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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 país. O 

potencial toxigênico das cepas isoladas e a presença de aflatoxinas nas amostras também foram 

estudadas. Foram analisadas 60 amostras no total, 31 em grãos e 29 em pó. A contaminação fúngica 

dos grãos foi realizada com e sem desinfecção externa. Várias espécies da seção Flavi foram isoladas, 

dentre elas, Aspergillus flavus, A. tamarii, A. pseudotamarii e A. parasiticus, totalizando 989 isolados. 

A frequência de ocorrência de A. flavus nas pimentas em grão foi de 42% nas amostras com 

desinfecção e 64,5% nas amostras sem desinfecção, e 55% nas amostras em pó. 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 níveis variando de 0,09 a 11 µg/kg. Os níveis de aflatoxinas estavam dentro 

dos limites estabelecidos pela regulamentação brasileira. 
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Introdução 

O Brasil é o quarto maior produtor de pimenta preta no mundo (FAO, 2014), e o estado do 

Pará é responsável por 75% da produção nacional seguido por Espírito Santo e Bahia (IBGE, 2016). 

A pimenta preta ou pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) é colhida manualmente e 

normalmente a secagem é feita ao sol (3 a 6 dias). O armazenamento é feito em armazéns de alvenaria 

fechados (LEMOS; TREMACOLDI; POLTRONIERI, 2014). Estas etapas são críticas, pois a 

temperatura, umidade relativa do ar e o teor de umidade do alimento podem levar à deterioração do 

produto, favorecendo também a contaminação por fungos e consequentemente a produção de 

micotoxinas (DUARTE; ALBUQUERQUE, 2005; PICCOLO, 2014). 

Algumas espécies fúngicas são capazes de produzir metabólitos secundários que podem ser 

altamente tóxicos e prejudiciais à saúde do homem e outros animais, como as aflatoxinas. Elas são 

produzidas principalmente por Aspergillus flavus e A. parasiticus; além das espécies A. nomius, A. 

bombycis, A. pseudotamari e A.ochraceoroseus. As aflatoxinas são consideradas carcinogênicas, 

mutagênicas e teratogênicas e podem ser encontradas naturalmente em alimentos e rações e também 

sua presença 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 μg/kg em especiarias, incluindo a pimenta preta 

(BRASIL, 2011). A União Europeia é mais restritiva com um limite de 5 µg/kg para aflatoxina B1 e 

10 µg/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 prioritárias para avaliação e quantificação de aflatoxinas totais, 

aflatoxina B1 e ocratoxina A (CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION, 2016). 

Um aspecto importante a ser considerado é que, as pimentas são frequentemente consumidas 

in natura, e normalmente não recebem qualquer tratamento de descontaminação que possa diminuir a 

contaminação por esporos de fungos toxigênicos e a concentração 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 grão e em 



pó; determinar a atividade de água das amostras; e avaliar o potencial toxigênico das cepas isoladas e a 

presença 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 pó e 31 em grão, obtidas em 

estabelecimentos comerciais dos Estados de São Paulo (39), Maranhão (9) e Rio Grande do Sul (3).  

Foi utilizado o método de Plaqueamento direto com desinfecção da superfície da amostra de 

acordo com Pitt e Hocking (2009) e também sem desinfecção superficial dos grãos. O método de 

diluição e o plaqueamento em superfície foram realizados para amostras em pó, de acordo com Pitt e 

Hocking (2009). Os resultados foram expressos em porcentagem de infecção ou contaminação 

calculando-se a média (soma dos valores médios de contaminação ou infecção das amostras 

totais/número de amostras totais). 

As espécies de Aspergillus potencialmente aflatoxigênicas foram purificadas, inoculadas em 

meio Czapek Yeast Extract Agar (CYA) e incubadas a 25ºC/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 identificação morfológica das espécies foi feita segundo Klich e Pitt (1988) e 

Samson et al. (2010). 

As espécies de Aspergillus section Flavi foram testadas quanto à produção de aflatoxinas 

segundo Filtenborg, Frisvad e Svendensen (1983) e para a detecção e quantificação de aflatoxinas nas 

amostras por Copetti et al. (2011). 

A porcentagem de recuperação foi calculada após a fortificação da amostra de pimenta com o 

padrão de aflatoxinas utilizando nível de 0,7 µg/kg em triplicata. Os limites de detecção (LOD) e 

quantificação (LOQ) do método foram calculados (Eurachem Guides, 2014). 

 

Resultados e Discussão 

Das 60 amostras analisadas, um total de 989 cepas de Aspergillus section Flavi foram isoladas 

e testadas quanto à produção de aflatoxinas. As espécies da seção Flavi foram identificadas como 

Aspergillus flavus, A. tamarii, A. pseudotamarii, A. parasiticus e as demais (Aspergillus section Flavi 

não identificados) como Aspergillus section Flavi conforme as tabelas 1 e 2 que apresentam a 

frequência de ocorrência, porcentagem média e variação de contaminação por estas espécies nas 

amostras em grão e em pó respectivamente.  

 

Tabela 1. Frequência de ocorrência (%), média (%) e variação de infecção (%) de Aspergillus section 

Flavi nas amostras de pimenta preta em grão (n=31 amostras). 

Fungos 

Com desinfecção Sem desinfecção 

FO 

(%) 

Média de 

infecção 

(%) 

Variação de 

infecção 

(%) 

FO 

(%) 

Média de 

contaminação 

(%) 

Variação de 

contaminação 

(%) 

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 = Frequência de ocorrência (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 não estava presente apenas nas amostras com 

desinfecção) estiveram presentes, tanto infectando o grão internamente como contaminantes presentes 

na parte externa.   

As espécies/grupo de maior ocorrência, tanto nos grãos quanto nas pimentas em pó, foram A. 

tamarii, A. flavus e Aspergillus section Flavi. Estas espécies e grupos foram encontrados em 45%, 

42% e 39% das amostras com desinfecção e em 41,4%, 55%, 51,7% das amostras em pó, 



respectivamente. A frequência de ocorrência nas amostras sem desinfecção 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. Frequência de ocorrência (%), média e variação de contaminação (UFC/g) de Aspergillus 

section Flavi nas amostras de pimenta preta em pó (n=29 amostras). 

Fungos 
Pimenta preta em pó 

FO (%) Média (UFC/g) Variação (UFC/g) 

A. flavus 55,2 1,1 x 103 <100-1,3 x 104 

A. section Flavi 51,7 4,8 x 102 <100-4,0 x 103 

A. tamarii 41,4 4,4 x 102 <100-3,0 x 103 

A. pseudotamarii 3,4 3,4 <100-1,0 x 102 

A. parasiticus 3,4 3,4 <100-1,0 x 102 

FO = Frequência de ocorrência (n° amostras contaminadas/n° amostras totais) 

 

Jeswal e Kumar (2015) também analisaram amostras de pimenta preta sem desinfecção 

superficial dos grãos e encontraram valores próximos do presente trabalho. Aspergillus flavus foi o 

fungo predominante com porcentagem média de incidência de 28,3% e 45,4% deles produziram 

aflatoxinas. 

Já Gatti et al. (2003) também analisaram amostras de pimentas pretas sem desinfecção dos 

grãos e encontraram valores mais baixos do que o presente trabalho. Os fungos com maior frequência 

de ocorrência foram do gênero Eurotium (32%), seguido por Aspergillus section Flavi (25,1%). A 

espécie prevalente na seção 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 desinfecção superficial dos grãos e 

apresentaram valores maiores que o presente trabalho. A. flavus também foi o predominante com 

43,8% de porcentagem de infecção (FREIRE; KOZAKIEWICZ; PATERSON, 2000). E para Banerjee 

et al. (1993) Aspergillus flavus tiveram uma média de incidência de 31,3% com 100% dos isolados de 

A. flavus produtores de aflatoxina B1, testado pelo método ELISA. Os autores não analisaram 

aflatoxinas nas amostras de pimenta. 

Todas as cepas de A. section Flavi (989) foram testadas quanto à produção 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. Número de amostras contaminadas com aflatoxinas totais. 

Aflatoxinas 

Totais 

(µg/kg) 

N° de amostras 

Grão 

(n=31) 

Pó  

(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 Detecção (0,08 µg/kg para aflatoxinas totais). 

LOQ = Limite de Quantificação (0,27 µg/kg para aflatoxinas totais). 

 

A média de recuperação para aflatoxinas totais foi de 103% para o nível de 0,7 µg/kg. O limite 

de detecção (LOD) para aflatoxinas totais foi de 0,08 µg/kg e o limite de quantificação (LOQ) foi de 

0,27 µg/kg. 



Das 60 amostras analisadas, 30 (50%) apresentaram contaminação com aflatoxinas dos grupos 

B e G com níveis variando de 0,09 a 11 µg/kg conforme mostra a tabela 3. As maiores contaminações 

por aflatoxinas totais (4,33; 6,17 e 11 µg/kg) foram observadas nas amostras a granel em pó de São 

Paulo, apresentando a maior contaminação por aflatoxina B1, de 10,64 μg/kg. 

Todas as amostras estiveram de acordo com os limites estabelecidos pela RDC Nº 7/2011 para 

aflatoxinas, de 20 µg/kg.  

Das 60 amostras, 15 (25%) apresentaram fungos produtores de aflatoxinas, porém não 

estavam contaminadas com aflatoxinas. Neste caso provavelmente não houve condições adequadas 

durante processo da pimenta preta para a produção de aflatoxinas.  

A alta frequência de amostras com níveis detectáveis de aflatoxinas demonstra que o produto é 

susceptível à contaminação por aflatoxinas, e que os fungos produtores estão presentes.  

Sendo assim, a produção de aflatoxinas na pimenta preta pode ser minimizada adotando as 

boas práticas agrícolas durante todas as etapas da cadeia produtiva, além da manutenção da umidade 

segura dos grãos (≤ 12%) (ESA, 2015). 

 

Conclusões 

As amostras de pimenta preta apresentaram contaminação por fungos da seção Flavi e por 

aflatoxinas. Os níveis de aflatoxinas estavam dentro dos limites estabelecidos pela regulamentação 

brasileira.  
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