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RESUMO

O estudo teve por objetivo avaliar a micobiota de condimentos, com énfase nas
espécies toxigénicas de Aspergillus, e a contaminacao por aflatoxinas e ocratoxina A.
Foram estudadas a pimenta calabresa (Capsicum frutescens), a pimenta malagueta
(Capsicum baccatum), na forma seca e fresca, e a pimenta rosa (Schinus
terebinthifolius), adquiridas em estabelecimentos comerciais do Estado de Sao Paulo.
As amostras (n=71) foram avaliadas quanto a atividade de agua, presenca de fungos,
potencial toxigénico das cepas de Aspergillus e presenca de aflatoxinas (AFB1, AFB2,
AFG1 e AFG2) e ocratoxina A. As principais espécies isoladas de pimenta calabresa,
rosa e malagueta fresca foram Aspergillus section Nigri, com média de contaminacao
de 42UFC/g, 5,3% e 15% respectivamente. Estes estiveram frequentes em 50% das
amostras analisadas. Aspergillus section Flavi foram isolados principalmente de
pimenta calabresa e malagueta fresca, contudo a média de contaminacgéo foi baixa,
20UFC/g e 16% respectivamente. Outras espécies como Eurotium chevalieri,
Eurotium rubrum e fungos dematiaceos foram também isolados das amostras. Do total
das amostras analisadas, foram isoladas 503 cepas de Aspergillus, sendo Aspergillus
section Flavi (n=204), Aspergillus da section Nigri (n=279) e Aspergillus section
Circumdati (n=20). Dezessete por cento dos isolados de Aspergillus section Nigri e
75% dos isolados de Aspergillus section Circumdati foram produtores de ocratoxina A
e 17% dos isolados de Aspergillus section Flavi foram produtores de aflatoxinas. A
maior porcentagem de cepas produtoras de aflatoxinas e ocratoxina A foram isoladas
da pimenta malagueta fresca (31,3% e 21,1%, respectivamente). Ocratoxina A foi
encontrada em alta frequéncia nas amostras de pimenta malagueta em po e calabresa
(>70%), porém os niveis de contaminacao foram baixos (média de 3,42 e 2,25ug/Kg
respectivamente). Aflatoxinas foram mais frequentes nas amostras de pimenta
malagueta em po e calabresa (>63%), porém, assim como a ocratoxina A, as médias

foram baixas, de 0,54 e 1,81ug/Kg respectivamente.

Palavras-chave: pimenta vermelha, Aspergillus section Flavi, Aspergillus section

Nigri, ocratoxina A, aflatoxinas
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ABSTRACT

The objectives of the study were to evaluate the mycobiota of spices, with emphasis
on the toxigenic species of Aspergillus, and the contamination by aflatoxins and
ochratoxin A. “Calabresa” (Capsicum frutescens), “malagueta” (Capsicum baccatum),
the latter in a dried and fresh state, and pink pepper (Schinus terebinthifolius) were
studied and purchased in commercial establishments in the State of S&do Paulo. Water
activity, fungal contamination, the toxigenic potential of Aspergillus strains and the
presence of aflatoxins (AFB1, AFB2, AFG1 and AFG2) and ochratoxin A were evaluated
(n=71). The main species isolated from calabresa, pink and fresh malagueta pepper
were Aspergillus section Nigri, with an average contamination of 42 UFC/g, 5.3% and
15%, respectively. These were present in 50% of the samples analyzed. Aspergillus
section Flavi were mainly isolated from calabresa and fresh malagueta pepper,
although average contamination was low, 20 UFC/g and 16% respectively. Other
species such as Eurotium chevalieri, Eurotium rubrum and dematiaceous fungi were
also presented in the samples. A total of 503 strains of Aspergillus were isolated from
all the samples, with Aspergillus section Flavi (n = 204), Aspergillus section Nigri (n =
279) and Aspergillus section Circumdati (n = 20). Seventeen percent of the Aspergillus
isolates from the Nigri section and 75% of the Aspergillus section Circumdati isolates
were ochratoxin A producers, and 17% of the Aspergillus section Flavi were aflatoxin
producers. The highest percentage of aflatoxin and ochratoxin A producing strains
were isolated from fresh malagueta pepper (31.3 and 21.1% respectively). Ochratoxin
A was found at high frequency in the samples of malagueta powder and calabresa
pepper (> 70%), but the contamination levels were low (average of 3.42 and 2.25ug/kg,
respectively). Aflatoxins were more frequent in malagueta powder and calabresa
pepper (> 63%), but as with ochratoxin A, the averages were low, of 0.54 and 1.81

ng/kg, respectively.

Key words: red pepper, Aspergillus section Flavi, Aspergillus section Nigri, Ochratoxin
A, aflatoxins
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1. INTRODUCAO GERAL

As pimentas do género Capsicum spp. sdo produzidas no mundo todo, sendo
os maiores produtores a india, China, México, Estados Unidos, Tailandia, Coréia do
Sul (CARVALHO et al., 2006). A india e China s&o os maiores produtores mundiais
com uma area de producdo equivalente a 1.000.000 hectares, e 0s maiores
consumidores os sul coreanos e tailandeses, com um consumo diario de 5 a 8 g/dia
(PINTO et al., 2007). O Brasil apresenta anualmente uma producéo de 280 toneladas
de pimenta Capsicum em uma area equivalente a 13 mil hectares e esta entre as dez
hortalicas mais cultivadas no pais (A LAVOURA, 2016). Estima-se que o consumo
diario por pessoa seja de 0,5 gramas (CARVALHO et al., 2006).

No Brasil, a producdo deste tipo de pimenta esta concentrada nas regides
Sudeste, Sul e Centro-Oeste, estreitando os lacos entre a agricultura familiar e
agroindustria sendo, portanto, uma atividade econémica de grande importancia social
(CARVALHO et al.,, 2006). Das espécies domesticadas, quatro sdo cultivadas em
diferentes regides do pais: Capsicum annuum (pimentdes e paprica) no Centro-Oeste,
Nordeste e Sudeste; Capsicum chinense (pimenta bode, biquinho, cumari-do-para,
habanero e murupi) no Centro-Oeste, Nordeste e Norte; Capsicum baccatum (pimenta
dedo-de-moca, pimenta calabresa, cambuci e cumari verdadeira) nas regides Sudeste
e Sul e Capsicum frutescens (pimenta malagueta e tabasco) nas regibes Centro-
Oeste, Nordeste e Norte. Além de apresentar grande diversidade de producédo do
género Capsicum spp., seu consumo esta relacionado ha tempos remotos, desde os
indigenas que empregavam as pimentas na sua alimentacdo, e também como
remédio. Hoje elas continuam fazendo parte da alimentacdo do brasileiro, sendo
consumidas frescas, na forma de aperitivos, ou processadas conferindo cor, aroma e
sabor aos alimentos (REIFSCHNEIDER,2000; KARAASLAN; ARSLANGRAY, 2015).

Outro grupo de condimento que vem conquistando mercado, tanto interno
guanto externo é o fruto da aroeira vermelha (Schinus terebinthifolius), a pimenta rosa,
produzida principalmente na costa Brasileira, nos Estados do Rio de Janeiro, Espirito
Santo e na divisa entre os Estados de Alagoas e Sergipe (BARBOSA et al., 2007,
EMBRAPA, 2010). A pimenta rosa tem sido empregada na industria farmacéutica e
cosmetica, pelas propriedades antioxidantes e antimicrobianas associadas com a

1



presenca de polifendis presentes no 6leo extraido dos frutos (BENDAOUD et al., 2010;
ULIANA et al., 2016). Hoje ja ganha espaco na culinaria, como condimento gourmet,
principalmente em pratos mais elaborados, como carnes brancas, embutidos e
massas e na gastronomia exotica, conferindo sabor diferenciado a sobremesas e
bebidas (CARVALHO et al., 2006).

Condimentos, assim como séo as pimentas vermelhas séao cultivadas em sua
maioria em paises que apresentam clima tropical e subtropical. Paises com esses
tipos de climas apresentam altas temperaturas, altas concentracbes de chuva e
umidade relativa, que s&o condicbes favoraveis a proliferacdo de fungos e
consequentemente para a producdo de micotoxinas, aumentando o risco destes
condimentos apresentarem contaminacdo por estes compostos toxicos (KABAK;
DOBSON, 2017, YOGENDRARAJAH et al., 2014). Muitos frutos, apés a colheita ndo
sao higienizados, tdo pouco armazenados de forma ideal, em condi¢cdes de baixas
temperaturas com monitoramento de umidade, aumentando o risco de contaminagéo
por fungos e toxinas (OZTURKOGLU-BUDAK, 2017).

As micotoxinas sdo substancias derivadas do metabolismo secundario de
determinados grupos de fungos filamentosos, tais como: Aspergillus, Penicillium e
Fusarium, podendo contaminar os alimentos em diferentes etapas, do campo, onde
sdo produzidas ao armazenamento. Falhas no processo de secagem e a alta
temperatura e umidade durante o armazenamento podem favorecer o crescimento
destas espécies toxigénicas e a producdo de toxinas, causando diferentes efeitos
danosos na satde de animais e humanos (KARAASLAN; ARSLANGRAY, 2015).

Véarios paises tém estabelecido niveis de micotoxinas presentes em
alimentos, destinadas ao consumo humano e animal, incluindo as especiarias
(COMISSION REGULATION, 2006; FREIRE et al., 2007). Pimentas contaminadas
com AFLA e OTA podem significar um risco a saude da populacado, se estas fizerem
parte da sua dieta, ou consumidas com alta frequéncia. Elas apresentam alto grau de
toxicidade, com potencial carcinogénicos, hepatocarcinogénicos, teratogénicos e
imunossupressores (IARC, 1993; IARC, 2002).

De acordo com a regulamentacdo europeia (2006), os limites maximos

aceitaveis sao de 5 pg/kg para AFB1, 10 pug/kg para AFLA total e 15 pg/kg para OTA.



Ja pelo 6rgéo regulamentador brasileiro, a ANVISA (BRASIL, 2011) estabelece limites
de AFLA total e OTA em pimentas de 20 ug/kg e 30 pg/kg respectivamente.

Dentre os estudos relacionados sobre o tema, grande parte das pesquisas
relacionadas com a presenca de toxinas em pimentas, concentram-se nas regiées da
india, Sri Lanka, Turquia e Indonésia (SALARI et al., 2012; JESWAL; KUMAR, 2014;
YOGENDRARAJAH, 2014; KARAASLAN; ARSLANGRAY, 2015). Nestes estudos foi
relatada a contaminacgdo por ambas as toxinas, variando de ND a 1059,2 pg/kg, para
OTA e ND a 219, 6 pg/kg para AFLA.

Devido as pesquisas recentemente publicadas sobre a elevada contaminagéo
de especiarias por micotoxinas e com o objetivo de minimizar as perdas econdémicas
e 0s problemas de saude causados apos a ingestdo destes contaminantes, em 2015,
o Codex estabeleceu como prioritaria a avaliacdo de OTA e AFLA em especiarias e
condimentos, criando um grupo de trabalho para discussdo sobre assunto. O
documento estabelece como prioritaria a avaliacdo de OTA e AFLA em especiarias
como chilli (pimenta malagueta em po), paprica, noz-moscada, acafrdo, gengibre e as
pimentas. Além do Codex, 6rgdos como a FAO (Food and Agriculture Organization) e
o WHO (Word Health Organization) criaram bancos de dados que identificam
potenciais riscos a saude da populacdo, associados aos condimentos e ervas secas
(FAO, 2013).

Considerando que ndo ha estudos sobre a qualidade das pimentas vermelhas
consumidas no Brasil e que pesquisas mostram a contaminacéo destes produtos por
fungos e micotoxinas, faz-se necessario avaliar a contaminacéo destes produtos em
nosso pais. Neste presente trabalho, foram avaliados dois géneros de pimenta
Capsicum, a pimenta calabresa (Capsicum baccatum), a pimenta malagueta fresca e
em po (Capsicum frutescens), além da pimenta rosa (Schinus terebinthifolius) quanto

a contaminacdo fungica e presenca de ocratoxina A e aflatoxinas.



2. OBJETIVOS

Investigar a micobiota de pimentas do género Capsicum, incluindo a pimenta
calabresa (Capsicum baccatum), pimenta malagueta em p6 e fresca (Capsicum
frutescens) e a pimenta rosa (Schinus terebinthifolius), bem como avaliar a presenca

de ocratoxina A e aflatoxinas nestas amostras.

2.1 Objetivos especificos

1. Determinar os grupos de fungos presentes nas amostras de pimenta malagueta
(Capsicum frutescens), pimenta calabresa (produzida a partir de pimentas da
espécie Capsicum baccatum) e pimenta rosa (Schinus terebinthifolius) e as
espécies de fungos toxigénicos presentes;

2. Otimizar metodologia de analise de aflatoxinas e ocratoxina A nos tipos de
pimentas vermelhas citados, utilizando coluna de imunoafinidade e
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia e;

3. Quantificar estes contaminantes nas amostras, avaliando se 0s niveis de
ocratoxina A e aflatoxinas presentes nas pimentas estdo de acordo com 0s
estabelecidos pela RDC n° 7/2011 e realizar um levantamento sobre a

ocorréncia destes contaminantes nestes produtos.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Pimentas (Capsicum spp.) - caracteristicas gerais

Pimenta € o nome comum dado a diferentes tipos de plantas, incluindo as
piperdceas, as solaniceas e as falsas pimentas que incluem a pimenta rosa (Schinus
terebinthifolius) e a pimenta jamaica (Pimenta officinalis Lindl.), aos seus frutos e
condimentos que apresentam um sabor pungente. Sdo utilizadas para dar sabor,
aroma e na conservacdo de alimentos, pelas suas propriedades bactericidas e
fungicidas. As pimentas estao entre as especiarias mais consumidas no mundo todo,
pelo sabor caracteristico que é devido a presenca de alcaloides que sao responsaveis
pela picancia (CARVALHO et al., 2006).

Nas pimentas Capsicum os alcal6ides responsaveis pela pungéncia sao a
capsaicina e a dihidrocapsaicina (COLLINS; BOSLAND, 1994), presentes na placenta,
sementes e pericarpo do fruto (REIFSCHNEIDER, 2000). A Escala Scoville
(ScovilleHeat Units - SHU) é a responsavel pela avaliacdo do teor de capsaicinéides
nas pimentas, podendo variar de zero, para pimentas sem picancia, até trezentos mil,
para pimentas extremamente picantes. Também apresentam propriedades benéficas
a saude, tais como substancias vasodilatadoras, analgésicas e energéticas e também
vitaminas A, B1, B2, C, E e Niacina e pigmentos vegetais que podem prevenir o cancer
(SUN et al., 2007; A LAVOURA, 2016).

A picancia esta relacionada tanto a sensibilidade do individuo quanto ao tipo
de pimenta e a forma de consumo, se fresca, seca ou processada (PAULUS et al.,
2015). Essa sensacao de ardor, que ativa 0s mesmos receptores da dor, tem como
principio ativo a capsaicina. A capsaicina e 0os capsaicindides sdo produzidos pelo
metabolismo secundario, servindo para a planta como barreira contra herbivoros
(TAKIKAWA et al., 2002, CARVALHO et al., 2006).

Quanto a botanica, as pimentas do género Capsicum sao horticolas,
pertencem a familia botanica Solanaceae e sdo oriundas das Américas, mais
especificamente da regido tropical. Geralmente séo plantas perenes, autdgamas, com

autopolinizacéo e, portanto, sem modificacdo genética. Suas flores sdo hermafroditas
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e sao utilizadas em chaves de identificacdo para a diferenciacdo das espécies. Os
frutos podem se apresentar na forma de bagas com estruturas ocas, e a placenta, que
€ o tecido interno do fruto, € onde se acumulam os capsainéides (CARVALHO et al.,
2006; MADHUMATHY et al., 2007).

Dentro do género Capsicum, estdo presentes cerca de vinte espécies
divididas em: domesticadas, semi-domesticadas e selvagens. A partir de espécies
selvagens foram domesticadas cinco espécies de Capsicum: C. pubescens, com a
pimenta rocotd, a C. baccatum, que tem como um dos representantes mais
conhecidos a dedo-de-moca, a C. annuum, que inclui os pimentdes, as caienas e a
jalapeno, C. chinense, com a pimenta-de-biquinho e a pimenta-de-cheiro e C.
frutescens (CARVALHO et al., 2006; PERRY et al., 2007).

Das cinco espécies de Capsicum consideradas domesticadas (C. annum, C.
baccatum, C. chinense, C. frutecens e C. pubescens) cada uma apresenta
caracteristicas inerentes que as diferenciam das demais. A variedade pode ser vista
em relacdo aos diferentes aspectos apresentados pelos frutos, em sua variedade de
cores (vermelhos, verdes, amarelos, alaranjados, arroxeados), formatos
(arredondados, alongados, forma piramidal), tamanhos (pequenos, médios e grandes)
e os teores de pungéncia (CARVALHO et al., 2006).

Os principais estados produtores de pimenta no pais sdo: Minas Gerais,
Goias, Sédo Paulo, Ceara e Rio Grande do Sul, com uma area anual de plantio
estimada em dois mil hectares. A produtividade esta diretamente relacionada ao tipo
de pimenta, podendo variar de 10 a 30 toneladas por hectare (EMBRAPA, 2007).

3.1.1. Pimenta Calabresa - Capsicum baccatum

As plantas da espécie C. baccatum sdo arbustos com cerca de um metro de
altura. No Brasil, as plantacdes se concentram na regido Sul do pais. A pimenta
calabresa (Figura 1) é produzida a partir de pimentas da espécie C. baccatum,
principalmente a pimenta dedo-de-moca (Figura 1), também conhecida como chifre-
de-veado ou pimenta vermelha na sua versao seca e moida, sendo uma das pimentas

mais consumidas no Brasil, principalmente nas regiées Sul e Sudeste. Os frutos sao
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longos, com cerca de 7,5 cm de comprimento e apresentam coloracdo avermelhada
guando maduros a sua pungéncia é considerada mediana, com teor de capsaicina de
0,48% (TAKIKAWA et al., 2002, CARVALHO et al., 2006).

Figura 1: C. baccatum em suas duas versdes: desidratada (Calabresa) e fresca (dedo-de-

moca) (imagem: Google).

Um dos maiores produtores da versao flocada de dedo-de-moga é o municipio
de Turucu (RS), responsavel pela producédo e distribuicdo de 500 toneladas no
mercado interno A producao da pimenta dedo-de-moca em forma desidratada é feita
de forma bastante artesanal. As pimentas que vao passar pelo processo de
desidratacéo sao trituradas e séo secas ao ar livre, em lajes de cimento por cerca de
uma semana. Estdo sujeitas a intempéries e muitas durante este processo sofrem
alteracdo de cor, aroma ou apodrecimento (CORNEJO et al., 2005; CARVALHO et al.,
2006).

3.1.2 Pimenta Malagueta - Capsicum frutescens

A pimenta malagueta (Figura 2) é o tipo mais comum da espécie Capsicum
frutescens com as plantagcdes concentradas nas regioes Norte, Nordeste, Centro-
Oeste e Sudeste, principalmente na Zona da Mata de Minas Gerais. S&o plantas

horticolas, de porte pequeno, com frutos eretos, alongados e vermelhos e teor de



capsaicina de 0,89%, sendo, portanto, muito picantes (TAKIKAWA et al., 2002;
CARVALHO et al., 2006).

Figura 2: C. frutescens em suas versdes em po e fresca (imagem: Google).

3.1.3 Pimenta Rosa - Schinus terebinthifolius

A pimenta rosa (Figura 3) € pertencente a familia Anarcadiaceae de nome
cientifico Schinus terebinthifolius € nativa do Brasil, ocorrendo principalmente nas
regides Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul, e também na Argentina, Paraguai e
Uruguai. Popularmente € conhecida como aroeira-vermelha, aroeira-pimenteira e
pimenta brasileira. Uma das principais caracteristicas deste condimento € o aroma
pungente, caracterizado pela presenca dos 0leos essenciais presentes nos frutos

(BENDAOUD et al., 2010, NEVES et al., 2016).

Figura 4. Ramo de aroeira com frutos maduros de pimenta rosa (imagem: Google).



Os frutos dessa arvore se assemelham aos das piperaceas, sdo globosos e
pequenos (4 mm a 5,5 mm) e apresentam coloracdo avermelhada quando maduros.
A aroeira € uma planta perene, com altura entre 5 e 10 metros. E uma planta didica,
com polinizagdo cruzada, onde moscas, abelhas e vespas sdo responsaveis pela
polinizacdo. A frutificacdo da aroeira esta relacionada com a disponibilidade de agua,

temperaturas mais elevadas e dias mais longos (NEVES et al., 2016).

O Oleo obtido da polpa do fruto apresenta usos medicinais e fotoquimicos e
as demais partes da planta sdo utilizadas no tratamento de diferentes tipos de
patologias. Hoje a pimenta rosa se destaca pelo seu consumo como condimento, tanto
no mercado nacional como internacional (BENDAOUD et al., 2010, NEVES et al.,
2016; ULIANA et al., 2016).

Os frutos séo colhidos de forma manual pela populacéo local, em areas de
restinga dos nos Estados do Rio de Janeiro e Espirito Santo. Tem sido usada como
renda adicional, sendo uma atividade de grande importancia socioeconémica. Sao
comercializados a granel na forma de frutos desidratados. A colheita se da de trés
formas: através do corte dos galhos, derrica e colheita dos frutos maduros. Apesar do
seu grande potencial de mercado, ela é pouquissima cultivada no pais com esta
finalidade, sendo grande parte destinada a producdo de 6leos essenciais e a
exportacdo (NEVES et al., 2016).

3.2 Fungos

3.2.1 Género Aspergillus

O género Aspergillus foi descrito pela primeira vez em 1929, pelo micologista
P. A. Micheli, e esse nome foi dado devido a semelhangca com 0s instrumentos
utilizados por padres para aspergir agua benta nos fiéis durante celebracdes. Sao
distribuidos em diferentes ambientes ao redor do mundo e tem consideravel impacto
social e econbmico, ora de forma benéfica, com sua aplicabilidade em funcbes

biotecnoldgicas, ora maléficas, com a patogenia em humanos e animais (KLICH,



2002; SAMSON et al., 2014). Sao capazes de produzir enzimas, antibiéticos, acidos
organicos, medicamentos e atuam como fermentadores de alimentos, por outro lado
sdo responsaveis pela perda de producdo na agricultura, nos processos pré e pos-
colheita, pela producdo de compostos toxicos, além de causarem alergias em animais
e humanos, tais como as aspergiloses e patogenias em plantas, animais e humanos
(KLICH, 2002; SAMSON et al., 2014).

Sao organismos filamentosos, classificados como ascomicetos, distinguindo-
se dos demais filos pela producdo de um micélio septado e com isso
consequentemente um desenvolvimento lento. Caracterizam-se pela formacao de
conidiéforos com estirpes largas e vesiculas arredondadas. Além das caracteristicas
microscépicas e macroscopicas utilizadas para a identificacdo desses organismos,
sdo empregadas a caracterizacdo fenotipica, através da biologia molecular e
guimiotaxonomia. O género Aspergillus compreende cerca de 344 espécies que
podem produzir diferentes tipos de micotoxinas, sendo as principais delas: aflatoxinas,
ocratoxina, patulina fumonisinas, &acido ciclopiazénico e esterigmatocistina (PITT &
HOCKING, 2009; SAMSON et al., 2014; VARGA et al., 2014).

3.2.2. Micotoxinas

As micotoxinas sao produzidas durante o metabolismo secundario de algumas
espécies de fungos filamentosos. As primeiras intoxicacfes ocasionadas por elas
datam a Idade Média, nos séculos Xl e XVI, a partir de paes produzidos com centeio
contaminado pelo fungo Claviceps purpurea, resultando em epidemias de ergotismo
na populacdo européia (SANTURIO, 2000).

Elas apresentam efeitos que muitas vezes ocorrem em longo prazo, séo
teratogénicas e imunossupressoras, causando danos nos rins, figado, sistema
nervoso e imunoldgico, além do sistema gastrointestinal, e podem também ocasionar
efeitos agudos, causando a morte de animais e pessoas. As micotoxinas S&o
compostos quimicos de baixo peso molecular, e diferentemente dos fungos, nao

alteram a aparéncia dos alimentos contaminados. Elas persistem nos alimentos com
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suas atividades toxicas, mesmo apos a morte dos fungos que as deram origem
(RODRICKS; STOLOFF, 1977; MOSS, 1998, BOK et al., 2004).

A presenca destas toxinas em substratos é relacionada a diversos fatores,
como 0s inerentes ao proprio alimento, os intrinsecos (pH, atividade de agua,
potencial de 6xido-reducédo e composicdo quimica) e fatores externos (temperatura,
umidade, composi¢cdo atmosférica), os extrinsecos. Deste Uultimo, umidade e
temperatura apresentam elevada importancia, e devido a isso, paises tropicais como
o Brasil apresentam considerada incidéncia de espécies fangicas
(YOGENDRARAJAH et al., 2014). Sua toxicidade depende de uma série de fatores,
tais como o tipo, a exposi¢do do individuo (quantidade e duracdo), idade, saude e
sexo do individuo exposto, seu estado nutricional e a interacdo com outros toxicos
(DILKIN; MALLMANN, 2006).

Das micotoxinas conhecidas e j4 estudadas, as que apresentam elevada
relevancia tanto economicamente quanto a saude sdo as aflatoxinas, pertencente ao
grupo 1 pela Agéncia Internacional de Pesquisa do Céancer (IARC, 2002) com seu
potencial risco a saude humana e animal, com acBes mutagénicas,
hepatocarcinogénicas e nefrotoxicas com efeitos a longo prazo. E a ocratoxina A
pertencente ao grupo 2B da IARC (1993), com possiveis efeitos carcinogénicos em

humanos.

3.2.3. Aflatoxinas

As aflatoxinas foram descobertas na década de 60, na Inglaterra, ap0s o caso
conhecido como "Turkey X Disease” na qual mais de 100.000 perus e outras aves
morreram apos a ingestdo de farelo de amendoim contaminados com a toxina
(BLOUNT, 1961; DE IONGH et al., 1962).

As aflatoxinas sdo metabdlitos toxicos, moderadamente polares, produzidos
principalmente por A. flavus e A. parasiticus, A. nomius, A bombycis, A. pseudotamari,
A. ochraceoroseus, A. pseudocaelatus e A. pseudonomius (KURTZMAN; HORN;
HESSELTINE, 1987; YOKO et al., 2001; BENNET; KLICH, 2003; VARGAS; FRISVAD;

SAMSON, 2011; VARGA et al., 2014).
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Dentre os 17 compostos ja isolados e denominados como aflatoxinas, quatros
sdo mais conhecidos em relacdo aos aspectos toxicologicos, aflatoxinas B, B2, G1 e
G2, estes sdo subdivididos em duas categorias: 0 grupo B, que apresenta
fluorescéncia azul, quando submetidos a luz ultravioleta, e o grupo G, que apresenta
fluorescéncia verde (FREIRE et al., 2007; KARAASLAN; ARSLANGRAY, 2015).

A exposicdo a esta toxina pode apresentar efeitos crénicos ou agudos, de
acordo com a dosagem e frequéncia de exposic¢ao do individuo (CAST, 2003). A AFB:1
€ a considerada a mais toxica e mais potente micotoxina pela IARC (2002), com
efeitos carcinogénicos, mutagénicos e teratogénicos. Ela € lipossoluvel e de baixo
peso molecular, o que facilita sua absor¢édo no organismo, sendo transportada pela
corrente sanguinea até o figado, onde é biotransformada (DALEZIOS et al., 1973,
HSIEH; WONG, 1994). A AFB1 apresenta valores de DL50 que variam de 0,3 a 9,0
mg/kg de peso corpéreo (KHOURY et al., 2008).

No organismo, a AFB: é biotransformada pelas enzimas do citocromo P450 e
transformada em outros metabdlitos no figado e acumulada nos tecidos do animal
exposto a toxina. Também pode levar a muta¢des, quando a forma ativada de AFB;1,
interagindo com o DNA, se liga a residuos de guanina, causando alteracdes de
estrutura e interferindo na producdo de proteinas e consequentemente nas suas
atividades biol6gicas (COULOMBE, 1991).

3.2.4 Ocratoxina A

A ocratoxina foi descoberta em 1965, na Africa do Sul, por um grupo de
cientistas que isolavam cepas de A. ochraceus como substancias que causavam
reacoes toxicas em animais de laboratério (SCUSSEL, 1998). A ocratoxina A € uma
toxina produzida por fungos filamentosos do género Aspergillus, sendo as principais
espécies: A. ochraceus, A. westerdijikiae, A. welwitschiae, A. niger, A. carbonarius, A.
sclerotioniger, e género Penicillium, dentre estes Penicillium verrucosum e Penicillium
nordicum). Apresenta propriedades nefrotoxicas, neurotoxicas, teratogénicas e
imunossupressoras (EUROPEAN COMISSION, 1998, RINGOT et al., 2006; PITT &
HOCKING, 2009; VARGA et al., 2014). Das espécies citadas, A. ochraceus continua
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sendo considerada a mais importante produtora de OTA em alimentos (VARGA et al.,
2014).

Penicillium verrucosum produz OTA em climas temperados e A. ochraceus e
A. carbonarius em climas tropicais (KABAK; DOBSON, 2015). Ja foi relatada a sua
presenca em diversos tipos de vegetais, sendo os principais o café em graos, cacau,
cevada e frutos secos (TOSUN; OZDEN, 2015). Segundo a EC (2002), OTA pode
contaminar uma série de alimentos, podendo ocorrer desde o cultivo até a

armazenagem, sendo mais frequente um problema pés-colheita. (EFSA, 2007).

Ela é considerada como potencialmente carcinogénica pela IARC (1993),
compondo o grupo 2B, com base em evidéncias carcinogénicas em animais de

laboratorio.

3.3 Legislacao Brasileira e Internacional sobre micotoxinas em alimentos

Varios paises apresentam normas referentes aos limites aceitos de
micotoxinas em diferentes tipos de alimentos, pelo risco a saude da populagédo
exposta a estes produtos (KABAK; DOBSON, 2015). Segundo a FAO (2004), ao
menos 100 paises possuem legislacéo propria para uma ou mais micotoxinas. A Unido
Europeia estabelece para condimentos, incluindo as pimentas do género Capsicum,
o limite de 5upg/kg para AFB1 e 10pg/kg para AFLA total. J& para OTA o limite é de 15
Hg/kg para as especiarias: Capsicum spp., Pipper spp., noz moscada, gengibre e mix

de condimentos.

No Brasil a RDC n° 07, de 18 de fevereiro de 2011, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabelece limites méximos da presenca de micotoxinas
em diversos alimentos. As pimentas, que estdo incluidas dentro da categoria das
especiarias (pimentas, pimenta em po, pimenta de caiena, pimentdo doce, pimenta
branca, pimenta preta, noz-moscada, gengibre, circuma e mix de especiarias com
uma ou mais desta lista) o limite maximo toleravel de aflatoxinas é de 20 pg kg* e
para ocratoxina A o limite maximo é de 30 pg kg?! (BRASIL, 2011). A tabela 1

apresenta os limites de aflatoxinas em especiarias em diversos paises.
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Tabelal: Limites de aflatoxinas em diferentes paises

Paises AFB1 (ug/kg) AFTOTAL (ug/kg)
Unido Europeia 5 10
Brasil - 20
Croacia 20 -
Indonésia - 20
Uruguai 5 20
Tunisia 2 -
Nigéria 20 -
Cuba - 5
Maléasia - 35
india 30 -
Japéo 10 -
Sri Lanka 30 -

Fonte: Kabak e Dobson (2017) com adaptacoes.

Para a avaliacdo dos niveis de contaminacdo de alimentos por micotoxinas,
paises da Europa apresentam um sistema de informac¢8es implantado, denominado
Rapid System for Food and Feed (RASFF), que auxilia na disseminacdo de
informacdes sobre a contaminacéo dos alimentos. Este sistema possibilita a troca de
informacdes entre os paises membros, permitindo que as autoridades atuem de forma
rapida e segura, para responder através de medidas, as potenciais ameacas a saude,
ocasionadas pela presenca de contaminantes em alimentos (KABAK; DOBSON,
2015).

3.4 Ocorréncia de fungos e micotoxinas em pimentas do género Capsicum e

pimenta rosa

Dentre os estudos relacionados com a presenca de fungos e micotoxinas em
pimentas, estes se concentram prioritariamente em paises como: india, Sri Lanka,
Coreia, Turquia, Ir4, Espanha e Hungria, considerados os grandes produtores e

consumidores de tal hortalica, ndo havendo muitos estudos no Brasil.

O desenvolvimento de fungos nos alimentos, bem como a produgao de
toxinas, esta relacionado ao controle da umidade e temperatura durante 0s processos,
desde a colheita até o armazenamento (KARAASLAN; ARSLANGRAY, 2015). As
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pimentas, assim como 0s demais condimentos, sdo produzidas em areas com

condicBes climaticas propicias ao crescimento de fungos.

Erdogan (2004) analisando amostras de pimenta vermelha, pimenta vermelha
em po e Isto, um tipo de pimenta vermelha tipica produzida em Sanliurfa, na Turquia,
verificou a contaminacéo por aflatoxinas variando entre 1,1 a 97,5 pg/kg. As amostras
com maior contaminacdo foram aquelas submetidas por processos de secagem

diretamente ao solo, pratica mais utilizada na Turquia.

Bokhari (2007) analisou a micobiota de 50 amostras de 10 tipos diferentes de
condimentos, entre eles a pimenta vermelha. A deteccdo da presenca de cepas
toxigénicas foi feita através de placas de TLC, e a quantificacdo em espectrofotdmetro.
Dos condimentos analisados, a pimenta vermelha apresentou um maior nimero de
isolados, sendo o Aspergillus o género mais comum, e o A. flavus e A. niger os mais
prevalentes. Quanto a presenca de toxinas, nenhuma das amostras de pimenta

vermelha apresentou contaminagao por AFLA.

A. flavus, A. ochraceus, A. niger, A. versicolor, Penicillium sp., Rhizopus sp. e
Geotrichum candidum foram fungos isolados e identificados nas amostras de pimenta

vermelha e pimenta vermelha em p6é comercializadas na Turquia (ERDOGAN, 2004).

A contaminagdo por AFLA foi verificada em pimentas vermelhas moidas
comercializadas em Sanliurfa, na Turquia, onde sao bastante consumidas em saladas
e pratos locais. A investigacao foi feita em amostras adquiridas em diferentes
comercios, e a ocorréncia de AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2, através de analise utilizando
colunas de imunoafinidade e deteccao por CLAE. Das 42 amostras analisadas, todas
apresentaram contaminagdo por AFLA, com niveis variando de 0,38 a 86,01 pg/kg,
mas apenas 13 apresentaram concentracdes maiores que as estabelecidas pelo
Codex e EC, de 10 pg/kg (EUROPEAN COMISSION, 2006), representando 31% das
amostras de pimenta vermelha moida. Quanto a presengca de AFBi, quatorze
amostras apresentaram concentragdes desta toxina em nivel maior que 5ug/kg. Os
autores relacionaram a incidéncia das AFLA nas amostras de pimenta a regido, que
assim como o Brasil, apresenta altas temperaturas, e ao tipo de acondicionamento
das pimentas, embalagens plasticas, que poderiam aumentar as condi¢cdes para o
crescimento e desenvolvimento de fungos, e consequentemente das toxinas. Os
autores também avaliaram como as condi¢cdes no processo de obtencao das pimentas
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vermelhas moidas poderiam influenciar na maior ocorréncia de AFLA nas amostras.
De acordo com os resultados obtidos, eles observaram que as amostras que
passaram pelo processo de secagem em contato direto com o solo apresentaram uma
concentracdo maior de AFLA em comparagdo com amostras secas em superficies de
concreto (KARAASLAN; ARSLANGRAY, 2015).

Jeswal e Kumar (2015) analisaram pimentas vermelhas oriundas de Bihar, na
india, quanto & presenca de AFLA, OTA e citrinina. A. flavus foi o género predominante
nas amostras analisadas, e 56% deles apresentaram cepas potencialmente
toxigénicas. 85,4% das amostras estavam contaminadas com aflatoxinas. O maior
nivel encontrado de AFLA foi de 219,6 ug/kg, indicando a alta contaminagdo por

aflatoxinas em pimentas vermelhas.

Singh & Cotty (2017) analisaram pimentas do género Capsicum secas
comercializadas em dois tipos diferentes de mercados: dos Estados Unidos, onde a
regulamentacéo € extremamente controlada quanto a presenc¢a de micotoxinas e da
Nigéria, onde ndo ha um controle rigoroso, quanto a pré-disposicao a presenca de
aflatoxinas apés a colheita. Nos mercados estado-unidenses, AFB1 foi detectada em
64% das amostras (51 de um total de 55), enquanto 93% (108 amostras de um total
de 169) das adquiridas na Nigéria apresentaram contaminacédo por AFB1. Além disso,
as amostras nigerianas foram as que mais excederam os limites regulatorios
(utilizando-se como base os valores dos US), onde 75% apresentaram valores acima
de 5 pg/kg e 7% com valores acima de 20 pg/kg. Os autores relacionam essa maior
presenca de aflatoxinas em determinados mercados a producdo dessas pimentas em
regides consideradas favoraveis a infeccdo, com presenca de calor e umidade. Esse
fator também estaria relacionado ao processamento pdos colheita e as boas praticas,
tais como secagem das pimentas, irradiacdo e fumigacdo como 6xido de etileno, como
forma de reduzir e/ou eliminar os fungos propagadores de toxinas. Mercados como 0s
do Estados Unidos, que apresentam regras mais rigorosas quanto a presenca dessas
toxinas, forcam paises exportadores a se adequarem aos seus regulamentos e com
isso reduzir a exposi¢ao de seus consumidores as toxinas. As altas taxas de toxinas
presentes nas pimentas comercializadas nos mercados nigerianos mostram-se
estritamente relacionada a falta de regulamentacéo e fiscalizagdo sobre a presenca
de toxinas. Ao analisar a comparacdo entre mercados com forte fiscalizagdo com

outros onde ela ja ndo é tao presente, fica evidente que controle de atividades pos
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colheita, tais como processamento e armazenamento, pode reduzir significativamente
a presenca de contaminantes no produto e assim entregar aos consumidores produtos

Seguros.

Kim et al. (2017) analisaram 56 amostras de pimenta vermelha em pé de trés
paises: Coreia, China e Vietnd, quanto a ocorréncia de AFLA, OTA e ZEA, utilizando
as técnicas de cromatografia e ELISA. AFLA foram encontradas em quatro amostras,
com uma média de AFB1de 0,64 pg/kg. J& OTA foi encontrada em seis amostras, com

concentracdo média de 2,38 pg/kg.

Nos flocos de pimenta vermelha comercializados em supermercados e
empodrios na Turquia e analisados por Tosun & Ozden (2015), foram investigadas a
presenca de OTA, tanto em flocos embalados quanto a granel. De um total de 75
amostras (sendo 31 embaladas e 44 a granel), todas apresentaram algum nivel de
contaminagao por OTA. Das 31 amostras embaladas, 27 (87,1%), apresentaram
contaminacdo por OTA, com média de 0,4 ug/kg, valores menores que os limites
estabelecidos pela regulamentacdo europeia. Dentre as amostras a granel, todas
apresentaram contaminacdo e quatro excederam o limite estabelecido pela EC (10
Hg/kg), com valores entre 15 e 31,7 pug/kg. Os resultados apresentados neste trabalho
mostraram que as amostras comercializadas a granel apresentaram maior
contaminacdao e risco. A maior contaminacao destas amostras pode ser decorrente de
utilizacao de matéria prima de menor qualidade, ndo sele¢éo e segregacao de produto

contaminado e/ou estocagem nao adequada.

A presenca de toxinas nos alimentos pode estar relacionada ao
desenvolvimento de cancer em seres humanos e animais (IARC, 2010). Com base
nisso, lkoma et al. (2015) analisaram a presengca de AFLA e OTA em amostras de
pimentas vermelhas oriundas da Bolivia, Chile e Peru, que apresentam elevados
indices de cancer na vesicula biliar. As amostras foram analisadas por CLAE, e os
resultados obtidos foram relacionados com as areas de maior incidéncia deste tipo de
doenca. Dentre as amostras analisadas, todas apresentaram alguma contaminacgao
por aflatoxinas, mas todas abaixo do limite estabelecido pela EC (10 pg/kg). Ja quanto
a OTA, duas amostras excederam os limites (15ug/kg). Os autores sugeriram neste
estudo associagdo dos niveis de contaminagéo obtidos com o desenvolvimento deste

tipo de cancer.
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Barani et al. (2016) analisaram 76 amostras de pimenta comercializadas no
Ird, incluindo 36 amostras de pimenta vermelha, quanto a ocorréncia de AFB1, AFB2,
AFG1 e AFG2. O método empregado foi o CLAE. Em comparacdo com a pimenta
preta, as pimentas vermelhas apresentaram maior contaminagdo por AFLA totais.
AFB:1 estava presente em 32 das 36 amostras de pimenta vermelha e em niveis

maiores que os permitidos pela legislacdo europeia e Iraniana, que € de 5 pg/kg.

Nas amostras analisadas por Salari et al. (2012), a micobiota predominante
nas 36 amostras de pimenta vermelha foi de Aspergillus spp., Penicillium spp. e
Rhizopus spp. A presenca de toxinas foi analisada de forma qualitativa, em placas de
TLC e leitura sob luz UV. Quanto a presenca de AFLA, 69% das amostras foram
positivas e quanto a de OTA, 17% foram positivas. Segundo os autores, a presenca
tanto dos microrganismos quanto de toxinas foi decorrente de processos de higiene
pré e pés processamento ineficientes, como a armazenagem por longos periodos em

locais inadequados.

Estudos realizados na india, Ird e Ardbia Saudita tém demonstrado a
importancia da pesquisa sobre a contaminacao de pimentas vermelhas por ocratoxina
A e aflatoxinas, jA& que muitos apresentaram concentracdes elevadas destes
contaminantes, oferecendo riscos a populacdo consumidora. No Brasil, onde hd um
crescimento do plantio de pimenta, e um aumento do consumo nas diferentes regides
do pais, um levantamento sobre a micobiota e a presenca destes contaminantes

nestes produtos se faz necessario.

18



4. REFERENCIAS

ALLCROFT, Ruth et al. Groundnut toxicity. Aspergillus flavus toxin (aflatoxin) in animal

products: preliminary communication. Veterinary Record, v. 74, p. 863-864, 1962.

BARANI, Afshin; NASIRI, Zeinab; JARRAH, Nafiseh. Natural occurrence of Aflatoxins
in commercial pepper in Iran. Food and Agricultural Immunology, v. 27, n. 4, p. 570-
576, 2016.

BARBOSA, L. C. A.; DEMUNER, A. J.; CLEMENTE, A. D.; PAULA, V. F.; ISMAIL, F.
M. D. Seasonal variation in the composition of volatile oils from Schinus terebinthifolius
Raddi. Quimica Nova. v. 30, p. 1959-65, 2007.

BENDAOUD, Houcine et al. Chemical composition and anticancer and antioxidant
activities of Schinus molle L. and Schinus terebinthifolius Raddi berries essential oils.
Journal of Food Science, v. 75, n. 6, 2010.

BENNETT, J. W.; KLICH, M. Mycotoxins. Clin. Microbiol. Rev. v.16, n.3, p. 497-516,
2003.

BLOUNT, W. P. Turkey “X” disease. Turkeys, v. 9, n. 2, p. 52-55, 1961.

BOKHARI, Fardos M. Spices mycobiota and mycotoxins available in Saudi Arabia and
their abilities to inhibit growth of some toxigenic fungi. Mycobiology, v. 35, n. 2, p. 47-
53, 2007.

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolucéo n°
7, de 18 de fevereiro de 2011. Dispde sobre limites maximos tolerados (LMT) para
micotoxinas em alimentos. Diario Oficial [da] Republica Federativa do Brasil Brasilia,
DF. Secéo 1, p. 72, 2011.

19



BOK, J.W.; KELLER, N.P.; LAE, A. A regulator of secondary metabolism in Aspergillus
spp. Eukaryotic Cell, Washington, v.3, p.527-535, 2004.

CARVALHO, SIC de et al. Pimentas do género Capsicum no Brasil. Brasilia:
Embrapa Hortalicas. 15p, 2006. Disponivel em:
<https://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Pimenta/Pimenta_caps

icum_spp/comercializacao.html> Acesso em: 10 mai 2016.

CAST (Council of Agricultural Science and Technology). Mycotoxins: risks in plant,
animal and human systems. Task Force Report, EUA: CAST, n. 139, 2003.

COLLINS, M.; BOSLAND, P. W. Measuring chile pungency. Guide H-237. New
Mexico State University, Las Cruces, NM, 1994,

CORNEJO, F. E.; NOGUEIRA, R. I.; WILBERG, V. C. Manual para processamento de
pimentas desidratadas. Rio de Janeiro: Embrapa Agroinddstria de Alimentos, p.
9, 2005.

COULOMBE, R.A. Aflatoxins. In: Sharma, R.P.; Salunkhe, D.K. Mycotoxins and
phytoalexins. Boca Raton: CRC Press. p.103-143, 1991.

DALEZIOS, J. |.; HSIEH, D. P. H.; WOGAN, G. N. Excretion and metabolism of orally
administered aflatoxin B1 by rhesus monkeys. Food and cosmetics toxicology, V.

11, n. 4, p. 605-616, 1973.

DE IONGH, H. et al. Investigation of the factor in groundnut meal responsible for
‘turkey X disease”. Biochimica et Biophysica Acta, v. 65, n. 3, p. 549-551, 1962.

DE todos os sabores e gostos. A lavoura. Rio de Janeiro: Sociedade Nacional de
Agricultura, v. 119 n. 716, p 8-13, 2016.

20



DILKIN, P., MALLMANN, C. A. Sinais clinicos e lesbes causadas por micotoxinas. In:
ENCONTRO NACIONAL DE MICOTOXINAS, 11, 2004

EFSA. European Food Safety Authority. Opinion of the Scientific Panel on
Contaminants in the Food Chain on a request from the Comission related to the
potential increase of consumer health risk by possible increase of the existing
maximum levels for aflatoxins in almonds, hazelnuts and pistachios and derived
products. The EFSA Journal, 446, p. 1-127, jan., 2007.

EMBRAPA. Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria. Pimenta (Capsicum spp.).
Brasilia: Embrapa Hortalicas, versao eletronica, 2007. Disponivel em: <
https://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Pimenta/Pimenta_capsi

cum_spp/>. Acesso em: out. 2017.

ERDOGAN, Ahmet. The aflatoxin contamination of some pepper types sold in Turkey.
Chemosphere, v. 56, n. 4, p. 321-325, 2004.

EUROPEAN COMISSION (EC). Commission Directive 98/53/EC, 16/07/1998, OJ L
201:93-101, 1998.

EUROPEAN COMISSION (EC). Comission Regulation (EU) n° 401/2006. Laying down
the methods of sampling and analysis for the official control of the levels of mycotoxins
in foodstuffs. Official Journal of the European Union, 2006.

EUROPEAN COMISSION (EC). Comission Regulation (EU) No 165/2010 of 26
February 2010 amending regulation (EC) No 118/2006 setting maximum levels for
certain contaminants in food stuffs as regards aflatoxins. Official Journal of the
European Union, L 50, 8-12, 2010a.

21



EUROPEAN COMISSION (EC). Comission Regulation (EU) No 105/2010 of 5
February 2010 amending regulation (EC) No 1881/2006 setting maximum levels for
certain contaminants in food stuffs as regards ochratoxin A. Official Journal of the
European Union, L 35, 7-8, 2010b.

FAO. Food and Agriculture Organization of the United Nations. Worldwide regulations

for mycotoxins in food and feed in 2003. Food and Nutrition paper n 81, 2004.

FAO. Food and Agriculture Organization of the United Nations. Call for data and
experts on microbiological hazard associated with spices and dried aromatic herbs,
2013.

FAO. Food and Agriculture Organization of the United Nations. Discussion paper on

the establishment maximum levels for mycotoxins in spices, 2017.

FREIRE, Francisco das Chagas Oliveira et al. Micotoxinas: importancia na
alimentacdo e na saude humana e animal. Fortaleza: Embrapa Agroindustria
Tropical, 2007.

GARCIA, Marcelo Valle; MALLMANN, Carlos Augusto; COPETTI, Marina Venturini.
Aflatoxigenic and ochratoxigenic fungi and their mycotoxins in spices marketed in

Brazil. Food Research International, 2017.

HSIEH, D.P.H.; WONG, J.J. Pharmacokinetics and Excretion of Aflatoxins. The
toxicology of Aflatoxins. London, p. 73 -85, 1994.

22



IKOMA, Toshikazu et al. Ochratoxin A contamination of red chili peppers from Chile,
Bolivia and Peru, countries with a high incidence of gallbladder cancer. Asian Pac J
Cancer Prev, v. 16, p. 5987-91, 2015.

IARC. INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH OF CANCER. Ochratoxin A.
Summaries & Evaluations, v. 56, CAS n. 303-47-9, p.489, 1993.

IARC. INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH OF CANCER. Evaluation of
carcinogenic risks of chemical to humans: “Some traditional herbal medicines, some
mycotoxins, naphthalene and styrene”. IARC Monographs, Lyon, France, v. 82, p.
171-301, 2002.

JESWAL, Punam; KUMAR, Dhiraj. Mycoflora and mycotoxins contamination in spices
cultivated in Bihar (India). Agricultural Science, Engineering and Technology
Research, v.1, n. 5, p. 70-77, 2013.

JESWAL, Punam; KUMAR, Dhiraj. Mycobiota and natural incidence of aflatoxins,
ochratoxin A, and citrinin in Indian spices confirmed by LC-MS/MS. International
Journal of Microbiology, v. 2015, 2015.

KARAASLAN, Mehmet; ARSLANGRAY, Yusuf. Aflatoxins B1, B2, G1, and G2
contamination in ground red peppers commercialized in Sanliurfa, Turkey.

Environmental Monitoring and Assessment, v. 187, n. 4, p. 184, 2015.

KABAK, Bulent; DOBSON, Alan DW. Mycotoxins in spices and herbs—An update.
Critical Reviews in Food Science and Nutrition, v. 57, n. 1, p. 18-34, 2017.

KHOURY, André EL et al. Fungal contamination and Aflatoxin B1 and Ochratoxin A in

Lebanese wine—grapes and musts. Food and Chemical Toxicology, v. 46, n. 6, p.
2244-2250, 2008.

23



KIM, Sunyoung et al. Comparison of a newly developed liquid chromatography with
tandem mass spectrometry method and enzyme-linked immunosorbent assay for
detection of multiple mycotoxins in Red pepper powder. Journal of food protection,
v. 80, n. 8, p. 1347-1354, 2017.

KLICH, M. A. A identification of common Aspergillus species. Netherlands: CBS, 2002.

KURTZMAN, C. P.; HORN, B. W.; HESSELTINE, C. W. Aspergillus nomius, a new
aflatoxin-producing species related to Aspergillus flavus and Aspergillus tamarii.
Antonie van Leeuwenhoek, v. 53, p. 147-158,1987.

MADHUMATHY, A. P.; AIVAZI, Ali-Ashraf; VIJAYAN, V. A. Larvicidal efficacy of
Capsicum annum against Anopheles stephensi and Culex quinquefasciatus. Journal
of Vector Borne Diseases, v. 44, n. 3, p. 223, 2007.

MOSS, M. O. Recent studies of mycotoxins. Journal of Applied Microbiology, v. 84,
n. sl, p. 62S, 1998.

NEVES, E.J. M et al. Cultivo da aroeira-vermelha (Schinus terebinthifolius Raddi) para

producado de pimenta-rosa. Embrapa Florestas-Documentos, n 294, p 27, 2016.

OZTURKOGLU-BUDAK, Sebnem. A model for implementation of HACCP system for
prevention and control of mycotoxins during the production of red dried chili pepper.
Food Science and Technology (Campinas), n. AHEAD, p. 0-0, 2017.

PAULUS, Dalva et al. Growth, yield and fruit quality of pepper (Capsicum annuum) at
different spacings. Horticultura Brasileira, v. 33, n. 1, p. 91-100, 2015

PERRY, Linda et al. Starch fossils and the domestication and dispersal of chili peppers
(Capsicum spp. L.) in the Americas. Science, v. 315, n. 5814, p. 986-988, 2007.

24



PINTO, Cleide Maria Ferreira; PINTO, Claudia Lucia de Oliveira; DONZELES, S. M.
Pimenta capsicum: propriedades quimicas, nutricionais, farmacolégicas e medicinais
e seu potencial para o agronegécio. Revista Brasileira de Agropecuéria
Sustentavel, v. 3, n. 2, p. 108-120, 2013.

REIFSCHNEIDER, F. J. B. Capsicum: pimentas e pimentdes no Brasil. Brasilia:
Embrapa, 2000. Disponivel em:

<http://www.cnph.embrapa.br/capsicum/especies.htm> Acesso em: 18 mai 2016.

REINHOLDS, Ingars et al. Mycotoxins, pesticides and toxic metals in commercial
spices and herbs. Food Additives & Contaminants: Part B, v. 10, n. 1, p. 5-14, 2017.

RINGOT D, CHANGO A, SCHNEIDER YJ et al. Toxicokinetics and toxicodynamics of
ochratoxin A, an update. Chem Biol Interact, 159, 18-46, 2006.

RODRICKS, J. V.; STOLOFF, L. Aflatoxin residues from contaminated feed in edible

tissues of food-producing animals. Mycotoxins and animal health, v. 67, p. 79, 1977.

SALARI, Rosita et al. Assessment of the microbiological quality and mycotoxin
contamination of Iranian red pepper spice. Journal of Agricultural Science and
Technology, v. 14, 2012.

SAMSON, Robert A. et al. Phylogeny, identification and nomenclature of the genus
Aspergillus. Studies in mycology, v. 78, p. 141-173, 2014.

SANTURIO, J. M. Micotoxinas e micotoxicoses na avicultura. Revista Brasileira de

Ciéncia Avicola, 2000.

SCUSSEL, V.M. Micotoxinas em Alimentos. Sao Paulo: Insular. p. 19-22, 1998.
25



SINGH, Pummi; COTTY, Peter J. Aflatoxin contamination of dried red chilies:
Contrasts between the United States and Nigeria, two markets differing in regulation
enforcement. Food Control, v. 80, p. 374-379, 2017.

SUN, T. et al. Antioxidant activities of different colored sweet bell peppers (Capsicum

annuum L.). Journal of Food Science, v. 72, n. 2, 2007.

TAKIKAWA, Akiko et al. Antimicrobial activity of nutmeg against Escherichia coli O157.
Journal of Bioscience and Bioengineering, v. 94, n. 4, p. 315-320, 2002.

TANIWAKI, M.H.; SILVA, N. Fungos em alimentos: ocorréncia e detec¢cdo. Campinas:
Nucleo de Microbiologia/ITAL, 2014.

TOSUN, Alperen; OZDEN, Sibel. Ochratoxin A in red pepper flakes commercialised in
Turkey. Food Additives & Contaminants: Part B, v. 9, n. 1, p. 46-50, 2016.

ULIANA, Michele Pereira et al. Composition and biological activity of Brazilian rose
pepper (Schinus terebinthifolius Raddi) leaves. Industrial Crops and Products, v. 83,
p. 235-240, 2016.

VARGA, J.; FRISVAD, Jens Christian; SAMSON, R. A. Two new aflatoxin producing
species, and an overview of Aspergillus section Flavi. Studies in Mycology, v. 69, p.
57-80, 2011.

VARGA, Janos et al. Mycotoxin producers in the Aspergillus genus: an update. Acta
Biologica Szegediensis, v. 59, n. 2, p. 151-167, 2015.

26



YOGENDRARAJAH, Pratheeba et al. Co-occurrence of multiple mycotoxins in dry
chilli (Capsicum annum L.) samples from the markets of Sri Lanka and Belgium. Food
Control, v. 46, p. 26-34, 2014.

YOKO, I. T. O. et al. Aspergillus pseudotamarii, a new aflatoxin producing species in

Aspergillus section Flavi. Mycological Research, v. 105, n. 2, p. 233-239, 2001.

27



Capitulo 1:

Micobiota de pimenta vermelha (Capsicum frutescens e Capsicum baccatum) e

pimenta rosa (Schinus terebinthifolius)

Artigo enviado para publicacdo na revista Brazilian Journal of Food Technology em:
18 de Maio de 2018.
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RESUMO

Neste trabalho foram avaliadas 71 amostras de pimenta, 51 do género Capsicum,
dentre estas, a pimenta malagueta (Capsicum frutescens, n=21) e calabresa
(Capsicum baccatum, n=30), e 20 de pimenta rosa (Schinus terebinthifolius). Foram
utilizados os métodos de plaqueamento direto, com desinfeccdo superficial (gréos e
frutos), e diluicdo (pé e floculadas) em meio Dichloran 18% Glycerol Agar. Foi
realizada a avaliagcdo morfologica para a identificacdo das espécies. As amostras que
apresentaram maior média de contaminacdo total por fungos foram a pimenta
malagueta fresca (65,5%) e a pimenta calabresa (2,6x10° UFC/g). Um total de 985
isolados foram identificados até espécie ou grupo, e os fungos mais frequentes foram
Aspergillus section Nigri (FO de 50% e média de contaminacédo de 5,3%) para as
amostras de pimenta rosa; fungos dematiaceos (75 e 28,2%), Aspergillus section Flavi
(25 e 15%) e Aspergillus section Nigri (50 e 16%) para as amostras de pimenta
malagueta fresca; e Eurotium rubrum (50% e 48 UFC/g), Aspergillus section Nigri
(50% e 42 UFC/g%) e Aspergillus section Flavi (40% e 20 UFC/g) para as amostras
de pimenta calabresa. Nas amostras de pimenta malagueta em p0, as principais
espécies presentes foram Eurotium chevalieri e E. rubrum, e todas as espécies

apresentaram média de contagem inferior a 10 UFC/qg.

Palavras-chave: pimenta vermelha, pimenta rosa, fungos, micobiota, Capsicum,

Schinus terebinthifolius
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ABSTRACT

In this study 71 samples were evaluated: 51 from Capsicum genera, including,
malagueta pepper (Capsicum frutescens, n=21) and calabresa pepper (Capsicum
baccatum, n=30) and 20 of pink pepper (Schinus terebinthifolius). Direct plating, with
disinfection (grains and fruits) and dilution (powder and flocculated) in 18% Agar
Dichloran Glycerol methodologies were used. For identification of the species,
morphological evaluation was carried out. The highest average contamination by total
fungi were found in fresh malagueta pepper (65.5%) and calabresa pepper (2.6x103
UFC/g). A total of 985 isolates were identified as species or group and the most
frequent fungi were Aspergillus section Nigri (frequence of 50% and average
contamination of 5.3%) for pink pepper; dematiceous fungi (75% and 28.2%),
Aspergillus section Flavi (25% and 15%) and Aspergillus section Nigri (50% and 16%)
for fresh malagueta pepper; and Eurotium rubrum (50% and 48UFC/g), Aspergillus
section Nigri (50% and 42UFC/g) and Aspergillus section Flavi (40% and 20UFC/g) for
calabresa pepper. In the powdered malagueta pepper, the main species found were
Eurotium chevalieri and Eurotium rubrum, and all the species showed average

contamination lower than 10 UFC/g.

Key-words: red pepper, pink pepper, fungi, mycobiota, Capsicum, Schinus

terebonthifolius

30



1. INTRODUCAO

Os fungos sdo seres eucaridticos, unicelulares como as leveduras, ou

multicelulares como os fungos filamentosos.

Eles podem influenciar no sabor e qualidade dos alimentos, seja de forma
benéfica, na producdo de queijos, por exemplo, como também ocasionando
transformacdes indesejaveis, como a deterioracdo. A contaminacao de alimentos por
estes microrganismos pode ocorrer em diferentes fases, no campo (pré-colheita) ao
transporte, armazenamento, distribuicio e processamento (pos-colheita), em
condicBes de temperatura e umidade favoraveis (DINIZ, 2002; FRISVAD; NIELSEN;
SAMSON, 2006).

Sao varios os fatores que influenciam o crescimento de fungos nos alimentos,
como a atividade de &gua, solutos, pH, temperatura do processamento e de
estocagem do substrato, a atmosfera que o envolve durante o armazenamento e as
caracteristicas deste alimento, tais como as nutricionais e sua consisténcia (PITT &
HOCKING, 2009).

A contaminacdo de condimentos por fungos geralmente esta relacionada a
deficiéncia em processos, como o de secagem, por exemplo (JESWAL; KUMAR,
2013). Alguns estudos mostram que, condimentos secos em condicdes inadequadas,
como préximos ao solo, por exemplo, apresentam niveis de contamina¢cdo maiores
que os secos em locais adequados ao processo (ERDOGAN, 2004, JESWAL;
KUMAR, 2013).

Entre os condimentos susceptiveis a contaminacdo por fungos, estdo as
pimentas do género Capsicum. Segundo Yogendrarajah et al. (2014), as pimentas do
género Capsicum ficam em segundo lugar no consumo mundial de especiarias, atras
apenas da pimenta-do-reino. No mundo cerca de 6 bilhdes de pessoas tem o habito

de comer pimentas vermelhas (KIM et al., 2017).

No Brasil, o cultivo de pimenta € uma atividade de grande importancia socio-
econbmica para o pais, pois é responsavel pela unido da agricultura familiar com as
grandes industrias (EMBRAPA, 2007). A producgéo nacional das pimentas do género

Capsicum compreendem aproximadamente 280 toneladas em 13 mil hectares, sendo
31



a producao de pimenta calabresa concentrada na regido Sul (CARVALHO et al., 2006;
A LAVOURA, 2016). Os frutos da espécie Capsicum sdo muito utilizados na culinaria,
conferindo cor, sabor e aroma a diferentes pratos (KARAASLAN; ARSLANGRAY,
2015).

Esses produtos, por serem cultivados em areas de altas temperaturas e
umidade podem ser contaminados por micro-organismos. Essas regifes possuem
condigBes propicias ao surgimento de fungos, tais como alta incidéncia de chuvas,
temperaturas elevadas e umidade (YOGENDRARAJAH et al., 2014). A presenca de
fungos nos alimentos causa uma queda na sua qualidade, além de oferecer riscos a
saude quando também h& a presenca dos seus metabdlitos toxicos, as micotoxinas
(YOGENDRARAJAH et al., 2014; KABAK; DOBSON, 2017).

No geral, as pimentas frescas passam pela secagem ao sol e sdo susceptiveis
as condicdes do clima. Este processo pode levar um tempo longo, resultando em uma
secagem ineficiente e promovendo o crescimento fangico. (BOKHARI, 2007; KIM et
al., 2017).

Os processos de secagem de pimenta, como a calabresa (Capsicum
baccatum), por ser realizada por grupos familiares, é realizada de maneira bastante
artesanal, o que pode levar a alteracdes organolépticas e o apodrecimento da matéria-
prima (CORNEJO et al., 2005; CARVALHO et al., 2006).

Vérios trabalhos relatam a presenca de fungos em amostras de pimenta
vermelha, sendo os géneros mais comuns: Aspergillus spp., Penicillium spp. e
Rhizopus spp. (ERDOGAN, 2004; BOKHARI, 2007; JESWAL & KUMAR, 2014).

Alguns estudos envolvendo diferentes tipos de condimentos comercializados
na india, como anis, pimenta-do-reino, cominho, hortela pimenta, cardamomo, cravo,
gengibre, manjerona e pimenta vermelha, demostraram as pimentas vermelhas como
um rico substrato para o crescimento e desenvolvimento de fungos, com seis géneros
e 12 espécies diferentes, em especial os do género Aspergillus, como Aspergillus
niger e Aspergillus flavus (BOKHARI, 2007).

As pimentas do género Capsicum sdo bastante consumidas em todo o
territério nacional em diferentes formas e apresentacdes enquanto a Schinus

terebinthifolius, vem conquistando espaco em mercados mais sofisticados, 0s
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gourmets. Elas podem ser bons substratos para o crescimento e desenvolvimento de
diferentes tipos de fungos filamentosos. Sendo assim este estudo visa avaliar a
micobiota presente em cada tipo de pimenta e identificar as principais espécies

presentes e avaliar sua ocorréncia.

2. OBJETIVOS

Isolar, quantificar e identificar as espécies e grupos de fungos filamentosos
presentes em pimentas vermelhas (Capsicum baccatum e Capsicum frutescens) e

pimenta rosa (Schinus terebinthifolius).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras

Foram adquiridas amostras a granel, de 150 g a 250 g, nos mercados de
Campinas/SP, Sorocaba/SP e Sao Paulo/SP, no periodo de Marco/2016 -
Dezembro/2017, sendo: 20 amostras de pimenta rosa (Schinus terebinthifolius), 30
amostras de pimenta calabresa (produzida a partir de pimentas da espécie Capsicum
baccatum), 10 amostras de pimenta malagueta em pé (Capsicum frutescens) e 11

amostras de pimenta malagueta fresca (Capsicum frutescens).

As pimentas foram analisadas no laborat6rio de micologia e micotoxinas do
Centro de Ciéncia e Qualidade de Alimentos (CCQA), localizado no Instituto de

Tecnologia de Alimentos (ITAL) em Campinas/SP.

3.2 Plagueamento direto (pimenta rosa e malagueta fresca)

O plagueamento foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Pitt
& Hocking (2009), na qual 50 gréos ou pedacos de frutos foram submetidos a
desinfeccédo superficial com hipoclorito de sddio 0,4% durante 2 minutos. Os pedacos
da pimenta malagueta eram cortados com auxilio de um bisturi, em ambiente estéril,

tomando-se o cuidado de selecionar os pedacos de 50 pimentas diferentes. Para
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cada amostra 5 placas de Petri contendo o meio Dichloran 18% Glycerol Agar (DG18)
foram utilizadas, distribuindo as 50 unidades, e incubadas a 25° C por 7 dias. A

infeccdo fungica foi expressa pela porcentagem de graos/pedacos infectados.

3.3 Diluicao decimal seriada (pimenta calabresa, pimenta malagueta em po)

Foram pesados 25 g da amostra e esta diluida em 225 mL de agua peptonada
0,1% e homogeneizados em Stomacher (Stomacher Laboratory Blender 400, Seward
Medical). A partir desta primeira diluicdo foram preparadas as demais diluicdes
decimais, plagueando uma aliguota de 0,1 mL em placas Petri contendo o meio DG18,
em superficie, e incubadas a 25° C por 7 dias. Caso ndo houvesse crescimento de
bolores, o ensaio foi repetido, diminuindo o limite de deteccdo do método e
plagueando 1mL da primeira diluigdo. Os resultados foram expressos em unidades

formadoras de colénias por grama da amostra (UFC/q).

3.4 Isolamento e identificacdo dos grupos de fungos

Os fungos foram inicialmente isolados em meio Czapek Yeast Extract Agar
(CYA), incubadas por 5 dias a 25° C para a purificacdo das colbnias. A partir desta
etapa, os isolados dos géneros Aspergillus, Rhizopus, Fusarium e fungos
dematidceos foram inoculados em trés pontos equidistantes e incubados a 25°C por
7 dias e as espécies de Eurotium sp. foram inoculados da mesma forma em meio
Czapek Yeast Agar 20% Sucrose (CY20S) por 14 dias a 25° C, de acordo com (PITT&
HOCKING, 2009, SAMSON et al., 2010). Para os Aspergillus, as caracteristicas
morfolégicas foram também avaliadas em meio CYA a 37° C. As espécies de
Penicillium foram inoculadas em meio CYA, Malt Extract Agar (MEA) e Creatine
Sucrose Agar (CREA) e incubadas a 25° C por 5-7dias.

Para todos os fungos foram avaliadas as caracteristicas morfologicas, tais
como: forma e tamanho dos conidios, coloracdo, textura, estrutura, presenca de
exsudado e reverso das colbnias e seguiu-se as chaves de classificacdo de Klich &
Pitt (1988) para as espécies de Aspergillus e Pitt (2000) para as espécies de

Penicillium. Para as demais espécies Samson et al (2010) e Pitt & Hocking (2009).
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4. RESULTADOS

Os resultados de frequéncia de ocorréncia (FO), média de infeccdo (%) e
contagem (UFC/g) e variacdo da contaminacdo, podem ser observados nas tabelas
1, 2, 3 e 4 para a pimenta rosa, pimenta malagueta fresca, pimenta malagueta em po

e pimenta calabresa, respectivamente.

Foi isolado um total de 985 fungos de todas as amostras, englobando 19 grupos
fungicos distintos. A pimenta rosa e a pimenta malagueta fresca foram as que
apresentaram maior diversidade de contaminacdo, com um total de 12 grupos cada
uma. Aspergillus section Nigri foi 0 grupo mais frequente, estando presente em 50%

de ambas as amostras.

Das 20 amostras de pimenta rosa analisadas, seis (30%) ndo apresentaram
infeccdo fungica, conforme apresenta a tabela 1. A frequéncia de ocorréncia de
Aspergillus section Nigri foi alta (50 %), mas com baixa média de infeccao, de 5,3%.
Em seguida os fungos com maior ocorréncia foram Eurotium rubrum, 30% e média de
infecgao de 1,2 %; seguido de Eurotium chevalieri, 15% e 1,3 % respectivamente. Os
demais grupos e espécies de fungos isolados das amostras encontram-se na tabela
1. Dos grupos de fungos toxigénicos, além de A. section Nigri, foram também isolados

A. section Flavi. Este ultimo apresentou FO (3,3%) e média de infeccao (0,3%) baixas.

Todas as amostras de pimenta malagueta fresca apresentaram contaminacao
fungica (tabela 2). A FO foi maior para os fungos dematiaceos, estando presentes em
75% das amostras analisadas. Aspergillus section Nigri e Aspergillus section Flavi,
apresentaram alta FO, com 50% e 25% respectivamente, e médias de infeccdo de
15,0% e 16,0%.

Diferente das amostras frescas, as amostras de pimenta malagueta em po
apresentaram FO por fungos de 45% e crescimento de sete diferentes grupos de
fungos, dentre eles Eurotium chevalieri e Eurotium rubrum, ambos com FO de 27% e
médias de contagem menores que 10 UFC/g (tabela 3). A. section Flavi, A. section
Nigri, Eurotium amstelodami, Eurotium herbariorum e Fusarium sp., tiveram baixa FO

(9%) e contagem abaixo de 10 UFC/g.
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A pimenta calabresa foi a que apresentou a maior contaminacao fangica total,
estando presente em 97% das amostras analisadas, e também a maior ocorréncia
para os diferentes grupos de fungos (tabela 4). Aspergillus section Nigri, Eurotium
chevalieri, Eurotium rubrum e Eurotium amstelodami apresentaram FO de 50% e as
meédias de contagem de UFC/g de 42, 35, 48 e 22, respectivamente. Aspergillus

section Flavi apresentou FO de 40% e média de contagem de 20 UFC/qg.

Todas as amostras de pimenta apresentaram algum grau de infeccéo por
Aspergillus section Nigri e Aspergillus section Flavi, sendo os niveis mais elevados na

pimenta calabresa.

Tabela 1. Frequéncia de ocorréncia (%), média de infec¢éo fungica (%), mediana (%)

e variacao de infeccao de pimenta rosa (Schinus terebinthifolius).

PIMENTA ROSA (n=20) FO (%) Média de Variacéo (%)
infecgéo (%)
Aspergillus section Flavi 3,3 0,3 0-6
Aspergillus tamarii 10 0,4 0-6
Aspergillus section Nigri 50 53 0-20
Eurotium chevalieri 15 1,3 0-14
Eurotium rubrum 30 1,2 0-8
Eurotium herbariorum 5 0,3 0-6
Aspergillus candidus 5 0,1 0-2
Rhizopus oryzae 5 0,1 0-2
Fusarium sp. 10 0,3 0-2
Penicillium sp 5 0,1 0-2
Fungos dematiaceos 10 0,4 0-4
Leveduras 10 0,4 0-6
TOTAL 70 10,2 0-36

FO = Frequéncia de ocorréncia % (niumero de amostras com a espécie/total de amostras avaliadas)

Tabela 2. Frequéncia de ocorréncia (%), média de infecgdo fungica (%), mediana (%)
e variacao de infeccao de pimenta malagueta fresca (Capsicum frutescens)

PIMENTA MAGUETA FO (%) Média de Variagao (%)
FRESCA (n=12) infeccéo (%)
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Aspergillus section Flavi 25,0 16,0 0-90

Aspergillus tamarii 8,3 0,8 0-10
Aspergillus section Nigri 50,0 15,0 0-74
Aspergillus section 8,3 3,3 0-40
Cirdumdati

Aspergillus terréus 8,3 0,2 0-2

Penicillium sp. 8,3 0,3 0-4

Penicillium citrinum 8,3 0,3 0-4

Rhizopus oryzae 8,3 8,3 0-100
Absidia corymbifera 8,3 6,7 0-80
Fusarium sp 8,3 0,2 0-2

Cladosporium sp 8,3 2,8 0-34
Fungos dematiaceos 75,0 28,2 0-100
TOTAL 100,0 65,5 0-100

FO = Frequéncia de ocorréncia % (niumero de amostras com a espécie/total de amostras avaliadas)

Tabela 3. Frequéncia de ocorréncia (%), média de contagem fungica (UFC/g),
mediana (UFC/g) e variacdo de contaminacao (UFC/g) de pimenta malagueta em pé

(Capsicum frutescens).

PIMENTA MALAGUETAEM  FO (%) Média de Variacao(UFC/g)
PO (n=11) contagem (UFC/g)

Aspergillus section Flavi 9 <10 <10-1x10?
Aspergillus section Nigri 9 <10 <10-1x107
Eurotium chevalieri 27 <10 <10-4x10?
Eurotium rubrum 27 <10 <10-3x10°3
Eurotium amstelodami 9 <10 <10-70
Eurotium herbariorum 9 <10 <10-3x10?
Fusarium sp. 9 <10 <10-10
TOTAL 45 11 <10-7x10?

FO = Frequéncia de ocorréncia % (numero de amostras com a espécie/total de amostras avaliadas)
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Tabela 4. Frequéncia de ocorréncia (%), média de contagem fungica (UFC/Q),
mediana (UFC/g) e variagdo de contaminacdo (UFC/g) de pimenta calabresa

(Capsicum baccatum).

PIMENTA FO (%) Média de contagem  Variacdo(UFC/g)
CALABRESA (n=30) (UFC/g)

Aspergillus section 40 20 <10-3x104
Flavi

Aspergillus section 50 42 <10-3x10*
Nigri

Eurotium chevalieri 50 35 <10-2,5x104
Eurotium rubrum 50 48 <10-1,5x10°
Eurotium amstelodami 50 22 <10-9x104
Eurotium herbariorum 17 <10 <10-1x10°3
Rhizopus oryzae 10 <10 <10-1x10?
Rhizopus stolonifer 3 <10 <10-1x103
Penicillium sp 3 <10 <10-1x10?
Fungos dematiaceos 3 <10 <10-1x10°3
TOTAL 97 2,6x108 <10-1,9x105

FO = Frequéncia de ocorréncia % (niumero de amostras com a espécie/total de amostras avaliadas)

5. DISCUSSAO

Considerando todas as amostras analisadas, os fungos mais relevantes
presentes foram A. section Nigri e A. section Flavi. Outros estudos também reportam
0 género Aspergillus como o mais comum entre 0s encontrados em amostras de

pimenta.

Em pimentas vermelhas estudadas por Bokhari (2007), as espécies mais
comuns foram A. niger e A. flavus, com contagens médias de 1,5x10% e 7,8x102UFC/g,
respectivamente. Entre os condimentos, a pimenta vermelha foi também aquela que
apresentou maior contaminacao fungica, seis géneros e 12 espécies diferentes de

fungos foram isolados.

Nos diferentes tipos de pimentas estudados por Erdogan (2004), o autor

verificou a prevaléncia de A. niger e A. flavus em amostras de pimenta em p6 e flocos.
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Além destas espécies foram isoladas Penicillium spp., Rhizopus sp e A. ochraceus,
A. versicolor e G. candidum. O autor atribui o elevado crescimento de fungos nas

amostras ao processo de secagem realizado no solo, utilizado na Turquia.

Amostras de pimentas chilli analisadas por Jeswal e Kumar (2015)
apresentaram o desenvolvimento de 12 espécies/grupos diferentes, e assim como o0s
resultados deste estudo, relatou incidéncia maior de grupos como A. flavus (32,3%) e
A. niger (15,3%). Além destes, Penicillium citrinum (12,6%) e Aspergillus versicolor

(11,4%) também estiveram presentes.

As amostras de pimenta calabresa (Capsicum baccatum), apresentaram
maior contaminacéo fungica comparado com as demais. J& quanto a diversidade de
grupos, as pimentas rosa e malagueta fresca foram as que apresentaram crescimento

de diferentes espécies e grupos.

Houve um crescimento significativo de espécies de Eurotium, tais como E.
chevalieri, E. amstelodami, E. rubrum e E. herbariorum, principalmente nas amostras
secas, rosa, malagueta em p6 e calabresa. Eles estao entre os fungos xerofilicos mais
prevalentes em condimentos (TANIWAKI e SILVA, 2014). No estudo de SANTOS et
al. (2011), com amostras de paprica, paprica defumada e pimenta vermelha, também
ocorreu o crescimento de espécies de Eurotium. Na pimenta vermelha, das 11
amostras analisadas, 36% dos isolados eram Eurotium. Os tipos encontrados nas
amostras foram: E. amstelodami, E. chevalieri, E. herbariorum, E. repens e E. rubrum,
sendo 0 mais comum o E. amstelodami. Neste estudo, diferentemente, as espécies

mais comuns foram E. chevalieri e E. rubrum.

Aspergillus section Nigri foi 0 mais frequente (50%) nos trés dos 4 tipos de

pimentas analisadas (pimenta rosa, pimenta malagueta fresca e pimenta calabresa).

Estudos mais recentes realizados no Brasil com outros tipos de condimentos,
tais como alho, alecrim, canela, erva-doce, orégano, pimenta peperoni, pimenta
branca e pimenta preta, demostraram também a ocorréncia de A. flavus e A. niger.
Neste trabalho as autores relatam maior diversidade de fungos produtores de toxinas
(A. carbonarius, A. flavus, A. niger, A nomius, A. parasiticus e A. ochraceus) em
pimenta branca e preta (GARCIA et al., 2017). No presente estudo, a pimenta

malagueta na forma fresca foi a que apresentou maior diversidade em relacado aos
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fungos potencialmente toxigénicos, dentre estes A. section Nigri, A. section Flavi e A.

section Circumdati.

6. CONCLUSOES

As pimentas sdo substratos adequados para o crescimento de diferentes
géneros de fungos, principalmente os Aspergillus. Boas praticas de fabricacdo, devem
ser adotadas desde o campo até a comercializacdo, para este tipo de condimento, e
sdo essenciais para a manutencdo tanto da qualidade sensorial como também em
relacdo a seguranca alimentar, evitando as condicdes para 0 crescimento e

desenvolvimento de fungos e consequente producdo de micotoxinas.
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Capitulo 2:

Ocorréncia de fungos toxigénicos e ocratoxina A e aflatoxinas em pimenta calabresa
(Capsicum baccatum), pimenta malagueta (Capsicum frutescens) e pimenta rosa
(Schinus terebinthifolius)
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RESUMO

Foram analisadas 71 amostras de pimenta vermelha e rosa durante o periodo de
Marco de 2016 a Dezembro de 2017, obtidos de estabelecimentos comerciais do
Estado de Sdo Paulo, dentre estas, 30 amostras de pimenta calabresa (Capsicum
baccatum), 11 de pimenta malagueta fresca, 10 de pimenta malagueta em pé
(Capsicum frutescens) e 20 de pimenta rosa (Schinus terebinthifolius). Os fungos
potencialmente toxigénicos foram testados em relacdo a producao de aflatoxinas e
ocratoxina A, pelo método de “agar plug” associado a técnica de cromatografia de
camada delgada (CCD). Foi analisada a presenca de aflatoxinas Bi1, B2, G1 e G2 e
ocratoxina A nas amostras, utilizando coluna de imunoafinidade e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) com deteccao de fluorescéncia. Um total de 503
cepas potencialmente toxigénicas foram isoladas, dentre estas 195 Aspergillus section
Flavi e 36,1% foram capazes de produzir aflatoxinas, 279 Aspergillus section Nigri e
21,1% foram produtoras de OTA e 20 isolados de Aspergillus section Circumdati, e
15% das cepas foram produtoras de OTA. As médias de contaminacao por aflatoxinas
para as amostras de pimenta calabresa, pimenta malagueta fresca e em p6 foram de
1,81; 0,53; 0,54ug/kg respectivamente. E de ocratoxina A foram 2,25; 0,64 e 3,42ug/kg
respectivamente. Para a pimenta rosa, a contaminacdo foi baixa, com média de
aflatoxinas menor que o limite de detec¢cdo do método (0,13 upg/kg) e média de
ocratoxina de 0,08ug/kg. A maior contaminacdo por aflatoxinas e ocratoxina A foi
encontrada na amostra de pimenta calabresa, de 17,71 ug/kg e 27,85ug/kg
respectivamente. Todas as amostras analisadas estavam de acordo com a Resolugéao
07/11 e apresentaram contaminacdo menor que 20 ug kg?, para AFLA e 30 ug kg
lpara OTA.
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1. INTRODUCAO

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios toxicos, com atividades
mutagénicas, carcinogénicas e teratogénicas produzidas por fungos das espécies
Aspergillus, Fusarium e Penicillium, contaminando os alimentos no campo, durante o
armazenamento e transporte, quando as condicdbes de umidade, oxigénio e
temperatura sdo ideais. S80 termoestaveis, resistentes aos processos térmicos e
responsaveis por intoxicacbes em animais e humanos quando alimentos
contaminados séo ingeridos (PITT; HOCKING, 1986, COULOMBE, 1991; BENNET &
KLICH, 2003; BRASIL, 2011; REINHOLDS, 2017).

As micotoxinas podem estar presentes nos alimentos e seus derivados, sendo
um risco em potencial a saude publica, como também causar perdas econémicas.
Sao metabdlitos comumente presentes em sementes, oleaginosas, temperos e graos
(TOSUN & OZDEN, 2015).

Nos condimentos, de maneira geral, a contaminacdo por espécies fungicas
toxigénicas esta relacionada as deficiéncias em algumas etapas de producdo, como
na higienizacdo e limpeza, ou na selecdo da matéria prima, secagem inadequada e
mas condicbes de estocagem (KARAASLAN; ARSLANGRAY, 2015).

Dentre as micotoxinas de maior relevancia estdo as aflatoxinas. Elas séo
consideradas como pertencentes ao grupo 1 da IARC (2002), carcinogénicas para
humanos. S&o produzidas por fungos do género Aspergillus dentre estes, A. flavus e
A. parasiticus, e espécies mais recentemente descobertas como produtoras, A.
nomius, A bombycis, A. pseudotamari, A. ochraceoroseus, A. pseudocaelatus sp. e A.
pseudonomius sp (KURTZMAN; HORN; HESSELTINE, 1987; YOKO et al., 2001,
BENNET; KLICH, 2003; VARGA; FRISVAD; SAMSON, 2011).

A ocratoxina A é produzida pelos fungos do género Aspergillus e Penicillium,
dentre estes A. ochraceus, A. carbonarius, Penicillium verrucosum e Penicillium
nordicum (EUROPEAN COMISSION, 1998; RINGOT et al.,, 2006), apresentando
riscos nefrotoxicos, hepatoldgicos, neurotoxicos e teratogénicos. Sao classificados
pela IARC (1993) como potencialmente carcinogénicos, enquadrados no grupo 2B.
Sao responséaveis pela contaminacdo de diferentes grupos de alimentos, incluindo
café, cacau e condimentos (EUROPEAN COMISSION, 2002).
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Por ser considerado um problema de saude publica, alguns érgdos em
diferentes paises estabelecem limites, tanto para aflatoxinas quanto para ocratoxina
A em diferentes grupos de alimentos. Para especiarias, os limites estabelecidos como
méaximo toleravel sdo de 5ug/kg para AFB1 e 10ug/kg para AFLA total, e para OTA o
limite é de 15 pg/kg, pela European Comission e de 20 ug kg'para aflatoxinas e de 30
ug kg para ocratoxina A pela ANVISA, 6rgéo regulamentador brasileiro (EUROPEAN
COMISSION 2006; BRASIL, 2011).

No Brasil, o cultivo de pimenta faz parte da agricultura familiar e estreita lagos
com as grandes industrias (CARVALHO et al., 2006). Por este motivo, muitas etapas
do processamento de pimentas sao feitas de formas rastica e artesanal. As pimentas
séo trituradas e secas ao sol, sobre lajes cimentadas ao ar livre por uma semana,
sujeitas as mudancas climaticas, que podem influenciar tanto suas caracteristicas
organolépticas, como também o desenvolvimento de micro-organismos (CORNEJO
et al., 2005). O clima tropical, caracteristico do local onde as pimentas séo produzidas,
0 que inclui alta temperatura a elevada precipitacdo, pode favorecer o
desenvolvimento de micro-organismos como os fungos (SALARI et al.,, 2012;
YOGENDRARAJAH, 2014).

A presenca de fungos toxigénicos, aflatoxinas e ocratoxina A em pimentas €
relatada em diferentes estudos. Pimentas analisadas da Arabia Saudita, india e
Turquia, apresentaram predominancia de Aspergillus, principalmente A. flavus e A.
niger, potencialmente produtores de aflatoxina e ocratoxina A, respectivamente
(BOKHARI, 2007; JESWAL; KUMAR, 2014; TOSUN; OZDEN, 2015). Em amostras de
pimenta chilli analisadas por Jeswal & Kumar (2014), as espécies isoladas foram A.
flavus e A. ochraceus, e 56% e 41,6 % dos isolados foram produtores de aflatoxinas
e ocratoxina A respectivamente. A contaminagao por aflatoxinas e ocratoxina foi
verificada em 85,4% e 72,2% das amostras analisadas, com valores maximos de

219,6 ng/g e 97,1 ng/g, respectivamente.

O conhecimento sobre a contaminacdo de especiarias por micotoxinas é
importante para a regulamentacdo e estabelecimento de limites em cada pais. A
disponibilidade de dados, que ainda sdo escassos aqui no Brasil, € de grande
importdncia e aumenta as informagfes sobre a ocorréncia e distribuicdo destes

contaminantes nestes alimentos no pais.
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2. OBJETIVOS

Isolar e quantificar espécies de Aspergillus section Flavi, Aspergillus section
Nigri e Aspergillus section Cicumdati presentes nas pimentas do género Capsicum e
pimenta rosa, identificar as cepas potencialmente produtoras de toxinas e avaliar a
presenca de aflatoxinas e ocratoxina A nas amostras do género Capsicum (baccatum

e frutescens) e pimenta rosa (Schinus terenbithifolius)

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras

Foram adquiridas amostras a granel, de 150 g a 250 g, em mercados de
Campinas/SP, Sorocaba/SP e S&o Paulo/SP, no periodo de Mar¢o/2016 -
Dezembro/2017, sendo: 20 amostras de pimenta rosa (Schinus terenbinthifolius), 30
amostras de pimenta, 10 amostras de pimenta calabresa (Capsicum baccatum), 10
amostras de pimenta malagueta em p6 (Capsicum frutescens) e 11 amostras de
pimenta malagueta fresca (Capsicum frutescens).

As pimentas foram analisadas no laboratério de micologia e micotoxinas do
Centro de Ciéncia e Qualidade de Alimentos (CCQA), localizado no Instituto de
Tecnologia de Alimentos (ITAL), em Campinas/SP.

3.2 Atividade de agua das amostras

A atividade de 4gua de cada amostra de pimenta foi medida com o aparelho

Aqualab (Decagon, Devices Inc., Pullman, WA) em triplicata a 25°C (+ 1°C).
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3.3 Amostras em gréos e pedacos (pimenta rosa e pimenta malagueta fresca) -

plaqueamento direto

O plagueamento dos grédos e pedacos foi realizado de acordo com a
metodologia descrita por Pitt & Hocking (2009), na qual as amostras foram submetidas
a desinfeccao superficial em hipoclorito de sédio 0,4% durante 2 minutos. Os pedacos
da pimenta malagueta foram cortados com auxilio de um bisturi, em ambiente estéril,
tomando-se o cuidado de selecionar os pedacos de 50 pimentas diferentes. Para cada
amostra 5 placas de Petri contendo o meio Dichloran 18% Glycerol Agar (DG18) foram
utilizadas, distribuindo 50 grédos ou pedacos dos frutos no total e incubadas a 25° C
por 7 dias. A infeccdo fungica foi expressa em porcentagem de graos/pedacos

infectados.

3.5 Amostras em p6 —diluicéo

De cada uma das amostras de pimenta vermelha em po, foram pesados 25 g
e diluidos em 225 mL de agua peptonada a 0,1% e homogeneizados em Stomacher
(Stomacher Laboratory Blender 400, Seward Medical). A partir desta primeira dilui¢cdo
foram preparadas as demais diluicbes decimais, plagueando uma aliquota de 0,1 mL
em placas Petri contendo o meio DG18, em superficie, e incubadas a 25° C por 7 dias.
Caso néao houvesse crescimento de bolores, o ensaio foi repetido, diminuindo o limite
de deteccdo do método e plagueando 1mL da primeira diluicdo. Os resultados foram

expressos em unidades formadoras de colbnias por grama da amostra (UFC/g).

3.6 Isolamento e identificacdo dos fungos

Os fungos foram inicialmente isolados em meio Czapek Yeast Extract Agar
(CYA), e as placas incubadas por 5 dias a 25° C para a purificacdo das colonias. A

partir desta etapa, os isolados de Aspergillus foram inoculados em trés pontos
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equidistantes em meio CYA e incubados a 25°C e 37°C por 7 dias, de acordo com
PITT & HOCKING, 2009, SAMSON et al. 2010.

Para todos os fungos foram avaliadas as caracteristicas morfolégicas,
microscopicas e macroscopicas observadas, tais como: forma e tamanho dos
conidios, coloracao, textura, estrutura, presenca de exsudado e reverso das colonias
e seguiu-se as chaves de classificacdo de Klich & Pitt (1988) para as espécies de

Aspergillus.

3.7 Potencial toxigénico das cepas — Aflatoxinas e ocratoxina A

A partir dos resultados da micobiota, foram analisados o potencial toxigénico
nos isolados. Para avaliar a producdo de aflatoxinas B1 B2 G1 e G2 e OTA, as cepas
de Aspergillus section Flavi, Aspergillus section Nigri e Aspergillus section Cicumdati
foram isoladas em meio YESA (Yeast Extrat Sucrose Agar) em trés pontos
equidistantes e incubadas a 25°C por 7 dias. As cepas de Aspergillus section Flavi
também foram isoladas em meio AFPA (Aspergillus Flavus and Parasiticus Agar) em
trés pontos equidistantes e incubada a 25°C por 7 dias e observando se havia a
formacao de uma pigmentacdo amarelo-laranja no reverso das colonias. O teste do
potencial toxigénico foi realizado através da técnica de agar plug e cromatografia de
camada delgada (CCD), descrita por Filtenborg, Frisvad e Svendensen (1983), que
consiste em remover um pedaco de agar da placa de YESA e extrair as toxinas com
uma mistura de 1:1 cloroférmio:metanol. Os pedacos recortados foram aplicados na
placa de silica gel (Merck, Darmstadt, Alemanha), com medidas de 20x10cm,
juntamente com os padrdes de aflatoxinas e ocratoxina A. Seguiu-se a separacao das
toxinas em uma cuba com a fase movel tolueno: acetato de etila: acido formico:

cloroférmio (7:5:2:5 viviviv), por 20 minutos.

A leitura foi realizada em camara UV nos comprimentos de onda 365nm e
254nm, de maneira qualitativa, comparando o fator de retencéo, cor e intensidade da

fluorescéncia das cepas em relacdo ao padréo.
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3.7 Andlise de aflatoxinas e ocratoxina A

3.7.1 Aflatoxinas

A andlise de aflatoxinas foi realizada de acordo com Stroka et al. (2000) com

algumas modificacoes.

Foram pesados 12,5 g da amostra triturada em moinho (IKA, Brasil)
adicionando 1,25 g de NaCl e 75 mL de Metanol:Agua, na propor¢édo 8:2, para as
amostras de pimenta calabresa, pimenta malagueta em p6 e pimenta malagueta
fresca. Para a amostra de pimenta rosa, o solvente de extracdo utilizado foi
acetonitrila. O conteudo foi agitado por 30 minutos em agitador horizontal (New
Brunswick Scientific Company, EUA), e todo o volume foi filtrado primeiramente em
papel filtro quantitativo e depois em filtro de vidro qualitativo. Em seguida, 10 mL do
filtrado foram misturados com 60 mL de tampé&o PBS (pH= 7,0). Todo o conteudo foi
passado pela coluna de imunoafinidade AflaTest WB (Vicam, Suécia), com fluxo de 1
gota por segundo. A toxina foi eluida com metanol grau HPLC em duas etapas, com
500uL seguido de 750 pL e1750 pL de agua destilada foi unida a solucdo. O extrato

foi recolhido em frasco ambar, e mantido sob congelamento até a deteccao.

3.7.2 Ocratoxina A

A andlise de ocratoxina A foi realizada de acordo com Vargas et. al., 2005, com

algumas modificactes

Foram pesados 12,5 g de cada amostra triturada em moinho (IKA, Brasil) e
adicionados 100 mL de Metanol:Bicarbonato 3%. O conteudo foi agitado por 30
minutos em um agitador horizontal (New Brunswick Scientific Company, EUA) e a
solucéo filtrada primeiramente em papel filtro quantitativo e depois em filtro de vidro
qualitativo (Vicam, Suécia). Em seguida, 4 mL do filtrado foram transferidos para um
baldo volumétrico contendo 100 mL de PBS. O obtido foi transferido para uma coluna
de imunoafinidade OchraTest (Vicam, Suécia), com fluxo de 1 gota por segundo. O
baldo foi lavado com 30 mL de agua ultrapura (Millipore, Franga). A coluna foi eluida
com 1mL de Metanol grau HPLC, quatro vezes, completando 4 mL. O extrato foi
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recolhido em frasco ambar, e o0 contelddo seco com nitrogénio liquido e mantido sob

congelamento até a deteccéao.

3.7.3 Determinacgéo de Micotoxinas — parametros CLAE

Para a determinacdo das micotoxinas AFLA e OTA presentes nas diferentes
amostras de pimenta, foi utilizado o Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia da marca
Agilent 1260 Infinity LC System (Agilent, EUA), com detector de fluorescéncia. O
volume injetado foi de 20 pL.

Para AFLA, a separacdo cromatografica foi feita com a utilizacado de coluna
C18 4.6x150mm, 5um (Agilent, EUA) e pré-coluna C18 4.6x20mm, fase movel agua:
acetonitrila: metanol (6:2:3, v/v/v), com brometo de potéssio (119 mg/L) e acido nitrico
(4M, 350 pL/L), fluxo isocréatico de 1 mL/min. A temperatura atingida pela coluna foi de
40° C e as condicdes para a deteccao de fluorescéncia de 362nm (excitacao) e 455nm
(emisséo). Para a derivatizagdo das toxinas AFB1 e AFGa, foi associado o Kobracell
(R-Biopharm, Alemanha). O tempo de corrida para as amostras foi de 8 min.

Para OTA foi utilizada coluna C18 4.6x100mm, 3,5um (Agilent, EUA) para a
separacdo cromatografica (Agilent, EUA), fase movel de 4gua, metanol, acetonitrila e
acido acético (39:30:30:01), respectivamente, com fluxo isocratico de 0,8 mL/min. A

temperatura da coluna foi de 40°C e o tempo de corrida foi de 16 min.

3.7.4 Otimizacdo da metodologia de aflatoxinas e ocratoxina A nas pimentas

Para a otimizacdo da metodologia, apenas amostras de pimenta calabresa
sem contaminacao foram fortificadas com padrdes de aflatoxinas e ocratoxina A, em
dois niveis, em triplicata. Para AFLA, os niveis de contaminagé&o utilizados foram de 5
ug/kg e 15 pg/kg, e para OTA os niveis foram de 7 pug/kg e 30ug/kg. A partir destes
resultados foram calculados os valores de recuperacdo para cada nivel. Foram
calculados os limites de deteccéo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ) de acordo
com Eurachem (2014), realizando 8 extracbes de amostras fortificadas com niveis
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baixos de aflatoxinas e ocratoxina A e calculo do desvio padrdo e desvio padrdo

relativo.

A cada dia de ensaio foi realizado um controle com uma amostra fortificada
com cada micotoxina e os valores de recuperacao avaliados. Para os demais tipos de

pimentas, foi realizado um controle diario e os valores de recuperacédo obtidos.

4. RESULTADOS

Na tabela 1 encontram-se os valores médios da atividade de agua das
amostras. Com excecdo da pimenta malagueta fresca, todas as demais apresentaram

baixa atividade de agua.

Tabela 1. Aa das amostras de pimenta rosa, pimenta calabresa, pimenta malagueta

em po e pimenta malagueta fresca

Pimentas Variacéo Média
Pimenta Rosa 0,373 0,747 0,533
Pimenta Calabresa 0,446 0,786 0,560
Pimenta Malagueta em p6 0,305-0,554 0,491
Pimenta Malagueta Fresca 0,548-0,992 0,945

A tabela 2 apresenta os fungos toxigénicos isolados das amostras e a porcentagem

de cepas produtoras.

Tabela 2. Fungos produtores de AFLA e OTA (numero de isolados e porcentagem de
produtores) em pimenta rosa, pimenta calabresa, pimenta malagueta em p6 e pimenta

malagueta fresca.

PIMENTA PIMENTA PIMENTA PIMENTA TOTAL
ROSA CALABRESA MALAGUETA MALAGUET

FUNGOS EM PO A FRESCA

n % N % n % n % n %
Aspergillus section Flavi 3 0 104 4,8 1 0 96 31,3 204 17,2
Aspergillus section Nigri 53 0 135 0 1 0 90 21,1 279 6,8
Aspergillus section 0 0 0 0 0 0 20 15 20 75,0
Cirdumdati
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Das 71 amostras de pimenta analisadas, foi isolado um total de 503 cepas
potencialmente toxigénicas, sendo Aspergillus section Flavi (n=195), Aspergillus

section Nigri (n=279) e Aspergillus section Circumdati (n=20).

As espécies toxigénicas de maior ocorréncia foram Aspergillus section Nigri e
Aspergillus section Flavi, principalmente nas amostras de pimenta calabresa e
pimenta malagueta fresca. Aspergillus section Circumdati foi isolado apenas de
pimenta malagueta fresca. Além destas espécies, foi isolado Aspergillus tamarii de
pimenta rosa e pimenta malagueta fresca, contudo a contaminacgao por estas espécies

foi baixa (n=9). Os isolados nao foram produtores de aflatoxinas.

Tabela 3. Frequéncia de ocorréncia (%), média de infecc¢éo fungica (%), mediana (%)
e variacao de contaminacao por Aspergillus section Nigri, Aspergillus section Flavi e

Aspergillus section Circumdati nas amostras de pimenta rosa e pimenta malagueta

fresca
Amostras Fungos FO (%) Média de Variacéo (%)
infecgéo (%)
Pimenta rosa Aspergillus section Flavi 3,3 0,3 0-6
(n=20)
Aspergillus section Nigri 50 53 0-20
Pimenta Aspergillus section Flavi 25,0 16,0 0-90
z:‘i%g)em fresca ~agpergillus section Nigri 50,0 15,0 0-74
Aspergillus section 8,3 3,3 0-40
Cirdumdati

FO = Frequéncia de ocorréncia % (numero de amostras com a espécie/total de amostras avaliadas)

Tabela 4. Frequéncia de ocorréncia (%), média de contaminacao fungica (UFC/g),
mediana (UFC/g) e variacdo de contaminacdo por Aspergillus section Nigri,
Aspergillus section Flavi e Aspergillus section Circumdati nas amostras de pimenta

calabresa e pimenta malagueta em po6

Amostras Fungos Média Variacéo
FO (%) (UFClg) (UFCl/g)

Pimenta Aspergillus section Flavi 9 <10 <10-1x10?

malagueta em po6

(n=11) Aspergillus section Nigri 9 <10 <10-1x107
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Pimenta Aspergillus section Flavi 40 20 <10-3x104

iilfg(;)esa Aspergillus section Nigri 50 42 <10-3x10*

FO = Frequéncia de ocorréncia % (numero de amostras com a espécie/total de amostras avaliadas)

A pimenta calabresa foi a amostra que apresentou maior nimero de amostras
contaminadas por Aspergillus section Flavi e Aspergillus section Nigri. Estas espécies
estiveram presentes em 40 e 50% das amostras respectivamente. Um total de 239
cepas foram isoladas (104 A. section Flavi e 135 A. section Nigri) e, embora a
frequéncia de ocorréncia tenha sido alta, a média de contaminacéo foi baixa, de 20 e

42UFC/g respectivamente, conforme apresenta a tabela 4.

A. section Flavi e A. section Nigri estiveram também presentes nas amostras
de pimenta malagueta fresca, com frequéncia de ocorréncia de 25% e 50%,
respectivamente. A maior frequéncia de cepas produtoras foi obtida nesta amostra,
31,3% dos isolados de A. section Flavi foram produtores de aflatoxinas, 21,1% dos
isolados de A. section Nigri foram produtores de ocratoxina A e 15% das cepas de A.
section Circumdati foram produtores de ocratoxina A. Para a pimenta calabresa,
apenas 4,8% dos isolados de A. section Flavi foram produtores de aflatoxinas e

nenhum isolado de A. section Nigri foi produtor de ocratoxina A.

A tabela 5 apresenta os valores de recuperacgéo de aflatoxinas e ocratoxina A

nas amostras analisadas para cada nivel testado.

A Diretiva da Comunidade Europeia n°1881/2006 dispde que os resultados
dos valores recomendados para AFTOTAL nos diferentes niveis sdo: 50-120% para
<1,0ug/kg; 70- 110% para 1,0-10ug/kg e 80-110% >10ug/kg. Nos dois niveis testados
(5,0 pg/kg e 15ug/kg), todos os valores de recuperacdo foram considerados
satisfatorios. Para OTA, a Diretiva n°401/2006 da Comunidade Europeia (EC)
estabelece para niveis <1,0pg/kg: 50-120% e para 1,0-10ug/kg: 70-110%. Para os

dois niveis testados (7 pg/kg e 30 pg/kg), os resultados obtidos foram satisfatorios.
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Tabela 5. Ensaios de recuperacao de aflatoxinas e ocratoxina A

Concentragao Recuperagéo (%) Concentracéo Recuperagéo (%)

(ng/g) rep 1 rep 2 rep 3 Média (ng/g) repl rep2 rep3 Média
B1 0,34 96,13 113,29 89,26 99,56 1,02 91,55 90,40 92,69 91,55
B2 0,31 94,19 104,36 98,26 98,93 0,93 91,09 87,02 91,09 89,73
G1 0,20 98,27 114,80 103,78 105,61 0,59 98,81 95,20 97,04 97,02
G2 0,12 55,70 65,23 6450 61,81 0,37 70,85 6596 70,85 69,22
Total 0,97 90,82 104,65 91,93 95,80 2,91 90,25 87,20 90,29 89,24
OTA 0,88 87,68 90,82 100,23 92,91 3,79 97,29 75,34 81,48 84,70

Os limites de deteccao (LOD) obtidos para aflatoxinas B1, B2, G1 e G2foram de
0,05; 0,05; 0,03 e 0,01pg/kg respectivamente e de 0,013ug/kg para aflatoxinas totais.
E os limites de quantificacdo (LOQ) foram de 0,10; 0,16; 0,08 e 0,03 pg/kg,
respectivamente e para aflatoxinas totais de 0,43 pg/kg. Para a ocratoxina A o LOD
foi de 0,07 pg/kg e o LOQ 0,24 pg/kg.

Na tabela 6 estdo apresentados os resultados de AFLA e OTA das amostras

de pimenta analisadas.

A contaminagao por aflatoxinas e ocratoxina A foi maior nas amostras de
pimenta calabresa, confirmando com a maior contaminacao por cepas de Aspergillus
section Flavi e Aspergillus section Nigri. 63% e 73% das amostras de malagueta em
pd e 68% e 71% das amostras de calabresa apresentaram contaminacéo por AFLA e
OTA, respectivamente. Em relacdo a pimenta rosa a freqiéncia de amostras
contaminadas pelas mesmas toxinas foi bem mais baixa, 95% nao apresentaram
contaminacao por AFLA e a média de contaminacao por OTA foi baixa, de 0,08ug/Kg,

proxima ao limite de detec¢do do método (0,07 pg/Kg).

A frequéncia de AFLA e OTA foi maior na amostra de pimenta malagueta em
p6, e mais de 60% das amostras apresentaram alguma contaminacdo, quando
comparada a amostra fresca (8,3% AFLA e 25% OTA). A média de contaminacéo por
OTA foi também maior, de 3,4 pg/Kg para a amostra seca e 0,64 ug/Kg para fresca.
Este fato pode ser explicado pela alta contaminacdo de fungos produtores de
aflatoxinas e ocratoxina A na amostra fresca. Estes estando presentes e havendo
possibilidade de crescimento, podem produzir estas toxinas que permanecem no

produto seco.
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Tabela 4. Média, mediana variacao e frequéncia de ocorréncia de aflatoxinas B1, Bz,
G, G2 e totais e ocratoxina A em pimentas rosa, malagueta fresca, malagueta em p6

e calabresa.

Bl B2 G1 G2 Total OTA

Rosa Média (ng/g) <LD <LD ND ND <LD 0,08

Mediana (ng/g) ND ND ND ND ND <LD
Variagdo ND-0,29 ND-0,07 ND ND ND-0,37 ND-0,72

FO (%) 5,00 5,00 - - 5,00 45,00

Malagueta Média (ng/g) 0,51 <LD ND ND 0,53 0,64

fresca Mediana (ng/g) ND ND ND ND ND ND

Variagdo ND-6,17 ND-0,17 ND ND ND-6,34 ND-0,27

FO (%) 8,33 8,33 - - 8,33 25,00

Malagueta Média (ng/g) 0,31 0,13 0,07 0,03 0,54 3,42

Sg“ Mediana (ng/g) 0,28 0,17 ND ND 0,56 2,38
Variacédo ND-0,84 ND-0,27 ND-0,53 ND-0,13 ND-1,38 ND-8,88

FO (%) 63,64 63,64 27,27 27,27 63,64 72,73

Calabresa  Média (ng/g) 1,68 0,11 0,01 <LD 1,81 2,25

Mediana (ng/g) 0,30 ND ND ND 0,37 0,58
Variag&o ND-  ND-1,15 ND-0,17 ND-0,14  ND- ND-27,85

16,55 17,71
FO (%) 67,74 35,48 6,45 3,23 67,74 70,97

Limite de deteccéo de aflatoxinas (LD): Bi, B2, G1, G2 e Total: 0,05, 0,05, 0,03, 0,01 e 0,015 ng/g; OTA: 0,07 ng/g

5. DISCUSSAO

Neste estudo foram isolados trés grupos de fungos potencialmente produtores
de toxinas: A. section Flavi, A. section Nigri e A. section Circumdati. Dentre estes, 0s
mais comuns foram A. section Nigri e A. section Flavi. A presenca destes fungos
toxigénicos e de aflatoxinas e ocratoxina A em pimentas ja foi relatada em diversos
estudos em diferentes paises (ERDOGAN, 2004; SALARI et al., 2012, JESWAL &
KUMAR, 2014; KARAASLAN, ARSLANGRAY, 2015; KIM et al.; TOSUN & OZDEN,
2015; SINGH & COTTY, 2017).

Bokrari (2007), analisando amostras de pimenta vermelha, encontrou
predominéancia de fungos do género Aspergillus, dentre estes 0s mais comuns, o0 A.

niger, seguido de A. flavus. Apesar da presenca destas espécies, néo foi detectada a
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ocratoxina A e aflatoxinas nas amostras, e sim a esterigmatocistina, em niveis

variando de 11 a 25 pg/Kg.

Pimentas em flocos e em po6 estudadas por Erdogan (2004) apresentaram
contaminacao por A. niger (59,1%) e A. flavus (52,3%) em pimenta em flocos e A.
niger (57,7%) em pimenta em po. Comparando com o nosso estudo, a frequéncia
ocorréncia de amostras de pimenta calabresa contaminadas com Aspergillus section
Flavi e A. section Nigri foi semelhando, de 40 e 50% respectivamente. O autor realizou
a investigacdo apenas de aflatoxinas nas amostras e obteve 16% das amostras

contaminadas, variando de 1,1 a 97,5 pg/Kag.

AFB1 € uma das toxinas mais preocupantes, por seus efeitos
hepatocarcinogénicos. O maximo toleravel em especiarias € de 20 ug/kg, segundo a
Resolucdo 07/11. Apenas uma amostra de pimenta calabresa apresentou valor
préximo ao limite, de 16,5 pg/Kg. Comparando com dados da literatura, alguns autores

relatam grau de contaminag&do semelhando ou maior.

Ikoma et al. (2015) detectaram a presenca de AFB1 em apenas 3 amostras de
pimenta vermelha, contudo com valores abaixo dos estabelecidos pela comunidade
europeia (<5ug/Kg). Ja nas amostras de pimenta vermelha moida analisadas por
Karaaslan e Arslangray (2015), 36,8% das amostras estavam acima dos limites

estabelecidos pela EC.

Os valores encontrados por Kim et al. (2017) para pimenta vermelha em po6
foram baixos, com uma concentracao média de AFB1 de 0,64 ug/kg e apenas 7,14%

das amostras contaminadas por AFLA.

O maior valor de AFTOTAL (17,7ug/kg) obtido neste estudo foi bem menor
quando comparado a 219,6ug/kg, obtido em amostras de pimenta vermelha
analisadas por Jeswal e Kumar (2014). Das 55 amostras de pimenta chilli analisadas
por estes autores, 47 estavam contaminadas com AFTOTAL e 85,4% delas estavam
contaminadas com quantidades mais elevadas que as estabelecidas pela comunidade
européia. Nas pimentas Chilli estudadas pelos autores, a contaminacéo por OTA foi
elevada, 72% das amostras apresentaram contaminagdo, sendo o maior valor

quantificado de toxina de 97,1pg/kg.
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Das amostras de Saliurfa, na Turquia, 90% foram positivas para AFLA, e 34%
excederam os limites aceitaveis de contaminacédo. A maior concentracao em pg/kg foi
de 86,0 ug/Kg, demonstrando a alta contaminacdo das amostras desta regido e
comprovando um risco alto de consumo das mesmas. Os niveis mais elevados,
segundo os autores, podem ser decorrentes das altas temperaturas na regido onde
esses condimentos sdo produzidos, junto ao armazenamento em embalagens

plasticas, que mantém os niveis de umidade na amostra.

OTA foi a toxina mais comumente presente nas amostras avaliadas (60,6 %).
A co-ocorréncia das toxinas avaliadas neste estudo foi relativamente baixa, presente
em 24 do total de amostras de pimentas analisadas (33,8%), outros estudos, como o
realizado por Santos et al. (2010) quanto a co-ocorréncia de AFLA, OTA e zearalenona
em 35 amostras de pimentas do mercado espanhol, obtiveram 65% de amostras com
mais de uma toxina. A ocorréncia de AFLA e OTA pode ocorrer concomitantemente,
ja que ambas sao produzidas nas etapas de processamento e estocagem. Neste
estudo, pimenta malagueta em pdé a maior ocorréncia de AFLA e OTA
simultaneamente (72,7%). No estudo sobre co-ocorréncia de AFLA e OTA em
pimentas em po e em flocos analisadas por OZBEY & KABAK (2012), demonstrou que
quando as amostras apresentavam altos indices de contaminacé@o por OTA, também
apresentavam por AFLA. A combinacdo de mais toxinas pode viabilizar a
potencializacdo do seu efeito toxico. No caso das amostras do presente estudo este
padrdo ndo se repetiu. Amostras com contaminacfes elevadas por uma das duas

toxinas apresentaram valores menores de contaminacao pela outra.

A co-ocorréncia de AFLA e OTA neste estudo foi verificada em apenas 34% do
total das amostras analisadas, diferentemente dos resultados de OZBEY & KABAK
(2012), destacando a pimenta malagueta em pé com 73% de co-ocorréncia, e a
pimenta calabresa, com 45%. Apenas 1 amostra de pimenta rosa e pimenta
malagueta fresca apresentaram contaminacdo de OTA e AFLA a niveis detectaveis.
A amostra de pimenta malagueta fresca que apresentou co-ocorréncia de AFLA e
OTA, foi a Unica amostra contaminada para este tipo de pimenta, e a concentracao
obtida foi 6ug/Kg para cada micotoxina. A contaminacdo da amostra ainda na
condigcéo fresca, pode ter sido decorrente do desenvolvimento do fungo ainda na

planta ou durante o transporte e armazenamento do produto.
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As amostras de pimenta calabresa analisadas neste estudo apresentaram
maior contaminacédo por OTA (71%), e a maior concentracdo encontrada foi de 27,8
HO/Kg. Nesta amostra n&o houve contaminacdo por AFLA. De acordo com a
Resolugdo 07/11, esse valor esta dentro do limite tolerado para ocratoxina A em
especiarias, porém bem préoximo do limite de 30 pg/Kg. O elevado grau de
contaminacdo por ambas as toxinas, AFLA e OTA, em amostras de pimenta
calabresa, pode ter correlacdo as mas condicbes de secagem das mesmas. A
produgéo de pimenta calabresa no Brasil ocorre a partir da pimenta dedo-de-moga
fresca. Como a maioria € realizada por pequenos produtores e de forma artesanal,
neste caso as condicbes podem néo ser padronizadas e controladas e este fato pode
contribuir para o desenvolvimento de fungos e consequentemente das toxinas

produzidas por eles.

6. CONCLUSAO

As pimentas sdo susceptiveis ao crescimento de diferentes tipos de fungos
toxigénicos, contudo a presenca destes fungos ndo necessariamente esta relacionada
a presenca de substancias toxicas. Neste estudo os niveis de aflatoxinas e ocratoxina
A nas amostras foram baixos, dentro dos limites estabelecidos pela Resolugdo 07/11.
Apesar disso, € extremamente importante a manutencado das boas praticas durante
as etapas da pré e pds-colheita, para promover a reducao da contaminacgao por estas
micotoxinas em especiarias, controlando a qualidade e seguranca destes alimentos e

diminuindo o risco aos seus consumidores.
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CONCLUSAO GERAL

No presente trabalho foram obtidas as seguintes conclusdes:

- Os fungos mais comuns presentes em pimenta vermelha seca (Capsicum frutescens
e Capsicum baccatum) foram Aspergillus section Nigri, Eurotium chevalieri, Eurotium
rubrum, Aspergillus section Flavi. Em pimenta vermelha fresca (Capsicum frutescens)
o principal grupo foi o de fungos dematiaceos, Aspergillus section Nigri e Aspergillus
section Flavi. Para a pimenta rosa (Schinus terebinthifolius), as principais espécies

foram Aspergillus section Nigri, Eurotium rubrum e Eurotium chevalieri;

- Todos os tipos de pimentas apresentaram amostras com contaminacgéo por fungos
potencialmente toxigénicos, dentre estes da secdo Nigri e Flavi. Destacando a
pimenta malagueta fresca que apresentou a maior contaminacdo por cepas

produtoras de aflatoxinas e ocratoxina A,

- A amostra de pimenta calabresa e malagueta em pé apresentaram maiores niveis
de contaminacéao por aflatoxinas e ocratoxina A, com média de 1,81 e 2,25 ug/Kg e
0,54 e 3,42 pg/Kg;

- Todas as amostras analisadas estavam de acordo com os limites de aflatoxinas e
ocratoxina A estabelecidos pela RDC 07/11. Contudo duas amostras de pimenta
calabresa apresentaram niveis de contaminacdo de aflatoxinas (16,5 ug/Kg) e
ocratoxina A (27,8 ug/Kg) préximos dos limites estabelecidos pela referida legislacao,
de 20 e 30 pg/Kg, respectivamente.

- A ocorréncia de amostras de pimentas contaminadas por aflatoxinas e ocratoxina A
no mercado e a incidéncia e fungos potencialmente produtores nestes alimentos,
indica o potencial de risco para a saude publica dos seus consumidores. Desta
maneira confirma-se a necessidade de ado¢éo de boas praticas durante a producéo
de pimentas, principalmente o monitoramento dos niveis de umidade durante toda a

sua cadeia produtiva.
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