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Resumo

Os objetivos deste estudo foram isolar, quantificar e identificar espécies de Aspergillus section Flavi
potencialmente produtoras de aflatoxinas de amostras de pimenta preta consumidas no pais. O
potencial toxigénico das cepas isoladas e a presenca de aflatoxinas nas amostras também foram
estudadas. Foram analisadas 60 amostras no total, 31 em gréos e 29 em p6. A contaminacao fingica
dos gréos foi realizada com e sem desinfecgdo externa. Varias espécies da se¢do Flavi foram isoladas,
dentre elas, Aspergillus flavus, A. tamarii, A. pseudotamarii e A. parasiticus, totalizando 989 isolados.
A frequéncia de ocorréncia de A. flavus nas pimentas em grdo foi de 42% nas amostras com
desinfecgdo e 64,5% nas amostras sem desinfec¢éo, e 55% nas amostras em po. Um total de 373 cepas
de Aspergillus flavus foram isoladas e 38,3% foram produtoras. As aflatoxinas foram encontradas em
51,6% das amostras com niveis variando de 0,09 a 11 pg/kg. Os niveis de aflatoxinas estavam dentro
dos limites estabelecidos pela regulamentacgdo brasileira.
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Introducéo

O Brasil é o quarto maior produtor de pimenta preta no mundo (FAO, 2014), e o estado do
Para é responsavel por 75% da producéao nacional seguido por Espirito Santo e Bahia (IBGE, 2016).

A pimenta preta ou pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) é colhida manualmente e
normalmente a secagem ¢ feita ao sol (3 a 6 dias). O armazenamento é feito em armazéns de alvenaria
fechados (LEMOS; TREMACOLDI; POLTRONIERI, 2014). Estas etapas sdo criticas, pois a
temperatura, umidade relativa do ar e o teor de umidade do alimento podem levar a deteriora¢do do
produto, favorecendo também a contaminagdo por fungos e consequentemente a producdo de
micotoxinas (DUARTE; ALBUQUERQUE, 2005; PICCOLO, 2014).

Algumas espécies flngicas sdo capazes de produzir metabdlitos secundarios que podem ser
altamente toxicos e prejudiciais a saide do homem e outros animais, como as aflatoxinas. Elas sdo
produzidas principalmente por Aspergillus flavus e A. parasiticus; além das espécies A. nomius, A.
bombycis, A. pseudotamari e A.ochraceoroseus. As aflatoxinas sdo consideradas carcinogénicas,
mutagénicas e teratogénicas e podem ser encontradas naturalmente em alimentos e ragdes e também
sua presenca tem sido relacionada em pimenta preta (KURTZMAN, HORN; HESSELTINE, 1987;
PETERSON et al., 2001; IARC, 2002; ZINEDINE et al., 2006; SAMSON et al., 2010; JESWAL;
KUMAR, 2015).

A ANVISA estabeleceu o limite de 20,0 ng/kg em especiarias, incluindo a pimenta preta
(BRASIL, 2011). A Unido Europeia é mais restritiva com um limite de 5 pg/kg para aflatoxina B1 e
10 pg/kg para aflatoxinas totais em pimenta preta (EC, 2010).

Em 2015, o Codex Committee on Contaminants in Foods (CCCF), incluiu a pimenta-do-reino
no grupo 1 da lista das 6 especiarias prioritarias para avaliacdo e quantificacdo de aflatoxinas totais,
aflatoxina B1 e ocratoxina A (CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION, 2016).

Um aspecto importante a ser considerado € que, as pimentas sdo frequentemente consumidas
in natura, e normalmente ndo recebem qualquer tratamento de descontaminacao que possa diminuir a
contaminacao por esporos de fungos toxigénicos e a concentracdo da toxina, caso estejam presentes.

Os objetivos deste estudo foram isolar, quantificar e identificar as espécies de Aspergillus
section Flavi potencialmente produtoras de aflatoxinas em amostras de pimenta preta em grdo e em



po; determinar a atividade de 4gua das amostras; e avaliar o potencial toxigénico das cepas isoladas e a
presenca de aflatoxinas nas amostras de pimenta comercializadas em mercados brasileiros.

Material e Métodos

Um total de 60 amostras de pimentas pretas foi adquirido: 29 em p6 e 31 em gréo, obtidas em
estabelecimentos comerciais dos Estados de Sao Paulo (39), Maranhdo (9) e Rio Grande do Sul (3).

Foi utilizado o método de Plaqueamento direto com desinfeccdo da superficie da amostra de
acordo com Pitt e Hocking (2009) e também sem desinfeccdo superficial dos grdos. O método de
diluicdo e o plagueamento em superficie foram realizados para amostras em pd, de acordo com Pitt e
Hocking (2009). Os resultados foram expressos em porcentagem de infec¢do ou contaminacgdo
calculando-se a média (soma dos valores médios de contaminacdo ou infeccdo das amostras
totais/nimero de amostras totais).

As espécies de Aspergillus potencialmente aflatoxigénicas foram purificadas, inoculadas em
meio Czapek Yeast Extract Agar (CYA) e incubadas a 25°C/5-7dias, de acordo com Pitt e Hocking
(2009). As cepas foram inoculadas também em meio Aspergillus Flavus e Parasiticus Agar (AFPA)
por 7 dias a 25°C. A identificacdo morfoldgica das espécies foi feita segundo Klich e Pitt (1988) e
Samson et al. (2010).

As espécies de Aspergillus section Flavi foram testadas quanto a producdo de aflatoxinas
segundo Filtenborg, Frisvad e Svendensen (1983) e para a detecgdo e quantificacdo de aflatoxinas nas
amostras por Copetti et al. (2011).

A porcentagem de recuperacdo foi calculada apés a fortificacdo da amostra de pimenta com o
padrdo de aflatoxinas utilizando nivel de 0,7 pg/kg em triplicata. Os limites de detec¢do (LOD) e
quantificagdo (LOQ) do método foram calculados (Eurachem Guides, 2014).

Resultados e Discussao

Das 60 amostras analisadas, um total de 989 cepas de Aspergillus section Flavi foram isoladas
e testadas quanto a producdo de aflatoxinas. As espécies da secdo Flavi foram identificadas como
Aspergillus flavus, A. tamarii, A. pseudotamarii, A. parasiticus e as demais (Aspergillus section Flavi
ndo identificados) como Aspergillus section Flavi conforme as tabelas 1 e 2 que apresentam a
frequéncia de ocorréncia, porcentagem média e variacdo de contaminagdo por estas espécies nas
amostras em gréo e em po respectivamente.

Tabela 1. Frequéncia de ocorréncia (%), média (%) e variacdo de infeccdo (%) de Aspergillus section
Flavi nas amostras de pimenta preta em grdo (n=31 amostras).

Com desinfecgao Sem desinfecgéo
Fungos FO Médiafje Vgria(;ég de FO Médi_a de~ Varia(;_élo df:
(%) infeccdo infeccdo (%) contaminagdo | contaminagdo
(%) (%) (%) (%)
A. tamarii 45,2 4,2 0-62 83,9 16,2 0-76
A. flavus 42,0 3,1 0-48 64,5 13,0 0-78
A. section Flavi 38,7 2,0 0-14 67,7 8,7 0-32
A. pseudotamarii 3,2 0,3 0-8 3,2 1,0 0-32
A. parasiticus 0 0 0 12,9 0,3 0-2

FO = Frequéncia de ocorréncia (n° amostras contaminadas ou infectadas/n® amostras totais)

Todas as espécies de Aspergillus section Flavi isoladas, incluindo Aspergillus flavus, A.
tamarii e A. pseudotamarii (exceto A. parasiticus, que ndo estava presente apenas nas amostras com
desinfeccdo) estiveram presentes, tanto infectando o gréo internamente como contaminantes presentes
na parte externa.

As espécies/grupo de maior ocorréncia, tanto nos grdos quanto nas pimentas em po, foram A.
tamarii, A. flavus e Aspergillus section Flavi. Estas espécies e grupos foram encontrados em 45%,
42% e 39% das amostras com desinfeccdo e em 41,4%, 55%, 51,7% das amostras em po,




respectivamente. A frequéncia de ocorréncia nas amostras sem desinfeccdo foi de 84% para A.
tamarii, 64,5% para A. flavus e 67,7% para Aspergillus section Flavi como mostram as tabelas 1 e 2.

Tabela 2. Frequéncia de ocorréncia (%), méedia e variacdo de contaminacdo (UFC/g) de Aspergillus
section Flavi nas amostras de pimenta preta em pé (n=29 amostras).

Pimenta preta em pé
Fungos FO (%) Média (UFC/g) Variacio (UFC/g)
A. flavus 55,2 1,1x 108 <100-1,3 x 10*
A. section Flavi 51,7 4,8 x 102 <100-4,0 x 10°
A. tamarii 41,4 4,4 x 10? <100-3,0 x 10°
A. pseudotamarii 3,4 3,4 <100-1,0 x 102
A. parasiticus 3,4 3,4 <100-1,0 x 102

FO = Frequéncia de ocorréncia (n° amostras contaminadas/n°® amostras totais)

Jeswal e Kumar (2015) também analisaram amostras de pimenta preta sem desinfeccdo
superficial dos grdos e encontraram valores proximos do presente trabalho. Aspergillus flavus foi o
fungo predominante com porcentagem média de incidéncia de 28,3% e 45,4% deles produziram
aflatoxinas.

Ja Gatti et al. (2003) também analisaram amostras de pimentas pretas sem desinfec¢do dos
grdos e encontraram valores mais baixos do gque o presente trabalho. Os fungos com maior frequéncia
de ocorréncia foram do género Eurotium (32%), seguido por Aspergillus section Flavi (25,1%). A
espécie prevalente na secdo Flavi foi Aspergillus flavus (14,6%). Das 56 cepas de A. flavus, 13
(23,21%) foram positivas para aflatoxinas pela técnica de Cromatografia de Camada Delgada (CCD).

Outros estudos analisaram amostras de pimenta preta com desinfeccéo superficial dos gréos e
apresentaram valores maiores que o presente trabalho. A. flavus também foi o predominante com
43,8% de porcentagem de infecgéo (FREIRE; KOZAKIEWICZ; PATERSON, 2000). E para Banerjee
et al. (1993) Aspergillus flavus tiveram uma média de incidéncia de 31,3% com 100% dos isolados de
A. flavus produtores de aflatoxina B1, testado pelo método ELISA. Os autores ndo analisaram
aflatoxinas nas amostras de pimenta.

Todas as cepas de A. section Flavi (989) foram testadas quanto a producdo de aflatoxinas e
18,7% (Aspergillus flavus, A. pseudotamarii, A. parasiticus e Aspergillus section Flavi) foram
produtores de aflatoxinas do grupo B. Cem por cento dos isolados de A. parasiticus (n=5) foram
produtores de aflatoxinas dos grupos B e G e 100% das cepas de A. pseudotamarii (n=21) foram
produtores de aflatoxinas do grupo B. Dentre os isolados de A. flavus (n=373) 38,3% foram produtores
de aflatoxina B1.

Tabela 3. Nimero de amostras contaminadas com aflatoxinas totais.

Aflatoxinas N° de amostras
Totais Grio P6
(Hg/kg) (n=31) (n=29)
< 0,08 20 10

>0,08- <1 10 13
>1-<5 1 4
>5-<10 0 1

>10- <15 0 1

>15 0 0

LOD = Limite de Detec¢éo (0,08 pg/kg para aflatoxinas totais).
LOQ = Limite de Quantificacdo (0,27 pg/kg para aflatoxinas totais).

A média de recuperagdo para aflatoxinas totais foi de 103% para o nivel de 0,7 pg/kg. O limite
de deteccdo (LOD) para aflatoxinas totais foi de 0,08 ug/kg e o limite de quantificacdo (LOQ) foi de
0,27 pg/kg.




Das 60 amostras analisadas, 30 (50%) apresentaram contaminagdo com aflatoxinas dos grupos
B e G com niveis variando de 0,09 a 11 pg/kg conforme mostra a tabela 3. As maiores contaminacgdes
por aflatoxinas totais (4,33; 6,17 e 11 pg/kg) foram observadas nas amostras a granel em pé de Séo
Paulo, apresentando a maior contaminagao por aflatoxina B1, de 10,64 pg/kg.

Todas as amostras estiveram de acordo com os limites estabelecidos pela RDC N° 7/2011 para
aflatoxinas, de 20 pg/kg.

Das 60 amostras, 15 (25%) apresentaram fungos produtores de aflatoxinas, porém ndo
estavam contaminadas com aflatoxinas. Neste caso provavelmente ndo houve condi¢des adequadas
durante processo da pimenta preta para a producdo de aflatoxinas.

A alta frequéncia de amostras com niveis detectaveis de aflatoxinas demonstra que o produto é
susceptivel a contaminacdo por aflatoxinas, e que os fungos produtores estdo presentes.

Sendo assim, a producdo de aflatoxinas na pimenta preta pode ser minimizada adotando as
boas préticas agricolas durante todas as etapas da cadeia produtiva, além da manutencdo da umidade
segura dos graos (< 12%) (ESA, 2015).

Conclusdes

As amostras de pimenta preta apresentaram contaminagdo por fungos da se¢do Flavi e por
aflatoxinas. Os niveis de aflatoxinas estavam dentro dos limites estabelecidos pela regulamentacédo
brasileira.
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