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Avaliagao Microbiolégica de
Ameéndoas de Castanha-do-
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Felicia Maria Nogueira Leite’
Fabiona Sitva Reis®

Resumo

Nativa da Regido Amazdnica, a castanheira (Bertholletia excelsa
H.B.K.) é considerada uma das maiores riquezas nos estados que
formam a Amazonia Brasileira. Um dos grandes problemas na
conservagio da castanha-do-brasil deve-se ao crescimento de
fungos produtores de aflatoxinas e bactérias patogénicas, por
causa das condigbes de umidade relativa e temperatura elevadas a
que é submetida desde o momento da queda do ourigo. Assim,
buscou-se identificar, em indUstrias de processamento de castanha-
do-brasil no Acre, 0os microrganismos responsaveis pela qualidade
sanitaria, especialmente os do grupo coliformes, bactérias
meséfilas, bolores e leveduras.

Foram coletadas amostras nos meses de agosto de 2001 a maio
de 2002, em cinco etapas do processamento. As analises para
coliformes totais e a 45°C foram realizadas pela técnica do nimero
mais provavel (NMP), e a identificagdo dos fungos, segundo
metodologia proposta por Pitt & Hoking (1997). O NMP para
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coliformes totais variou de 2,3 x 10' UFC/g a acima de

2,4 x 10°UFC/g, em todas as etapas analisadas. Quanto aos
coliformes a 45°C, as contagens foram quase sempre acima de 2,4 x
10°UFC/g, ultrapassando o limite de 10° UFC/g estabelecido para o
produto, pela Resolugdo RDC n° 12 (2/1/2001 - MS). Apenas nas
amostras provenientes dos armazéns das indUstrias foram
encontrados valores menores que 3 UFC/g, indicando que o elevado
indice de contaminagao observado nas demais etapas foi resultado
de manipulagéo inadequada do produto na inddstria. A pesquisa de
mesdfilas indicou contaminagdes de até 10,53 x 10* UFC/g. A
ocorréncia de leveduras (1,23 x 10" a 7,2 x 10-* UFC/g) e fungos
viaveis (1,27 x 0* a 6,45 x 102 UFC/g) foi considerada elevada,
sendo Aspergillus flavus, A. niger e Penicillium sp. as espécies mais
freglentes. A contaminagdo ambiental e do produto variou de uma
etapa para outra dentro da industria. Processos de higienizagdo mal
conduzidos e indicios de falhas no processamento ou na estocagem
foram os fatores que mais contribuiram para aumentar os niveis de
contaminag¢ao do produto.

Termos para indexago: castanha, microbiologia, qualidade,
processamento, micotoxinas, fungos.



Microbial Evaluation of Brazil-
nuts in Packinghouses in Acre,
Brazil
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Abstract

Native from the Amazon region, the brazil-nut tree (Bertholletia
excelsa H.B.K.) is considered one of the most important
economical resource for the states of the Brazilian Amazon. One of
its major conservation problems concerns to the development of
aflatoxin producer molds and pathogenic bacteria, due fo the
elevated relative humidity and temperature conditions the product
undergoes since the moment pods fall from the trees on the forest
ground. In this way, it was aimed to identify the microorganisms
responsible for sanitary quality, especialfly coliform group,
mesophyle bacteria, molds and yeasts, in brazil-nut packinghouses
on Acre, Brazil. Samples were colffected from August of 2001 to May
of 2002 in five processing steps. Counting of total coliforms and
cofiforms at 45°C was done by the most probable number (MPN)
technique while mold identification followed methodology proposed
by Pitt & Hoking (1997). MPN for total coliforms ranged from

2,3 x 10" UFC/g to over 2,4 x 10° UFC/g, in alf of the processing
steps. Populations of coliforms at 45°C, were most of the time over
2,4 x 10° UFC/g, getting beyond the limit of 10° UFC/g as
established by the Resolution RDC n° 12 (2/1/2001 - MS). The
exceplion was observed from samples coming from the storage
rooms of the industries, which showed populations lower than

3 UFC/g, indicating that the high contamination found on the
subsequent steps was a result of inappropriate manipulation of the
product in the industry. Mesophyle count indicated contamination of



up to 10,53 x 10* UFC/g. The occurrence of yeasts (1,23 x 10" to 7,2
x 107 UFC/g) and viable molds (1,27 x 10 to 6,45 x 102 UFC/g) was
considered high, being Aspergillus flavus, A. niger and Peniciffium
sp. the most prevalent species. Environmental and product

~ contamination varied from a step to another. Poor sanitation
practices and problems during processing and storage turned to be
the factors that most contributed to increase contamination levels of
the product.

Index terms: brazil nut, microbiology, quality, processing,
mycotoxins, molds.
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Introdugao

Entre os extrativos alimentares encontra-se o fruto da gigantesca
castanheira, que ocorre em areas de terra firme da floresta
amaznica, ocupando o extrato superior da mata devido ao seu
grande porte que varia de 30 a 50 m de altura.

A améndoa ¢ riquissima em lipidios, vitaminas, minerais e proteinas
de qualidade {os aminoacidos, como a metionina encontrada em
grande quantidade, sdo muito importantes para o ser humano) Por
iss0, a castanha-do-brasil pode ser considerada um alimento
altamente nutritivo e excelente complemento na dieta alimentar de
criangas e adultos.

A améndoa da castanha-do-brasil apresenta 60%-70% de lipidios e~
15%-20% de proteinas, sendo considerada um produto de alto valor
alimenticio, Souza (1963) citado por D'Arce (s.d.).

O Estado do Acre & um dos principais produtores brasileiros de
castanha-do-brasil, com produgéo de 10.500 toneladas/ano. A.
producdo da seringueira e da castanheira contribui com -
aproximadamente 65% da renda extrativista. Desses 65%, a
castanheira participa com 22,5%, Sebrae (2000).

A exportagdo média anual durante muitos anos foi de 40 a 50 mil
toneladas, mas nos Ultimos anos decresceu em 60%, Frank et al.
{1981). Entre as varias explica¢bes para a crise atual, provocada :
pela queda nas exportagdes da castanha-do-brasil, cita-seo
ingresso da Bolivia no mercado internacional, uma vez que até 1990
a maior parte da produgdo daquele pais era comercializada pelo
Acre, sendo beneficiada, industrializada e exportada em Belém,
Camargo (1985).

De acordo com Frank (1981), outro motivo para esse declinio, que’
trouxe reflexos econdmicos desfavoraveis para a regido produtora, é
a ocorréncia de aflatoxinas (toxinas produzidas por fungos,
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especialmente por Aspergillus flavus) em castanhas deterioradas,
cujo estado de deterioragio nao pode ser observado externamente.
Ainda segundo o mesmo autor, apos a queda dos frutos na floresta,
nos pontos de coleta e durante o transporte fluvial, as condigdes sao
favoraveis para o desenvolvimento de bolores, capazes de penetrar
através das cascas das castanhas e infeccionar as améndoas.

As condigbes adequadas para o crescimento de fungos e bactérias
patogénicas em alimentos ocasionam surtos de doengas como
infecgdes, intoxicagbes efou toxinfecgdes alimentares com maior
ou menor frequéncia em todas as partes do mundo, causando
prejuizos sanitarios e econdmicos, Camargo (1985).

Considerando a importancia econdmica e social da castanha-do-
brasil para a regido, bem como as condi¢des em que este produto €
manipulado, favorecendo sua contaminagao bioldgica, este trabalho
teve como objetivo detectar a presenga de microrganismos
patogénicos deteriorantes em castanhas-do-brasil e nas améndoas
em diferentes pontos do fluxo de produgdo nas industrias de
beneficiamento.

Nativa da Regido Amazoénica, a castanheira é considerada uma das
maiores riquezas da reqido, responsavel pelo sustento de
aproximadamente 11 mil familias, apenas no Estado do Acre.
Segundo a Secretaria da Fazenda Estadual, a castanha-do-brasil
constitui a segunda maior fonte de arrecadagdo de impostos.

Os ourigos podem ser usados como combustivel (carvéo) ou na
confecgdo de diversos objetos artesanais e utensilios de cozinha.
Entretanto, o produto de maior valor € a améndoa, podendo ser
consumida in natura ou como ingrediente em grande variedade de
receitas. Da améndoa se extrai ainda um dleo de bom coeficiente de
digestibilidade que também pode ser empregado como lubrificante
na moderna aviacdo. Do residuo dessa extragdo, por processo
mecénico ou empregando solventes, obtém-se, respectivamente, a
torta e o farelo, de amplo uso na alimentagdo humana, como
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misturas em farinhas ou ragdes para alimentag¢&o animal. Segundo
Viana (1962) citado por Regitano D'Arce (s.d.), a améndoa da
castanha-do-brasil € riquissima em lipidios, vitaminas, minerais e
proteinas de qualidade, tendo um importante papel como fonte de
proteina vegetal, sendo a globulina a principal proteina encontrada na
améndoa, Rotenberg (1975) citado por Regitano D'Arce (s.d.).

A metionina, aminoacido muito importante para o ser humano,
encontra-se em grande quantidade na castanha. Uma das
propriedades negativas dessas proteinas € que elas s&o alergénicas
para 5% da populagdo. Depaus (2000) e Valois (2000) afirmam em
suas pesquisas que a hipersensibilidade das pessoas alérgicas é
responsavel por reagdes violentas. Essa hipersensibilidade é do tipo
1, relacionada com a proteina 28, rica em aminoacidos suifurados.

A madeira apresenta boas propriedades para uso naval e civil. No
entanto, a castanheira &€ uma arvore protegida por lei, sendo proibido
seu abate pelo Ibama, em face do reconhecido valor econémico de
seu fruto como produto extrativo florestal e da importancia
socicecondmica de sua exploragao sustentada.

Material e Métodos

Coleta de Amostras para Exame Microbiolégico

As amostras de castanha-do-brasil utilizadas neste estudo foram
adquiridas em uma usina de beneficiamento localizada no Municipio
de Xapuri no Estado do Acre.

As coletas das amostras foram realizadas semanalmente, em dias
e horarios alternados, entre os meses de agosto e setembro de
2001 a maio de 2002, nas etapas de armazenamento da matéria-
prima (castanha com casca), mesas de quebra, selegdo, 12
classificagédo e estufa, num total de 49 unidades amostrais.

Cada amostra pesava em torno de 500 g, sendo acondicionada em
sacos plasticos previamente higienizados e identificados, de forma a
evitar contaminagdes cruzadas {embalagem - amostras).
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Cuidados especiais foram tomados durante as coletas de amostras
para andlises microbiolégicas, nas usinas de beneficiamento, usando-
se todos 0s materiais necessarios para que as amostras de castanha-
do-brasil com e sem casca fossem coletadas assepticamente.

Preparo de Diluigbes Sucessivas
Todo o material que entrou em contato com as amostras foi
devidamente esterilizado por calor imido (autoclave 121°C/15min).

As amostras foram retiradas das embalagens de coleta, devidamente
desinfetadas antes de sua abertura, dentro de uma camara de fluxo
laminar, préximo de um bico de Bunsen, com a chama a meia altura.

No preparo das sucessivas diluices utilizou-se agua destilada
esterilizada como diluente. Para obter a diluigao inicial (10,
retiraram-se, assepticamente, por¢des de 25 g da amostra,
adicionando-se 225 ml de agua estéril, homogeneizaram-se as
amostras per alguns minutos em velocidade reduzida, para nao
danificar as células microbianas que pudessem existir.

A diluiggo 1:100 foi feita retirando-se 10 ml da diluig&o inicial para
90 ml do diluente, observando-se sempre 0 uso do mesmo diluente.
No preparo das diluigdes 1 x 10° e 1 x 104, procedeu-se como
descrito acima.

As analises microbiolégicas foram realizadas conforme metodologia
proposta por Siqueira (1995), a qual determina a populagio de
coliformes (teste presuntivo) pela técnica do nimero mais provavel
(NMP), a populagdo real de coliformes totais (teste confirmativo) e a
populagdo de coliformes a 45°C. Essa ultima técnica € indicada

para ¢asos nos quais ha suspeita de baixa contaminagéo com

coliformes na amostra, por ser mais sensivel que o método de
plagueamento.
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Contagem Padréo de Bactérias Mesdfilas

Para o estudo de bactérias mesofilas, utilizou-se a técnica de
contagem padrdo em placas, sendo o meio de cultura especifico o
“agar padr&o para contagem” (PCA). A contagem padréo em placas
temn sido usada como indicador da qualidade higiénica dos alimentos,
fornecendo também idéia sobre seu tempo Util de conservacao.

Na realizagdo da técnica de andlise, retiraram-se 25 g da amostra
para preparar as diluigbes sucessivas, conforme descrito no item
Preparo de Diluigdes Sucessivas, transferindo-se 1 ml de cada
diluicdo para placas de petri esterilizadas em duplicata, adicionando-
se em cada placa 15-20 mi de PCA, previamente fundido e resfriado
a temperatura de 44°C a 45°C. Homogeneizou-se com movimentos
suaves, em forma de oito (cerca de dez vezes), deixando a
temperatura ambiente até a completa solidificagdo do agar, e apos a
solidificagao incubaram-se as placas em posigéo invertida a 35°C-
37°C/48 horas.

Transcorrido o tempo de incubagao, foram consideradas para
contagem somente as placas da mesma diluiggo que apresentaram
de 30 a 300 coldnias, cujos resultados sdo expressos em unidades
formadoras de coldnias/1,0 g de amostra (UFC/g). As contagens de
bactérias viaveis baseiam-se no numero de coldnias que se
desenvolvem em placas com meios de cultura nos quais foram
inoculadas quantidades previamente conhecidas das amostras de
castanha e, posteriormente, incubadas sob condi¢gGes ambientais
especificas. Portanto, sé foram contadas colénias de bactérias com
capacidade de crescer nessas condi¢des, Franco (1996).

Contagem de Bolores e Leveduras

No preparo de material para a contagem de bolores e leveduras, as
diluigdes foram preparadas conforme descrito no item Preparo de
Diluigbes Sucessivas, retirando-se aliquotas de 1 ml de cada
diluigao para placas de petri esterilizadas e em duplicatas,
adicionando-se 15-20 ml do meio “agar batata dextrose” (BDA),
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previamente fundido e resfriado a 44°C-45°C, acidificado com acido

tartarico, até pH 3,5, repetindo-se movimentos em forma de oito. As
placas foram incubadas em posigdo invertida a 20°C-25°C por3a 5

dias.

Depois de transcorrido o periodo de incubagéo, foram consideradas
para contagem somente as placas da mesma diluigéo, que
apresentaram de 30 a 300 coldnias, com resultados expressos em
UFC/g.

Quanto aos fungos isolados, principalmente os do género
Aspergiflus, oriundos das diluigdes em série, foram transferidos para
os meios de cultura em CYA e MEA para proceder a identificagéo,
por meio das caracteristicas morfolégicas e culturais, e incubados
em estufa BOD a 25°C por um periodo de 7 a 14 dias até a
exteriorizagdo e desenvolvimento dos fungos, sendo identificados
conforme metodologia descrita por Pitt & Hocking (1997).

Resultados e Discussao

O beneficiamento da castanha-do-brasil € um processo que envolve
muita manipulagdo e, portanto, exige cuidados e higienizagao
minuciosa para se obter um produto com qualidade microbiologica
garantida.

As determinagdes, realizadas por meio da pesquisa dos
microrganismos indicadores, permitem avaliar higienicamente um
produto e baseiam-se em determinagdes analiticas de carga total de
bactérias, bolores e leveduras relacionada com a aiteragao/
deterioragdo do produto.

Pesquisa de Coliformes Totais e Coliformes a 45°C

A pesquisa de coliformes é particularmente importante em alimentos,
por serem esses microrganismos indicadores de contaminagao.

A presenca dos diversos tipos de microrganismos nos alimentos
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fornece informagdes sobre a contaminagéo de origem fecal, sobre a
provavel presenca de patdégenos ou sobre a deterioracio potencial
do alimento, além de indicar condi¢gdes inadequadas de
processamento, produgdo ou armazenamento.

As castanhas coletadas no armazenamento da améndoa in natura
(Tabela 1) ndo apresentaram contaminagéo, quanto a presenca de
coliformes totais e coliformes a 45°C.

Ja as amostras das mesas de quebra apresentaram niveis de
contaminagéo para coliformes totais (150-4.800 UFC) considerados
elevados, apesar de os niveis de contaminagao por coliformes a 45°C
apresentarem-se dentro do que estabelece a Resolu¢do RDC n® 12
de 2/1/2001 - MS (< 2,4 x 10°UFC/qg).

As amostras coletadas nas estufas de desidratagio, mesmo apds o
término do processo, apresentaram contaminagdo maxima por
coliformes totais e a 45°C de ordem de 2,4 x 10%°e 1,3 x 10° UFC/g,
respectivamente, evidenciando a necessidade de maior controle de
temperatura e tempo nessa etapa de produgéo, visando reduzir ou
eliminar essas populagbes, uma vez que nenhum outro tratamento
posterior das améndoas possibilitara o controle da contaminagdo. Na
Fig. 1 encontra-se um resultado positivo para coliformes em uma das
amostras analisadas, em que se observa a grande formacao de gas
no tubo de Duham.

As amostras das mesas de 12 classificagdo apresentaram os niveis
mais elevados de contaminagdo tanto por coliformes totais quanto por
coliformes a 45°C, refletindo as condi¢bes de manipulagéo durante os
processos anteriores no que diz respeito ao desconhecimento das
Boas Praticas de Fabricag¢do. Esse resultado ja era esperado, pois
apés a etapa anterior (quebra), as améndoas nio sdo submetidas a
nenhum tratamento térmico.

15
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Tabela 1. Resultados de coliformes totais e coliformes fecais de
amostras de castanha-do-brasil em usinas de beneficiamento no
Acre, 2001.

(Pontositie INSOCERRY - [orc SR Ol forme SR L oliformes!

WL0lCid AMOS AN folals: 6CalS,
Armazém 5 Max. - -
Min. - -
Mesa de 6 Max. 4.800 440
quebra Min. 150 30
Desidratagao 7 Max. 2400 1.300
Min. 71 46
Mesa de 3 Max. 4.800 2.400
12 classificagéo Min. 150 71
Mesa de 7 Méx 2.400 1.300

classificagao final Min. 71 45
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Foto: Joana Maria Leite de Souza

Fig. 1. Tubos sem crescimento caracteristico (1) e com
crescimento positivo (2), indicando a multiplicagéo de

enterobactérias em amostra de castanha-do-brasil.
Fonte: Souza (2001).
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Pesquisa de Bactérias Mesofilas

A presenca de bactérias meséfilas aerdbias ou facultativas nos
alimentos indica a qualidade higiénica de matérias-primas,
superficies, ambiente e tempo/temperatura inadequada de produg&o.
Nas amostras de castanha-do-brasil analisadas durante esta
pesquisa, a contagem padrdo em placas (PCA) detectou indices
elevados de bactérias mesofilas aerdbias ou facultativas, presentes
tanto na forma vegetativa como esporulada, em populagbes que
variaram de 2,6 x 10? nas mesas de quebra e classificagéo a acima
de 2.4 x 10* nos armazéns e.estufas (Tabela 2). Nesses pontos de
coleta das amostras observou-se a n&o adogéo de medidas
preventivas para evitar as contaminages cruzadas entre a castanha
e manipulador, castanhas nas mesas de quebra, bandejas de
secagem e mesas de selegao.

Tabela 2. Indicagdo da contaminag&o por bactérias mesofilas em
amostras de castanha-do-brasil coletadas em diversos pontos de uma
usina de beneficiamento.

D e itvditits FEIIREE LI
L e
Armazém >2.4 x10°
Mesa de quebra 2,6 x 10°
Desidratagdo 2,4 x 10"
Mesa de 12 classificagao 2,6 x 10°

Mesa de classificagao final 2,6x 10°
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Pesquisa de Bolores e Leveduras

A pesquisa de bolores e leveduras indicou contagens elevadas
(Tabela 3), apontando a falta de procedimentos de Boas Praticas de
Fabricagéo. Segundo Frank (1981), é possivel ocorrer ataque por
bolores nas castanhas ainda na arvore, no armazenamento
intermediario e no transporte para as usinas de processamento,
ocasionando a sua deterioragdo.

Embora na legislagao atual ndo esteja prevista a contagem total de
fungos filamentosos e leveduras em améndoas, os resultados foram
indicativos de contaminagdo ambiental e um alerta para uma possivel
contaminacgéo por fungos produtores de micotoxinas, uma vez que
sua importancia nos alimentos esta relacionada com o fato de que
algumas espécies, principalmente as do género Aspergillus (Fig. 2)

e Penicillium, sdo produtoras de aflatoxinas.

Ainda segundo Frank (1981), esses fungos podem penetrar na
castanha-do-brasil, em umidade relativa superior a 75%, e contaminar
as nozes. O atrito das castanhas por ocasi&o do transporte produz
rachaduras na casca, possibilitando o acesso de microrganismos ao
interior da casca.

Tabela 3. Média de contaminagéo por bolores e leveduras.
L il e CLE

BT e ]

[

Armazém >24 x 10°
Mesa de quebra 72,6 x 10°
Desidratagao 7 x 10¢
Mesa de 12 classificagdo 2,7 x 10°

Mesa de classificagdo final 2,6 x 10°
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Foto: Joana Maria Leite de Souza

Fig. 2. Placas com crescimento de fungos (Aspergillus sp.) em
amostra de castanha-do-brasil.
Fante: Souza (2001).

Conclusoes

1) As amostras de castanha-do-brasil obtidas em todos os pontos de
coleta apresentaram indices elevados de coliformes totais,
coliformes a 45°C, bactérias mesofilas e bolores e leveduras.

2) As elevadas contagens de fungos filamentosos e leveduras séo
indicativos de contaminagdo ambiental e um alerta para uma
possivel contaminagao por fungos produtores de micotoxinas.

3) Os resultados das analises microbioldgicas remetem a
necessidade urgente de se implantar programas de controle de
qualidade de Boas Praticas de Fabricacao.
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