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RESUMO

A paprica é uma especiaria obtida através da secagem e trituragdo de frutos maduros da
espécie Capsicum annuum L. Estudos em péaprica apontaram a presenca de fungos
toxigénicos e micotoxinas, metabdlitos secundarios téxicos produzidos por algumas
espécies de fungos filamentosos que podem causar danos a saude humana e animal. As
principais micotoxinas encontradas em paprica sdo a ocratoxina A, produzida
principalmente por Aspergillus carbonarius e Penicillium verrucosum e em menor extensao
Aspergillus niger e Aspergillus ochraceus, e as aflatoxinas, produzidas principalmente por
A. flavus, A. parasiticus e A. nomius. Diversos paises tém estabelecido limites de
contaminagao por micotoxinas em alimentos devido a preocupagao com 0s riscos a saude
publica. No Brasil a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria (ANVISA) estabelece o limite
de 20,0 pg/Kg para aflatoxinas totais e 30,0 pg/Kg/kg para ocratoxina A em especiarias,
incluindo a paprica. (RDC 07/2011). Os objetivos deste trabalho foram isolar e identificar
os fungos da paprica, incluindo as espécies toxigénicas produtoras de aflatoxinas e
ocratoxina A em 80 amostras comercializadas no Estado de Sao Paulo; avaliar o potencial
para producao de aflatoxinas e ocratoxina A pelas cepas isoladas; e quantificar os niveis
de aflatoxinas e ocratoxina A nas amostras. Para realizacao do estudo foram utilizadas: 1)
Técnicas de diluicdo e plagueamento em meio DG18 para o isolamento dos fungos; 2)
Anélise morfolégica dos isolados para a identificacdo das espécies; 3) Técnica de Agar
plug e cromatografia de camada delgada para analise da producao de aflatoxinas e
ocratoxina A pelos isolados; e 4) Extracdo e limpeza com coluna de imunoafinidade e
detecgao e quantificagao por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para avaliar
a contaminagao das amostras de péaprica por ocratoxina A e aflatoxinas. Dentre o total de
amostras analisadas, 72,5% apresentaram contaminacao por fungos e 63,7% por fungos
potencialmente toxigénicos. As principais espécies/grupos presentes foram Aspergillus
section Nigri, Aspergillus section Flavi e Aspergillus chevalieri. A média de contaminagao
por A. section Nigri e Flavi foram de 1,13x10* e 1,3x103, respectivamente. Um total de 63
isolados de Aspergillus section Flavi foram produtores de aflatoxina do grupo B, e dentre
os 739 isolados de Aspergillus section Nigri, nenhum foi produtor de ocratoxina A. Em
relacdo a presenca de aflatoxinas e ocratoxina A, 85% das amostras apresentaram
contaminacao por aflatoxinas, em niveis variando de nao detectado a 17,83ug/kg e 100%
apresentaram contaminagao por ocratoxina A, em niveis variando de 0,56 a 223ug/kg.

Palavras-chave: Capsicum annuum L.; paprica; aflatoxinas; ocratoxina A; Aspergillus
section Nigri; Aspergillus section Flavi.
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ABSTRACT

Paprika is a spice obtained by drying and crushing ripe fruits of Capsicum annuum L.
Studies on paprika have already indicated the presence of toxigenic fungi and mycotoxins,
toxic secondary metabolites produced by some species of filamentous fungi that can cause
damage to human and animal health. The main mycotoxins found in paprika are ochratoxin
A, mainly produced by Aspergillus carbonarius and Penicillium verrucosum and with lower
occurrence, Aspergillus niger and Aspergillus ochraceus, and aflatoxins, mainly produced
by A. flavus, A. parasiticus and Aspergillus nomius. Several countries have set limits for
mycotoxin contamination in food because of concerns about the risks to public health. In
Brazil, the National Agency of Sanitary Surveillance (ANVISA) establishes the limit of
20ug/kg for total aflatoxins and 30ug/kg for ochratoxin A in spices, including paprika. (RDC
07/2011). The objectives of this work were to isolate and identify the fungi of paprika,
including toxigenic species producing aflatoxins and ochratoxin A in 80 samples
commercialized in the State of Sdo Paulo; to evaluate the potential for aflatoxins and
ochratoxin A production by isolated strains; and quantify levels of aflatoxins and ochratoxin
A in the samples. To perform the study the following were carried out: 1) Dilution and plating
techniques in DG18 medium for the isolation of fungi; 2) Morphological analysis of the
isolates for the identification of the species; 3) Plug agar technique and thin layer
chromatography for the analysis of the production of aflatoxins and ochratoxin A by isolates;
and 4) Extraction and cleaning with an immunoaffinity column and detection and
quantification by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) to evaluate the
contamination of the paprika samples by ochratoxin A and aflatoxins. From the total of
samples analyzed, 72.5% showed contamination by fungi and 63.7% by potentially
toxigenic fungi. The main species present were Aspergillus section Nigri, Aspergillus section
Flaviand Eurotium chevalieri. The average contamination by A. section Nigriand Flavi were
1.13x10* and 1.3x10® CFU/g respectively. A total of 63 isolates of Aspergillus section Flavi
section were aflatoxin B group producers, and of the 739 Aspergillus section Nigri isolates,
none were ochratoxin A producers. Concerning the presence of aflatoxins and ochratoxin
A, 85% of samples were contaminated by aflatoxins at levels varying from not detected to
17.83pg/kg and 100% presented contamination by ochratoxin A at levels varying from 0.56
to 223ug/kg.

Key-words: Capsicum annuum L.; paprika; aflatoxins; ochratoxin A; Aspergillus
section Nigri; Aspergillus section Flavi.
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1. INTRODUCAO GERAL

As pimentas do género Capsicum sao as mais conhecidas e difundidas e ocupam
0 segundo lugar no ranking de consumo mundial de especiarias no mundo, atrds apenas
da pimenta preta (Piper nigrum L.), considerada a rainha das especiarias
(YOGENDRARAJAH, 2014). Podem ser consumidas na forma in natura ou na forma de
produtos industrialmente processados, desidratados inteiros, em flocos ou em pd
(REIFSCHNEIDER, 2000).

A paprica é uma especiaria obtida através da desidratagdo e moagem de frutos
maduros e vermelhos de pimentas da espécie Capsicum annuum L. A coloragao vermelha
€ um importante ponto na qualidade da paprica, originada de pigmentos carotenoides como
a capsantina e a capsorubina (HENZ et al., 2008). Pode ser do tipo picante, obtida através
do processamento de variedades pungentes que apresentam a capsaicina como
responsavel pela sensagéo de ardéncia, ou do tipo doce, obtida através de uma variedade
nao pungente que possui um analogo capsindide no lugar da capsaicina (HAN et al., 2013,
EMBRAPA, 2006).

Dados sobre a producdo e consumo de paprica no Brasil sdo escassos,
principalmente pelo fato de que a maioria da produgéo ser destinada a comercializagao
regional e local, ndo entrando para as estatisticas. Em 2009, o Brasil exportou
aproximadamente 8.700 toneladas de paprica, porém, em 2011 a exportagao caiu para 377
toneladas (SECEX, 2012). Essa queda no numero de exportagdes pode estar relacionada
com a exigéncia dos paises importadores por produtos de alta qualidade e também pelo
aumento da producao e exportacao de pimentas destinadas para a producao de paprica
pela China, que tem tido um aumento significativo no mercado brasileiro. Mundialmente, a
Hungria é o principal pais consumidor de paprica, uma vez que sua utilizagdo na culinaria
faz parte da tradigao local (SOMOGY!I et al., 2000).

A etapa mais critica durante o processamento da paprica é a secagem pelos meios
tradicionais, onde os frutos permanecem expostos a luz solar em ambientes abertos. Por
ser uma etapa demorada e susceptivel as condi¢des climéticas, os frutos correm o risco
de sofrerem uma secagem ineficiente, possibilitando o crescimento e desenvolvimento
fungico (BOKHARI, 2007; KIM, 2017). Durante essa etapa também pode ocorrer a
contaminagéo dos frutos com fezes e urina de animais domésticos ou selvagens, e também
por parte dos préprios trabalhadores que nao seguirem boas praticas de higiene (DUARTE
& ALBUQUERQUE., 2005).



Diversos estudos apontam a contaminacao de diversas especiarias por fungos e
seus metabdlitos secundarios téxicos em varios estagios de sua producao (GATTI et al.,
2003; YOGENDRARAJAH, 2014; JESWAL & KUMAR, 2015; KABAK et al., 2017). Estudos
também mostram que especiarias que foram secas em condi¢gdes inadequadas
apresentam niveis maiores de contaminacao fungica quando comparadas com as que
foram secas em condi¢des adequadas (ERDOGAN, 2004; JESWAL et al., 2013). Ha uma
grande preocupacdo em relagao a saude publica e os danos socioecondmicos causados
pela presenga de fungos e suas micotoxinas em especiarias.

Um estudo sobre a micobiota das pimentas do género Capsicum apontou a
presencga elevada de contaminagao por Aspergillus, seguida de Eurotium, Penicillium e
zigomicetos (GHERBAWY et al., 2015). Em outro estudo sobre a micobiota das pimentas,
foram isolados os fungos Aspergillus flavus, A. niger, A. ochraceus, A. tamarii, Eurotium
rapens, Paecilomyces lilacenus, Penicillium arenicola, P. corylophilum, P. dunkii, P.
funiculosum, P. oxalicum, P. waksmani, Rhizopus stolonifer, Scopulariopsis brevicaulis,
Trichoderma harzianum e Ulocladium botrytis (HASHEM et al., 2010). As espécies que
integram o género Aspergillus sdo amplamente distribuidas em paises de clima tropical
(WILLIAMS & HALLSWORTH, 2009), e vérias sdo capazes de produzir metabdlitos
secundarios toxicos.

Diversos paises tém estabelecido limites de contaminacdo por micotoxinas em
alimentos devido a preocupag¢ao com o0s riscos a saude publica. A Comissao Européia (EC)
estabeleceu em 2006 os valores de limite maximo toleravel de 10,0 pg/kg para aflatoxinas
totais e 20ug/kg para ocratoxina A em frutos e produtos de Capsicum spp. (EC 2006). No
Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabeleceu em 2011 através
da RDC n°7/2011 os valores de limite maximo toleravel de 20,0 ug/kg para aflatoxinas
totais e 30,0 pg/kg para ocratoxina A em diversas especiarias (RDC 07/11).

Devido aos estudos que apontam a ocorrente contaminagdo de especiarias por
micotoxinas e a preocupagdo com a saude publica e os danos socioecondmicos, a partir
de 2015, o Codex Alimentarius estabeleceu como prioritaria a avaliagao de ocratoxina A e
aflatoxinas nas especiarias chilli, paprica, gengibre, noz-moscada, pimentas e agafrao.

Diante da escassez de estudos sobre a micobiota e a presenca de micotoxinas
em papricas comercializadas no Brasil e a existéncia de trabalhos que evidenciam a
presenca de fungos potencialmente toxigénicos e micotoxinas em papricas em diferentes
paises, € de extrema importancia um estudo detalhado sobre a paprica comercializada no
Brasil, avaliando a micobiota e a presenca de micotoxinas. Neste presente trabalho, foram
analisadas as variedades picante e doce de papricas comercializadas no Estado de Sao
Paulo.



2. OBJETIVOS

Isolar e identificar os fungos presentes em pdprica, incluindo a espécies
potencialmente toxigénicas de Aspergillus section Flavi, Nigri e Circumdati, bem como
avaliar a presenga de ocratoxina A e aflatoxinas em amostras de paprica dos tipos doce e
picante, embaladas e a granel, vendidas em estabelecimentos comerciais do Estado de
Séo Paulo.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Analisar a micobiota e a presenga de fungos toxigénicos produtores de aflatoxinas

e ocratoxina A nas amostras;

* Determinar a atividade de agua das amostras comercializadas no Estado de Sao
Paulo;

* Isolar e identificar as espécies toxigénicas de Aspergillus section Nigri, Circumdati
e Flavi,

* Avaliar o potencial de cada isolado de Aspergillus section Nigri, Circumdati e Flavi
em relacdo a producao de ocratoxina A e aflatoxinas;

* Otimizar a metodologia de determinacdo de aflatoxinas e ocratoxina A utilizando
coluna de imunoafinidade e cromatografia liquida de alta eficiéncia nas amostras.

* Determinar e quantificar os niveis de aflatoxinas e ocratoxina A nas amostras.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Pimentas Capsicum annuum

3.1.1 Aspectos gerais

Originalmente das Américas, o género Capsicum se expandiu pelo mundo a partir
do século XVI, com a aproximagdo entre a populagcdo européia e as comunidades
indigenas (HEISER et al., 1953; CASALI et al., 1984; GARCIA, 1991). Registros
arqueoldgicos encontrados nas regides andinas do Peru e México sugerem que as
pimentas fizeram parte das primeiras plantas domesticadas nas Américas, juntamente com
o feijdo e as abdboras, e estavam presentes na alimentagédo da populacao local na época
(NUEZ et al., 1998). No Brasil, registros indicam que os indios brasileiros ja cultivavam e
utilizavam as pimentas na alimentagao, frescas ou secas, acompanhando as refeicdes e
também como forma de protecéo e defesa contra invasores. (STADEN, 1974).

Atualmente sdo conhecidas mais de 150 variedades do género Capsicum no
mundo, derivadas de cinco espécies consideradas domesticadas: C. annuum, C.
baccatum, C. chinense, C. frutescens e C. pubescens. Também sao conhecidas
aproximadamente 40 espécies silvestres, que sao utilizadas em cruzamentos com o intuito
de tornar os cultivares mais resistentes a pragas e doengas. (NETO, 2004).

As espécies do género Capsicum pertencem a familia boténica Solanaceae, mesma
familia a que pertencem a batata, o tomate, a berinjela e o jil6. A altura e o crescimento
das plantas variam de acordo com as condi¢des de cultivo. Em sua maioria, sdo plantas
autégamas, embora a polinizacdo cruzada também acontegca. Suas flores sao
hermafroditas e suas caracteristicas morfolégicas séo utilizadas por taxonomistas para
identificacdo das espécies. As pimentas da espécie domesticada Capsicum annuum L.
costumam apresentar apenas uma flor por nd, com corola (conjunto de pétalas) geralmente
branca e anteras azuladas. Os frutos podem apresentar diversos formatos e cores
(EMBRAPA, 2006).

Capsicum é o género mais conhecido e difundido no mundo podendo ser
consumido em sua forma in natura ou na forma de produtos processados industrialmente,
como azeites, desidratados inteiros, em flocos ou em pé. E fonte de vitaminas A, C, E, B1,
B2, fésforo, potéssio e calcio, além de ser utilizado como planta medicinal, devido a alta
quantidade de antioxidantes, como a capsaicina, principal substancia ativa
(REIFSCHNEIDER, 2000).



3.1.2 Capsaicina

A capsaicina é um alcaloide responsavel pela sensacao de pungéncia, encontrada
unicamente nas sementes e na placenta das pimentas do género Capsicum. Atua como
expectorante, descongestionante, indutor da termogénese (transformagcao de parte das
calorias dos alimentos em calor), antioxidante e antibacteriano (MILLQVIST et al., 2006).

Também possui efeito carminativo (antiflatuléncia), provoca o aumento da
circulagao sanguinea no estbmago e promove a cicatrizagdo mais rapida (MOZSIK et al.,
2005). Atualmente tem sido bastante estudada devido a sua capacidade analgésica a partir
da liberacdo de endorfinas sintetizadas pelo Sistema Nervoso Central, provocando
sensacao de euforia e bem-estar (GREGIO et al., 2008).

3.2 Paprica

A péprica é produzida a partir da secagem e trituracdo dos frutos maduros de
Capsicum annuum L. Os frutos maduros apresentam diversas cores, variando desde o
amarelo claro até o vermelho intenso. Para a produgédo da paprica, além de maduros, 0s
frutos escolhidos devem apresentar alta qualidade e intensa coloragcéao vermelha originada
de pigmentos carotenoides como a capsantina e a capsorubina (HENZ et al., 2008).

A péprica pode ser picante ou doce, de acordo com as variedades utilizadas em
seu processamento. A pdprica doce é a mais comum e amplamente utilizada,
principalmente como corante natural pelas industrias de alimentos, a fim de corrigir ou
intensificar a cor de um produto, tornando-o mais atraente. Ja a paprica picante é utilizada

principalmente como flavorizante pelas industrias alimenticias.

3.2.1 Variedades: paprica picante e doce

A péprica picante é obtida através do processamento das variedades pungentes da
espécie Capsicum annuum L. A seguir serdo apresentadas as variedades pungentes
existentes (EMBRAPA, 2006):

Pimenta-jalapefo: apresentam frutos geralmente cbnicos, com paredes grossas e

estrias, com comprimento de 5 a 8 cm e coloragdo vermelha quando maduros. Possui
pungéncia média e aroma acentuado. Cultivada principalmente nos Estados de Sao Paulo,
Minas Gerais e Goias.



Pimenta-cayenne: os frutos apresentam forma alongada ou de meia lua, com a pele

bastante enrugada, com comprimento de 13 a 25 cm e coloragdo vermelha quando
maduros. Também conhecida como pimenta vermelha. Possui alta pungéncia.

Pimenta-serrano: os frutos apresentam forma alongada com comprimento de 5 a

10 cm e coloragdo vermelha, laranja, marrom ou amarela quando maduros. E originaria do
México e possui pungéncia maior que a pimenta-jalapeno.

A péprica doce € processada a partir da pimenta-doce, também conhecida como
pimenta-verde ou pimenta-americana. Essa variedade também pertence a espécie
Capsicum annuum L., porém, é a Unica variedade ndo pungente, apresentando o analogo
nao pungente capsinodide no lugar da capsaicina (HAN et al., 2013). Os frutos apresentam
forma alongada com cerca de 18 cm de comprimento (EMBRAPA, 2006).

A figura 1 (A — D) apresenta as variedades utilizadas no processamento da paprica
do tipo picante e doce.

Figura 1. Pimentas utilizadas no processamento da paprica. A) Pimenta-jalapefio. B) Pimenta-cayenne. C)
Pimenta-serrano. D) Pimenta-doce (EMBRAPA, 2006).

3.2.2 Processamento da paprica

Para ter um produto com alta qualidade apenas os frutos maduros com coloracao
vermelha intensa sdo processados, apds serem selecionados e higienizados
adequadamente (PEREZ-GALVEZ et al., 2009). O processamento da paprica consiste
basicamente em duas etapas, a desidratagdo e a moagem.

O processo de desidratacdo da fruta fresca pode ser realizado pela aplicagao de
técnicas tradicionais ou industriais. Dentre as técnicas tradicionais, esta a exposigao direta
dos frutos a luz solar ao ar livre e a utilizagdo de camaras de secagem com fonte de calor
proveniente da queima de toras de carvalho (MINGUEZ-MOSQUEIRA et al., 1996; PEREZ-
GALVEZ et al., 2001).

As técnicas de desidratagao industriais sdo mais utilizadas pelas grandes industrias,
porque garantem a uniformidade no processo, além de reduzirem o tempo de processo
para 4-6 horas também permitem a reducdo da umidade dos frutos em niveis de



aproximadamente 3-4% (CHUNG et al., 1992; LEVY et al., 1995). Nestes, os frutos passam
por um processo de desidratagcdo em secadores por convecg¢ao, na qual as temperaturas
variam de 50 a 80°C. O estresse térmico causado pela secagem pode desencadear um
processo de oxidacdo de pigmentos carotenoides, porém, esse processo pode ser
retardado com a adi¢cdo de antioxidantes como o &cido ascorbico e extratos de ervas
(PEREZ-GALVEZ et al., 2009).

Estudos realizados mostraram que a utilizagao de técnicas de pré-processamento
da matéria prima antes da desidratagdo, podem reduzir a temperatura do processo e
consequentemente, o estresse térmico (LAZARIDES et al.,, 1999). A técnica de pré-
processamento pode ser simples como lavagem, corte e branqueamento a vapor, ou mais
sofisticada como a desidratagdo osmética, muita utilizada com frutas e hortalicas e que
consiste na perda de agua apds a imersao do produto em solugdo contendo cloreto de
sodio ou sacarose. (DOYMAZ et al., 2002; ADE-OMOWAYE et al., 2002).

O processo de moagem dos frutos apds a secagem é realizado a fim de se obter
um produto com granulometria ideal. Durante esse processo, um percentual de 30-35% de
sementes é adicionado. Além da capsaicina, as sementes das pimentas Capsicum
possuem 6leo, que além de ajudarem na estabilizacao dos pigmentos carotenoides durante
o periodo de armazenamento, deixam o produto mais brilhante e atraente. O produto entdo
€ armazenado em ambientes fechados e ventilados, com temperatura de 5 a 10°C,
protegido da exposicao a luz, e em locais com auséncia de odor forte (LEMOS et al., 2014;
FRAIFE et al., 2015).

A etapa mais critica durante o processamento da paprica nos paises produtores é
a secagem pelos meios tradicionais, onde os frutos permanecem expostos a luz solar em
ambientes abertos. Por ser uma etapa demorada e susceptivel as condi¢des climaticas, os
frutos correm o risco de sofrerem uma secagem ineficiente, possibilitando o crescimento e
desenvolvimento fungico (BOKHARI, 2007; KIM, 2017). Durante essa etapa também pode
ocorrer a contaminagao dos frutos com fezes e urina de animais domeésticos ou selvagens,
e também por parte dos proprios trabalhadores que nao seguirem boas praticas de higiene
(DUARTE & ALBUQUERQUE, 2005).

Devidamente armazenada, a paprica tem validade de até 18 meses. Sua qualidade
€ avaliada com base nas caracteristicas organolépticas, no teor de umidade e na auséncia
de contaminagdo microbiolégica e sujidades (galhos, pedras). Durante o periodo de
armazenamento também é importante o controle da umidade do local, uma vez que o
aumento do teor de umidade do produto provoca o aumento da agua livre presente,
possibilitando o crescimento de fungos e a deterioragdo. Outro ponto importante € evitar o



acesso e a contaminagao dos produtos por animais vetores de microrganismos, como

roedores, répteis, morcegos e insetos (PICCOLO, 2014).
3.2.3 Caracteristicas organolépticas e qualidade da paprica

A qualidade da paprica é medida principalmente pela intensidade de coloragdo do
produto final, uma vez que um produto de alta qualidade possui coloragdo vermelho
intenso. A intensidade da coloracdo da paprica € medida em unidades de cor ASTA
(American Spice Trade Association). A unidade de cor ASTA é o padrao internacional para
medir a cor extraida dos frutos dos pimentdes e da paprica, sendo determinada através do
método de espectrometria. A unidade de cor ASTA varia de 60 a 180, sendo 60 a menor
coloragao e 180 a maior. Apresenta maior unidade de cor ASTA o produto que apresentar
coloragdo mais intensa e brilhante, tendo um valor comercial maior. Os produtos que
apresentam ASTA maior que 160 unidades sao considerados de alta qualidade, enquanto
os que apresentam ASTA menor que 60 unidades, s&o considerados de baixa qualidade,
e sao utilizados principalmente como flavorizantes, pois nesse caso, a cor do produto ndo
€ 0 parametro mais importante (ASTA, 1985).

A figura 2 apresenta as diferentes colorac6es da paprica.

ASTA 40 ABTA 50 ABTA 60 ASTA BO ASTA 100  ASTA 120  ASTA 140 ASTA 160  ASTA 180

Figura 2. Diferentes coloragfes da paprica (ASTA, 1985).

Outro fator importante relacionado com a qualidade da paprica € o grau de ardéncia,
exceto para o tipo doce, medida através da escala de Scoville. Wilbur Scoville foi um
farmacéutico que criou, em 1912, a escala de Scoville, que mede o grau de pungéncia das
pimentas. Para criar a escala, Scoville realizou um teste que consistia na diluicdo do extrato
da pimenta em uma solucao contendo agua e glicose, até que a pungéncia nao fosse mais
perceptivel ao paladar. Assim, um extrato de pimenta que necessita de 1000 unidades de
agua para diluicao indica uma ardéncia de 1000 unidades na escala de Scoville. A
capsaicina pura, responsavel pela pungéncia das pimentas, equivale a 15 milhdes de
unidades na escala de Scoville (BONTEMPO, 2007).



A paprica doce nao apresenta pungéncia, uma vez que possui 0 analogo nao
pungente capsinodide no lugar da capsaicina. A paprica picante pode apresentar ardéncia
de até 700 unidades na escala de Scoville (Walker et al., 2004).

3.2.4 Producao e consumo

A produgéo de pimentas vermelhas, incluindo o pimentao doce, que é utilizado para
a fabricagao da paprica, esta estimada em 2017, em 36 milhées de toneladas, sendo a
China (17 milhdes), o México (3,2 milhdes) e a Turquia (2,5 milhdes) os maiores produtores
(Factfish, 2019).

Dados e estatisticas da produgdo e consumo de paprica no Brasil ainda sao
bastante escassos, uma vez que grande parte de sua produgdo é destinada a
comercializagao regional e local.

Sabe-se que em 2009, a exportagao de paprica brasileira foi de aproximadamente
8.700 toneladas (US$ 26 milhdes), porém em 2011 a exportagédo caiu para 377 toneladas
(US$ 745 mil) (SECEX, 2012). A retracdo na exportacao da paprica pode estar ligada com
a exigéncia dos paises importadores por produtos de alta qualidade, pois segundo Ribeiro
(2012) sao poucas as cultivares adequadas para a produgéao de paprica no Brasil. Além
disso tem havido um aumento na exportagéo de pimentas para a produgao de paprica pela
China.

A Hungria é o principal pais consumidor de péaprica, pois a produg¢do € o uso na
culinaria fazem parte da tradigédo local a milhares de anos (SOMOGY!I et al., 2000). O
goulash, guisado de carne, é um prato tradicional e um grande exemplo da utilizacao da
paprica na culindria e tradicdo hungara.

3.3 Micotoxinas

O termo micotoxina tem origem da palavra grega “mykes” que significa fungo e da
palavra em latim “toxican” que significa toxinas. O conhecimento sobre a existéncia das
micotoxinas existe ha muito tempo, mas seu estudo sé foi aprofundado apds o incidente
ocorrido na Inglaterra em 1960, onde mais de 100.000 aves morreram apds serem
alimentadas com ragédo contaminada com aflatoxina (BENNETT et al., 2003; CALVO,
2005).

As micotoxinas sdao metabdlitos toxicos produzidos durante o metabolismo
secundario de algumas espécies de fungos filamentosos. Sao substancias resistentes aos



processos térmicos e estdo presentes em uma variedade de alimentos e seus derivados,
representando um grande risco a saude humana e animal, uma vez que sdo responsaveis
por causar micotoxicoses quando ingeridas (PITT & HOCKING, 1986; COULOMBE, 1991;
REINHOLDS, 2017; TOSUN & OZDEN, 2016). A ingestao de micotoxinas pode acarretar
em efeitos agudos e/ou crénicos, em humanos e animais, dependendo do tempo e da
quantidade exposta ao agente téxico. A toxicidade aguda ocorre quando ha uma exposicao
rapida a uma dose alta e Unica do agente téxico, podendo causar o envenenamento e a
perda da funcao do érgao alvo, causando morte. A toxicidade crénica acontece quando a
exposicao ao agente téxico ocorre diversas vezes em doses baixas, podendo causar
alteragbes na replicacdo do DNA, levando a ocorréncia de processos mutagénicos e
teratogénicos, além de aumentar a probabilidade de indugao ao cancer (PITT, 2000).

Os principais géneros de fungos produtores de toxinas sao Aspergillus, Penicillium
e Fusarium (figura 3).

Figura 3. Caracteristicas macro e microscépicas dos principais géneros produtores de micotoxinas. A e B)
Aspergillus. C e D) Penicillium. E e F) Fusarium. (imagem: préprio autor).

Dentre as micotoxinas que ocorrem em alimentos, destacam-se: as aflatoxinas,
produzidas por algumas espécies de Aspergillus section Flavi (YU et al., 2005; BOK et al.,
2004); as fumonisinas e os tricotecenos, produzidos por algumas espécies do género
Fusarium (POZZI et al., 2002); e as ocratoxinas, produzidas por algumas espécies dos
géneros Aspergillus e Penicillium (LEESON et al., 1995).

E bastante dificil realizar o controle das micotoxinas em alimentos, uma vez que
sua producao pode ocorrer em todas as etapas da producgéo do alimento, tanto na época
de crescimento até durante colheita e estocagem. A presenca de fungos nao esta
relacionada com a presenca de micotoxinas, uma vez que nem todos os fungos sao
capazes de produzir as micotoxina, e a micotoxina pode permanecer nos alimentos mesmo

sem a presenca visivel dos fungos.
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3.3.1 Fatores que influenciam a producao de micotoxinas

E importante o conhecimento dos fatores que podem influenciar a produgéo das
micotoxinas pelos fungos, a fim de estabelecer medidas de prevencdo e controle de
qualidade dos alimentos. Os principais fatores sao:

(a). Fungo: nem todas as espécies de fungos filamentosos sao capazes de produzir
micotoxinas, dessa forma, a presenca do fungo ndo implica na presenga da micotoxina no
alimento. O contrario também ocorre, podendo a micotoxina permanecer nos alimentos
mesmo depois da morte dos fungos que a produziram.

(b). Substrato: uma vasta variedade de alimentos podem ser susceptiveis a
contaminagéao por fungos e micotoxinas. Estudos apontam que alimentos com alto teor de
carboidratos sdo 0os mais susceptiveis.

(c). Umidade relativa do ar e do substrato: a produgcéo de micotoxinas pode ocorrer
em umidade relativa acima de 80% e na faixa de atividade de agua de 0,60 a 0,90.

(d). Temperatura: geralmente, a temperatura étima para producdao de micotoxinas
esta entre as temperaturas minima e maxima de crescimento. A tabela 1 apresenta os
valores de temperatura de crescimento e producao de micotoxinas por algumas espécies
toxigénicas.

(e). Atmosfera: em sua maioria os fungos sdo aerobios, necessitando de oxigénio
para produzir as micotoxinas.

(f). Interagéo microbiana: sempre hé interagdo entre fungos, bactérias e leveduras
nos alimentos. A producdo das micotoxinas pelos fungos pode afetar o desenvolvimento
dos outros microrganismos, assim como esses outros microrganismos podem inibir a

producao das micotoxinas e até mesmo causar sua remogao ou degradacao.
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Tabela 1. Valores de temperatura maxima, minima e 6tima para crescimento e produgao de micotoxinas por
algumas espécies toxigénicas (PITT & HOCKING, 2009).

Espécies flingicas T minima (°C) T étima (°C) T maxima (°C)
Aspergillus flavus (crescimento) 10-12 33 43-48
Aspergillus flavus (produgéo de aflatoxinas) 13 16-31 37
Aspergillus parasiticus (crescimento) 12 32 42
Aspergillus parasiticus (produgao de aflatoxinas) 12 - 40
Aspergillus carbonarius (crescimento) 10 30 41
Aspergillus carbonarius (producdo de ocratoxina A) = 15-20 35
Penicillium verrucosum (crescimento) 0 20 31
Penicillium verrucosum (produgéo de ocratoxina A) 0 - 31
Penicillium expansum (crescimento) -6 25 35
Penicillium expansum (produgao de patulina) 0 25 31
Fusarium graminearum (crescimento) - 24-26 -
Fusarium graminearum (produgao de desoxinivalenol) 25-30
Fusarium graminearum (producéo de zearalenona) - 20 -
Fusarium proliferatum (crescimento) 5 25 37
Fusarium proliferatum (producdo de fumonisinas) 15 25-30

3.3.2 Aflatoxinas

As aflatoxinas sdo metabdlitos secundarios que podem ser produzidos
principalmente pelas espécies Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nomius. Podem ser
encontradas em uma vasta variedade de alimentos, como milho, trigo, cevada, cereais,
pimentas e pimentées, amendoim, cerveja e ragdes animais. (HOLLINGER et al., 1999;
JAIMEZ et al., 2000; STROKA et al., 2000; CHIAVARO et al., 2001).

As aflatoxinas possuem propriedades hepatotdxicas, agindo na forma aguda e
cronica nos homens e animais. O mais importante efeito da toxicidade crbnica das
aflatoxinas é a carcinogénese hepética. Estudos da ingestao de AFB1 em diversos animais
como peixes, roedores, aves e primatas demostram a capacidade da indug¢édo ao carcinoma
hepatocelular, mesmo quando ingeridas em doses baixas pelos animais, podendo ser
considerados uma potente substancia hepatocarcinogénica natural. Animais alimentados
com racGes com aflatoxinas também podem apresentar tumores no pancreas e no intestino
(BUSBY et al., 1984, COULOMBE, 1991).

Atualmente sdo conhecidos 17 compostos denominados pelo termo aflatoxinas,
porém, as mais conhecidas pelo potencial toxigénicos produzidas sdo a Bi, Bz, Gi e Go,
onde B e G se referem a coloragao fluorescente azul (Blue) e verde (Green) que os
compostos apresentam quando expostos a luz ultravioleta (PITT, 2000).
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O analogo Bs, pro-carcindgeno, possui efeito toxico maior quando comparado ao
das outras aflatoxinas, uma vez que possui a capacidade de realizar biotransformacao no
figado, para a sua forma ativada AFBs-ep6xido, capaz de realizacao ligagdes covalentes
com sitios nucleofilicos de macromoléculas, como DNA, RNA e proteinas, podendo originar
processos mutagénicos, teratogénicos ou carcinogénicos (WOGAN, 1992; SANTOS et al.,
2001). Foi classificada como pertencente ao Grupo 1: carcinogénico para humanos pelo
IARC (1993).

O DL50, também conhecido como dose letal média é utilizado para expressar o
grau de toxicidade agua de uma substancia, correspondendo a dose suficiente para
eliminar 50% da populagédo de animais utilizados no teste. A AFB+ apresenta valores de
DL50 variando de 0,3 a 9,0 mg/kg de peso corpéreo (KHOURY et al., 2008).

3.3.3 Ocratoxina A

A ocratoxina A foi descoberta em 1965, produzida por Aspergillus ochraceus. E um
composto cristalino incolor formado a partir da unido de uma dihidro-isocumarina a um
grupo L-fenilalanina através de uma ligacéao peptidica (NOGUEIRA et al., 2006).

Essa micotoxina ocorre em aveia, cevada, centeio, trigo, uvas, cebolas e em outros
diversos alimentos. Uma preocupacdo € a presenca desta micotoxina também nos
produtos processados derivados destas matérias primas, como os sucos de uva e vinhos
por exemplo (MARQUARDT et al., 1992; PITT, 2000; VAN-EGMOND & DEKKER, 1995).

E uma micotoxina conhecida pelas suas propriedades nefrotoxicas, hepatoéxicas,
teratogénicas, mutagénicas, cancerigenas e imunossupressoras (KUIPER-GOODMAN et
al., 1989; PLESTINA, 1996; SCHLATTER et al., 1996). Estudos em animais comprovam a
nefrotoxicidade da OTA em aves e mamiferos (KROGH, 1980; SUJANI et al., 2000).
Estudos na Dinamarca, Hungria, Escandinavia e Polénia comprovam o importante papel
da OTA na etiologia da nefropatia em suinos (KROGH et al., 1973) e na capacidade
teratogénica em ratos, hamsters, galinhas e coelhos. Estes Ultimos comprovaram que a
OTA pode atravessar a placenta, se acumulando nos tecidos fetais e causando mas
formacgdes do feto, principalmente no sistema nervoso central (KUIPER-GOODMAN et al.,
1989).

A OTA foi classificada pela IARC como possivel carcinégeno, pertencente ao Grupo
2B (IARC, 1993).
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3.4 Fungos produtores de aflatoxinas e ocratoxina A

3.4.1 Género Aspergillus

O nome Aspergillus foi dado pelo botanico Pier Antonio Micheli, em 1729, que ap6s
observar as estruturas do fungo, notou a semelhanga com o instrumento utilizado pela
igreja Catolica Romana para aspergir agua benta nos fiéis (BENETT, 2010).

Possui alto impacto econémico e social, de forma benéfica ou maléfica. Da forma
benéfica temos os fungos atuando na industria e biotecnologia, como fermentadores de
alimentos e como produtores de enzimas, &cidos organicos e substancias com uso
farmacéutico. Da forma maléfica, temos os fungos responsaveis por danos nas plantagées
e producdes na agricultura e na atuacao como patégenos para humanos e animais,
podendo causar alergias, asma, aspergilose e outros sérios problemas relacionados com
os metabdlitos toxicos produzidos por algumas espécies (FRISVAD et al., 2004; KLICH,
2002; BENETT, 2010).

Suas colénias comumente apresentam crescimento rapido e coloracdes diversas
em tons de branco, amarelo, marrom, preto ou verde, consistindo principalmente de uma
densa camada de conidiéforos. A cabeca do conidi6foro é formada pela vesicula, pelas
fidlides, pelas métulas (se presentes) e pelos conidios. Os conidios (lisos ou rugosos,
hialinos ou pigmentados) podem formar estruturas colunares ou irradiadas (SAMSON et
al., 2010). Segundo Samson et al. (2014) o género Aspergillus compreende 339 espécies,
entre elas, espécies conhecidas pelo potencial de producdo de micotoxinas importantes,

como a ocratoxina A e as aflatoxinas.

3.4.2 Fungos produtores de aflatoxinas

As aflatoxinas sao metabdlitos téxicos produzidos principalmente pelas espécies
Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nomius. , mas outras espécies menos comuns
também podem produzir as aflatoxinas: A. arachidicola, A. Iuteovirescens, A.
minisclerotigenes, A. mottae, A. novoparasiticus, A. ochraceoroseus, A. parvisclerotigenus,
A. pseudocaelatus, A. pseudonomius, A. pseudotamarii, A. rambelii, A. sergii, A. togoensis,
A. toxicarius, A. transmontanensis, Emericella astellata, E. venezuelensis (PITT &
HOCKING, 2009; PETERSON et al., 2001; FRISVAD et al., 1999; VARGA et al., 2011).
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Frisvad et al. (2019) descreveram recentemente mais trés novas pertencentes a section
Flavi que sé@o produtoras de aflatoxinas: A. aflatoxiformans, A. austwickii e A. cerealis.

Aspergillus flavus assim como outras espécies de Aspergillus, sao amplamente
distribuidos no ambiente, decorrente dos inimeros conidios produzidos que se dispersam
facilmente pelo ar e pela ajuda de insetos. Suas coldnias apresentam coloracéo verde
amarelada, com presenca ou nao de esclerdcios. Os conidiéforos apresentam a parede
grosseiramente rugosa, a vesicula pode ser globosa ou subglobosa, maioria é bisseriada,
e os conidios podem ser globosos a elipsoidais e levemente rugosos. A atividade de agua
para crescimento reportada foi entre 0,86 e 0,96 e apresenta pH 6timo para crescimento
de 7,5. A temperatura étima para crescimento € entre 25 a 42°C, podendo ser observado
o crescimento em temperaturas variando de 12-48°C (PITT & HOCKING, 2009). Ocorre
principalmente nos tropicos e subtropicos (FRISVAD et al., 2006). As principais micotoxinas
produzidas por A. flavus séo as aflatoxinas By e Bz (KLICH & PITT, 1988). Sua ocorréncia
ja foi relatada em amendoim, améndoas, milho, sorgo e pimenta (PITT, 1984; HASHEM et
al., 2010; SANTOS et al., 2011).

Aspergillus parasiticus raramente séo bisseriados e seus conidios sdo esféricos e
rugosos. Nao é tdo comum como A. flavus e ja foi isolado na América do Sul, Estados
Unidos e Australia (FRISVAD et al., 2006). A atividade de agua para crescimento é entre
0,80 e 0,82 e o0 pH varia na faixa entre 2,4 a 10. A temperatura 6tima para crescimento é
32°C, com crescimento observado com temperaturas entre 12 a 42°C. Sao produtores de
aflatoxinas B4, Bz, Gi1e Gz (PITT & HOCKING, 2009). Segundo Frisvad et al. (2006), sua
ocorréncia é frequente em amendoim, mas rara em outros alimentos.

Aspergillus nomius produz as aflatoxinas B1, Bz, Gie Gz (PITT & HOCKING, 2009).
Podem apresentar pequenos esclerdcios. A maioria € bisseriada e seus conidios sao
globosos a elipsoidais com a parede lisa a levemente rugosa. A temperatura 6tima para
crescimento varia entre 25 a 37°C, com atividade de agua variando de 0,81 a 0,83 (Pitt &
Hocking, 2009). Ocorre principalmente no Brasil, Estados Unidos e Tailandia (FRISVAD et
al., 2006). Sua ocorréncia j& foi relatada em amendoim, améndoas e castanha-do-brasil
(PITT, 1984; OLSEN et al., 2008, CALDERARI et al, 2013).

3.4.3 Fungos produtores de ocratoxina A

A ocratoxina A é produzida principalmente pelas espécies Aspergillus ochraceus,
A. carbonarius e Penicillium verrucosum. Também pode ser produzida, em menor

quantidade, pelos fungos A. cretensis, A. flocculosus, A. lacticofeattus, A. niger, A.
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pseudoelegans, A. roseoglobulosus, A. sclerotioniger, A. sclerotiorum, A. steynii, A.
sulphureus, A. westerdijkiae, Penicillium nordicum, Petromyces albertensis, Petromyces
alliaceus e Neopetromyces muricatus (ABARCA et al., 1994; PETERSON et al., 2000;
TEREN et al., 1996; PITT, 1987; FRISVAD et al., 2004; FRISVAD et al., 2004; FRISVAD
et al., 2006). Ciegler (1972) e Hesseltine et al. (1972) classificaram as espécies A. melleus,
A. ostianus, A. persii e A. petrakii como produtoras de ocratoxina A, mesmo que em
pequenas quantidades, porém, segundo Frisvad et al. (2006), essas informagbes nao
foram confirmadas desde a publicagéao.

Algumas espécies de fungos ocratoxigénicos, como A. niger, por exemplo, sao
utilizados nas industrias como fontes de enzimas extracelulares, acidos organicos e no
processamento de alimentos. Desta forma é necessario um controle rigoroso das cepas
para saber quais sdo capazes de produzir a micotoxina.

Aspergillus ochraceus apresenta coldénias com crescimento rapido quando
incubadas a 25°C, de coloragdo ocre, amarela ou creme, podendo apresentar ou nao
esclerocios. Apresenta crescimento quando incubadas a 37°C. Os conidi6éforos sao
rugosos, bisseriados (presenca de métula e fialide), as vesiculas sédo globosas, e os
conidios sdo pequenos, globosos e levemente rugosos (PITT & HOCKING, 2009). A
temperatura 6tima de crescimento é entre 24 a 31 °C, e atividade de agua étima entre 0,96
0,98 (RAMOS et al., 1998; PASTER et al., 1980, PITT & HOCKING, 2009). Ocorre em
paises tropicais e sua ocorréncia ja foi relatada em graos de café verde, uvas e pimentas
(URBANO et al., 2001; BATTILANI et al., 2003; HASHEM et al., 2010; ALMELA et al.,
2007).

Aspergillus carbonarius foi relatado pela primeira vez por Gupta (1956) como
responsavel pela podriddo em uvas e s6 alguns anos mais tarde, ficou conhecido pela
capacidade de produzir ocratoxina A em uvas e seus derivados (ABARCA et al., 1994). E
uma espécie também encontrada frequentemente em graos de café (TANIWAKI et al.,
2003). Suas colénias apresentam coloragao preta, com conidios grandes e escuros, que
os diferem das demais espécies de Aspergillus negros. A temperatura o6tima para
crescimento é entre 30 a 35°C, com crescimento relatado em temperaturas variando de 10
a 42°C. A atividade de agua varia entre 0,93 a 0,98 (PITT & HOCKING, 2009).

Penicillium verrucosum apresenta colénias com crescimento reduzido, com
coloragdo variando de cinza esverdeado a verde. Os conidi6foros sado rugosos,
verticiliados, com conidios globosos ou subglobosos e lisos. Diferente de A. ochraceus e
A. niger, esta espécie ocorre em paises de clima temperado e frio. A temperatura 6tima de
crescimento € de 20°C, e a atividade de agua minima para crescimento € de 0,80 (PITT &
HOCKING, 2009). E encontrado principalmente em cereais armazenados (PITT, 1987;
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LUND et al., 2003), mas ja teve sua ocorréncia também relatada em queijos duros suicos
(LARSEN et al., 2001).

3.5 Legislacao brasileira e internacional

Varios paises adotaram limites maximos de micotoxinas em alimentos para proteger
os consumidores dos efeitos nocivos causados por elas. Segundo a FAO (2004), até o ano
de 2003, cerca de 100 paises ja tinham estabelecido limites de micotoxinas em alimentos
e racoes.

A Comisséo Européia (EC) estabeleceu em 2006 os valores maximos de 10,0 pg/kg
para aflatoxinas totais, 5,0 pg/kg para AFBs e 20,0 pg/kg para ocratoxina A em frutos
Capsicum spp. (incluindo a péaprica).

No Brasil, o érgao responsavel por estabelecer limites para micotoxinas em
alimentos é a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Em 18 de fevereiro 2011,
a ANVISA estabeleceu os valores maximos para micotoxinas através da resolucao RDC
n°7/2011, fixando os valores maximos de 20ug/kg para aflatoxinas totais e 30 pg/kg para
ocratoxina A em pdprica e outras especiarias.

A tabela 2 apresenta os limites estabelecidos para aflatoxinas e ocratoxina A em
especiarias pela ANVISA e pela Comissao Européia.

Tabela 2. Limites estabelecidos para aflatoxinas e ocratoxina A pela ANVISA e pela Comissao Européia,
respectivamente (ANVISA RDC N°7/2011; EC N°1881/2006).

Micotoxinas Alimento LMT (pg/kg)

Especiarias: Capsicum spp. (0 fruto seco, inteiro ou triturado,
incluindo pimentas, pimenta em p6, pimenta de caiena e pimentao
ANVISA doce); Pipper spp. (o fruto incluindo a pimenta branca e a pimenta
RDC N°7/2011 Aflatoxinas  preta); Myristica fragrans (noz-moscada); Zingiber  officinale 20
B1B2G1G2 (gengibre); Curcuma longa (cUrcuma). Mistura de especiarias
que contenham um ou mais das especiarias acima indicadas.

Especiarias: Capsicum spp. (o fruto seco, inteiro ou triturado,
incluindo pimentas, pimenta em pd, pimenta de caiena e pimentao
) doce); Pipper spp. (o fruto incluindo a pimenta branca e a pimenta
Ocratoxina A preta); Myristica fragrans  (noz-moscada); Zingiber officinale 30
(gengibre); Curcuma longa (curcuma). Mistura de especiarias
que contenham um ou mais das especiarias acima indicadas.

Capsicum spp. (frutos secos, inteiros ou moidos, incluindo pimentas,

Aflatoxina B1 Pimenta em p6, pimenta de caiena e paprica); Pipper spp. (frutos secos, 5
Comissao incluindo as pimentas branca e preta) Myristica fragrans (noz-moscada);
Europeia Zingiber officinale (gengibre); Curcuma longa (cUrcuma)
N°1851c;2006 Capsicum spp. (frutos secos, inteiros ou moidos, incluindo pimentas,
Aflatoxinas  Pimenta em p6, pimenta de caiena e péaprica); Pipper spp. (frutos secos,
B1 B2 G1 G2 incluindo as pimentas branca e preta) Myristica fragrans (noz-moscada); 10

Zingiber officinale (gengibre); Curcuma longa (cdrcuma).

Capsicum spp. (frutos secos, inteiros ou moidos, incluindo pimentas, 20

Ocratoxina A pimenta em pd, pimenta de caiena e paprica).
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3.6 Ocorréncias de fungos, aflatoxinas e ocratoxina A em paprica

Diversos estudos ja apontaram a presenca de fungos em péaprica e pimentas do
género Capsicum. A principal preocupac¢ao com a micobiota desses alimentos € a presenca
de algumas espécies capazes de produzir micotoxinas, como por exemplo as espécies do
género Asperygillus.

ALMELA et al. (2007) analisaram 5 amostras de paprica produzidas a partir de
matéria prima do Peru que apresentavam alta contaminacdo por ocratoxina A e
encontraram predominancia do género Aspergillus, uma vez que dos 85 fungos isolados,
84 (98,8%) pertenciam ao género Aspergillus, onde 26 (30,9%) foram identificados como
Aspergillus section Circumdati, e 58 (69%) foram identificados como Aspergillus section
Nigri. A predominancia do género Aspergillus também foi evidenciada com o estudo
realizado por GONZALEZ et al. (2017), onde foram analisadas a qualidade microbiolégica
de 15 amostras de péaprica da Argentina. O género Aspergillus esteve presente em 14
(93,3%) amostras, contando com as espécies A. flavus, A. parasiticus, A. niger, A.
ochraceus e A. westerdijkiae. GHERBAWY et al. (2015) analisaram 60 amostras de
pimentas coletadas nos mercados e nos restaurantes da cidade de Ta'if na Arabia Saudita.
Os fungos mais frequentes encontrado foram Aspergillus (65,49%), seguido por Eurotium
sp. (9,92%), Penicillium sp. (7,80%), Mucor racemosus (3,78%), Alternaria alternata
(3,55%) e Mycosphaerella tassiana (3,31%).

HASHEM et al. (2010) estudaram a micobiota de pimentas na regido de Aseer da
Aradbia Saudita, e isolaram fungos toxigénicos como Aspergillus flavus, A. niger e A.
ochraceus. Também foram isoladas espécies nao toxigénicas como A. tamarii, Eurotium
rapens, Paecilomyces lilacenus, Penicillium arenicola, P. corylophilum, P. dunkii, P.
funiculosum, P. oxalicum, P. waksmani, Rhizopus stolonifer, Scopulariopsis brevicaulis,
Trichoderma harzianum e Ulocladium botrytis.

Em um estudo realizado por SANTOS et al. (2011) com 11 amostras de pimentao
e 17 amostras de péprica, foi detectado, através de andlise de PCR (Polymerase Chain
Reaction) a presenca do DNA de A. flavus em 82% das amostras de pimentdo, e em 60%
nas amostras de paprica.

ALMELA et al. (2007) analisaram a ocorréncia de ocratoxina A em amostras de
paprica produzidas a partir de pimentas de diversos paises (Peru, Brasil, Zimbabue e
Espanha). Os autores observaram que as amostras que estavam contaminadas com

ocratoxina A, em niveis variando de ndo detectado a 4ug/kg, apresentavam alta
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contaminagdo por A. ochraceus e A. niger. De 115 cepas isoladas das amostras
contaminadas com ocratoxina A, 85 pertenciam ao género Aspergillus.

Diversos estudos em diferentes paises apresentam a contaminac¢do de papricas
com aflatoxinas e ocratoxina A em amostras de paprica. TABATA et al. (1998) analisaram
a incidéncia de aflatoxinas em alguns alimentos e condimentos comercializados na regiao
de Toquio/Japao, no total foram analisadas 27 amostras de paprica, das quais 21 (77,77%)
apresentaram contaminagao por aflatoxinas, em niveis variando de 0,1 a 6,5ug/kg.
MARTINS et al. (2001), analisaram a presenca de aflatoxinas em 12 amostras de paprica
comercializadas em supermercados e lojas de Lisboa, Portugal. Das 12 amostras
analisadas, 8 (66,7%) apresentaram contaminagao por aflatoxinas, em niveis variando de
1 a 20ug/kg.

BIRCAN (2005) analisou a presenca de aflatoxinas em 30 amostras de paprica
adquiridas de lojas, bazares e supermercados da Turquia e encontrou contaminagdo em
27 (90%) amostras, com niveis variando de 0,5 a 124,6ug/kg. Novamente na Turquia,
BIRCAN et al. (2008) analisaram a presenga de aflatoxinas em 23 amostras de paprica
destinadas a exportacao. A presenca de aflatoxinas foi constatada em 19 (83%) amostras,
com niveis variando de 0,38 a 14,71ug/kg.

ZINEDINE et al. (2006) realizaram um estudo sobre a presenga de aflatoxinas em
especiarias e cereais comercializados em Marrocos, foram analisadas 14 amostras de
paprica, das quais 100% foram positivas para aflatoxinas, com concentragdes médias de
2,88ug/kg para aflatoxina B+ e 5,23ug/kg para aflatoxinas totais.

Um estudo realizado por HIERRO et al. (2008) evidenciou a presenca das
aflatoxinas e da ocratoxina A em amostras de paprica da Espanha, o nivel de contaminagao
por aflatoxinas encontrou-se abaixo do limite estabelecido pela Unido Europeia, de 5ug/kg
para aflatoxina B1 e 10pg/kg para aflatoxinas totais, com contaminac¢do variando de nao
detectado a 4,5ug/kg. Enquanto a presenga da ocratoxina A foi mais frequente, com média
de 11,8ug/kg. Em outro estudo realizado em amostras de paprica comercializadas no
mercado espanhol, SANTOS et al. (2010) analisaram 64 amostras e constataram a
presenca de aflatoxinas em 59% das amostras, com niveis variando de ndo detectado a
7,25ug/kg, e a presenca de ocratoxina A em 98% das amostras, com niveis variando de
néo detectado a 281ug/kg.

AHN et al. (2010) realizaram um estudo sobre a ocorréncia de ocratoxina A em 192
amostras de pépricas comercializadas na Coréia, foi detectada a presencga da ocratoxina
A em 42 amostras, com niveis variando de 0,84 a 34,96ug/kg. Também na Coréia, HAM et
al. (2016) analisaram a presenca de micotoxinas em 30 amostras de pimentas em pd

produzidas com Capsicum annuum L. Nenhuma das amostras apresentou contaminacao
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por aflatoxinas, e a ocratoxina A sé esteve presente em 3 (10%) das amostras, em niveis
variando de 1,03 a 2,08ug/kg.

Na Arabia Saudita, GHERBAWY et al. (2015) analisaram 60 amostras de pimentas
da espécie Capsicum annuum L. para a presenca de aflatoxinas. Das 60 amostras
analisadas, 34 (56,7%) apresentaram contaminacao por aflatoxinas, com niveis variando
de 20 a 200ug/kg.

No Brasil sdo escassos os trabalhos reportando a ocorréncia de micotoxinas em
paprica. Apenas SHUNDO et al. (2009) relataram a contaminagédo de péprica por
micotoxinas. Os autores analisaram a presenga de aflatoxinas e ocratoxina A em 70
amostras de paprica comercializadas no estado de Sao Paulo, e 58 (82,9%) apresentavam
contaminagao por aflatoxinas, em niveis variando de 0,5 a 7,3ug/kg. A contaminagao por
ocratoxina A foi mais elevada, estando presente em 85,7% das amostras (60) com niveis
variando de 0,2 a 97,2ug/kg e média de contaminagao de 7,0ug/kg.

A tabela 3 apresenta os dados recentes disponiveis sobre a ocorréncia de
aflatoxinas e ocratoxina A em paprica disponiveis na literatura.

De acordo com os trabalhos apresentados, é possivel verificar que a contaminacao
de paprica por fungos toxigénicos e micotoxinas € frequente, principalmente por ocratoxina
A. A porcentagem de amostras contaminadas por ocratoxina A é alta e os niveis de
contaminacao sao elevados, ultrapassando os limites estabelecidos pela Comunidade
Européia e Brasil. Mais estudos sao necessarios visando avaliar a qualidade da paprica
comercializada no Brasil. Estes dados sdo importantes para tomada de decisdes pelos
orgaos reguladores, diagnéstico do problema e adocao de medidas preventivas, visando a
melhoria da qualidade da péaprica e a seguranca dos consumidores.

Tabela 3. Dados recentes disponiveis na literatura sobre a ocorréncia de aflatoxinas e ocratoxina A em péprica.

N° Incidéncia Variacdo Incidéncia Variacao
Referéncia Pais Método amostras  AFT (%) (ng/kg) OTA (%) (ng/kg)

Martins et al. (2001) Portugal CLAE 12 66,7 1,0-20,0 - -
Bircan et al. (2005) Turquia CLAE 30 90 0,5-124,6 - -
Zinedine et al. (2006) Marrocos CLAE 14 100 Média 5,23 - -
Bircan et al. (2008) Turquia CLAE 23 83 0,38 - 14,71 - -
Hierro et al. (2008) Espanha CLAE 21 90,5 0,7-45 66,7 0,7-73,8
Shundo et al. (2009) Brasil CLAE 70 82,9 0,5-7,3 85,7 0,2-97,2
Ahn et al. (2010) Coréia do Sul CLAE 192 - - 21,9 0,84 - 34,96
Santos et al. (2011) Espanha CLAE 21 100 1,8-83,7 100 4,3-474,7
Gherbawy et al. (2015)  Ardbia Saudita  CLAE 60 56,7 20,0 - 200,0 - -
Ham et al. (2016) Coréia do Sul CLAE 30 0 ND 10 1,03 - 2,08
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras

Foi adquirido um total de 80 amostras de paprica, 40 do tipo picante e 40 do tipo
doce, sendo 60 amostras a granel e 20 amostras embaladas, obtidas em estabelecimentos
comerciais de Sao Paulo, Campinas, Sorocaba e Americana, no periodo de Margo de 2017
a Agosto de 2018. As amostras a granel estavam armazenadas em recipientes de plastico
transparente e foram pesadas no momento da compra. Foram coletados de 200g a 5009
por amostra.

As amostras foram mantidas em temperatura ambiente até o término das analises.
As andlises foram realizadas no laboratério de micologia e micotoxinas do Centro de
Ciéncia e Qualidade de Alimentos (CCQA) do Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL),
em Campinas — SP.

4.2 Atividade de agua

A atividade de 4gua das amostras foi obtida através da leitura no equipamento
Aqualab Serie 3TE (Decagon, Pullman, WA, EUA) a 25°C (+ 1°C), em triplicata.

4.3 Diluicao decimal seriada e plaqueamento em superficie

Em bolsas estéreis, 25 g da amostra foram diluidas em 225mL de agua peptonada
0,1% apo6s homogeneizagao em Stomacher (Stomacher Laboratory Blender 400, Seward
Medical). Foram realizadas as demais diluicbes seriadas, retirando uma aliquota de 0,1mL
de cada diluicao para plaqueamento em superficie em meio Dichloran 18% Glycerol Agar
(DG18). As placas foram incubadas a 25°C por 5 dias.

O limite de deteccao do método foi de 10 UFC/g. Para andlise dos resultados, foram
selecionadas placas contendo entre 15 a 150 unidades formadoras de colénias (UFC), com
a expressao dos resultados em UFC/g de amostra (PITT; HOCKING, 2009). Em caso de
nenhum crescimento fungico visivel, a analise foi repetida com a diminuicdo do limite de
deteccao do método, plagueando 1mL da primeira diluicdo em meio DG18, com incubagao
a 25°C por 5 dias.
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4.4 Isolamento e identificacao das espécies/grupos

De acordo com PITT & HOCKING (2009), para purificagdo das col6nias do meio
DG18, foi realizada a inoculacdo em trés pontos em meio Czapek Yeast Extract Agar 20%
Sucrose (CY20S) a 25°C por 14 dias para as espécies de Eurotium e em meio Czapek
Yeast Extract Agar (CYA) a 25°C por 7 dias para as espécies de Aspergillus, Fusarium,
Penicillium e demais.

Para avaliagcao das caracteristicas morfoldgicas (diametro e coloragédo das coldnias,
presenca de esclerécios e exsudatos, e didmetro, cor e rugosidade dos conidios e
conidi6foros) os géneros isolados foram inoculados em meios especificos. Para a
identificacdo das espécies de Aspergillus, segundo KLICH & PITT (1988), foram utilizados
os meios CYA e o meio Malt Extract Agar (MEA) (25°C e 37°C por 7 dias). Para as coldnias
de Penicillium, foram utilizados os meios CYA e MEA (25°C por 7 dias) e o meio Creatine
Sucrose Agar (CREA) (25°C por 7 dias), para identificagdo segundo Pitt (2000).

Para as demais espécies isoladas, foram utilizadas as chaves de classificagéo de
SAMSON et al. (2010) e PITT & HOCKING (2009).

A identificacdo dos isolados foi realizada utilizando como base as chaves
taxon6micas e as caracteristicas morfoldégicas macroscopicas (diametro e coloracdo das
colénias e presenca de esclerdcios e exudatos em todas as temperaturas e meios testados)
e microscépicas (diametro, cor e rugosidade dos conidios e conidi6foros em CYA 25°C).

4.5 Avaliacao do potencial toxigénicos das cepas

Todas as espécies de Aspergillus section Nigri e Circumdatiforam testadas quanto
a capacidade de produgao de ocratoxina A e section Flavi testadas quanto a produgéao de
aflatoxinas.

Os fungos potencialmente toxigénicos foram inoculados no meio Yeast Extract
Sucrose Agar (YESA) e incubados a 25°C por 7 dias. Apds o periodo de incubacgéo foi
realizada a técnica de agar plug associada a cromatografia de camada delgada, segundo
FILTENBORG et al. (1983).

Para a analise, um pequeno pedaco da colénia foi cortado e adicionadas 2 gotas
da solugao metanol : cloroférmio (1:1) para extragdo da toxina. O pedaco da colénia foi
pressionado sobre uma placa de silica gel (Merck, Darmstadt, Alemanha), com medidas
de 20x10cm, juntamente com os padrdes de aflatoxinas e ocratoxina A para comparagao
com as cepas. A placa seguiu para realizacao da cromatografia de camada delgada em
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cuba de vidro, utilizando como fase mével a solugéo tolueno: acetato de etila: acido férmico
90%: cloroformio (7:5:2:5, v/iv/iv/v).

A leitura foi realizada em camara com luz ultravioleta nos comprimentos de onda de
365 e 254nm. O resultado foi qualitativo, através da comparacao da intensidade e cor da
fluorescéncia e do fator de retencéo das cepas em relagéo ao padrao aplicado.

4.6 Analise de aflatoxinas e ocratoxina A em paprica

4.6.1 Aflatoxinas — Extracao e limpeza

A analise de aflatoxinas em paprica foi realizada seguindo o método proposto por
STROKA et al., (2000) com modificacoes.

Foram pesados 12,5g da amostra em frascos de vidro de 250mL e adicionados
1,259 de NaCl e 75mL do solvente de extragdo MeOH : H>O (8:2). Ap6s homogeneizacao
em shaker por 30 minutos, todo o conteudo do frasco seguiu para etapa de filtragdo com
filtro qualitativo e filtro de fibra de vidro. Em seguida, 10mL do filtrado foram transferidos
para um baldo volumétrico e adicionados 60mL de solugao PBS pH 7,0. Todo o conteudo
do balao foi passado pela coluna de imunoafinidade EASI-EXTRACT® AFLATOXIN (R-
Biopharm AG, Alemanha), em um fluxo de 2-3mL/min, e lavado com 30mL de agua ultra
pura (MilliQ, Francga).

A etapa de eluicao foi realizada com 1250uL de metanol HPLC e 1750uL de agua
ultra pura. O extrato da eluicdo foi recolhido em frasco ambar e armazenado em
refrigeragao até a etapa de injecao. Antes da injecao, o extrato passou por filtragcao em filtro
PVDF com poro de 0,22um (Analitica, China). Foram injetados 20uL em Cromatégrafo
Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) com detector de fluorescéncia (Agilent, EUA).

4.6.2 Ocratoxina A — Extracao e limpeza

A andlise de ocratoxina A em paprica foi realizada seguindo o0 método proposto por
VARGAS et al., (2005) com modificacoes.

Foram pesados 12,5g da amostra em frascos de vidro de 250mL e adicionados
100mL do solvente de extragao MeOH : Bic 3% (1:1). Apés homogeneizacdo em shaker
por 30 minutos, todo o conteldo do frasco seguiu para etapa de filtracdo com filtro
qualitativo e filtro de fibra de vidro. Em seguida, 4mL do filtrado foram transferidos para um
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baldo volumétrico de 100mL e o volume foi completado com solugédo PBS pH 7,0. Todo o
conteudo do baldo foi passado pela coluna de imunoafinidade OCHRAPREP® (R-
Biopharm AG, Alemanha), em um fluxo de 2-3mL/min, e lavado com 30mL de agua ultra
pura (MilliQ, Francga).

A etapa de eluigao foi realizada com em quatro fases de 1mL de metanol HPLC,
totalizando 4mL. O extrato da eluicao foi recolhido em frasco ambar e seco em fluxo de
nitrogénio liquido. O extrato seco foi armazenado em refrigeracao até a etapa de injecao.
Antes da injecao, o extrato foi ressuspendido em 300uL de fase mével ACN: MeOH: H2O:
Ac. Acético (35:35:29:01) e filtrado em filtro PVDF com poro de 0,22um (Analitica, Brasil).
Foram injetados 20uL em Cromatoégrafo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) com detector de
fluorescéncia (Agilent, EUA).

4.6.3 Parametros do HPLC

Foi utilizado, para determinacdo das aflatoxinas e ocratoxina A nas amostras de
paprica, o Cromatografo Agilent 1260 Infinity LC System (Agilent, EUA), com injetor
automatico e detector de fluorescéncia.

Para aflatoxinas, a coluna utilizada para separacao cromatogréfica foi a coluna de
C18 4.6x150mm, 5um (Agilent, EUA) com pré-coluna C18 4.6x20mm. Para derivatizagao
das aflatoxinas B e G+ foi associado o KOBRA®CELL (R-biopharm Rhéne Ltd., Escdcia).
O detector de fluorescéncia (Agilent, EUA), nos comprimentos de onda de 362nm
(excitacao) e 455nm (emissdo). A fase movel utilizada foi H-O: ACN: MeOH (6:2:3, v/v/v),
com brometo de potassio (119 mg/L) e &cido nitrico (4M, 350uL/L), em fluxo isocratico de
imL/min. A temperatura atingida pela coluna foi de 40°C, e o tempo de corrida das
amostras foi de 9 minutos.

Para ocratoxina A, a coluna utilizada foi a C18 4.6x100mm, 3,5um (Agilent, EUA).
Foi utilizado o detector de fluorescéncia (Agilent, EUA), nos comprimentos de onde de
333nm de excitacdo e 477nm de emissio. A fase mével utilizada foi H.O: MeOH: ACN: Ac.
Acético (35:35:29:01), em fluxo isocratico de 0,8mL/min. A temperatura atingida pela
coluna foi de 40°C, e o tempo de corrida das amostras foi de 9 minutos.

4.6.4 Otimizacao da metodologia de aflatoxinas e ocratoxina A em paprica

Para a otimizacdo da metodologia, amostras de paprica foram fortificadas com
padrdes de aflatoxinas e ocratoxina A em dois niveis conhecidos, em triplicata.
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Para aflatoxinas, os niveis de contaminacao foram de 1,8 e 12,6ug/Kg e para
ocratoxina A, os niveis foram de 0,9 e 14,4ug/Kg. Os valores de recuperagédo para cada
nivel foram obtidos. Os limites de detecgao (LOD) e quantificacao (LOQ) foram calculados
seguindo EURACHEM (2014), apés realizagao de 8 extragdes de amostras fortificadas com
um nivel baixo de aflatoxinas e ocratoxina A e céalculo do desvio padrao e desvio padrao
relativo.

Para cada dia de extracéo foi realizada a andlise de uma amostra controle positivo.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Atividade de agua

A média da atividade de agua (Aa) obtida foi de 0,535, variando de 0,336 a 0,62.
Todas as amostras apresentaram resultados dentro do limite seguro de até 0,65
estabelecido pela European Spice Association (ESA, 2015).

5.2 Isolamento e identificacao das espécies/grupos

Das 80 amostras analisadas, 58 (72,5%) apresentaram contaminagao por fungos
filamentosos.

Foi isolado um total de 1179 fungos, contando com 19 espécies ou grupos distintos
de fungos. A tabela 4 apresenta os valores de frequéncia de ocorréncia (%), média (UFC/g)
e variacao de cada espécie/grupo isolados.
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Tabela 4. Frequéncia de ocorréncia (%), média (UFC/g) e variagao (UFC/g) das espécies/grupos isolados das
amostras de péprica.

Espécies/grupos FO (%) Média (UFC/g) Variacao (UFC/g)
1 Aspergillus section Nigri 63,8 1,7x104 <10 -2,4x105
2  Aspergillus section Flavi 55,0 2,4x108 <10 - 2,0x104
3 Aspergillus chevalieri 47,5 8,7x102 <10 - 6,0x103
4  Rhizopus oryzae 46,3 2,5x108 <10 - 2,5x10*
5  Aspergillus ruber 25 1,1x103 <10 - 5,0x10°
6  Penicillium sp. 10,0 5,8x102 <10 - 4,0x10°
7  Penicillium citrinum 8,8 7,7x102 <10-2,0x10°
8 Aspergillus sp. (Eurotium sp.) 7,5 1,2x103 <10 - 3,0x10°
9  Fusarium sp. 7.5 9,4x10° <10 - 4,9x104
10 Aspergillus terreus 5,0 5,7x102 <10-1,0x10%
11 Aspergillus section Circumdati 3,8 1,0x103 <10-1,0x10%
12 Aspergillus montevidensis 3,8 1,2x103 <10 - 3,0x10°
13 Alternaria sp. 3,8 7,0x102 <10-1,0x10°
14 Levedura 3,8 1,1x108 <10 - 2,0x10°3
15 Penicillium paneum 2,5 5,5x102 <10-1,0x10°
16  Penicillium expansum 1,3 1,0x103 <10-1,0x108
17 Aspergillus clavatus 1,3 1,0x102 <10-1,0x10%
18 Aspergillus versicolor 1,3 5,0x108 <10 - 5,0x10°
19 Aspergillus nidulans 1,3 1,0x103 <10-1,0x10%

O grupo mais frequente isolado foi Aspergillus section Nigri (739 isolados),
apresentando frequéncia de ocorréncia de 63,8% e média de contaminagédo de 1,7x10*
UFC/g. A ocorréncia de Aspergillus section Nigri em produtos que sofrem processo de
secagem tem sido relatada em diversos trabalhos. A capacidade de sobreviver em baixa
atividade de agua e a presenga de melanina na constituicao de sua parede celular, o que
pode promover resisténcia térmica aos raios solares (PITT & HOCKING, 2009), sao fatores
que podem estar relacionados com o favorecimento deste grupo frente as demais espécies.
Diferencas morfolégicas foram verificadas nos isolados de Aspergillus section Nigri
avaliadas neste trabalho, sendo assim foi realizada a separagéo em 12 grupos distintos. A
figura 4 apresenta as colénias em meio Czapek Extrato de Levedura apds periodo de
incubacéao de 7 dias a 25°C. Dos 739 isolados de Aspergillus section Nigri, 737 (99,73%),
apos avaliagao em microscopia dptica, apresentaram caracteristicas semelhantes ao grupo
de Aspergillus do agregado niger. Apresentaram métula e fidlide (bisseriados) e conidios
de 4-5um levemente rugosos. Os demais (n=2) se diferiram por suas caracteristicas
morfolégicas, como a coloracdo da colénia, forma de esporulacdo e a presenca de

esclerécios. Representantes de cada grupo foram enviados para avaliagcado molecular.
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Figura 4. Representantes dos grupos de Aspergillus section Nigri. A — L, col6nias em meio CYA (25°C, 7 dias).

De A —L) grupos 1 a 12, respectivamente.

O segundo grupo de maior ocorréncia foi Aspergillus section Flavi (195 isolados),
com 55% de frequéncia de ocorréncia e média de contaminagdo de 2,4x10° UFC/g. As
espécies do grupo de Aspergillus section Flavi também foram separadas em grupos,
baseando-se nas caracteristicas das col6nias, presenca de esclerécios e comportamento
em meio Aspergillus Flavus e Parasiticus (AFPA) e cinco grupos distintos foram definidos.
O grupo mais frequente, com 137 representantes apresentaram caracteristicas
morfologicas de Aspergillus flavus, colénias de coloracdo verde, bisseriados, em alguns
isolados a presenga de esclerdcios, conidios lisos, reverso laranja no meio AFPA, e
estiveram presentes 47,5% das amostras. Cinquenta e cinco isolados apresentaram
caracteristicas morfolégicas de Aspergillus tamarii, colénias de coloragcdo marrom,
bisseriados, reverso marrom purpura em meio AFPA, e estiveram presentes em 33,7% das
amostras analisadas. Trés isolados com caracteristicas morfolégicas macroscépicas
diferentes, col6nias mais algodonosas e/ou com pigmentagao rosada no meio de cultura,
foram encontradas em 2 amostras. Representantes destes grupos foram enviados para
identificacao por avaliagcdo molecular. A figura 5 (A — E) apresenta representantes dos 5
grupos de Aspergillus section Flavi presentes.
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Figura 5. Representantes dos grupos de Aspergillus section Flavi. A — E, colénias em meio CYA (25°C, 7 dias).
A) A. flavus. B) A. tamarii. C) A. section Flavil. D) A. section Flavi ll. E) A. section Flavi lll.

Aspergillus chevalieri (47,5%) e Rhizopus oryzae (46,25%) também foram
frequentes nas amostras avaliadas. A espécie Aspergillus chevalieri € uma espécie
xerofilica e comumente encontrada em sementes, graos e frutas que sofrem processo de
secagem. Rhizopus oryzae é uma espécie que apresenta rapido crescimento, e embora
necessite de atividade de 4gua alta para desenvolvimento no produto, seus esporos podem
permanecer mesmo em produtos com atividade de agua baixa. Essa espécie sobrevive em
ecossistemas simples, crescendo vigorosamente em temperaturas variando entre 25 a
45°C, sendo encontrada por toda a natureza e podem contaminar alimentos de origem
vegetal (CANTABRANA et al., 2015). E uma espécie que estd ganhando espago nos
processos de fermentagdo por industrias alimenticias, promovendo novos sabores e
texturas e melhora nas caracteristicas nutricionais do alimento (DENTER et al., 1998;
DINESH BABU et al., 2009).

Outras espécies também encontradas, porém em menor ocorréncia foram: A.
rubrum (25%), Penicillium sp. (10%), P. citrinum (8,75%), Eurotium sp. (7,5%), Fusarium
sp. (7,5%), A. terreus (5%), A. section Circumdati (3,75%), A. montevidensis (3,75%),
Alternaria sp. (3,75%), levedura (3,75%), P. paneum (2,5%), P. expansum (1,25%), A.
clavatus (1,25%), A. versicolor (1,25%) e A. nidulans (1,25%).

Asperygillus section Circumdati também foi isolado das amostras analisadas, porém
em baixa frequéncia (3,7%). Os trés isolados apresentaram caracteristicas semelhantes,
colbénia amarela, sem crescimento a 37°C, bisseriado e conidios pequenos (2,5 - 3um) e
lisos.

Avaliando separadamente as amostras a granel e embaladas, € possivel notar
baixa contaminagdo fungica nas amostras embaladas. Das 20 amostras embaladas,
apenas 5 (25%) apresentaram contaminacdo por fungos e foram identificadas 7
espécies/grupos isolados. Para as amostras a granel (n=60), 53 (88,33%) apresentaram
contaminagéo por fungos. Embora a frequéncia de ocorréncia de fungos tenha sido menor
nas amostras embaladas, a média de contaminagéo por Aspergillus section Nigrie Flavifoi
alta, 2,55x10* e 1,63x10° UFC/g respectivamente. A tabela 5 apresenta os valores de

28



frequéncia de ocorréncia (%), média (UFC/g) e variacao (UFC/g) das amostras a granel e
embaladas.

Tabela 5. Frequéncia de ocorréncia (%), média (UFC/g) e variagao (UFC/g) das espécies/grupos isolados das
amostras a granel e embaladas.

Amostras a granel (n=60) Amostras embaladas (n=20)
FO FO
Espécies/grupos (%) Média Variacao (%) Média Variacao
(UFC/g) (UFC/g) (UFC/g) (UFC/g)
1 Aspergillus section Nigri 76,7 8,6x108 <10-4,1x10* | 25,0 1,0x105 <10 -2,4x10°
2  Aspergillus section Flavi 66,7 1,8x103 <10-6,0x10% | 25,0 6,5x108 <10 - 2,0x10*
3 Aspergillus chevalieri 60,0 8,9x102 <10-6,0x10% | 10,0 5,6x102 <10-1,0x108
4 Rhizopus oryzae 66,7 1,3x10® <10-5,1x10%| 15,0 1,9X104 <10-2,5x10*
5 Aspergillus ruber 31,7 1,Ax10® <10-5,0x10%3| 5,0 1,0x102 <10 - 1,0x102
6  Penicillium sp. 13,3 5,8x102  <10-4,0x103 0 <10 -
7  Penicillium citrinum 10,0 7,3x102  <10-2,0x10% | 5,0 1,0x102 <10 -1,0x108
8 Aspergillus sp. (Eurotiumsp.) 10,0 1,2x10® <10 - 3,0x108 0 <10 -
9  Fusarium sp. 8,3 1,4x103 <10 -2,0x10° 5,0 4,9x10* <10 - 4,9x10*
10 Aspergillus terreus 67 57x102 <10-1,0x10°| 0 <10 -
11 Aspergillus section Circumdati 5,0  1,0x10°  <10-1,0x103 | © <10 -
12 Aspergillus montevidensis 50 1,2x10° <10-3,0x10%| O <10 -
13 Alternaria sp. 50 7,0x102 <10-1,0x10%| O <10 -
14 Levedura 50  1,1x10°  <10-2,0x103 | © <10 -
15 Penicillium paneum 3,3 55x102  <10-1,0x10% 0 <10 -
16 Penicillium expansum 1,7 1,0x10°  <10-1,0x108 0 <10 -
17 Aspergillus clavatus 17 1,0x102  <10-1,0x103 | © <10 -
18 Aspergillus versicolor 1,7 5,0x103  <10-5,0x108 0 <10 5
19 Aspergillus nidulans 17 1,0x10°  <10-1,0x103| © <10 -

Quando analisamos as amostras separadas entre os tipos doce e picante, é
possivel observar que nao houve diferenca em relacao a contaminacgao fungica. Das 40
amostras do tipo picante analisadas, 30 (75%) apresentaram contaminaga@o por fungos,
contando com 14 espécies/grupos distintos. Para o tipo doce, 28 (70%) das 40 amostras
apresentaram contaminacao por fungos, contando com 18 espécies/grupos distintos. Os
fungos potencialmente toxigénicos de Aspergillus section Flavi, Nigri e Circumdati foram
isolados de ambos os tipos, com dados de frequéncia de ocorréncia, média e variagao
semelhantes. A tabela 6 apresenta os valores de frequéncia de ocorréncia (%), média
(UFC/g) e variagao (UFC/g) das amostras dos tipos picante e doce.
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Tabela 6. Frequéncia de ocorréncia (%), média (UFC/g) e variagao (UFC/g) das espécies/grupos isolados das

amostras picantes e doces.

Amostras picantes (n=40) Amostras doces (n=40)
FO FO
Espécies/grupos (%) Média Variacao (%) Média Variacao
(UFC/g) (UFC/g) (UFC/g) (UFC/g)

1 Aspergillus section Nigri 62,5 1,6x10* <10-2,4x105| 65,0 1,9x10*  <10-2,2x10°
2  Aspergillus section Flavi 475 19x10% <10-1,0x10*| 62,5 2,8x108 <10 -2,0x10*
3 Aspergillus chevalieri 55,0 6,8x10° <10-6,0x103| 40,0 1,1x103 <10 -5,0x103
4 Rhizopus oryzae 525 1,3x10° <10-6,0x10%| 55,0 2,7x108 <10 -—4,0x103
5 Aspergillus ruber 175 6,8x102  <10-4,0x10%| 32,5 1,3x10®  <10-5,0x108
6  Penicillium sp. 5,0 1,0x102  <10-1,0x102| 15,0 7,3x102 <10 —4,0x103
7  Penicillium citrinum 7.5 7,3x102 <10-1,0x103| 10,0 8,0x102 <10 -2,0x103
8 Aspergillus sp. (Eurotium sp.) 7.5 1,1x10°  <10-2,1x103| 7,5 1,3x102 <10 -3,0x108
9  Fusarium sp. 7.5 1,7x104 <10-4,9x104| 7,5 1,7x10%  <10-2,0x108
10 Aspergillus terreus 5,0 6,0x102 <10-1,0x103| 5,0 5,6x102 <10 -1,0x103
11 Aspergillus section Circumdati 2,5 1,0x10° <10-1,0x103| 5,0 2,0x10°8  <10-1,0x103
12 Aspergillus montevidensisi 5,0 3,5x102 <10-5,0x102| 2,5 3,0x10° <10 -3,0x103
13 Alternaria sp. 25 1,0x102  <10-1,0x102| 5,0 1,0x102 <10-1,0x108
14 Levedura 0 <10 - 10,0 1,1x10° <10 —2,0x103
15 Penicillium paneum 0 <10 - 5,0 5,6x102 <10 -2,0x103
16 Penicillium expansum 25 1,0x10° <10-1,0x108 0 <10 -

17 Aspergillus clavatus 0 <10 ; 25  1,0x102 <10 —1,0x102
18 Aspergillus versicolor 0 <10 - 25 5,0x10° <10 -5,0x103
19 Aspergillus nidulans 0 <10 - 25 1,0x102 <10-1,0x108

5.3 Avaliacao do potencial toxigénico das cepas

Das 1179 cepas isoladas, 937 pertenciam aos grupos de fungos potencialmente
toxigénicos, sendo eles 739 isolados de Aspergillus section Nigri (78,87%), 195 isolados
de Aspergillus section Flavi (20,81%) e 3 isolados de Aspergillus section Circumdati
(0,32%). Aspergillus section Nigrie Flaviforam os grupos toxigénicos com maior ocorréncia
encontrados tanto nas amostras a granel quanto nas amostras embaladas. Aspergillus
section Circumdatiteve baixa ocorréncia, e foram isolados apenas nas amostras a granel.
Os fungos dos grupos Aspergillus section Nigri e Flavi apresentaram maior frequéncia de
ocorréncia nas amostras a granel, porém as amostras embaladas apresentaram maior
média de contaminagao por estes grupos.

Nenhum isolado dos grupos de Aspergillus section Nigri e Circumdati foram
produtoras de ocratoxina A. Para os isolados de Aspergillus section Flavi, 63 (46%) dos
isolados classificados como Aspergillus flavus foram produtores das aflatoxinas do grupo

B. Os isolados com caracteristicas de A. tamarii foram confirmados como nao produtores
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de aflatoxinas. A tabela 7 apresenta as porcentagens de produtores de aflatoxinas e
ocratoxina A.

Tabela 7. Nimero de isolados, frequéncia de ocorréncia (%), média (UFC/g) e porcentagem de produtores de

aflatoxinas e ocratoxina A por grupo

Fungos FO (%) Meédia (UFC/g)
N° de N° de % de produtores
isolados  produtores do grupo B
Aspergillus niger agregados 737 0 63,75 1,12x10* 0
Aspergillus section Nigri 2 0 2,5 2,5x10 0
Aspergillus flavus 137 63 47,5 1,28x103 46,0
Aspergillus tamarii 55 0 33,75 5,86x10? 0
Aspergillus section Flavi 3 0 2,5 3,75x10 0
Aspergillus section Circumdati 3 0 3,75 3,75x10 0

5.4 Ocorréncia de aflatoxinas e ocratoxina A nas amostras de paprica

Para avaliar a performance do método foram calculadas a recuperagao, utilizando
dois niveis de fortificacdo. Para aflatoxinas, o nivel baixo de 1,8ug/kg e alto de 12,6ug/kg.
Para ocratoxina A o nivel baixo de 0,9ug/kg e o nivel alto 14,5ug/kg. Foram realizadas 3
repeticdes para cada nivel testado.

A tabela 8 apresenta os valores das recuperacoes de aflatoxinas e ocratoxina A
para cada nivel testado.

Tabela 8. Recuperacgao (%) de aflatoxinas e ocratoxina A em 2 niveis de contaminagéo.

Con:::;/tg;‘;ngéo Recuperacao (%) Conz:ﬁglg?gﬁo Recuperacao (%)

rep1 rep2 rep3 Média rep1  rep2 rep3 Média
B+ 0,652 75,55 81,07 83,28 79,97 4,564 107,97 102,92 131,95 114,28
B2 0,586 97,34 94,26 100,41 97,37 4,099 101,81 96,19 121,93 106,64
Gi 0,360 93,67 89,0 103,0 95,22 2,520 104,71 98,05 121,38 108,05
G2 0,209 65,19 52,84 56,95 58,37 1,462 52,63 47,21 58,54 52,79
Totais 1,806 86,96 85,23 91,41 87,87 12,645 98,93 93,33 88,65 93,64
OTA 0,961 98,64 88,89 79,15 88,90 14,461 87,03 9591 118,27 100,40

Levando em consideracao a Diretiva da Comunidade Européia N°1881/2006 (EC,
2006), que estabelece os valores de recuperacao de: 50-120% para nivel <1ug/kg; 70-
110% entre 1-10pg/kg; e 80-110% para nivel >10ug/kg, para aflatoxinas totais, o método
utilizado para analise de aflatoxinas em pdaprica apresentou resultado satisfatério para
aflatoxinas totais, com recuperagcdo variando de 85,23 a 98,93%. Considerando as
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aflatoxinas separadamente , é possivel observar que a recuperacao de G foi baixa em
ambos os niveis testados, com recuperacao variando de 47,21 a 65,19%. A causa para
estes valores baixos pode estar relacionada com a interferéncia na detec¢do causada por
sujidades na matriz, retencdo inadequada da coluna de imunoafinidade ou baixo
rendimento do solvente de extracao.

O método de andlise de ocratoxina em pdaprica apresentou resultado satisfatorio
segundo os valores recomendados pela Diretiva da Comunidade Européia N° 401/2006
(EC, 2006), 50-120% para nivel <1ug/kg; 70-110% entre 1-10ug/kg, com recuperagao
média de 88,9% para o nivel 0,96ug/kg, e 100,4% para o nivel 14,5ug/kg, com niveis
variando de 79,15 a 118,27%.

Para aflatoxinas, os valores de limite de detecgao (LOD) foram de 0,15ug/kg para
B+, 0,03ug/kg para Bz, 0,02ug/kg para G1, 0,02ug/kg para Gz e 0,22ug/kg para aflatoxinas
totais e os valores de limites de quantificacao (LOQ) foram de 0,51ug/kg para B+, 0,1ug/kg
para B, 0,06ug/kg para G1, 0,09ug/kg para Gz e 0,76ug/kg para aflatoxinas totais. Para
ocratoxina A, o limite de deteccao (LOD) foi de 0,27ug/kg € o limite de quantificagao (LOQ)
foi de 0,9ug/kg.

As tabelas 9 e 10 apresentam os resultados de aflatoxinas e ocratoxina A das
amostras de paprica analisadas separadas em amostras a granel e embaladas. As tabelas
11 e 12 apresentam os resultados de aflatoxinas e ocratoxina A das amostras de péprica
analisadas separadas nos tipos picante e doce.

Tabela 9. Valores de média (ug/kg), mediana (ug/kg), variagéo (ug/kg) e frequéncia de ocorréncia (%) de AFBs,

AFB2, AFG1, AFG2 e aflatoxinas totais nas amostras de paprica separada em a granel e embaladas.

AFB; AFB: AFG1 AFG:  AFLA Totais
Amostras Média (ug/kg) 2,97 0,27 0,30 0,04 3,57
é(gias';;" Mediana (ug/kg) 2,12 0,20 0,21 n.d. 2,78
Variagao (ug/kg) 0,01-1599 nd.-1,72 nd.-2,80 n.d.-0,73 n.d.-17,83
FO (%) 100 91,66 71,66 25 100
Amostras Média (ug/kg) 1,16 0,07 0,04 n.d. 1,27
e"zgf'za(;’)as Mediana (pg/kg) 0,44 n.d. n.d. n.d. 0,46
Variacao (ug/kg) nd.-506 n.d.-0,31 n.d. - 0,21 n.d. n.d. - 5,57
FO (%) 85 45 20 - 85
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Tabela 10. Valores de media (ug/kg), mediana (ug/kg), variagéo (ug/kg) e frequéncia de ocorréncia (%) de

ocratoxina A nas amostras de paprica separada em a granel e embaladas.

OTA
A,mOSt’als Média (ug/kg) 37,97
a grane .
(n=60) FO (%): 100 Mediana (ng/kg) 28,09
Variacao (ug/kg) 0,56 - 129,68
An:)oTtLas Média (ug/kg) 35,92
embaladas
FO (%): 100 Mediana (ug/kg) 16,67
Variacéo (ug/kg) 4,4 - 223,0

Tabela 11. Valores de média (ug/kg), mediana (ug/kg), variagdo (ug/kg) e frequéncia de ocorréncia (%) de

AFB1, AFB2, AFG1, AFG: e aflatoxinas totais nas amostras de paprica dos tipos picante e doce.

AFB: AFB: AFG1 AFG2 AFLA Totais

Amostras Média (ug/kg) 2,28 0,16 0,20 0,02 2,70

p(iga_zg'v;s Mediana (ug/kg) 1,58 0,18 0,17 n.d. 2,23
Variacao (ug/kg) nd.—1599 nd.-167 nd.-099 nd -024 nd.-17,83

FO (%) 97,5 77,5 57,5 20,0 97,5

Amostras Média (ug/kg) 2,76 0,23 0,27 0,04 3,28

?n"_‘zeos) Mediana (ug/kg) 1,89 0,19 0,17 n.d. 2,30
Variacao (ug/kg) nd.—1451 nd.-1,72 nd.-280 nd -0,73 n.d.—16,23

FO (%) 95,0 82,5 60,0 17,5 95,0

Tabela 12. Valores de media (ug/kg), mediana (ug/kg), variagéo (ug/kg) e frequéncia de ocorréncia (%) de

ocratoxina A nas amostras de paprica dos tipos picante e doce.

OTA
‘I\;i'(‘::sntt':ss Média (ug/kg) 37,86
_ o): ediana (ug/kg ,
(n=40) FO (%): 100 Medi (ng/kg) 20,96
Variagcéo (ug/kg) 0,56 — 202,29
Ar:;ostras Média (ug/kg) 37,08
oces
(n=40) FO (%): 100 Mediana (ug/kg) 23,59
Variacéo (ug/kg) 1,06 — 223,0

Das 80 amostras analisadas, 77 (96,25%) apresentaram contaminagdo por
aflatoxinas totais, em niveis variando de 0,01 a 17,83ug/kg e média de 2,99ug/kg. Todas
as amostras apresentaram valores de contaminacdo por aflatoxinas dentro do limite
estabelecido pela RDC N° 07/2011, de 20ug/kg.

Quando avaliadas separadamente pela forma de comercializagdo, todas as

amostras a granel (60) apresentaram contaminagdo por aflatoxinas totais, em niveis
variando de nao detectado a 17,83ug/kg e média de 3,57ug/kg. E dentre as 20 amostras
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embaladas, 17 (85%) apresentaram contaminag@o em niveis variando de ndo detectado a
5,57ug/kg e média de 1,27ug/kg.

Avaliadas pelo tipo, 39 (97,5%) das 40 amostras picantes apresentaram
contaminacao por aflatoxinas totais, em niveis variando de nao detectado a 17,83ug/kg e
média de 2,70ug/kg. E das 40 amostras doces, 38 (95%) apresentaram contaminacao por
aflatoxinas totais, em niveis variando de nao detectado a 16,23ug/kg e média de 3,28ug/kg.

Dentre as amostras contaminadas por aflatoxinas (n=77), 21 (27,27%)
apresentaram contaminagao por fungos potencialmente toxigénicos do grupo Flavi, com
média de 2,3x102 UFC/g, e 56 (72,73%) n&do apresentaram contaminagdo por este grupo
(<10 UFC/g). Este fato é indicativo de que a aflatoxinas foram produzidas em alguma etapa
do processamento da paprica e estas permaneceram no produto mesmo apés a morte dos
fungos.

Todas as amostras apresentaram contaminagdo por ocratoxina A, em niveis
variando de 0,56 a 223ug/kg e média de 37,46ug/kg. Para as amostras a granel a variagao
de contaminacao foi de 0,56 a 129,68ug/kg e a média de 37,97ug/kg, e para as amostras
embaladas a variagao foi de 4,4 a 223ug/kg e a média de 35,92ug/kg. As amostras picantes
apresentaram variacao de 0,56 a 202,29ug/kg e média de 37,86ug/kg, e as amostras doces
apresentaram variacao de 1,06 a 223,0ug/kg e média de 37,08ug/kg.

Das 80 amostras analisadas, 33 (41,25%) apresentaram niveis de contaminacao
acima do limite de 30ug/kg estabelecido pela RDC N° 07/2011, com média de 72,61ug/kg
e variacao de 31,73 a 223ug/kg. Dentre as amostras acima do limite de contaminagéo por
ocratoxina A, 29 (87,88%) foram amostras a granel e 4 (12,12%) foram amostras
embaladas.

A alta frequéncia de fungos section Nigri nas amostras coincide com a alta
porcentagem e niveis de contaminagao por ocratoxina A. Porém, embora a contaminagao
por fungos toxigénicos e ocratoxina A seja alta, nenhuma cepa das 937 testadas foram
produtoras de ocratoxina A. Este fato pode ser explicado pela morte dos fungos produtores
e permanéncia da ocratoxina A nas amostras, ou ainda, pela técnica de diluicdo utilizada
para isolamento e contagem dos fungos e pela técnica utilizada para avaliagao do potencial
de produgdo dos isolados. A técnica de diluigdo apresenta a limitagdo de quantificar
esporos e nao a real contaminacdo da amostra e € possivel que as espécies produtoras
tenham sido suprimidas e desconsideradas na contagem. A outra questdo é método de
avaliacao do potencial de produgéo de ocratoxina A pelos isolados, baseado na detecgao
por cromatografia de camada delgada, que apresenta maior limite de deteccao e é menos
sensivel quando comparada com CLAE. Neste caso, alguns isolados produtores podem
ter sido desconsiderados.
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6. DISCUSSAO GERAL

Os fungos com maior predominancia nas amostras de paprica foram dos grupos
Aspergillus section Nigri e Flavi, coincidindo com trabalhos ja publicados que nao
reportaram as espécies mas sim o género Aspergillus como 0 mais comum encontrado em
amostras de pimentas do género Capsicum e paprica (GHERBAWY et al., 2015; HASHEM
et al, 2010; SANTOS et al, 2011; ALMELA et al, 2007; ERDOGAN, 2004). A
predominancia do género Aspergillus nas amostras de paprica é preocupante por se tratar
de um género amplamente distribuido em paises tropicais, como o Brasil, e conhecido por
apresentar espécies toxigénicas.

A alta frequéncia desse grupo pode estar relacionada com as condi¢des ambientais
tipicas de paises tropicais, como temperatura e umidade relativa elevadas. Além de
favorecer o desenvolvimento fungico, as condigbes ambientais dos paises tropicais podem
também favorecer a produg¢édo de micotoxinas por esses fungos (KABAK et al, 2017). Para
0 processamento da paprica, na qual € realizada a secagem dos frutos e estes sao
expostos a luz solar em ambientes abertos, este produto fica susceptivel a contaminagao
por fungos e as condicées climaticas, podendo acarretar uma secagem ineficiente
(BOKHARI, 2007; KIM, 2017).

Além das condicdes ambientais, o desenvolvimento fungico pode estar relacionado
com processos inadequados durante o processamento e armazenamento, além de
métodos inadequados no manuseio € mas praticas de higiene por parte dos funcionarios
(DUARTE & ALBUQUERQUE, 2005; ABOU-ARAB et al., 1999).

O género Aspergillus sp. (Eurotium) também foram frequentes nas amostras
avaliadas, principalmente Aspergillus chevalieri, sendo isolado tanto nas amostras a granel
quanto nas embaladas. Segundo TANIWAKI et al. (2016), os fungos desse grupo estao
entre os fungos xerofilicos com maior ocorréncia em condimentos. A baixa atividade de
agua apos a secagem favorece a morte das demais espécies que nao sao xerofilicas e a
sobrevivéncia destas espécies. A presenca destas espécies ndo esta relacionada com o
risco a saude uma vez que até o momento nao ha relatos de produgao de micotoxinas com
relevancia por estas espécies.

Das 60 amostras a granel analisadas, 53 (88,33%) apresentaram contaminagao por
fungos, totalizando 19 espécies/grupos distintos, e das 20 amostras embaladas, apenas 5
(25%) apresentaram contaminagdo, com 7 espécies/grupos distintos. Essa diferenca na
contaminacao entre amostras a granel e embaladas pode estar relacionada com a falta de
controle das condi¢cdes de comercializacdo das amostras vendidas a granel e/ou a
utilizacdo de técnicas de irradiagcdo nas amostras embaladas. E de conhecimento que os
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produtos vendidos a granel sdo armazenados por longos periodos de tempo e expostos
com frequéncia ao ambiente externo, sem controle de umidade ou temperatura, podendo
ocasionar ndo somente a contaminacgao por fungos, mas também seu desenvolvimento e
produc@o de micotoxinas (CHOURASIA, 1995; GNONLONFIN et al., 2013; DOMSCH et
al., 1980). A baixa contaminacao das amostras embaladas e a auséncia de fungos podem
estar relacionadas com a utilizagao de técnicas para reduzir o desenvolvimento flingico. E
importante a adogao de técnicas que nao promovam perda significativa do sabor, aroma e
cor do produto, uma vez que a qualidade da paprica é medida com base nas suas
caracteristicas organolépticas. A técnica mais indicada para especiarias € a irradiagéo, que
promove a redugcdo de microrganismos e destruicdo de insetos sem afetar as
caracteristicas organolépticas (ICGFI, 1992).

Das amostras de paprica foram isolados os grupos Aspergillus section Nigri, Flavi
e Circumdati, potencialmente toxigénicos. Aspergillus section Nigri e Flavi foram isolados
tanto das amostras a granel quanto das amostras embaladas, enquanto Aspergillus section
Circumdatifoi isolado apenas das amostras a granel. BOKHARI (2007) também encontrou
a predominancia do género Aspergillus, principalmente de A. niger e A. flavus enquanto
estudava amostras de pimentas do género Capsicum. Em um estudo em pimentas
vermelhas da Arabia Saudita realizado por HASHEM & ALAMRI (2010) também foram
encontrados fungos toxigénicos dos grupos A. section Nigri, Flavi e Circumdati.

Todas as cepas isoladas pertencentes a esses grupos foram testadas quanto a
producdo de micotoxinas. Nenhuma das cepas de Aspergillus section Nigrie Circumdatifoi
produtora de ocratoxina, enquanto 63 (46%) cepas classificadas como A. flavus foram
produtoras de aflatoxinas do grupo B.

A presenga de aflatoxinas, em especial a aflatoxina Bi, e a ocratoxina A em
alimentos é preocupante, por causa dos efeitos hepatotoxicos e nefrotdxicos que possuem.
Segundo a RDC N° 07/2011 da ANVISA, o limite maximo para aflatoxinas totais é de
20ug/kg e para ocratoxina A é de 30ug/kg. O limite estabelecido pela Comissao Européia
€ de 10ug/kg para aflatoxinas totais, 5ug/kg para aflatoxina Bs e 15ug/kg para ocratoxina
A.

Das 80 amostras analisadas, 77 (96,25%) apresentaram contaminagdo por
aflatoxinas. Todas apresentaram contaminagao dentro do limite estabelecido pela ANVISA,
com média de 3,57ug/kg e variacao de 0,01 a 17,83ug/kg para as amostras a granel e
média de 1,27ug/kg e variacao de nao detectado a 5,57ug/kg para as amostras embaladas.
Um estudo realizado por BIRCAN et al. (2005) também evidenciou a diferenca de
contaminagdo por aflatoxinas em amostras a granel e embaladas. Estes encontraram

contaminacao por aflatoxinas em pimenta pretas em 40% das amostras a granel, e apenas
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20% nas amostras embaladas. A menor contaminacdo nas amostras embaladas pode
estar relacionada com o maior controle de qualidade por parte das empresas alimenticias,
enquanto as amostras a granel ndo costumam passar por um controle de qualidade rigido.
Outro ponto que pode aumentar a contaminacdo das amostras a granel é a exposi¢ao
diaria das amostras ao ambiente externo, sem controle de temperatura ou umidade
(CHOURASIA, 1995; GNONLONFIN et al., 2013; DOMSCH et al., 1980).

A contaminacao das amostras por ocratoxina A foi frequente e teve maior média de
contaminagdo quando comparada a contaminagéo por aflatoxinas. Das 80 amostras no
total analisadas, 33 (41,25%) apresentaram contaminagdo acima do limite estabelecido
pela ANVISA, com média de 72,61ug/kg e variacao de 31,73 a 223ug/kg. Resultados
semelhantes foram obtidos por SANTOS et al., (2010). Estes avaliaram 64 amostras de
pimentas do género Capsicum e encontram a presenca de aflatoxinas em 59% das
amostras, em niveis variando de nao detectado a 7,25ug/kg, enquanto a presenga de
ocratoxina A foi constatada em 98% das amostras, em niveis variando de ndo detectado a
281ug/kg. A diferenga nos niveis de contaminagao de paprica por aflatoxinas e ocratoxina
A também pode ser observada no estudo realizado por SHUNDO et al., (2009) com 70
amostras de paprica, na qual a contaminag@o por ocratoxina foi predominante, estando
presente em 85,7% das amostras, em niveis variando de 0,2 a 97,2ug/kg, enquanto
aflatoxinas esteve presente em 61,4% das amostras, em niveis variando de 0,5 a 7,3ug/kg.
A contaminagdo da paprica por micotoxinas, principalmente ocratoxina A é preocupante
pois 0s niveis encontrados excedem os niveis considerados seguros e estabelecidos na
legislacao.

E importante a realizagdo de estudos como este que visam o acompanhamento da
qualidade microbiolégica da paprica consumida no Brasil. Com os dados obtidos a partir é
possivel adotar medidas preventivas que visam reduzir a contaminagao da paprica por
fungos e a produgé@o de micotoxinas, em toda a cadeia produtiva, diminuindo os riscos a
saude humana.
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7. CONCLUSOES

Neste trabalho foi constatada a presenca de 19 espécies e grupos distintos de
fungos filamentosos, sendo os de maior ocorréncia: Aspergillus section Nigri, Aspergillus
section Flavi, Aspergillus chevalieri e Rhizopus oryzae. E dentre os fungos de maior
ocorréncia estdo os potencialmente toxigénicos, como os Aspergillus section Nigri e Flavi
e a presenca destas espécies indica um sério risco a saude, devido a capacidade de
producdo de micotoxinas.

Das 80 amostras analisadas, 77 apresentaram contaminacdo por aflatoxinas,
dentro do limite de 20ug/kg estabelecido pela Anvisa. Todas as amostras apresentaram
contaminagdo por ocratoxina A, e 33 apresentaram niveis acima do limite de 30 pg/kg
estabelecido pela ANVISA. Esta alta incidéncia de amostras contaminadas e os niveis
elevados encontrados, principalmente por ocratoxina A, € um alerta para tomada de
medidas que visem o controle e a redugéo destes contaminantes em paprica.

E importante, portanto, que sejam adotadas boas préaticas de fabricagio e higiene,
nas etapas pré e pés-colheita, desde o campo até a comercializagéo, além de um rigoroso
controle do teor de umidade do produto durante toda a cadeia produtiva. O atendimento a
estes requisitos podera acarretar o controle do desenvolvimento de espécies toxigénicas e
garantia da qualidade e seguranca aos consumidores.
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