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RESUMO

A castanha do Brasil € um produto natural de relevante importancia econémica,
principalmente para a regido do norte do Brasil, com diversos beneficios a saude
associados ao seu consumo. Durante a producdo, processamento e armazenamento,
as castanhas estao sujeitas a contaminagao por fungos produtores de micotoxinas
de diversas espécies. O consumo de alimentos contaminados com micotoxinas tem
sido associado a varios problemas de saude, assim como o consumo de alimentos
com residuos de agrotdxicos originalmente utilizados para controle dos fungos. Como
alternativa ao uso de agrotoxicos para garantia da seguranga alimentar da castanha
do Brasil, avaliou-se a eficiéncia da fumigagdo das castanhas com isotiocianato de
alilo (ITCA), o componente majoritario do éleo essencial de mostarda, para controle
dos fungos que ocorrem naturalmente na castanha do Brasil. As castanhas, adquiridas
diretamente de um atacadista, foram submetidas aos tratamentos por fumigagdo com
ITCA nas concentragbes de 0, 100 e 150 yL L'_, pelos periodos de 4 e 7 dias. A
avaliacdo da contaminacdo das castanhas pelos fungos apds o periodo de incubagao
(7 dias, com alternancia da exposigao a luz de 12/12 h e temperatura de 22 + 2 °C)
indicou a presenca de Aspergillus terreus, Chaetomium globosum e Trichoderma viride.
Os niveis de contaminagéo fungica foram reduzidos em até 85,7% apds o tratamento
com ITCA. A fumigacao de castanha do Brasil com ITCA é uma alternativa para controle
da contaminacgao fungica afim de garantir a seguranga alimentar da castanha.
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INTRODUGAO

A castanha do Brasil (Brazil nut), também conhecida como castanha do Para, é
obtida a partir da castanheira (Bertholletia excelsa), pertencente a familia Lecythidaceae.
A castanheira e a producgao de castanha do Brasil exercem relevante papel econdmico e
social, principalmente no norte do Pais (MULLER et al., 1995). Em 2016, foram produzidas
aproximadamente 120 mil toneladas de castanha do Brasil, com 83,5% da produgao
com origem na América do Sul (FAOSTAT, 2018). As principais etapas na produgao
da castanha s&o: a producao e coleta nas castanheiras, o processamento, incluindo a
limpeza, secagem e retirada das cascas.

O elevado conteudo de selénio e antioxidantes na castanha do Brasil € um dos
responsaveis pela sua associagdo com a melhora do sistema imunoldgico, prevengéo do
envelhecimento precoce e redugao dos riscos de doengas cardiovasculares. Além disso,
a castanha do Brasil apresenta elevado valor nutricional, considerada rica em gorduras
(60 — 70%), proteina (17%), fibras, magnésio, fosforo e tiamina (BLOMHOFF et al., 2006;
YANG, 2009). A FDA (Food and Drug Administration — Estados Unidos) considera que
estudos cientificos sugerem que o consumo de aproximadamente 45 g de castanhas
por dia, incluindo a castanha do Brasil, como parte de uma dieta com baixo consumo de
gordura saturada e colesterol, pode reduzir os riscos de doencgas cardiacas (FDA, 2003).

Apesar dos beneficios da ingestdo da castanha do Brasil, ha uma preocupacgéo
com a sua contaminagao por fungos produtores de micotoxinas, como Aspergillus flavus,
A. parasiticus e A. nomius (FREITAS-SILVA e VENANCIO, 2011). A contaminag&o
fungica em castanhas do Brasil teve seus primeiros relatos de caso ainda no século XX
(SPENCER, 1921). A preocupacgao acerca do consumo de alimentos contaminados com
micotoxinas esta relacionada aos sérios problemas de saude devido a sua ingestao,
como supressdo do sistema imunoldgico, aumento do risco de infecgbes, potencial
carcinogénico, entre outros (FREITAS-SILVA e VENANCIO, 2011; CALDAS et al., 2012).
Agrotéxicos de diversas classes, principalmente fungicidas, tém sido utilizados como
forma de tentar reduzir a contaminagao fungica. Entretanto, o uso de produtos quimicos
nao autorizados ou em condi¢gdes e quantidade inapropriadas pode levar a produgao
de alimentos com significativos residuos de agrotoxicos, condigdo também prejudicial a
saude (FREIRE et al., 2002; CALDAS e SOUZA, 2007).

A busca por alimentos livres de contaminagao bioldgica e de residuos de agrotoxicos
tem fomentado a busca por alternativas ao uso de agrotdxicos, capazes de garantir a
seguranca alimentar. Os 6leos essenciais extraidos de plantas destacam-se como uma
alternativa para potencial aplicagdo na protecado de alimentos (BURT, 2004; CALO et
al., 2015) e podem apresentar variagdes na sua composi¢cao devido a diversos fatores
ambientais no cultivo da planta ou métodos de extracdo (MIMICA-DUKIC et al., 2003;
MSAADA et al., 2007). O isotiocianato de alilo (ITCA), no entanto, é reconhecidamente o
componente majoritario do éleo essencial de mostarda, planta do género Brassicaceae,
constituindo entre 71,0 e 99,0% do d6leo (SUHR e NIELSEN, 2003; PENG et al.,
2014). O ¢dleo essencial de mostarda destaca-se pelo seu amplo espectro de atividade
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antimicrobiana (NIELSEN e RIOS, 2000; HYLDGAARD et al., 2012; PENG et al., 2014).
Considerando a atividade antimicrobiana do isotiocianato de alilo e a ocorréncia de
contaminagao alimentar por fungos, o objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade
antifungica do ITCA para protecao de castanha do Brasil.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Pés-Colheita do Departamento
de Engenharia Agricola (DEA) e no Laboratério de Clinica de Plantas do Departamento
de Fitopatologia (DFP), ambos localizados na Universidade Federal de Vigosa (UFV).

As castanhas do Brasil foram compradas de um estabelecimento atacadista da
cidade de Sao Paulo (SP), pré-embaladas em trés sacos de juta de 25 kg, totalizando
75 kg de castanhas. O produto, previamente seco e beneficiado, foi armazenado em
camara climatica com temperatura controlada a 24 + 2 °C e umidade relativa de 70 £
5%. Utilizou-se isotiocianato de alilo (ITCA), componente maijoritario do éleo essencial
de mostarda, com pureza de 94% (Sigma Aldrich, EUA) para tratamento das castanhas.

Inicialmente as amostras de castanha do Brasil foram caracterizadas quanto ao
teor de agua, conforme recomendacgao das Regras para Analise de Sementes (BRASIL,
2009), em estufaa 103 £ 2 °C por 17 £ 1 h.

As amostras de castanha do Brasil foram submetidas ao tratamento por fumigacéao
com ITCA nas concentragdes zero (controle), 100 e 150 uL L' pelos periodos de 4 e
7 dias. Para cada tratamento, as castanhas (1.500 g) foram acondicionadas em frascos
cilindricos de vidro (altura de 24,5 cm e diametro de 14,7 cm), com capacidade para 3,25
L e tampa rosqueavel. Apds o preenchimento dos frascos, aplicou-se a dose de ITCA
com uma micropipeta diretamente na parede interna dos frascos, que foram fechados e
vedados externamente com silicone. Os frascos vedados foram mantidos em laboratério,
em condicao ambiente, com temperatura entre 20 e 30 °C. Ao término do periodo de
exposicao de cada tratamento, procedeu-se o preparo das amostras das castanhas
tratadas para avaliar a atividade fungicida do ITCA.

Para analise da atividade fungicida do ITCA, procedeu-se a identificagdo e contagem
dos fungos presentes nas castanhas do Brasil apds cada tratamento. Utilizou-se o método
do papel filtro, ou teste blotter, considerado um teste simples e de baixo custo, que permite
detectar fungos em sementes (DHINGRA e ACUNA, 1997). Em resumo, as castanhas foram
acondicionadas em caixas gerbox, de acrilico (10 x 10 x 2 cm), previamente sanitizadas
com alcool etilico (97,2%), para cultivo dos fungos colonizadores. Em uma camara de fluxo
laminar, previamente exposta a luz ultravioleta por 5 min e com a chama de um bico de
Bunsen permanentemente acesa, os frascos foram sanitizados externamente com alcool
e abertos para que as castanhas fossem coletadas aleatoriamente. Entdo, os gerbox
foram preparados com 2 folhas de papel filtro esterilizado, saturado com agua destilada
esterilizada, e cada gerbox recebeu 6 castanhas. Os gerbox foram devidamente fechados
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e levados para camara de fotoperiodo, submetidos a alternancia continua de exposi¢cao
por 12 h de luz e 12 h sem luz, por 7 dias, a 22 £ 2 °C. Ap6s o periodo de incubacéo,
verificou-se o desenvolvimento fungico em cada gerbox, com identificagcdo da espécie e
contagem das castanhas contaminadas. Os resultados de contaminagao foram expressos
na forma de percentual de castanhas colonizadas.

Os tratamentos com ITCA em diferentes concentracdes e diferentes tempos de
exposi¢cao seguiram delineamento inteiramente casualizado, realizados em triplicata.
A avaligdo da contaminagao fungica também foi realizada em triplicata. Para avaliar o
efeito dos tratamentos com 100 e 150 yL L' de ITCA sobre a contaminag&o fungica,
os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias dos
tratamentos foram comparadas com o controle (0 uL L, ) pelo teste de Dunnet a 5% de
significancia. A comparagao entre os tratamentos foi realizada através da ANOVA com
comparagao das médias entre tratamento pelo teste de Tukey a 5% de significancia. O
software Minitab 17.1 (Lead Technologies Inc.) foi utilizada para analise dos dados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de agua da castanha do Brasil foi 12,6% base umida (b.u.). Foi identificada
contaminagao fungica na castanha do Brasil com as seguintes espécies: Aspergillus
terréus, Chaetomium globosum e Trichoderma viride.

O ITCA teve efeito diferencial para cada uma das espécies de fungos identificadas
nas castanhas (Tabela 1). Ao passo que T. viride foi a espécie mais suscetivel ao ITCA,
nao foi observada reducgao significativa na contaminacao por C. globosum. A espécie T.
viride teve uma ocorréncia de maior destaque, com maior percentual de contaminacéao
fungica. Entretanto, o tratamento com ITCA na maior concentragao utilizada foi capaz de
reduzir o nivel de contaminagao por T. viride em até 85,7%.

TABELA 1. Contaminagéao fungica em castanha do Brasil apds fumigacao com isotiocianato de
alilo em diferentes concentragbes por 4 e 7 dias de tratamento

Concentracdo Periodode | T. viride (%) (média % A. terreus (%) (média| C. globosum (%) (média
(ML L) exposicao (dias) desvio padrao) * desvio padrao) * desvio padrao)

0 4 64,81 +8,5A 12,96 + 3,2 A 555+0,0A

100 4 12,96 + 3,2 Bab 12,96 + 3,2 Aa 3,70 £ 3,2 Aa

150 4 9,26 + 3,2Bb 5,65+ 0,0 Ba 1,85+ 3,2 Aa

0 7 66,66 + 11,1 A 12,96 £ 3,2 A 3,70+ 3,2A

100 7 20,37 £ 3,2 Ba 12,96 + 3,2 Aa 7,40 £ 3,2 Aa

150 7 12,96 + 3,2 Bab 5,55+ 0,0 Ba 7,40 £ 3,2 Aa

Médias seguidas da mesma letra mailscula na coluna nao diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett
a 5% de significancia em relagao ao controle. Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna nao
diferente estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de significacdo em relagdo aos tempos e concentragdes

dos tratamentos.
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Independentemente do tempo de exposig¢ao (4 ou 7 dias), apenas o tratamento
com ITCA na maior concentragcdo foi capaz de reduzir significativamente a
contaminagao por A. terreus. Entretanto, ndo foi observada diferenga significativa
entre os tratamentos com exposigdo por 4 e 7 dias na concentragdo de 150 L L' de
ITCA. O componente majoritario do 6leo essencial de mostarda apresenta reconhecida
atividade antimicrobiana, inclusive com destaque para atividade antifungica sobre
individuos do género Aspergillus (SUHR e NIELSEN, 2003).

Nao foi observada diferenga significativa para os niveis de contaminagéo por C.
globosum para os tratamentos com ITCA propostos. Observa-se, no entanto, que havia
pouca contaminacgdo natural das castanhas por fungos dessa espécie, o que pode explicar
a aparente falta de acédo do ITCA sobre C. globosum. A ocorréncia de C. globosum e
as micotoxinas produzidas por esse fungo tem sido associada a ambientes fechados
com ma qualidade do ar e a problemas respiratérios em pessoas convivendo nesses
ambientes (FOGLE et al., 2007).

Embora o modo de agao do ITCA para controle de fungos ndo esteja completamente
elucidado, supbe-se que o composto aumente a permeabilidade da parede celular dos
fungos, causando extravasamento do conteudo celular, o que leva a inviabilidade ou
morte dos microrganismos (NIELSEN e RIOS, 2000; HYLDGAARD et al., 2012).
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