esporulação de fungos filamentosos (Jorgensen et al., 

2015). Em outros meios de cultura como Agar Extrato de Malte, Ágar Sabouraund e 

Ágar Czapeck a esporulação ocorre após 7 dias de incubação a 25°C (Doster, et al., 

2009).  
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Inicialmente, observou-se a formação de uma ampla estrutura branca enovelada, 

o micélio aéreo com pouca esporulação, e no centro da colônia (Figura 2 A) a formação 

de conídios amarelo esverdeadas (esporos). Com o passar do tempo e, 

consequentemente, amadurecimento da colônia, o centro verde tornou-se mais escuro, 

além disso, o reverso das placas permaneceu incolor.  A coloração das colônias é uma 

das características macroscópicas que permite a diferenciação entre as seções de 

Aspergillus.  Como pode-se observar na Figura 2 A, os conídios esverdeados da cultura 

confirmam que a cepa é pertencente a seção Flavi (Varga et al., 2009). 

Na observação microscópica (Figura 2 B) após coloração com lactofenol azul de 

algodão, pode-se identificar as estruturas reprodutivas típicas do gênero Aspergillus, 

composto por conidióforo, apresentando em sua extremidade a formação de uma 

vesícula globosa bisseriada, composta por fiálides e métulas de onde emergem os 

conídios.  Este último aspecto citado, referente à bisseriação vesicular exclui a 

possibilidade da cepa se tratar de um Aspergillus parasiticus, entretanto, somente por 

meio da análise morfológica da cepa estudada, torna-se difícil distinguir entre as 

espécies de Aspergillus flavus e Aspergillus nomius, uma vez que estas culturas 

apresentam características muito similares (Midorikawa, et al., 2014; Samson et al., 

2014).  

Diversos trabalhos relatam a dificuldade de identificação de membros 

pertencentes à seção Flavi, seja pela semelhança entre as espécies ou ainda pelo fato de 

que, constantemente, novas espécies têm sido descobertas e agrupadas na seção. 

Atualmente para que se possa realizar a identificação correta de uma espécie é 

necessária uma abordagem polifásica, em que são avaliadas as características macro e 

micromorfológicas, a identificação molecular e o perfil de produção de metabólitos 

(Varga et al., 2011; Samsom et al., 2014; Garcia et al., 2018). 
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Neste sentido, para que fosse realizada a identificação correta do isolado fúngico 

utilizado neste estudo, foi realizada a identificação molecular da espécie, após a 

comparação da sequência obtida com o banco de dados GenBank. Com a utilização da 

ferramenta Blast a cepa foi identificada como Aspergillus nomius  (Número de acesso 

MK397788) apresentando 100% de semelhança. 

 

3.2 Potencial de produção de aflatoxinas B1, B2, G1, G2 E M1 do isolado fúngico. 

Foi detectado que a cepa avaliada é produtora das quatro tipos de aflatoxinas 

(Tabela 1), esta informação corrabora com a análise molecular que identifica a cepa 

como Aspergillus nomius, além de descartar a hipótese levantada na caracterização 

morfológica de que o isolado poderia se tratar de Aspergillus flavus, uma vez que 

devido a uma mutação genética esta espécie produz apenas aflatoxinas B (P-K. Chang, 

2010). 

Tabela 1. Potencial aflatoxigênico do isolado fúngico  

Afatoxinas (ng/mL) 

AFG2      AFG1       AFB2       AFB1      AFM1 

1177,23     2458,90      860,23     2370,06          0 

AFG2: Afatoxin G2, AFG1: Aflatoxin G1, AFB2: Aflatoxin B2, AFB1:Aflatoxin B1, 

AFM1:Aflatoxin M1  

 

 Moore et al.,  (2015) destaca que muitos caminhos ainda precisam ser 

explorados em relação ao fungo aflatoxigênico A. nomius, que pode ser indicado como 

uma espécie ancestral aflatoxigênica apartir de comparações genômicas com outros 

membros da seções Flavi. Enfatizando que comparações genômicas futuras deverão 

incluir mais espécies a esta seção bem como elucidar as razões para o surgimento de 

outras espécies aflatoxigênicas, bem como o propósito da produção de aflatoxinas. 
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 Historicamente, perfis de aflatoxinas têm sido usados para distinguir entre 

A.flavus e A. nomius, uma vez que suas macro e micro-morfologias são altamente 

similares. Se um isolado produzisse apenas aflatoxinas-B, ele seria classificado como A. 

flavus e, se aflatoxinas B e G fossem produzidas, seria considerado A. nomius (Moore et 

al.,  2015). 

Nielsen et al., (2011) e Kildgaard et al., (2014) enfatizam que  a produção de um 

determinado metabólito secundário consiste em um eficiente modo  para a  alocação de 

uma cepa em uma seção, assim como, a identificação de vários metabólitos secundários 

podem garantir  de forma eficaz a identificação de uma espécie. Embora a identificação 

polifásica seja recomendada, ocasionalmente, os perfis dos metabólitos secundários 

podem ser suficientes para identificar as espécies de isolados de Aspergillus. 

 

4. CONCLUSÃO 

A junção de técnicas distintas para identificação da cepa de Aspergillus seção 

Flavi permitiram uma identificação mais acurada da espécie. A identificação da espécie 

como Aspergillus nomius com potencial aflatoxigênico em castanhas-do-Brasil, 

comprova a afinidade destes micro-organismos para este substrato.  
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Eficiência do hipoclorito de sódio e ácido peracético sob Aspergillus nomius em 

castanha-do-Brasil. 

Artigo em fase de revisão para ser submetido a revista Food Microbiology 

(Configurações conforme normas da revista) 
 

Resumo  

Este trabalho teve como objetivo, avaliar a eficácia do hipoclorito de sódio e ácido 

peracético na sanitização de castanhas-do-Brasil. Para avaliação da microbiota natural das 

castanhas, foram realizadas contagens de bactérias, fungos totais, Aspergillus flavus e A. 

parasiticus. Determinações de atividade de agua e umidade e quantificação de aflatoxinas. Foi 

utilizada metodologia de superfície de resposta para determinar a influência do tempo e 

concentração dos sanitizantes sob a redução de Aspergillus nomius inoculado em castanhas, e 

a avaliação microbiológica, sensorial e de aflatoxinas na condição proposta sob a microbiota 

natural das castanhas. As castanhas apresentaram elevada contaminação microbiológica, 

umidade e atividade agua. Em nenhuma amostra foi detectada aflatoxinas. A superfície de 

resposta e a função desejabilidade no planejamento proposto, indicaram como condições 

ótimas para a sanitização 250 mg / L e 8,5 minutos e 140 mg / L e 15 minutos para o 

hipoclorito e ácido peracético, respectivamente. Sendo obtidas reduções superiores a 2 log 

UFC / g  para o hipoclorito e de 1  log UFC / g
 
para o acido peracético.  Nas condições 

otimizadas, foi obtida redução inferior a 2 log UFC/g.  Os sanitizantes não tiveram ação sob 

aflatoxinas,  sendo eficientes somente para controle de fungos. Os tratamentos não causaram 

impacto sensorial inaceitável nas amostras. 

 

 

Palavras-chaves: Aspergillus nomius, castanha-do-Brasil, sanitizantes.. 
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Efficiency of sodium hypochlorite and peracetic acid on Aspergillus nomius in Brazil 

nuts. 

Article under review for submission to Food Microbiology  

(Shape according to the norms of the journal) 
 

Abstract  

The objective of this work was to evaluate the efficacy of sodium hypochlorite and 

peracetic acid in Brazil nut sanitization. To evaluate the natural microbiota of the nuts, counts 

of bacteria, total fungi, Aspergillus flavus and A. parasiticus were performed. as well as 

measurement of water activity, moisture content and quantity of aflatoxins. Response surface 

methodology was used to determine the influence of time and concentration of the sanitizers 

on the reduction of Aspergillus nomius inoculated on nuts, and the microbiological, sensorial 

and aflatoxin evaluation in the proposed condition on the natural microbiota of the nuts. The 

nuts presented high microbiological contamination, moisture content and water activity. 

Aflatoxins were not detected in any sample. The response surface and the desirability function 

in the proposed design indicated as optimal conditions for sanitization 250 mg / L and 8.5 

minutes and 140 mg / L and 15 minutes for hypochlorite and peracetic acid, respectively. 

Reductions of more than 2 log CFU / g for hypochlorite and 1 log CFU / g for peracetic acid 

were obtained.  Under optimized conditions, a reduction of less than 2 log CFU / g was 

obtained. The sanitizers had no action on aflatoxins, being efficient only for fungi control. 

The treatments did not cause unacceptable sensory impact on the samples. 

 

 

Keywords: Aspergillus nomius, Brazil nuts, sanitizers. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa, H. B. K) é uma importante espécie de 

exploração extrativista da Amazônia, e suas amêndoas têm elevado valor nutritivo, 

promovendo benefícios à saúde, o que tem contribuído para o reconhecimento deste produto 

no mercado internacional (Cardoso et al., 2017). Contudo, por conta das condições precárias 

de armazenamento e processamento a castanha está sujeita a contaminações (Freitas - Silva e 

Venancio, 2011). 

Entre os principais contaminantes da castanha-do-Brasil, destaca-se o Aspergillus 

nomius que é um fungo pertencente à seção Flavi, com potencial para produzir os quatro  

tipos de aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2) (Olsen et al.,  2008,  Moore et al.,  2015,  Taniwaki et 

al., 2017). As aflatoxinas são um grupo de metabólitos secundários extremamente tóxicos e 

cancerígenos que podem contaminar os alimentos no campo, no armazenamento ou após o 

processamento (Arrus et al., 2005; Baquião et al., 2012, Taniwaki et al., 2017). 

Portanto, o desenvolvimento de intervenções que reduzam o crescimento de fungos 

aflatoxigênicos e consequentemente a produção de aflatoxinas são do interesse da indústria, 

principalmente para castanhas que serão consumidas sem nenhum processo validado de 

conservação (ICMSF, 2015). Neste sentido, para assegurar a qualidade deste produto, a 

descontaminação das superfícies de castanhas através da sanitização quando realizada de 

forma ideal consiste em uma boa técnica para o controle da contaminação (Gil et al., 2009).  

O hipoclorito de sódio tem sido amplamente empregado para sanitização de vegetais 

minimamente processados, apesar de sua eficiência ser reduzida na presença de matéria 

orgânica (Finten et al., 2017). Além deste problema, a possível formação de compostos 

clorados cancerígenos na água (Meireles et al., 2016) tem promovido a utilização de medidas 

alternativas ao uso do cloro,  como o a utilização do ácido peracético (Olmez e Kretzchmar, 

2009). O Acido peracético é um sanitizante que possui efeitos antimicrobianos contra um 

amplo espectro de bactérias, vírus e fungos, e tem sido usado para controlar bactérias em 

alimentos, utensilios e equipamentos, aprovado pela Food and Drug Administration para 

descontaminação de frutas (FDA, 2001, Olmez e Kretzshmar et al., 2009, Zoelnner et al., 

2018). 

Embora A. nomius seja frequentemente isolado em castanhas-do-Brasil, não há relatos 

que tenham avaliado a eficácia dos tratamentos de sanitização contra esse fungo 

potencialmente aflatoxigênico. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficácia 
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dos sanitizantes hipoclorito de sódio e ácido peracético frente a conidios de A.nomius 

intencionalmente aderidos na superficie de castanhas-do-Brasil. Assim como, o efeito da 

aplicação dos sanitizantes, na condição proposta, sobre as caracteristicas microbiológicas e 

sensoriais das castanhas. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1  Amostras de castanha-do-Brasil 

Os ouriços de castanha-do-Brasil foram coletadas em uma área de produção localizada 

no município de Tomé-açu, PA.  As amostras foram separadas em três grupos: grupo 1- 

amostras que foram submetidas a análises microbiológicas e físico-químicas; grupo 2- 

amostras que foram enviadas para Laboratório de Resíduos e Contaminantes da Embrapa 

Agroindústria de Alimentos-RJ, para quantificação de aflatoxinas; grupo 3- amostras para a 

avaliação da eficiência dos sanitizantes e determinação da melhor condição de concentração e 

tempo de contato. Para as análises microbiológicas, físico-químicas e aflatoxinas as amostras 

foram coletadas em triplicata. 

 2.2 Análises Microbiológicas 

Em todas as amostras foram realizadas a contagem de bactérias aeróbias mesófilas e 

de fungos totais que seguiram metodologias descritas no Compendium of Methods for the 

Microbiological Examination of Foods (Downes; Ito, 2001) e a contagem de Aspergillus 

flavus e A. parasiticus, de acordo com metodologia proposta por Pitt et al. (1983).Todas as 

análises foram realizadas em triplicata. 

Foi utilizada metodologia de lavagem superficial (Silva, Junqueira et al., 2017), onde 

após a pesagem de cada amostra de 50g (3 castanhas inteiras com cascas) as diluições iniciais 

(10
-1

) foram preparadas com água peptonada a 0,1 %. Para a contagem de bactérias aeróbias 

mesófilas, foi utilizado o meio ágar PCA- (Plate Count Agar) (Merck), com incubação a 35  

ºC por 48 horas ± 2h.  Na contagem de fungos totais utilizou-se o meio ágar DRBC- (Dicloran 

Rosa Bengala Cloranfenicol) (Merk), com incubação das placas em DBO a 25 °C durante 5 

dias. Para Aspergillus flavus e A.parasiticus foi utilizado o meio AFPA- (Aspergillus 

Differentiation Agar base) (Sigma-Aldrich), com incubação em DBO a 30 °C durante o tempo 

de 42 a 48 horas. Todos os resultados foram expressos em log UFC / g. 
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 2.3 Análises Físico-Quimicas 

  Foram feitas as determinações da atividade de agua, através do aparelho Aqualalab 

(Decagon Modelo–série 4 TEV) e umidade de acordo com AOAC (2005), através de secagem 

em estufa a 105 ºC com circulação de ar. 

 

 2.4 Quantificação de aflatoxinas 

A quantificação de aflatoxinas foi realizada no Laboratório de Resíduos e Contaminantes 

da Embrapa Agroindústria de Alimentos-RJ, por Cromatografia Liquida de Alta Eficiência 

(HPLC) com detector de fluorescência com excitação de 360 nm e emissão de 440 nm, 

sistema de derivatização Kobra-cell®.  

As condições cromatográficas para análise de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 no extrato 

fúngico foram as seguintes:  Fase móvel: Acetonitrila: Metanol: Água: KBr: HNO34M (290: 

390: 1320: 390: 1,17mL; Fluxo: 0,8mL / min.; Coluna: XBridge™ C18 (250 x 4,6 mm, 5. 

µm); Detector: Fluorescência; Excitação: 360, emissão 440; Volume de injeção: 40 µL; 

corrente: 100 µA. Para cálculo de derivatização pós-coluna (com Kobra-cell®) foi utilizada a 

seguinte expressão: 

Aflatoxinas (µg/kg): 
           

       
 

Ca = concentração da amostra obtida através da curva de calibração (µg/mL).  

V1 = volume de extração da amostra (250 mL).  

V2= volume do filtrado adicionado à coluna de imunoafinidade (10 mL).  

V3= volume de retomada do extrato purificado (3 mL).  

m= massa da amostra em kg. 

Ordem de eluição: G2, G1, B2, B1. 

 

2.6  Eficiência dos sanitizantes hipoclorito de sódio e ácido peracético para a redução de 

A. nomius intencionalmente inoculado em superfícies de castanhas-do-Brasil. 

2.6.1 Sanitizantes 

Foram utilizados os sanitizantes Hipoclorito de sódio, solução comercial (2,5 % Qboa) 

e o ácido peracético PAC 200 (Adpro).  
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2.6.2 Preparo da suspensão de conídios de A.nomius  

A cepa de Aspergillus nomius IEC-F01 foi isolada de amostras de castanha-do-Brasil e 

cedida pelo Laboratório de Resíduos e Contaminantes da Embrapa Agroindústria de 

Alimentos-RJ. O cultivo foi realizado, em tubos inclinados com meio Ágar Sabouraund e 

incubados por 7 dias a 27 ºC.  A suspensão foi preparada pela adição de 7 ml de peptona 

salina estéril com tween 80 à 0,01%.  Em seguida o conteúdo foi transferido para um tubo 

falcon e a concentração ajustada a 10
8
 conidios utilizando densitômetro (Densichek plus 

Instrument bioMeriux-SA) (Freitas-Silva et al.,  2013). 

 

2.6.3 Contaminação das castanhas e aplicação dos sanitizantes 

As amostras de castanha-do-Brasil (44), inteiras e com cascas, foram lavadas com água 

para retirada do excesso de matéria orgânica, em seguida, foram pesadas e armazenadas em 

frascos de vidro, uma castanha por recipiente, esterilizados em autoclave a 121 ºC por 20 

minutos (Freitas-Silva et al., 2013).   Além dos frascos que seriam destinados aos ensaios com 

os sanitizantes, realizou-se a esterilização de um frasco adicional com castanha. A amostra 

deste frasco foi plaqueada diretamente em meio DRBC para controle do processo de 

descontaminação. 

Para cada frasco composto por uma castanha previamente esterilizada, foram adicionados 

em 10 pontos diferentes da superficie da castanha 0,1 mL da suspensão de conídios (Salomão 

et  al., 2008). Em seguida, os frascos permaneceram na câmara de fluxo por 24 horas, para 

que houvesse a fixação dos conídios. As castanhas foram tratadas com o sanitizante através da 

técnica de imersão, sendo adicionados 40 mL das soluções sanitizantes nos frascos. Foram 

realizados 11 tratamentos em duplicata, para cada sanitizante, variando o tempo de contato e a 

concentração do sanitizante (de acordo com delineamento experimental). Após o término de 

cada tratamento, foram adicionados 0,4 mL de solução de tiossulfato de sódio 0,6% para 

cessar a reação, então, as castanhas foram levemente agitadas por 1 minuto (Salomão et al., 

2011). 

Para avaliar a redução microbiológica provocada pela solução sanitizante, após o 

tempo de contato foi realizado o plaqueamento direto de 0,1 mL da solução de contato em 

placas com meio DRBC e incubadas a 25 ºC por 5 dias.  

Como controle da fixação de conídios, algumas amostras de castanhas foram 

contaminadas, mas não foram tratadas com os sanitizantes. Após o periodo destinado à 

contaminação, foram adicionados 40 mL de agua com tween 80 aos frascos, as castanhas 
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permaneceram em contato com a água por 15 minutos em repouso, em seguida realizou-se a 

agitação por um minuto, após este periodo, 0,1 mL do conteúdo foi inoculado em meio DRBC 

para quantificação do número de conídios aderidos. 

Para a avaliação do efeito dos tratamentos de sanitização foi realizado o cálculo de 

acordo com a seguinte equação:  

Equação 1: RD= Log (
  

 
) 

Em que: RD: Número de reduções decimais; No: Concentração da população inicial 

de células (UFC / g); N: Concentração de sobreviventes após o tratamento aplicado (UFC / g). 

2.7 Delineamento Experimental 

Para a avaliação da eficiência dos sanitizantes sob a contaminação de Aspergillus 

nomius em castanha-do-Brasil utilizou-se a metodologia de superfície de resposta através da 

aplicação de um Delineamento Composto Central Radial (DCCR) tendo como objetivos a 

máxima redução do fungo. Sendo as variáveis independentes a concentração dos sanitizantes 

e o tempo de contato com superfície de castanha e como variável dependente a redução de 

Aspergillus nomius. 

O Delineamento Composto Central Radial (DCCR) para duas variáveis independentes 

e dois níveis (2
2
) foi composto de quatro ensaios fatoriais, quatro ensaios nas condições 

radiais (interações com os pontos centrais) três repetições no ponto central, totalizando 11 

ensaios para cada sanitizante testado. Foi utilizado como controle a contagem de Aspergillus 

nomius em castanhas imersas em água.  

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa estatística versão 7.0. 

As matrizes do delineamento utilizadas neste trabalho estão apresentadas nas Tabelas 1. 

 

Tabela 1. Níveis utilizados no delineamento experimental para a sanitização de castanha-do-

Brasil com os sanitizantes hipoclorito de sódio e ácido peracético. 

Sanitizante            Variáveis dependentes Níveis 

-1 0 +1 

hipoclorito 

de sódio 

           Concentração (mg / L) 100 200 300 

           Tempo (minutos) 2 8,5 15 

ácido 

peracético 

          Concentração (mg / L) 20 80 140 

          Tempo (minutos) 2 8,5 15 
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2.8 Avaliação da eficiência dos sanitizantes sob a condição ótima de tempo de contato e 

concentração em amostras de castanhas-do-Brasil. 

 Após a obtenção das condições ideais para a aplicação dos sanitizantes, foi realizada 

uma nova coleta de amostras de castanhas-do-Brasil (n=3) para a avaliação dos tratamentos 

sob a redução da microbiota natural das castanhas.  As amostras foram submetidas às análises 

microbiológicas descritas no tópico (2.2) e quantificação de aflatoxinas (tópico 2.4).  

2.9  Análise Sensorial 

As castanhas com contaminação natural foram tratadas com os sanitizantes, descascadas 

e secas em estufa a temperatura de 60 °C até atingir umidade abaixo de 10% (PAS, 2004). 

Após processamento as castanhas foram armazenadas em frascos de vidro e no dia seguinte 

foram avaliadas sensorialmente por 100 provadores. Para cada provador foram servidas um 

grupo de três amostras (castanhas não tratadas; castanhas tratadas com hipoclorito; castanhas 

tratadas com ácido peracético) que foram codificadas e servidas aleatoriamente. Cada 

provador foi convidado a atribuir pontuações para os atributos aroma e sabor em uma escala 

hedônica estruturada em nove pontos. Para o cálculo do índice de aceitabilidade (I.A), foi 

utilizada a expressão: IA (%)= A x 100/B em que: A = nota média obtida para o atributo; 

B=nota máxima dada para o atributo (Teixeira et al., 1987). A pesquisa foi aprovada pelo 

Comitê de ética da Universidade Federal do Pará (CAAE: 98215118.5.0000.0018) sob o 

parecer de número 3.040.313. 

 

2.10  Análise Estatística 

 Os resultados das análises microbiológicas e dos testes sensoriais foram avaliados 

através de análise de variância (ANOVA) e teste complementar de comparação de médias de 

Tukey à 5%, utilizando o programa Statistica 7.0. 

 

3 RESULTADOS  

3.1  Análises Microbiológicas 

As amostras de castanhas-do-Brasil analisadas apresentaram uma elevada carga 

microbiológica superficial. Com valores médios (log UFC / g) de 6,25 ± 0,16; 6,02 ± 0,11 e   

3,74 ± 0,75, para contagem de bactérias aeróbias mesófilas, fungos totais e A.flavus e 

A.parasiticus, respectivamente.  
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3.2  Análises Fisico-Químicas 

A média de umidade de castanhas com casca, e das amêndoas foi de 32,6% ± 1,42 e 

26,5% ± 0,90, respectivamente.  Os valores médios de atividade de água em amostras de 

casca e amêndoas de castanhas-do-Brasil, encontrados foram de 0,89 ± 0,015 e 0,75 ± 0,38,  

respectivamente. 

3.3 Análise de aflatoxinas 

Em nenhuma das amostras analisadas detectou-se a presença de aflatoxinas.   

3.4 Condições ótimas de aplicação do hipoclorito de sódio e ácido peracético para a 

redução de A. nomius em castanhas-do-Brasil. 

Os resultados de número de logs de reduções decimais (RD) para otimização das 

condições de tempo de contato e concentração dos sanitizantes hipoclorito de sódio e ácido 

peracético para a redução de  A.nomius, intencionalmente inoculado em castanhas-do-Brasil, 

estão apresentados na Tabela 2. 

Tabela 2. Resultados dos ensaios para otimização da aplicação de hipoclorito de sódio e ácido 

peracético para a redução de A.nomius inoculado em castanhas-do-Brasil. 

 

 

Tratamentos 

Variáveis independentes 

Codificadas 

Variáveis dependentes 

 Log RD A.nomius
  
 

 

V1 V2 Hipoclorito de 

sódio * 

Ácido 

peracético * 

T1 -1 -1 0,69 ± 0,15 0,47 ± 0,03 

T2 1 -1 0,87 ± 0,01 0,52 ± 0,08 

T3 -1 1 1,52 ± 0,39 0,69 ± 0,17 

T4 1 1 1,78 ± 0,01 1,02 ± 0,10 

T5 -1 0 1,24 ± 0,60 0,72 ± 0,08 

T6 1 0 1,14 ± 0,06 0,81 ± 0,08 

T7 0 -1 1,35 ± 0,55 0,44 ± 0,14 

T8 0 1 1,60 ± 0,02 0,76 ± 0,04 

T9 0 0 2,16 ± 0,02 0,62 ± 0,05 

T10 0 0 2,14 ± 0,04 0,59 ± 0,01 

T11 0 0 1,96 ± 0,13 0,63 ± 0,07 

T0      3,34 ± 0,18       3,59 ±  0,04   
V1: tempo de contato das castanhas com o sanitizante (minutos); V2: Concentração de sanitizante (mg / L); RD: 

Log de reduções decimais de A. nomius; * Valores médios ± desvio padrão, T0: Tratamento controle (castanhas 

lavadas com agua com tween 0,01% por 15 min). 

 

Observa-se na Tabela 2 que o maior número de reduções para o hipoclorito de sódio 

ocorreu no ensaio T9 (RD: 2,16), correspondente ao ponto central (8,5 minutos/ 200 mg / L) 
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enquanto que, para o ácido peracético no ensaio T4 (RD: 1,02) onde as duas variáveis 

estudadas encontravam-se nos maiores níveis avaliados (15 minutos/ 140 mg / L). 

A partir dos dados da Tabela 2, foram realizados os tratamentos estatísticos para 

avaliação da resposta (log de redução de A. nomius) em função das variáveis testadas. As 

variáveis significativas foram definidas através da análise do valor de P < 0,05, sendo 

consideradas como significativas para a aplicação do hipoclorito de sódio, as variáveis tempo 

quadrática (Q), concentração linear (L) e concentração quadrática (Q). Com relação aos 

tratamentos com ácido peracético, todas as variáveis foram consideradas significativas (P < 

0,05). Após a definição das variáveis foi avaliada a significância da regressão e da falta de 

ajuste do modelo através do teste F.  

 A análise de variância do tratamento com hipoclorito de sódio mostrou que o modelo 

ajustado para a RD A. nomius (Tabela 3) foi significativo (F calculado > F tabelado) com 95% 

de confiança. A falta de ajuste do modelo não foi significativa, e o coeficiente de 

determinação (R²) foi 0,80, indicando que o modelo explicou 80% da variação dos dados. 

Quanto mais próximo de 1 for R
2
, melhor será o ajuste do modelo (Neto et al., 2001).   

Os coeficientes de regressão, valor de F e p para as variáveis significativas, estão 

apresentados junto ao modelo ajustado proposto para redução de A. nomius em função da 

variação do tempo de contato e concentração do hipoclorito de sódio na Tabela 3. 

Tabela 3. Coeficientes de regressão, valores F da ANOVA, níveis de probabilidade dos 

parâmetros (P), coeficiente de determinação (R2) do modelo de RD de A. nomius utilizando 

hipoclorito de sódio como sanitizante. 

 

Coef. de regressão F P 

Média 1,95263 - - 

Tempo (Q) -0,561579 65,84667 0,014849 

Concentração (L) 0,331667 54,39698 0,017891 

Concentração (Q) -0,276579 15,97167 0,057284 

Modelo ajustado:  

 

*RD: 1,95 - 0,56V1
2
+ 0,33V2-0,27 V2

2 

 

Falta de ajuste F= 7,23858  P= 0,125818  R
2 

= 0,80836 

*RD: N° de reduções decimais; V1: tempo (minutos); V2: Concentração (mg / L) 

 

Para os tratamentos com o ácido peracético, a análise de variância mostrou que o 

modelo ajustado para a RD A. nomius (Tabela 4) foi significativo com 95% de confiança, 

além de preditivo (Box & Wetz, 1973). A falta de ajuste do modelo não foi significativa, e o 

coeficiente de determinação (R²) foi 0,96.  
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 Os coeficientes de regressão, valor de F e p para as variáveis significativas, estão 

apresentados junto ao modelo ajustado proposto para redução de A. nomius pelo ácido 

peracético na Tabela 4. 

Tabela 4. Coeficientes de regressão, valores F da ANOVA, níveis de probabilidade dos 

parâmetros (p), coeficiente de determinação (R2) do modelo de RD de A. nomius utilizando 

ácido peracético como sanitizante. 

 

Coef. de regressão F P 

Média 0,629474 - - 

Tempo (L) 0,078333 84.9615 0,011566 

Tempo (Q) 0,111316 72,4409 0,013525 

Concentração (L) 0,173333 416,000 0,002395 

Concentração (Q) -0,053684 16,8486 0,054542 

Interação  0,070000 5,83000 0,021402 

Modelo ajustado:  

 

*RD: 0,62 + 0,07 V1+ 0,11V1
2
+ 0,17V2- 0,05 V2

2 
+ 0,07V1V2

 

 

Falta de ajuste F= 5,83  

p= 0,14  R
2 

= 0,96 

*RD: N° de reduções decimais; V1: tempo (minutos); V2: Concentração (mg / L). 

 

Na Fig. 1 estão apresentadas as curvas de nível e superfície de respostas obtidas a 

partir dos modelos propostos.    

  

 Fig. 1. Superfície de respostas para os modelos de redução de A. nomius em função das 

condições de tempo de contato e concentração dos sanitizantes. A. hipoclorito de sódio. B 

ácido peracético. 

A determinação da condição ideal para aplicação do hipoclorito e do ácido peracético 

em castanhas foi estimada baseado no modelo estatístico proposto e através da função 

desejabilidade (Fig. 2). 

B

A 

A

A 
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Fig. 2. Condições ótimas para aplicação de hipoclorito de sódio (A) e ácido peracético (B) na 

superfície de castanhas-do-Brasil. 

De acordo com a análise dos gráficos, as linhas tracejadas vermelhas indicam as 

condições de máxima desejabilidade global. Desta forma, o ponto ótimo para maximização da 

redução de A. nomius, para o hipoclorito foram 8,5 minutos e 250 mg / L, e para o ácido 

peracético15 minutos e 140 mg / L. 

3.5 Avaliação microbiológica, sensorial e aflatoxinas das castanhas-do-Brasil tratadas 

com hipoclorito de sódio e ácido peracético, nas condições otimizadas. 

Após a otimização das condições de aplicação dos sanitizantes, foi observado que a 

concentração proposta para o acido peracético (140 mg / L) encontrou-se acima do limite  

permitido pela legislação (80 mg / L),  desta forma, os testes microbiológicos,  sensoriais e 

A

A 

B

A 
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aflatoxinas  para as castanhas tratadas com ácido peracetico foram  realizados na condição de 

80 mg / L por 15 minutos (FDA, 2001).  

Nos resultados das análises microbiológicas (Tabela 5), as amostras de castanha que 

não foram tratadas apresentaram diferenças significativas (P < 0,05) das amostras sanitizadas 

para os resultados de bactérias e fungos totais. Entretanto, não foi detectada diferença 

significativa (P > 0,05) entre os tratamentos com os sanitizantes, para estes micro-organismos. 

Para a contagem de A. flavus e A.parasiticus, não houve diferença significativa (P > 

0,05) entre as amostras não tratadas e as que foram sanitizadas, nem entre os tratamentos. 

 

Tabela 5.  Resultados das análises microbiológicas da superfície de amostras de castanha-do-

Brasil e da redução microbiológica nas condições ótimas de aplicação dos sanitizantes 

hipoclorito de sódio e ácido peracético. 

Amostras 

 

Bactérias aeróbias
*
 

Mesófilas 

Log 

RD 

Fungos
*
 

totais 

Log 

RD 

A. flavus e
*
 

A. parasiticus 

Log 

RD 

(n=3) (log UFC / g)  (log UFC / g)  (log UFC / g)  

NT 5,89
a 
± 0,24  6,29

a 
± 0,10  2,05

a 
± 0,30  

HS 4,02
b 
± 0,56 1,86 4,46

b 
± 1,17 1,83 1,87

a 
± 0,10 0,18 

PAA 4,73
b 
± 0,22 1,16 4,64

b 
± 0,24 1,65 1,92

a 
± 0,19 0,14 

*: Valores médios ± desvio padrão, NT: Não tratada; HS: Hipoclorito de sódio (250 mg / L / 8,5 min); PAA: 

Ácido peracético (80 mg / L /15 min); RD: log Redução; letras diferentes na mesma coluna indicam diferença 

significativa entre as amostras (P < 0,05). 

Com relação à redução microbiana provocada pelos tratamentos com os sanitizantes, o 

hipoclorito de sódio proporcionou as maiores logs de reduções, quando comparado ao ácido 

peracético. Entretanto, para os dois sanitizantes foram obtidas reduções inferiores a 2 logs. 

Nos resultados da análise sensorial das amostras de castanha-do-Brasil (Tabela 6), não 

houve diferença significativa (P < 0,05) entre as amostras não tratadas e tratadas com os 

sanitizantes para os atributos avaliados.  

Tabela 6.  Resultados da análise sensorial de amostras de castanha-do-Brasil nas condições 

ótimas de aplicação dos sanitizantes hipoclorito de sódio e ácido peracético. 

                Atributos
*
                    Aceitabilidade global 

Amostras  

(n=100) 

Aroma Sabor Aroma Sabor 

NT 6,55ª ± 1,57 6,70ª ± 1,77 73% 74% 

HS 6,58ª ± 1,43 6,87ª ± 1,83 73% 76% 

PAA 6,31ª ± 1,59 6,92ª ± 1,46 70% 77% 

*: Valores médios ± desvio padrão;   NT: Não tratadas; HS:Hipoclorito de sódio (250 mg / L / 8,5 min ); PAA: 

Acido peracético  (80 mg / L / 15 min);  letras diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa entre 

as amostras (P < 0,05).                                          
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Com relação aos resultados de aflatoxinas, somente foram detectadas aflatoxinas B1. 

Sendo que,  em uma amostra não tratada (1,51 µg/kg), em uma amostra tratada com 

hipoclorito de sódio (0,60 µg/kg) e em duas amostras tratadas com acido peracético (0,64 e 

0,72 µg/kg). Todos resultados encontraram-se abaixo do limite preconizado  (20 µg/kg) pela 

Legislação  (Brasil, 2011). 

 

4.  DISCUSSÃO 

 

             Este estudo foi realizado para avaliar a eficiência do hipoclorito de sódio e do ácido 

paracético na descontaminação superficial de castanhas-do-Brasil. A quantificação da 

microbiota inicial das castanhas, revelou uma elevada carga microbiológica, o que pode ser 

explicado pelos focos de contaminação ao longo da cadeia produtiva, pelos quais, as 

castanhas são expostas, seja nas árvores através de animais que deixam inóculos nos ouriços, 

ou ainda após a queda e contato dos ouriços com o solo (Reis et al., 2012), inclusive a 

permanência dos ouriços no solo é sugerida como a principal via de contaminação das 

castanhas (Baquião et al., 2012). Os focos de contaminação aliados às condições climáticas da 

floresta amazônica, com elevada umidade e clima tropical favorecem o desenvolvimento de 

micro-organismos (Freitas-Venâncio, 2011, Baquião et al., 2013).   

Os valores de umidade encontraram-se acima dos valores encontrados por Reis et al., 

(2012) (14,96% cascas e 4,37% amêndoas) e Pacheco et al., (2010) (22,43% amostras com 

casca).  Alvares et al., (2012) afirmam que a umidade das castanhas é um fator que favorece a 

proliferação de fungos, inclusive de espécies produtoras de aflatoxinas, o que é considerado o 

maior perigo associado às castanhas-do-Brasil. Sendo válido enfatizar que a atividade de agua 

das cascas encontra-se dentro da faixa mínima de 0,78 - 0,84 estabelecida para o crescimento 

de Aspergillus (Pitt Hocking, 2009) assim como, para a produção de micotoxinas (maior que 

0,85) (Schmidt - Heydt et al., 2009). Taniwaki et al., (2017) também identificaram várias 

espécies micotoxigênicas nas cascas e nas amêndoas de castanha, estabelecendo a relação 

direta entre os parâmetros umidade e atividade de agua e a proliferação destes micro-

organismos.  

Em nenhuma das amostras analisadas detectou-se a presença de aflatoxinas.  Embora a 

contaminação por fungos totais e por A. flavus e A.parasiticus ter sido considerada elevada. A 

presença de fungos produtores de aflatoxinas não implica necessariamente na presença destes 
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compostos em castanhas-do-Brasil (Arrus et al., 2005, Baquião et al., 2013). A ausência de 

aflatoxinas nas amostras de castanhas neste trabalho não era um resultado esperado, devido 

aos elevados valores de atividade de água e umidade. Entretanto, para que as aflatoxinas 

possam ser produzidas, adicionalmente a estes parâmetros, são necessários um conjunto de 

fatores tais como a temperatura, disponibilidade de substrato, umidade relativa do ambiente 

em níveis ideais (Rodrigues et al., 2012). Além disso, ressalta-se que as castanhas foram 

analisadas pouco tempo após a coleta, consequentemente, o tempo de interação do fungo com 

o substrato pode não ter sido suficiente para a produção das aflatoxinas (Johnson et al., 2008). 

Estes resultados reforçam a hipótese de que a intensificação das coletas, ou seja, a redução do 

tempo de permanência dos ouriços em contato com o solo corresponde a uma boa estratégia 

para minimizar a contaminação por fungos aflatoxigênicos em castanhas. 

Neste contexto, constata-se a importância da inserção de melhorias no processamento 

da castanha que possam proporcionar uma redução da contaminação fúngica e 

consequentemente resultar na redução de aflatoxinas.  Com relação aos modelos de 

otimização para a aplicação dos sanitizantes em superfícies de castanhas-do-Brasil 

intencionalmente contaminadas, para o modelo proposto para o hipoclorito, pode se destacar o 

tempo como principal interferente sobre a resposta. A variável quadrática tempo apresentou 

um efeito negativo sobre a resposta, indicando que um aumento deste fator resultou em uma 

menor redução de A. nomius. Ao analisar os gráficos de superfície de resposta (Fig. 1A) é 

possível identificar que as maiores reduções de A. nomius ocorreram em 8,5 minutos, em 

concentrações de 200 a 300 mg / L., entretanto, ao aumentar o tempo de contato acima de 8,5 

minutos, a superfície começa a ter um declínio nos valores de resposta. Este comportamento é 

um indicativo de que foi alcançada a condição ótima para este parâmetro, consequentemente, 

valores acima deste ponto podem resultar em uma redução menor que o esperado. Santos et 

al., (2012) avaliando a sanitização de alfaces com hipoclorito também observou uma 

diminuição na redução microbiológica aumentando o tempo de contato de 15 para 30 

minutos, além disso o aumento do tempo não interferiu significativamente nas cargas 

microbianas presentes. 

Com relação à concentração, as duas variáveis (linear e quadrática) apresentaram 

significância (P < 0,05%). A variável linear apresentou um efeito positivo na resposta, a 

análise da superfície de resposta (Fig. 1A), indica que inicialmente ocorre um aumento do 

número de log de RD proporcional ao aumento da concentração, além disso, em ampla faixa 

de concentração, variando de 200 mg / L a, aproximadamente, 300 mg / L são obtidas as 
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maiores reduções de A.nomius.  Estes resultados, estão de acordo com os resultados obtidos 

por Salomão et al., (2008) que em estudo aplicando hipoclorito em maçãs inoculadas com 

penicilium obteve um aumento no valor de RD ao aumentar a concentração de 50 para 200 

mg / L. 

A variável concentração quadrática apresentou um efeito negativo, sugerindo que após 

a região ótima, ocorre um declive na superfície de resposta, causado pela redução de A. 

nomius. É importante frisar que mesmo após o ponto ótimo, para valores de concentrações 

maiores, é mantido um comportamento de elevada redução de A. nomius.  Para o modelo 

proposto para o ácido peracético, as variáveis lineares tempo e concentração, variável 

quadrática tempo e a interação entre as duas variáveis foram significativas (P < 0,05%), e 

apresentaram efeito positivo sobre a resposta, indicando que o aumento do tempo e 

concentração causam um aumento na redução de A. nomius em castanhas-do-Brasil. A 

variável concentração quadrática apresentou um efeito negativo, porém menor em relação às 

demais.  

Diferentemente da superfície de resposta obtida para o hipoclorito, ao observar a 

superfície de resposta para o ácido peracético (Fig. 1 B) observamos uma tendência de 

maximização da resposta nas maiores concentrações e tempo de contato, na região de 12 a 15 

minutos e concentração de 100 a 140 mg / L, não sendo observada uma curva de 

maximização, bem acentuada, apesar de atingida a otimização, visto que termos quadráticos 

foram incluídos no modelo (Tabela 6). Estes resultados diferiram do modelo proposto por 

Vandekinderen et al., (2009), que utilizando o PAA para sanitização da alface, obteve 

um modelo linear. 

Ao comparar os dois modelos observa-se uma maior redução provocada pelo 

hipoclorito (Tabela 4). Com uma redução de até 2,16 log UFC / g quase o dobro da redução 

causada pelo ácido peracético 1,02 log UFC / g nas castanhas inoculadas com A.nomius. 

Bernardi et al., (2018) estudando os principais sanitizantes utilizados na indústria de 

alimentos frente a vários fungos, aponta o hipoclorito como o sanitizante mais eficiente 

seguido do ácido peracético. 

O perfil de desejabilidade (Fig. 2) apresenta como condições ótimas para aplicação do 

hipoclorito o tempo de 8,5 minutos e concentração de 250 mg / L, e para o ácido peracético o 

tempo de 15 minutos e concentração de 140 mg / L. Para o hipoclorito os valores estiverem de 

acordo com a Legislação (RS, 2009). Entretanto, para o ácido peracético, a condição proposta 

encontrou-se acima do limite permitido para uso em alimentos. Por conta disso, os ensaios 
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com ácido peracético em amostras naturalmente contaminadas foram realizados na 

concentração de 80 mg / L por 15 minutos, concentração recomendada pela FDA (FDA, 

2001).  

Após a otimização, ao aplicar os sanitizante hipoclorito na condição otimizada e o 

ácido peracético na condição imposta pela legislação, observamos uma redução 

microbiológica inferior as amostras contaminadas artificialmente, o que pode ser justificado 

pelas forças de ligação dos micro-organismos pertencentes a flora natural da castanha. Neo et 

al., (2013), justifica que os micro-organismos da flora natural têm tempo suficiente para aderir 

fortemente à superfície dos vegetais, diferindo dos micro-organismos inoculados. Além disso, 

foi visto que o hipoclorito apresentou maiores reduções em relação as amostras tratadas com 

ácido peracético, embora não tenha ocorrido diferença estatística entre as contagens de 

bactérias, fungos totais e A.flavus e A.parasiticus entre os tratamentos sanitizantes. A redução 

provocada pelos tratamentos foi considerada baixa, pois em outros estudos a aplicação de 

vários sanitizantes em baixas concentrações mostrou alcançar 2 – 3 logs de reduções nas 

populações microbianas naturais em produtos frescos (Gil et al.., 2009; Kim et al., 2018; 

Bernardi et al., 2018).  Entretanto, é válido enfatizar que a matriz vegetal também influencia 

na intensidade de redução dos tratamentos (Vandekinderen et al., 2009). Da mesma 

forma, o pH interfere na ação dos sanitizantes, em condições típicas de lavagem a 

eficiência do cloro é limitada, alcançando a redução de um a dois ciclos logarítmicos na 

população microbiana (Park et al., 2009). 

 Foi detectada a presença de aflatoxinas B1 nas amostras não tratadas e nas amostras 

tratadas com os sanitizantes. Estes resultados indicam que os sanitizantes são importantes para 

a redução dos fungos, mas não eliminam as aflatoxinas, caso já tenham sido produzidos 

(WHO, 1979, Carjaval 2013). Com relação aos resultados sensoriais, os tratamentos 

sanitizantes apresentaram boa aceitação para consumo. Não havendo diferença entre as 

amostras não tratadas e as tratadas com relação aos atributos sabor e aroma. Confirmando 

que, do ponto de vista sensorial as condições testadas para o hipoclorito e para o ácido podem 

ser aplicadas para descontaminação superficial de castanhas-do-Brasil.  
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CONCLUSÃO 

 

A contaminação microbiológica da castanhas-do-Brasil, incentiva o desenvolvimento 

de técnicas que assegurem a qualidade deste produto. O sanitizante hipoclorito de sódio foi 

mais eficiente que o ácido peracético na redução de A. nomius intencionalmente inoculado e 

ligeiramente superior sob a flora contaminante natural de castanhas. Apesar de não 

apresentarem efeito sob as aflatoxinas, o uso dos sanitizantes é importante para o controle de 

fungos. Do ponto de vista sensorial, as amostras tratadas com os dois sanitizantes 

apresentaram boa aceitação, indicando sua aplicabilidade para a redução da contaminação de 

fungos aflatoxigênicos em castanhas-do-Brasil. 
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