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RESUMO

Os objetivos principais deste trabalho foram isolar e quantificar as espécies fungicas
presentes em amostras de pimenta preta comercializadas no Brasil, na forma de
grao e po e vendidas a granel e embaladas; identificar as espécies de Aspergillus
section Flavi, A. section Nigri e A. section Circumdati nas amostras; avaliar a
producédo de aflatoxinas (AFs) e ocratoxina A (OTA) pelos isolados; e determinar 0s
niveis de aflatoxinas e ocratoxina A presentes nas amostras. Foram utilizados os
métodos de plaqueamento direto dos graos, com e sem desinfec¢cdo externa, e de
diluicdo em placas para as amostras em p6. Foi empregada a técnica de Agar plug
para avaliar a producdo de AFs e OTA pelos isolados. Também foram determinados
os niveis de aflatoxinas e ocratoxina A nas amostras, utilizando extracdo e limpeza
com coluna de imunoafinidade e deteccéo e quantificacdo por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) com detector de fluorescéncia. No total foram isolados
2.765 fungos e a pimenta preta apresentou contaminacao por 48 grupos diferentes
de fungos. As espécies mais frequentes pertenceram ao grupo de Aspergillus
section Nigri, com 28% de ocorréncia nas amostras com desinfec¢do, 36,5% nas
amostras sem desinfeccdo e 34,5% nas amostras em pé. As médias de
contaminacdo foram de 5,1%, 13,7% e 1,4 x 10°® UFC/g respectivamente. De um
total de 1.079 isolados de Aspergillus section Nigri apenas 4% foram produtores de
ocratoxina A. Cinquenta e cinco por cento das amostras estavam contaminadas com
OTA, com niveis variando de 0,15 a 13ug/kg. Outros grupos de fungos estiveram
presentes como Eurotium chevalieri, Aspergillus tamarii e A. flavus. A. flavus
estiveram presentes em 42% das amostras com desinfeccao, 64,5% das amostras
sem desinfeccdo e 55% das amostras em po. Quarenta por cento do total das cepas
(376) de A. flavus produziram AFs. Cinquenta e trés por cento das amostras
estavam contaminadas com AFs variando de 0,12 a 11ug/kg. Cento e trinta e cinco
cepas de A. section Circumdati foram isoladas e este grupo apresentou 12,9% de
ocorréncia nas amostras sem desinfecgdo, 58,1% com desinfeccdo e 13,8% nas
amostras em po6, e 46,7% das cepas foram produtoras de ocratoxina A. A
contaminacgao fungica total e por fungos toxigénicos foram maiores nas amostras a
granel do que nas amostras embaladas. A média de contaminagéo fangica total nas

amostras de grdos a granel foi de 55,03% com desinfeccdo, 94,34% sem
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desinfeccéo e 3,52 x 10* UFC/g nas amostras em p6. Enquanto que nas amostras
embaladas foi de 3% com desinfeccdo, 60% sem desinfeccéo e 2,82 x 10* UFC/g

nas amostras em p(')

Palavras-chave: Piper nigrum, aflatoxinas, ocratoxina A, Aspergillus section Flavi,
Aspergillus section Nigri.
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ABSTRACT

The main objectives of this study were to isolate and quantify the fungal species
present in black pepper commercialized in Brazil, in a grain and powder form, sold in
bulk and packaged; to identify the Aspergillus section Flavi, A. section Nigri and A.
section Circumdati in the samples; to evaluate the production of aflatoxins (AFs) and
ochratoxin A (OTA) by the isolates; and to determine the aflatoxin and ochratoxin A
levels present in the samples. Two methods were used: direct plating of the grains,
with and without external disinfection, and dilution for the powder samples. Agar plug
technique was used to evaluate the production of AFs and OTA by the isolates. The
levels of aflatoxins and ochratoxin A in the samples were also determined using
extraction and cleaning with immunoaffinity column and detection and quantification
by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) with fluorescence detector. In
total, 2,765 fungi were isolated and black pepper showed contamination by 48
different groups of fungi. The most common species belonged to the Aspergillus
section Nigri, with 28% of occurrence in the samples with disinfection, 36.5% in the
samples without disinfection and 34.5% in the powder samples. The contamination
averages were 5.1%, 13.7% and 1.4 x 10° CFU/g, respectively. From a total of 1,079
of Aspergillus section Nigri isolates, only 4% were ochratoxin A producers. Fifty-five
percent of samples were OTA-contaminated, ranging from 0.15 to 13pg/kg. Other
fungal groups were present such as Eurotium chevalieri, Aspergillus tamarii and A.
flavus. A. flavus was present in 42% of the samples with disinfection, 64.5% of the
samples without disinfection and 55% of the powder samples. Forty percent of the
total strains (376) of A. flavus produced AFs. Fifty-three percent of the samples were
contaminated with AFs ranging from 0.12 to 11ug/kg. One hundred and thirty-five
strains of A. section Circumdati were isolated and this group occurrence was 12.9%
in samples without disinfection, 58.1% with disinfection and 13.8% in powder
samples, and 46.7% were ochratoxin A producers. Total fungal contamination was
higher in bulk samples than in packaged samples. The mean total fungal
contamination in the bulk samples was 55.03% with disinfection, 94.34% without
disinfection and 3.52 x 10* CFU/g in powder samples. In the packaged samples it
was 3% with disinfection, 60% without disinfection and 2.82 x 10* CFU/g in powder

samples.



Key-words: Piper nigrum, aflatoxins, ochratoxin A, Aspergillus section Flavi,

Aspergillus section Nigri.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil € o quarto maior produtor de pimenta preta no mundo (FAO, 2014), e o
estado do Para é responsavel por 75% da producao nacional seguido por Espirito
Santo e Bahia (IBGE, 2016). A pimenteira € uma planta que apresenta grande
produtividade e seu fruto € um dos condimentos mais apreciados no mundo
apresentando grande valor econémico, permitindo que a atividade desenvolvida
pelos pipericultores proporcione alta rentabilidade (LIMA et al., 2010). Buscando a
melhoria da comercializagdo e qualidade deste produto, estd em vigor no estado do
Espirito Santo, a lei de incentivo a producdo de pimentas-do-reino de qualidade,
garantindo maior seguranca do produto para comércio interno e externo (BRASIL,
2016). Porém, ainda ha grande preocupacdo com a saude publica em relagdo a
presenca de fungos e a producdo de micotoxinas em grdo armazenados como a
pimenta preta, que € um produto natural, usualmente seco ao sol e de baixa
atividade de agua, portanto muito susceptivel a contaminacéo por fungos xerofilicos
toxigénicos (JAYASHREE; SUBRASMANYAM, 2000; SCHATZKI; ONG, 2001;
BAYMAN; BAKER; MAHONEY, 2002b).

Algumas espécies fungicas produzem metabdlitos secundéarios que podem
ser altamente toxicos e prejudiciais a saude do homem e outros animais, como
ocratoxina A e aflatoxinas. A ocratoxina A é uma toxina nefrotoxica e tem sido
encontrada em especiarias (JALILI; JINAP; NORANIZAN, 2010; RAMESH,;
JAYAGOUDAR, 2014; JESWAL; KUMAR, 2015; JALILI, 2016). Varias espécies de
Aspergillus section Circumdati e Nigri sdo capazes de produzir a ocratoxina A, além
de algumas espécies de Penicillium também (PITT, 1987; ABARCA et al., 1994;
PITT, 2000; LARSEN; SVENDSEN; SMEDSGAARD, 2001; FRISVAD et al., 2004). O
limite da ANVISA para esta toxina na pimenta preta é de 30ug/kg (BRASIL, 2011), e
da Uni&o Europeia é de 15,0 pg/kg (EC, 2015).

Outro grupo de micotoxinas e de extrema importancia em termos de
seguranca do alimento, sdo as aflatoxinas. Estas foram as primeiras a serem
descobertas. Sdo metabdlitos produzidos principalmente por A. flavus, A. parasiticus
e A. nomius, e sao consideradas as substancias mais carcinogénicas, mutagénicas
e teratogénicas encontradas naturalmente em alimentos e racdes e também sua

presenca tem sido relacionada em pimenta preta (KURTZMAN, HORN;



HESSELTINE, 1987; PETERSON et al., 2001; ZINEDINE et al., 2006; JESWAL;
KUMAR, 2015). As aflatoxinas sdo micotoxinas classificadas pela IARC (2002) como
sendo compostos carcindégenos para humanos (classe 1). Para as aflatoxinas totais
a ANVISA estabeleceu o Limite Maximo Tolerado de 20,0 pg/kg em especiarias,
incluindo a pimenta preta (BRASIL, 2011) e a Unido Europeia é mais restritiva com
um limite de 5 pg/kg para aflatoxina B1 e 10 pg/kg para aflatoxinas totais em pimenta
preta (EC, 2010).

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

As etapas de producdo da pimenta como colheita, secagem e
armazenamento, devem ser bem controladas de modo a evitar contaminagfes por
microrganismos, pois dependendo das condi¢cdes de temperatura, umidade relativa e
niveis de umidade do alimento, pode haver o favorecimento do crescimento de
fungos toxigénicos, que sdo capazes de invadir e colonizar a matriz e produzir
micotoxinas. Além disso, as espécies de Aspergillus section Nigri, por produzirem
esporos pretos, possuem vantagem frente aos seus competidores, devido a
resisténcia aos raios solares, e acabam persistindo nas pimentas durante a secagem
ao sol (PITT; HOCKING, 2009).

Um aspecto importante a ser considerado é que, as pimentas s&o
frequentemente consumidas in natura, e normalmente ndo recebem qualquer
tratamento de descontaminacdo que possa diminuir a contaminag¢ao por esporos de
fungos toxigénicos e a concentracdo da toxina, caso estejam presentes.

Nestas condi¢des, por ser um produto largamente utilizado na alimentacdo
humana, e as pesquisas sobre o assunto serem escassas no Brasil, é de extrema
importancia um estudo mais detalhado para avaliar a qualidade destes produtos

consumidos em nosso pais.



2. OBJETIVOS

A pesquisa teve como objetivos principais:
- Isolar e quantificar as espécies fungicas presentes em amostras a granel e
embaladas (em gréo e em po) de pimentas pretas comercializadas no Brasil;
- Identificar os principais grupos e espécies de Aspergillus section Flavi, A. section
Nigri e A. section Circumdati nas amostras;
- Avaliar a producéo de aflatoxinas pelos isolados de Aspergillus section Flavi e
ocratoxina A por Aspergillus section Nigri e A. section Circumdati;
- Determinar os niveis de aflatoxinas e ocratoxina A presentes nas amostras e se
estdo de acordo com os limites das regulamentacdes e resolucdes vigentes.

E como objetivos secundarios:
- Identificar a micobiota presente em pimenta preta;
- Determinar a atividade de agua das amostras;
- Otimizar os métodos de deteccao e quantificacdo de ocratoxina A e aflatoxinas em
pimenta preta utilizando colunas de imunoafinidade e Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia e derivatizagdo pos—coluna com Kobracell no ensaio de aflatoxinas.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Pimenta preta

3.1.1. Propriedades

Os condimentos sdo mundialmente utilizados principalmente para adicionar
ou aumentar sabor aos alimentos, com ou sem valor nutritivo e, secundariamente,
com o proposito de conservagdo, em razdo de suas propriedades antioxidantes
(CNNPA, 1978; PRADO, 2008). A pimenta preta também apresenta propriedades
medicinais sendo amplamente utilizados na medicina indiana (JESWAL; KUMAR,
2015).

Tais propriedades terapéuticas da pimenta preta incluem analgésico,
antisséptico, antiespasmadico, afrodisiaco, diaforético, digestivo, diurético,
antipirético, laxante, rubefaciente (SRINIVASAN, 2007).

3.1.2. Piperina

A pimenta-do-reino, também conhecida como pimenta preta, é famosa como
a ‘rainha” das especiarias devido a presenga de um alcaléide - a piperina -
responsavel pela sua qualidade pungente (VASAVIRAMA; UPENDER, 2014).

A piperina €& encontrada nos frutos e raizes de Piper
nigrum (pimenta preta) e Piper longum (pimenta longa). Ela é um componente
importante na oleorresina dessas pimentas, ajuda a aumentar a absorcdo e a
biodisponibilidade de outros compostos bioativos (DUANGJAI et al., 2012).

Tal oleorresina tem muitas aplicacdes em alimentos, cosméticos e farmacia
(SOVOVA et al., 1995; PERAKIS; LOULI; MAGOULAS, 2005; VASAVIRAMA,;
UPENDER, 2014).

Bhardwaj et al. (2007) mostraram que a piperina pode conter propriedades
antibacteriana e antialérgica, e aumentar dramaticamente a absorcdo de selénio,

vitamina B e 3-caroteno assim como outros nutrientes.



3.1.3. Aspectos gerais

A pimenta preta (Piper nigrum L.) € uma espécie perene, semi-lenhosa e
trepadeira. O género Piper pertence a classe das Dicotiledoneas, ordem Piperales e
familia Piperacea. Quando maduro seu fruto possui de 4 a 6 mm de diametro e a
casca adquire coloracao avermelhada (EMBRAPA, 2004).

Originaria da Asia é uma especiaria altamente valorizada em todo o mundo.
Devido ao seu sabor Unico, é frequentemente utilizada como condimento alimentar,
e é utilizada especialmente no preparo e processamento de alimentos (BONTEMPO,
2007).

Por ser uma planta de regido tropical, necessita de temperatura e umidade altas
para seu desenvolvimento, exigindo temperaturas entre 23°C e 28°C, e precipitacao
pluviométrica anual acima de 1.500 mm, bem distribuida e com periodo seco bem
definido, de dois a trés meses, para proporcionar maturagdo uniforme dos frutos,
aumento de producao e melhoria na qualidade dos frutos (MAPA, 2011).

Embora as cultivares de pimenta preta ndo apresentem resisténcia a doencas, é
importante diversificar no campo, evitando a uniformidade genética com a utilizagédo
de uma dUnica cultivar. As principais utilizadas pelos produtores no Brasil séo:
Cingapura, Guajarina, Bragantina, APRA, Kuthiravally, Kottanadan-1, lacara-1
(LEMOS; TREMACOLDI; POLTRONIERI, 2014).

3.1.4. Producéo

3.1.4.1. Tutoramento

A pimenteira por ser uma planta trepadeira necessita de suportes (tutores)
para seu crescimento e desenvolvimento. Estes tutores podem ser mortos ou Vivos.
Usualmente sdo utilizadas estacas de madeira como tutores mortos, medindo por
volta de 3 m. Estas estacas sdo normalmente de madeira-de-lei, resistentes ao
apodrecimento (EMBRAPA, 2004).

A utilizacdo de tutores vivos vem utilizando a gliricidia (Gliricidia sepium)
como uma alternativa mais sustentavel. Neste sistema a poda é feita anualmente

para evitar sombreamento e crescimento excessivo da pimenteira. Este método de



cultivo das pimentas pretas possibilita maior sustentabilidade econbmica e
ecoldgica, reduzindo assim o uso de tutor de madeira, e consequentemente
diminuindo a pressédo sobre o desmatamento das florestas (LEMOS; TREMACOLDI,;
POLTRONIERI, 2014).

Figura 1. A. Cultivo de pimenta-do-reino (INCAPER, 2014). B. Espiga de pimenta-do-reino com 0s
frutos ainda imaturos (FILGUEIRA, 2014).

3.1.4.2. Fusariose em pimenta preta

7

A fusariose é a principal doenca fitossanitaria na pipericultura no Brasil. E
causada pelo fungo Nectria haematococca f. sp. piperis (fase teleomorfica) e
Fusarium solani f. sp. piperis (fase anamorfica) (SILVA; NETO; SILVA, 2011).

A doenca pode reduzir a vida util da planta em média de 12 para 7 ou 6 anos,
diminuindo a producdo e podendo levar um pimental inteiro a morte em pouco
tempo, pois dissemina-se rapidamente entre as plantas (LEMOS; TREMACOLDI,
POLTRONIERI, 2014).

3.1.4.3. Colheita

No Para a colheita é feita entre os meses de junho e novembro e no Espirito
Santo e Bahia é feita durante praticamente o ano todo. A colheita € manual e as
espigas sdo colocadas em cestas ou sacolas de pano pelos trabalhadores. No ato
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da colheita o solo ao redor da pimenteira é coberto com lona ou plastico previamente
higienizados, para evitar que os grdos caiam no solo e sejam contaminados. E
recomendavel higienizar sempre as cestas de transporte das pimentas antes da
préoxima colheita para evitar riscos de contaminacéao. Além disso, é muito importante
impedir que excretas humanos ou animais possam ser introduzidos nos momentos

da colheita, secagem e armazenamento (EMBRAPA, 2004).

3.1.4.4. Beneficiamento

O tipo de pimenta obtido a partir de Piper nigrum L. vai depender da
maturacdo do fruto e do beneficiamento realizado. Dessa forma, pode-se alcancar 4
diferentes tipos de pimenta-do-reino: verde, preta, vermelha e branca.

Para obtencdo da pimenta verde, a colheita é feita quando os frutos, ainda
verdes, atingiram apenas dois tercos do desenvolvimento. Os frutos sao retirados
das espigas, manualmente ou em pequenas debulhadoras, conservados e
comercializados em salmouras a vacuo (DUARTE et al., 2006).

Para a obtencdo da pimenta preta os frutos sdo colhidos semimaduros. Sao
secos ao sol em torno de 3 a 6 dias. Para alcancar uma secagem homogénea, a
pimenta deve ser revolvida até os grdos atingirem a umidade recomendada. A
European Spice Association (ESA, 2015) recomenda uma umidade dos grdos de
<12%. Depois da secagem, o0os grados passam por ventilacdo para eliminar as
impurezas e 0s graos chochos, e em seguida, sdo peneirados, classificados e
padronizados (LEMOS; TREMACOLDI; POLTRONIERI, 2014).

Para obtencdo da pimenta vermelha a colheita é feita ap6s a maturacao
completa, quando a casca apresenta coloracdo avermelhada e textura lisa. E
vendida fresca e seca ou em conserva (MAPA, 2006).

A pimenta branca é obtida a partir da vermelha, na qual a colheita € feita apds
a maturacdo completa, quando a casca apresenta coloracdo avermelhada. Os gréaos
sdo colocados em tanques com agua por um periodo de 15 a 30 dias para amolecer
e desprender as cascas (a agua dos tanques € trocada de 3 em 3 dias). A agua é
drenada e em seguida € realizada a secagem dos grdos, que é feita ao sol, por

cerca de 3 dias, com 0 objetivo de preservar o aroma e a cor clara. Assim como a



pimenta preta, a pimenta branca também passa por ventilacdo, peneiragem,
classificacéo e padronizacdo (EMBRAPA, 2004).

3.1.4.5. Secagem da pimenta preta

O intuito da secagem é de reduzir a umidade dos graos, promovendo melhor
qualidade do produto final, considerando que € uma etapa critica na qual pode haver
grande contaminacédo (DUARTE; ALBUQUERQUE, 2005).

O sistema de secagem mais comum é a céu aberto em terreiros durante 3 a 6
dias, onde a pimenta-do-reino € espalhada em lonas plasticas, ndo sendo
recomendada a secagem diretamente no chdo. Nesta etapa existe o risco de
contaminagao do produto por coliformes termotolerantes e Salmonella spp. por meio
de material fecal e urina de animais domeésticos e silvestres, que podem ter acesso
ao local. Neste caso, recomenda-se cercar a area para evitar a circulacdo de
animais. Na secagem, os graos sao regularmente revolvidos durante o dia, cobertos
durante a noite e protegidos da chuva e orvalho. E importante que as pessoas que
trabalham no processo de secagem pratiquem bons habitos de higiene e nao
circulem sobre a lona e os grdos com calcados ndo higienizados (DUARTE et al.,
2006; PICCOLO, 2014).

Uma alternativa para diminuir o risco de contaminacédo é a utilizacdo de jirau
para a secagem. E uma armacdo em rede suspensa que evita o contato dos graos
com o0s pés ou calcados dos trabalhadores e dificulta 0 acesso de animais. Também
podem ser utilizados secadores mecanicos movidos a lenha, com mecanismo de
rotacdo horizontal ou vertical, com temperatura que atinge 70°C durante 8 a 10
horas. Além de secadores a diesel e elétricos (EMBRAPA, 2004).

3.1.4.6. Armazenamento

Apoés a secagem, o produto € ensacado (normalmente em sacos de polipropileno
de 50 kg), armazenado em local fechado e ventilado, preferencialmente em
armazeéns de alvenaria, evitando o reumedecimento para prolongar a conservacao,

podendo permanecer nessas condi¢bes por mais de 1 ano (LEMOS; TREMACOLDI,



POLTRONIERI, 2014). A European Spice Association (ESA, 2015) recomenda
umidade dos graos <12% (ESA, 2015).

E importante evitar o acesso de animais domésticos e selvagens nos locais de
armazenamento (e.g., gatos, caes, aves, morcegos e roedores) (DUARTE;
ALBUQUERQUE, 2005).

O excesso de umidade acelera os processos oxidativos que conduzem ao
envelhecimento e consequentemente a deterioracdo dos graos, podendo atrair
animais gue encontram acesso aos armazéns quando ndo sdo completamente
fechados, tornando-se vetores de contaminagdo fungica e bacteriana do produto
(PICCOLO, 2014). A ESA considera seguro o limite de atividade de agua dos gréaos
de 0,65 (ESA, 2015).

As etapas de colheita, secagem e armazenamento sdo criticas, pois a
temperatura, o teor de agua do alimento e umidade relativa do ar podem deteriorar o
produto, favorecendo o desenvolvimento de fungos e consequentemente a produgao
de micotoxinas. O produto pode ainda ser contaminado por residuos de agrotoxicos
gue podem se acumular nos graos quando sao aplicados sem a observacdo do
periodo de caréncia das substancias (DUARTE; ALBUQUERQUE, 2005; PICCOLO,
2014).

3.1.4.7. Comercializacédo

A pimenta preta que é padronizada e classificada e que atende as normas
vigentes de qualidade e sanidade torna-se um produto mais competitivo no mercado
(EMBRAPA, 2004).

Dentre os parametros microbioldgicos, 0s micro-organismos a serem
monitorados sdo Salmonella spp. e o grupo dos coliformes termotolerantes. De
acordo com a resolucdo da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) RDC
12/2001, a pimenta preta ndo pode estar contaminada com Salmonela spp.
(ANVISA, 2001). Também é proibida a comercializacdo de lotes com mais de 2% de
graos mofados (MAPA, 2006).

Os lotes contaminados com aflatoxinas ou agrotéxicos também sao
descartados (DUARTE; ALBUQUERQUE, 2005).



A padronizagao e classificagdo séo feitas com base na Lei n° 9.972/2000 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) que institui a
classificacdo de produtos vegetais, subprodutos e residuos de valor econdémico, para
fins de comercializacdo (MAPA, 2000).

O Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) classifica a
pimenta-do-reino em 3 tipos ("Brasil Asta", "Brasil 1" e "Brasil 2") de acordo com a
Instrucdo Normativa n°® 10, de 15 de Maio de 2006, que estabelece o Padrdo de
Identidade e Qualidade (PIQ) da Pimenta-do-reino (MAPA, 2006).

Essas classificacdes levam em consideracao alguns fatores de qualidade, os
principais que diferem um tipo das outras sdo: impurezas e matérias estranhas,
graos chochos, grdos mofados e densidade minima. Em ordem crescente dos
fatores e porcentagem de presenca, € feita a denominacdo da qualidade das
pimentas. As industrias fazem a selecdo e separacdo dos grdos da seguinte
maneira: dentro da classe de pimenta preta, o tipo "Brasil Asta” € a mais pura que se
pode encontrar no mercado, sdo pimentas selecionadas e que apresentam a casca
mais lisa; a "Brasil 1" possui mais grdos chochos e matéria estranha quando
comparada a anterior, esteticamente tem sua casca com algumas partes enrugadas;
e a "Brasil 2" apresenta grdos pequenos em relacdo as demais, casca enrugada, e
qualidade inferior pois sdo as que apresentam maior quantidade de gréos chochos e
impurezas (praticamente ndo sdo comercializadas no Brasil) (MAPA, 2006).

Outro aspecto importante para garantir a qualidade da pimenta pelas
industrias é o uso de processos de descontaminacdo como irradiacédo e ozonizacao.

Alguns estudos mostraram os efeitos da radiacdo gama sobre Aspergillus e
aflatoxinas e ocratoxina A.

Qumer et al. (2012) avaliou trés hibridos de pimenta (Red Sky, Maha, e
Maravilha King). As contagens de Aspergillus foram reduzidas em 93 e 97%, em
doses de 2 e 4 kGy, respectivamente. Uma dose de radiacdo de 6 kGy eliminou
completamente a populacao total de bolores e fungos Aspergillus, porém os niveis
de aflatoxinas foram pouco afetados na mesma dose (reducéo de 6%).

Outro estudo demonstrou que a redugéo nos niveis de ocratoxina A (OTA) e
aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 em pimenta preta, em doses de radiacdo de 60kGy,
foram capazes de destruir 52%, 43%, 24%, 40% e 36% de OTA, AFB1, AFB2, AFG1
e AFG2, respectivamente (JALILI; JINAP; NORANIZAN, 2010).
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Pesquisas também mostram os efeitos do uso de ozbnio sobre fungos
filamentosos e leveduras.

Zhao e Cranston (1995) estudaram o uso do ozbnio para descontaminar
pimentas pretas. A populacdo de Penicilium spp. foi reduzida em mais de 3 ndmeros
de log apds tratamento com ar ozonizado durante 40 min., enquanto a populacéo de
Aspergillus spp. foi reduzida em mais de 4 niumeros de log apds tratamento por 10
min.

Restaino et al. (1995) estudaram a eficacia da agua ozonizada contra micro-
organismos alimentares. Cerca de 4,5 unidades log de células de Candida albicans
e Zygosaccharomyces bailii por ml foram destruidas instantaneamente em agua
ozonizada, enquanto que menos de 1 unidade logaritmica de esporos de Aspergillus
niger por ml foram destruidas apés uma exposicao de 5 min.

3.1.5. Cenéario econdmico

A pimenta preta apresenta grande produtividade e € um dos condimentos mais
valorizados no mundo apresentando grande valor econémico, permitindo que a
atividade desenvolvida pelos pipericultores proporcione alta rentabilidade (LIMA et
al., 2010).

A espécie de pimenta preta (Piper nigrum L.) se estabeleceu como cultivo
nacional apds a introducdo da cultivar Cingapura, pelos imigrantes japoneses em
1933, no estado do Para. Até a década de 40, embora produzisse pimenta-do-reino,
o Brasil importava parte do que consumia, tornando-se autossuficiente em 1950
(DESER, 2008).

Nos anos de 1980 a 1983, o Brasil se destacou na producéo de pimenta preta, se
tornando o pais que mais produziu pimenta preta em todo o mundo, e nos anos de
1980 a 1982 e em 1984, alcancou a posicdo de maior exportador mundial de
pimenta preta, gracas a producao paraense (HOMMA, 2008). Porém, apés 1984
houve uma queda na producéo e o Brasil encontra-se na quarta posicao entre 0s
maiores produtores mundiais de pimenta preta (FAO, 2014).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE (2016), no
ano de 2016 a éarea cultivada no Brasil com pimenta-do-reino foi de 37.915 hectares
e a producédo atingiu 52.794 toneladas. O consumo no Brasil em 2013 foi de 5.000
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toneladas de pimentas brancas e pretas (IPC, 2014). Os Estados do Para (65,6%),
Espirito Santo (24,2%) e Bahia (8,5%) concentram a maior parte da producéo
nacional (IBGE, 2016). Sendo que o Espirito Santo apresenta o cultivo mais
tecnificado, com mais de 80 % da area cultivada sob sistema de irrigacdo, o que
propicia maior produtividade, quando relacionado com o0s outros 2 estados
(LOURINHO, 2014).

No Para, existem areas plantadas com pimenta preta em quase todas as
regides do Estado. Sendo que os principais municipios produtores estéo situados no
nordeste do Estado. As areas de producdo de Espirito Santo se concentram no norte
e da Bahia na regido denominada Baixo sul (EMBRAPA, 2004).

No cenario mundial, o principal produtor de pimenta preta € o Vietna (81.825
toneladas), seguido de Indonésia (75.387 toneladas) e india (60.100 toneladas),
além dos outros paises membros da International Pepper Community — IPC, Brasil,
Malédsia e Sri Lanka, portanto o Brasil se destaca por ser o maior produtor ndo-
asiatico (IPC, 2004, FAO, 2014). De acordo com a IPC (2014), em 2013 o Brasil
exportou 37.940 toneladas de pimenta, com 33% destinado aos Estados Unidos,
porém a maior exportacao registrada foi em 2004, com 40.530 toneladas.

Os maiores importadores da pimenta brasileira sdo os Estados Unidos, Holanda,
Argentina, Alemanha, Espanha, México e Franca (IPC, 2011).

O consumo de pimenta preta na india e no Sri Lanka é de 1,5 g/dia/pessoa e
1,13 g/dia/pessoa, respectivamente. Na Tailandia, Estados Unidos e Unido Europeia
0 consumo de especiarias é de 14,7 g/dia/pessoa, 4 g/dia/pessoa e 0,5
g/dia/pessoa, respectivamente (YOGENDRARAJAH, 2014). Ja no Brasil o consumo

€ menor, com uma estimativa de 0,06 g/dia/pessoa (IPC, 2014).

3.1.6. Lei de Incentivo a Qualidade

A Assembleia Legislativa do Espirito Santo com a Lei N° 10.582, de 11 de
outubro de 2016, instituiu a Politica Estadual de Incentivo & Producdo de Pimenta-
do-Reino (pimenta preta) de Qualidade, com o objetivo de elevar o padrédo de
qualidade da pimenta preta produzida no Brasil e nortear o aprimoramento da

atividade, possibilitando aos pipericultores do Espirito Santo oferecer ao mercado
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um produto reconhecido internacionalmente como de qualidade superior (ESPIRITO
SANTO, 2016).

3.2. Principais fatores que influenciam o crescimento de fungos e
producdo de micotoxinas

Os fungos estéo largamente distribuidos nos solos, plantas, matéria organica em
decomposicao, agua, ar e poeira. Logo, produtos de origem animal e vegetal podem
tornar-se contaminados com uma extensa variedade de espécies fungicas (PRADO
et al., 2008).

Diversos fatores influenciam o desenvolvimento de fungos e a producédo de
micotoxinas em alimentos, sendo a temperatura e a atividade de &gua dois
parametros fundamentais neste processo (PITT; HOCKING, 2009). Isso pode
acontecer com muitos condimentos que sao produzidos em paises de clima tropical,
pois apresentam elevados indices de temperatura, umidade e pluviosidade. Além
disso, os condimentos comumente permanecem no solo para secagem a
temperatura ambiente, onde as condi¢des climaticas favorecem o desenvolvimento

de fungos toxigénicos e a producdo de micotoxinas (PRADO et al., 2008).

3.3. Género Aspergillus

Espécies de Aspergillus estdo entre os fungos mais abundantes em todo o
mundo. Eles ndo sdo muito seletivos no que diz respeito as condi¢cbes de
crescimento abidticas. Por exemplo, eles podem crescer numa ampla faixa de
temperatura (6-55°C) e muitas espécies sao xerofilicas, capazes de crescer em
baixa atividade de &agua (aw < 0,85). Aspergillus penicilloides, um dos fungos
comumente isolados de pimenta preta, € uma das espécies mais xerofilicas
existentes (WILLIAMS; HALLSWORTH, 2009). As espécies de Aspergillus utilizam
uma grande variedade de substratos, incluindo fezes de animais e tecidos humanos.
A disseminacdo dos Aspergillus também é explicada pela sua dispersao eficaz. Os
esporos deste género estdo entre as estruturas fungicas mais dominantes no ar,

dispersando-se a curtas e longas distédncias (BENNETT, 2010).
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As colbnias de Aspergillus geralmente crescem rapido, apresentam diversidade
na coloragéo, variando de branca, rosa, amarela, castanha, preta e tons de verde, e
normalmente apresentam muitos conidioforos (ndo ramificados) com vesicula na
extremidade, que sdo estruturas de frutificacdo. As fidlides nascem diretamente nas
vesiculas (uniseriado) ou nas métulas (biseriado). A vesicula, as fidlides, a métula
(se presente) e os conidios formam a cabeca conidial. Os conidios, também
conhecidos como esporos mitéticos, podem apresentar formas diferentes e
ornamentos e podem ser hialinos ou pigmentados. Todas estas caracteristicas sado
importantes para a identificacdo das espécies (SAMSON, et al., 2010).

O género Aspergillus ndo é apenas conhecido por ser sapréfito (PAWAR et al.,
2008). Muitas espécies deste género também séo patdégenos oportunistas, podendo
invadir individuos com um sistema imunologico comprometido (PITT, 1994;
BRAKHAGE, 2005). Aspergillus (A. fumigatus, e, em menor frequéncia as espécies
A. flavus, A. niger, A. terreus e A. nidulans) podem causar aspergilose invasiva
(envolvendo varios sistemas e 6rgdos), particularmente aspergiloma pulmonar
invasivo, e aspergilose broncopulmonar alérgica (STEVENS et al., 2000).

Algumas espécies sao conhecidas e importantes por serem capazes de produzir

micotoxinas, dentre estas, aflatoxinas e ocratoxina A.

3.4. Micotoxinas

As micotoxinas sdo metabdlitos secundéarios téxicos, que podem apresentar
atividade mutagénica, carcinogénica e teratogénica, sintetizados, ainda que nao
exclusivamente, no final da fase de crescimento exponencial de alguns fungos
(IARC, 2002).

Elas podem estar amplamente presentes nos alimentos e seus derivados,
constituindo-se em um sério problema de saude publica (BENNET; KLICH, 2003).

3.4.1. Micotoxicoses

Micotoxicoses como todas as sindromes toxicologicas, podem ser categorizadas
como aguda ou cronica. A toxicidade aguda geralmente tem um inicio rapido e uma

reacdo toxica Obvia, enquanto que a toxicidade cronica caracteriza-se por exposi¢ao
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de baixa dose ao longo de um longo periodo de tempo, resultando em cancer e
outros efeitos geralmente irreversiveis (ZAIN, 2011). Antes da descoberta e
aplicacdo das préticas modernas de moagem, espécies de Fusarium foram
implicados em varios surtos de micotoxicoses humanos. Cereais contaminados com
F. sporitrichoides e F. poae foram implicados em aleucia toxica alimentar na Russia
a partir de 1932 para 1947. Os sintomas incluiam hiperemia da membrana mucosa,
dor esofégica, laringite, asfixia, gastroenterite, e vertigem (LEWIS et al., 2005).

Os efeitos das micotoxinas em animais de companhia sdo graves e podem
conduzir a morte. Um exemplo, tal como acontece com outras espécies, o0 rim é o
orgao alvo priméario da OTA em cées e gatos. Em um estudo com cées, a ansiedade
e vomitos foram observados a uma dose de OTA de 0,2 mg/kg no alimento. Com
doses entre 0,2 e 3,0 mg/kg no alimento, sintomas de intoxicacdo em caes incluiram
anorexia, polidipsia, polidria, ansiedade, prostracdo, e morte. Os achados de
necropsia incluiram a degeneracdo do epitélio (tubulos proximais), enterite muco
hemorragica (ceco, célon e reto) e a necrose dos tecidos linfoides (baco, amigdalas,

timo, e nddulos linfaticos periféricos) (ZAIN, 2011).

3.4.2. Aflatoxinas

As aflatoxinas se destacam entre as micotoxinas, foram as primeiras a serem
descobertas e sdo as substancias mais carcinogénicas, mutagénicas e teratogénicas
encontradas naturalmente em alimentos e ragdes (IARC, 2002).

Elas sdo produzidas durante o metabolismo secundéario principalmente das
espécies Aspergillus flavus e A. parasiticus (KURTZMAN; HORN; HESSELTINE,
1987), e também as espécies A. nomius, A. bombycis, A. pseudotamari e
A.ochraceoroseus tém se mostrado aflatoxigénicas (KURTZMAN; HORN;
HESSELTINE, 1987; PETERSON et al., 2001). Com excec¢do de A. flavus e A.
parasiticus, as demais espécies mencionadas ocorrem com pouca frequéncia na
natureza (FREIRE et al., 2007).

As principais aflatoxinas sdo denominadas B1, B2, G1 e G2 baseadas em
suas fluorescéncias sob a luz ultravioleta (B = Blue = azul e G = Green = verde) e
relativa mobilidade cromatografica durante cromatografia de camada delgada

(FREIRE et al.,, 2007). A aflatoxina B1 € um dos mais potentes carcin6bgenos
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naturais conhecidos e é usualmente a principal aflatoxina produzida por cepas
toxigénicas (BENNET; KLICH, 2003).

As aflatoxinas foram consideradas pela International Agency for Research on
Cancer — IARC (2002) como pertencentes a classe 1, sendo um composto
carcindgeno para humanos. A aflatoxina B1 apresentou valores de DL50 variando de
0,3 a 9,0 mg/kg de peso corpéreo (KHOURY et al., 2008).

3.4.3. Ocratoxina A

A ocratoxina A foi isolada originalmente como um metabdlito a partir de uma
cepa de Aspergillus ochraceus em 1965, mas nem todos os isolados da espécie sao
capazes de produzi-la. Além de Aspergillus ochraceus, Aspergillus cretensis, A.
flocculosus, A. pseudoelegans, A. roseoglobulosus, A. westerdijkiae, A. sulphureus,
Neopetromyces muricatus, A. sclerotiorum, A. melleus, A. ostianus, A. petrakii, A.
persii, A. carbonarius, A. niger, Penicillium nordicum e P. verrucosum também séo
produtores de ocratoxina A (PITT, 1987; ABARCA et al., 1994; PITT, 2000;
LARSEN; SVENDSEN; SMEDSGAARD, 2001; FRISVAD et al., 2004; SAMSON et
al., 2010). Como Aspergillus niger € uma espécie utilizada amplamente na industria,
para a producdo de enzimas e acido citrico para o consumo humano, é importante
se certificar que os isolados industriais ndo sejam produtores de ocratoxina A
(FREIRE et al., 2007; TEREN et al., 1996).

A ocratoxina A é um importante metabdlito nefrotoxico e nefrocarcind6geno
(LARSEN; SVENDSEN; SMEDSGAARD, 2001), considerada um potente
cancerigeno em ratos e camundongos (POHLAND, 1993). E classificada pela IARC
(1993) como um possivel cancerigeno humano (categoria 2B).

A OTA pode contaminar uma variedade de produtos vegetais e animais podendo
ser encontrada em graos de cereais armazenados, principalmente em paises de
clima temperado. Como uma nefrotoxina, ela tem sido de particular importancia para
a industrias de aves e suinos. Os residuos de OTA podem ser introduzidos no corpo
humano pela cadeia alimentar através do sangue e produtos a base de carne
(HOLMBERG et al.,, 1991; ABARCA et al, 1994). A ocratoxina A pode ser
encontrada no leite humano e em amostras de sangue (BREITHOLTZ-
EMANUELSSON et al., 1993).
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O JECFA (The Joint WHO/FAO Expert Committee on Food Additives) reavaliou a
ocratoxina A na sua 442 reunido em 1995, e reconfirmou a Dose Semanal Toleravel
Provisodria (Provisional Tolerable Weekly Intake - PTWI) estabelecido na 37a reuniao
de 100 ng/kg peso corpdreo para essa micotoxina, o que corresponde a 14 ng/kg
peso corporeo por dia. A avaliagdo baseou-se no nivel mais baixo de efeito adverso
observado para lesdo renal de suinos. Nado foi observado nivel sem efeito. A
Comisséo Europeia Scientific Committee for Food (SCF) reavaliou seus dados e em
1998 concluiu que seria prudente reduzir a exposi¢cado a OTA, tanto quanto possivel,
garantindo que a exposicdo seja para a extremidade inferior do intervalo de doses
diarias admissiveis de 1,2 a 14 ng/kg peso corporeo (CODEX ALIMENTARIUS
COMMISSION, 1998).

3.4.4. Legislagao brasileira

A Resolucdo RDC N° 7, de 18 de Fevereiro de 2011 dispde sobre os Limites
Méaximos Tolerados (LMT) para micotoxinas em alimentos prontos para o consumo.
Os LMT referem-se aos resultados obtidos por metodologias que atendem aos
critérios de desempenho estabelecidos pelo Codex Alimentarius. Este Regulamento
aplica-se as empresas que importam, produzem, distribuem e comercializam
diferentes categorias de bebidas, alimentos e matérias-primas. Em relacdo a
categoria de alimento “especiarias” os LMT sao de 20ug/kg para aflatoxinas B1, B2,
G1 e G2; e de 30ug/kg para ocratoxina A (BRASIL, 2011).

Nesta categoria “especiarias” incluem-se: Capsicum spp. (o fruto seco, inteiro ou
triturado, incluindo pimentas, pimenta em po, pimenta de caiena e pimentdo-doce);
Piper spp. (o fruto, incluindo a pimenta branca e a pimenta preta); e misturas de
especiarias que contenham uma ou mais das especiarias acima indicadas (BRASIL,
2011).

A Resolucédo ainda determina que os niveis de micotoxinas devam ser tdo baixos
guanto razoavelmente possivel (as low as reasonably achievable - ALARA), devendo
ser aplicadas as melhores praticas e tecnologias na produgcdo, manipulacao,
armazenamento, processamento e embalagem, de forma a evitar que um alimento

contaminado seja comercializado ou consumido.
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3.4.5. Legislacgao internacional

Os limites para aflatoxinas estabelecidos na Unido Europeia sdo de 5 pg/kg
para aflatoxina B1 e 10 pg/kg para aflatoxinas totais em pimentas pretas (EC, 2010).
O limite da Unido Europeia é de 15,0 pg/kg de OTA em pimenta preta (EC, 2015).

O Vietna, o maior produtor mundial, segue os mesmos limites da Uni&o
Europeia para aflatoxinas totais e aflatoxina B1, porém para OTA adota um limite de
30 ug/kg, como no Brasil (USDA, 2013).

3.5. Ocorréncia de fungos e micotoxinas em pimenta preta

Sabe-se que a pimenta preta € um substrato suscetivel ao crescimento de fungos
e subsequente producao de micotoxinas (JESWAL; KUMAR, 2015).

Muitas especiarias sdo expostas a contaminacdes flngicas e seus metabdlitos
toxicos em varios estagios da producdo. Embora a presenca dos fungos néo
necessariamente signifigue que as micotoxinas também estardo presentes (BARUG,
2004).

A micobiota da pimenta preta foi descrita por Flannigan e Hui (1976) e
compreendida por: A. flavus, A. glaucus, A. niger, A. nidulans, A. versicolor,
Penicillium spp., Mucor e Rhizopus. A. flavus foi predominante contaminando 70%
das amostras e 29% das cepas produziam aflatoxinas.

Outros estudos relatam como contaminantes de especiarias 0s bolores
Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Eurotium, Cladosporium, Trichoderma, Mucor e
Stachybotrys (FREIRE et al., 2000; BOKHARI, 2007; HASHEM; ALAMRI, 2010).
Entre estes, as espécies do género Aspergillus sdo os fungos mais abundantes no
Brasil e em paises de clima tropical (WILLIAMS, HALLSWORTH, 2009) e a maioria
de suas espécies € capaz de produzir metabdlitos secundéarios toxicos. Os
Aspergillus section Flavi sdo importantes produtores de aflatoxinas em matrizes que
eles invadem e colonizam (ATEHNKENG et al., 2008). A. flavus é o fungo
predominante em amostras de pimenta em varios estudos realizados (FLANNIGAN;
HUI, 1976; SEENAPPA; STOBBS; KEMPTON, 1980; BANERJEE, 1993; PATEL et
al., 1996, EZEKIEL, 2013).
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Gatti et al. (2003) analisaram 115 amostras de pimentas pretas secas
fornecidas diretamente dos produtores do Pard e Espirito Santo. Um total de 497
cepas de nove géneros foram isoladas e identificadas. As espécies predominantes
(frequéncia de ocorréncia) pertenciam aos géneros Aspergillus (53,5%), seguido por
Eurotium (24,5%), Rhizopus (12,3%) e Penicilium (3,2%), entre outros. As
frequéncias de ocorréncia das espécies de Eurotium spp. foram E. chevalieri
(16,5%), E. rubrum (6,0%) e E. amstelodami (3,9%). A secao predominante foi
Aspergillus section Flavi (25,1%) seguida de Nigri (15,7%). A espécie prevalente na
secdo Flavi foi Aspergillus flavus (14,6% de frequéncia de ocorréncia). Aspergillus
niger, A. ochraceus e A. parasiticus apresentaram baixa frequéncia de ocorréncia,
de 8,4%, 4,2% e 1,1%, respectivamente. De 56 cepas de A. flavus, 13 (23,21%)
foram produtoras de aflatoxinas e de 16 cepas de A. ochraceus, 2 (12,5%) foram
produtoras de OTA.

Outro estudo analisou 10 amostras de pimenta preta e A. flavus também foi
predominante com 43,8% de média de porcentagem de infeccdo, seguido de A.
niger com 16,2% (FREIRE et al., 2000).

A maioria dos estudos de contaminacdo de pimenta preta por aflatoxinas
apresenta alta porcentagem de amostras positivas para aflatoxinas, variando de
27% a 75%, com niveis de contaminacdo de 0,3 a 6,6 ug/kg (BIRCAN, 2005;
FAZEKAS; TAR; KOVACZ, 2005; FERREIRA; MENDES; OLIVEIRA., 2007;
KURSUN; MUTLU, 2010; OZBEY; KABAK, 2012).

Estudos também tém sido conduzidos sobre a ocorréncia de ocratoxina A em
especiarias e a maior parte das pesquisas esta concentrada em alguns paises
asiaticos como india, Vietnd, Indonésia, Malasia e Sri Lanka. A maioria destes
estudos em pimenta preta apresenta uma porcentagem de amostras positivas para
OTA variando de 17,4% a 75% e com uma variacdo de contaminacao de 0,07 a
13,58 pg/kg (JALILI; JINAP; NORANIZAN, 2010; OZBEY; KABAK, 2012; RAMESH,;
JAYAGOUDAR, 2014; JALILI, 2016; KABAK; DOBSON, 2017).

Podemos observar que todas estas amostras analisadas encontram-se dentro
dos limites estabelecidos na legislacdo nacional e internacional. Porém um estudo
revelou maiores niveis de contaminagcdo. Jeswal e Kumar (2015), entre outras
especiarias, analisaram 42 amostras de pimenta preta e 32 delas estavam

contaminadas com aflatoxinas com uma média de 185 ng/g e variacdo de néo
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detectado a 500 ng/g. No mesmo estudo foi relatado que 33 amostras estavam
contaminadas com ocratoxina A com média de 154,1 ng/g e uma variacdo de néo
detectado a 400 ng/g, constituindo-se em um sério problema de saude publica.
Aspergillus flavus foi o fungo predominante com porcentagem de incidéncia de
28,3%. Dentre estes isolados 45,4% foram produtores de aflatoxinas. Aspergillus
niger foi a segunda espécie mais abundante, com incidéncia de 19,6% (ndo foi
testado quanto a producao de micotoxinas). A. ochraceus apresentou incidéncia de
10%, e 45% deles produziram ocratoxina A.

Yogendrarajah (2014) também encontrou niveis elevados de contaminacdo ao
analisar 82 amostras de pimenta preta. A ocorréncia de aflatoxinas totais variou de
nao detectado a 25,2 pg/kg (média de 10,3 pg/kg), aflatoxina B1 de ndo detectado a
17,3 pug/kg (média de 9,1 pg/kg) e ocratoxina A de ndo detectado a 79 ug/kg (média
de 30,9 ug/kg). No total, 63% das amostras foram contaminadas com pelo menos
uma micotoxina, e 29 (76,3%) cepas de Aspergillus flavus e A. parasiticus
produziram aflatoxina do grupo B, enquanto que apenas 9 (23,7%) produziram
aflatoxinas dos grupos B e G. Os fungos Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus,
Aspergillus niger e Penicillium spp. foram os mais dominantes, apenas 3% das
amostras estavam livres de qualquer contaminacdo fangica. No total, 73% das
amostras estavam contaminadas com A. flavus e/ou A. parasiticus (A. flavus e A.
parasiticus foram contados em conjunto) com contagens até 4,29 x 10* UFC/g. A
frequéncia de ocorréncia de A. niger foi de 62% com contagens até 1,3 x 10° UFC/g,
Penicillium spp. foi encontrado em 61% das amostras com contagens até 9,0 x 103
UFC/g e outros Aspergillus spp. encontrados (frequéncia de ocorréncia de 90%)
incluiram, A. terreus, A. tamarii, A. candidus, A. penicilloides, A. sydowii e A.
fumigatus, com contagens até 6,6 x 10* UFC/g.
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Capitulo 1

Micobiota de pimenta preta (Piper nigrum L.)

comercializada no Brasil

21



RESUMO

Este trabalho teve por objetivo analisar a micobiota de pimentas pretas
comercializadas no Brasil. Foram analisadas 60 amostras no total, 31 em gréos e 29
em po, sendo 51 a granel e 9 embaladas. Foi utilizado o método de plaqueamento
direto com desinfeccdo da superficie dos grdos e também sem desinfeccéo
superficial dos gréaos, além do método de diluicdo para amostras em po. Foi feito o
isolamento das espécies em diferentes meios de cultura e incubados em diferentes
temperaturas, e a identificagéo foi realizada de acordo com as chaves taxonémicas
especificas. No total foram isolados 2.765 fungos e a pimenta preta apresentou
contaminacgao por 48 espécies ou grupos diferentes de fungos. Os fungos de maior
ocorréncia (médias de contaminacdo com e sem desinfeccdo dos grdos e diluicao,
respectivamente) foram Eurotium chevalieri (16%, 46% e 4,8 x 10° UFCIg),
Aspergillus niger “agregados” (15%, 40,5% e 2,8 x 10° UFC/g), Rhizopus oryzae
(3%, 16% e 2,7 x 10° UFC/g), A. tamarii (4%, 15,7% e 4,4 x 10°> UFC/g) e A. flavus
(3%, 13% e 1,2 x 10° UFC/g). Houve maior média de contaminacéo fingica nas
amostras sem desinfeccao superficial dos gréos (92,1%) em relacdo as amostras
com desinfec¢ao (51,7%).

Palavras-chave: Piper nigrum, fungos, Aspergillus, Eurotium.
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1. INTRODUCAO

Considerada a rainha das especiarias, a pimenta preta (Piper nigrum L.) ou
pimenta-do-reino como é conhecida no Brasil € uma fruta pequena, de formato
arredondado, menor que uma ervilha. As varias maturagfes dos gréos oriundos da
Piper nigrum L. ddo origem a pimenta verde (ndo madura), pimenta preta
(semimadura e seca) e pimenta vermelha (madura). A pimenta branca origina-se da
vermelha apds lavagem, descascamento e secagem. O principio ativo mais
importante deste género é a piperina, responsavel por sua pungéncia (EMBRAPA,
2004).

A pimenta preta é rica em diversos minerais, vitaminas, lipideos e proteinas.
Pode ser usada inteira ou moida, combina bem com quase todos os tipos de pratos
(BONTEMPO, 2007).

A pimenta preta contém Oleo essencial que tem algumas propriedades
antifangicas (DEANS; RITCHIE, 1987; ILONDU; ILOH, 2007). Porém, as condi¢cdes
abidticas, como secagem ao sol e préaticas de armazenamento poderiam degradar
estes 6leos essenciais, diminuindo assim sua propriedade antifungica (BIANCHI et
al., 1997).

Dessa maneira, apesar da pimenta preta conter algumas substancias que sao
ativas contra varios fungos, estudos mostraram que esse produto pode estar
contaminado com uma grande variedade de fungos e micotoxinas (KABAK;
DOBSON, 2017), especialmente dos géneros Aspergillus, Penicillium, Mucor e
Rhizopus que produzem e liberam muitos esporos (DOMSCH; GAMS; ANDERSON,
1980a; GNONLONFIN et al., 2013).

A colheita da pimenta preta é feita manualmente. Depois de debulhada é
colocada para secar ao sol ou em secadores movidos a lenha, diesel ou elétricos.
Apés a secagem (3 a 6 dias), a pimenta € ventilada para eliminacdo de pedras,
talos, pedacos de ramos, pimenta chocha e folhas secas; e embalada em sacos de
polipropileno de 50 kg (LEMOS; TREMACOLDI; POLTRONIERI, 2014; FRAIFE
FILHO; LEITE; RAMOS, 2015). Durante 0 manuseio e secagem, a pimenta-do-reino
pode ser contaminada por Salmonella spp. e coliformes termotolerantes que tornam

0 produto improprio para consumo in natura (PICCOLO, 2014).
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A secagem € a etapa mais critica, pois o produto permanece exposto ao sol.
Nesta etapa animais domésticos como cdes, gatos, galinhas, suinos; e animais
silvestres, podem contaminar a pimenta com material fecal ou urina. Os préprios
trabalhadores que lidam com a pimenta também podem ser agentes de
contaminagdo ao pisarem no produto durante a secagem e/ou se ndo exercerem
boas préticas de higiene (DUARTE; ALBUQUERQUE, 2005).

A secagem preserva o produto, podendo ser armazenados 0s graos secos em
uma média de 14 meses (maximo de 20 meses) (GNONLONFIN et al., 2013).
Durante o armazenamento € preciso evitar a re-contaminacdo. E recomendado o
uso de armazéns de alvenaria fechados e ventilados (LEMOS; TREMACOLDI;
POLTRONIERI, 2014; FRAIFE FILHO; LEITE; RAMOS, 2015).

Durante o armazenamento o teor de agua dos graos deve ser monitorado. A
European Spice Association (ESA) recomenda uma umidade dos gréos de pimenta
preta de <12% (ESA, 2015). Isso porque 0 excesso de agua acelera 0S processos
oxidativos que conduzem ao envelhecimento, assim como possibilita o crescimento
de microrganismos e a deterioracdo. Deve-se evitar também o acesso dos armazéns
por roedores, morcegos e répteis, que agem como vetores de contaminacdo por
micro-organismos. Os armazéns devem ser mantidos adequadamente fechados
para evitar esse problema (PICCOLO, 2014).

Os alimentos geralmente associados a presenca de fungos e micotoxinas -
compostos téxicos que podem ser produzidos por algumas espécies de fungos -,
sao os graos armazenados. A contaminacdo pode ocorrer durante a germinagéo do
gréo e crescimento da planta, ainda no campo; ou apos a colheita, no processo de
secagem e armazenamento destes produtos (JAYASHREE; SUBRASMANYAM,
2000; SCHATZKI; ONG, 2001; BAYMAN; BAKER; MAHONEY, 2002). A
deterioracdo poés-colheita por fungos filamentosos é uma das mais importantes
ameacas associadas aos produtos alimenticios armazenados em todo o mundo.
Descoloracao, deterioracdo da qualidade, reducao em valor comercial e producédo de
micotoxinas tém sido associadas a alimentos contaminados com fungos
filamentosos (GNONLONFIN et al., 2013).

Estudos revelam que muitas especiarias sdo expostas a contaminacao

fungica e seus metabolitos toxicos em varios estagios da producdo (GATTI et al.,
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2003; YOGENDRARAJAH et al., 2014; JESWAL; KUMAR, 2015; KABAK; DOBSON,
2017).

A micobiota da pimenta preta foi descrita por Flannigan e Hui (1976) na
Escécia e foi compreendida por: A. flavus, A. glaucus, A. niger, A. nidulans, A.
versicolor, Penicillium spp., Mucor e Rhizopus.

Outros estudos relatam como contaminantes de especiarias 0s bolores
Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Eurotium, Cladosporium, Trichoderma, Mucor e
Stachybotrys (FREIRE; KOZAKIEWICZ; PATERSON, 2000; BOKHARI, 2007,
HASHEM; ALAMRI, 2010). Entre estes, as espécies do género Aspergillus
continuam a ser o maior problema, pois sao os fungos mais abundantes no Brasil e
em paises de clima tropical (WILLIAMS, HALLSWORTH, 2009) e a maioria das
espécies € capaz de produzir metabdlitos toxicos secundéarios. Os Aspergillus
section Flavi sdo importantes produtores de aflatoxinas em matrizes de alimentos
gue eles invadem e colonizam (ATEHNKENG et al., 2008). A. flavus é o fungo
predominante em amostras de pimenta em varios estudos ja realizados
(FLANNIGAN; HUI, 1976; SEENAPPA; STOBBS; KEMPTON, 1980; PATEL et al.,
1996, EZEKIEL, 2013). Aspergillus section Nigri, também sédo capazes de produzir
ocratoxina A e fumonisina B2. Dentro desta secdo, Aspergillus niger é
frequentemente encontrado em especiarias incluindo pimenta preta (FREIRE;
KOZAKIEWICZ; PATERSON, 2000; GATTI et al., 2003; YOGENDRARAJAH et al.,
2014; JESWAL; KUMAR, 2015). Por serem fungos negros, estes apresentam maior
capacidade de sobrevivéncia na pimenta preta por mimetismo e resisténcia aos raios
solares (PITT; HOCKING, 2009).

Além dos fungos e micotoxinas, a pimenta preta pode ainda ser contaminada
com residuos de agrotoxicos, que podem se acumular nos grdos quando séo
aplicados sem a observacédo do periodo de caréncia das substancias. Sendo assim,
analises quimicas e microbiolégicas sdo recomendadas para a liberacéo para a sua
comercializacdo interna e externa (DUARTE; ALBUQUERQUE, 2005; FRAIFE
FILHO et al., 2015).

Perante esse quadro a Assembleia Legislativa do Espirito Santo com a Lei N°
10.582, de 11 de outubro de 2016, instituiu a Politica Estadual de Incentivo a
Producdo de Pimenta-do-Reino de Qualidade, com o objetivo de elevar o padrao de

qualidade da pimenta-do-reino produzida no Espirito Santo e nortear o
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aprimoramento da atividade, possibilitando aos pipericultores oferecer ao mercado
um produto reconhecido internacionalmente como de qualidade superior (ESPIRITO
SANTO, 2016).

No Brasil ainda existe uma escassez de dados de ocorréncia de fungos e
micotoxinas em especiarias. O levantamento destes dados neste trabalho sera (util
para esclarecer o padréo de contaminagao do produto comercializado e consumido

no Brasil e nortear alternativas para a reducéo deste problema.

2. OBJETIVOS

Analisar a micobiota de pimentas pretas (Piper nigrum L.) comercializadas no
Brasil e, isolar, quantificar e identificar as espécies e/ou grupos de fungos

filamentosos.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostras

Foi adquirido um total de 60 amostras de pimentas pretas: 29 em p6 e 31 em
grao, obtidas em estabelecimentos comerciais dos Estados de S&o Paulo (39),
Maranhdo (9) e Rio Grande do Sul (3), no periodo de Marco de 2015 a Outubro de
2016. Dentre as 60 amostras, 9 eram embaladas, vendidas em supermercados e 51
comercializadas a granel, em mercados publicos. Foram coletadas de 200g a 300g
por amostra.

As amostras foram transportadas ao Laboratério de Micologia do Centro de
Ciéncia e Qualidade de Alimentos (CCQA) do Instituto de Tecnologia de Alimentos

(ITAL), em Campinas.

3.2. Atividade de 4gua

Foi realizada a medicéo da atividade de agua das amostras de pimentas com

a utilizacdo do equipamento AqualLab - Decagon, em triplicata a 25°C (x 1°C).
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3.3. Plagueamento direto para amostras de pimenta preta em gréos

Para as amostras em grdo, foi utilizado o método de Plagueamento direto
com desinfeccdo da superficie da amostra de acordo com Pitt e Hocking (2009) e
também sem desinfeccdo superficial dos graos.

Cinquenta graos por amostra foram desinfectados superficialmente com
hipoclorito de sédio 0,4% durante 2 minutos e distribuidos em 10 placas de Petri
contendo o meio Dichloran 18% Glycerol Agar (DG18). Paralelamente foi realizado o
mesmo procedimento, com as mesmas amostras, porém sem desinfec¢cdo dos graos
(ndo realizando a etapa de desinfec¢cdo com hipoclorito de sodio). As placas foram
incubadas a 25°C/5-7dias, e a contaminacao fungica foi expressa em porcentagem
(%).

3.4. Meétodo de diluicdo para amostras de pimenta preta em po

O método de diluicdo e o plaqueamento em superficie foram realizados para
amostras em po. Vinte e cinco gramas da amostra foram homogeneizados em
Stomacher com 225 ml de agua peptonada a 0,1%, por 1 minuto. Foram realizadas
diluicbes seriadas e retiradas aliquotas de 0,1 mL de cada diluicdo para
plaqgueamento em superficie em meio DG18. As placas foram incubadas a 25°C/5-
7dias. Foram selecionadas placas contendo entre 15 a 150 UFC (Unidades
Formadoras de Col6nia) e os resultados foram expressos em UFC/g de amostra
(PITT; HOCKING, 2009).

3.5. Isolamento e identificacdo das espécies

As espécies de Aspergillus, Penicilium e demais foram purificadas e
inoculadas em trés pontos equidistantes em meio Czapek Yeast Extract Agar (CYA)
(incubadas a 25°C/5-7 dias), e as espécies de Eurotium em meio Czapek Yeast
Extract Agar 20% Sucrose (CY20S) (incubadas a 25°C/14 dias), de acordo com Pitt
e Hocking (2009).

As col6nias de Aspergillus e Penicillium foram inoculadas em meio CYA e

Malt Extract Agar (MEA), incubados por 7 dias em diferentes temperaturas (5°C,
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25°C e 37°C). Para as espécies de Penicillium foi realizada também a inoculacdo em
meio Creatine Sucrose Agar (CREA), incubado a 25°C/5-7 dias. A identificacao foi
feita segundo Klich e Pitt (1988) para Aspergillus spp. e Pitt (2000) para Penicillium
spp.

Os fungos xerofilicos fastidiosos foram inoculados em meio Malt Yeast Extract
50% Glucose Agar (MY50G) e incubados a 25°C/7-14 dias, e identificados segundo
Pitt e Hocking (2009).

As demais espécies foram identificadas de acordo com as chaves de
classificacédo de Pitt e Hocking (2009) e Samson et al. (2010).

Os fungos foram identificados de acordo com suas caracteristicas
morfolégicas microscopicas e macroscoépicas (cor e diametro das coldnias, textura,
aspecto da superficie, presenca de exsudado e pigmento, cor do reverso da colonia,
forma das estruturas e forma e tamanho dos conidios) e com a utilizacao das chaves

taxondémicas descritas.

4. RESULTADOS

Das 60 amostras analisadas, apenas 3 (5%) ndo apresentaram contaminacao
fungica.

A média de atividade de agua (aw) obtida foi 0,580, com uma variacdo de
0,427 a 0,736. Para as amostras em grdo a média foi de 0,599 e para as amostras
em po foi de 0,561. Apenas 13,33% das amostras excederam o limite de aw seguro
de 0,65 estabelecido pela European Spice Association (ESA, 2015).

No total foram isolados 2.765 fungos e a pimenta preta apresentou
contaminacdo por 48 espécies ou grupos diferentes de fungos, como mostram as
tabelas 1 e 2.

As espécies mais comuns estdo dentro do grupo de Aspergillus section Nigri
(1.079 isolados) classificadas como A. niger “agregados”, com 68% de frequéncia de
ocorréncia nas amostras com desinfeccdo, 87% nas amostras sem desinfeccéo e
65% nas amostras em po. E médias de contaminacédo foram de 15%, 40,2% e 2,81 x
10% UFC/g, respectivamente. A presenca da melanina nas estruturas destes fungos
negros acaba conferindo resisténcia aos raios solares e mimetismo com a matriz que

também é negra, garantindo a eles sobrevivéncia frente aos seus competidores
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(PITT; HOCKING, 2009). Incluidos na secdo Nigri, estiveram presentes tambéem
Aspergillus carbonarius e os agregados do grupo A. japonicus.

Em seguida, os fungos de maior ocorréncia foram Eurotium chevalieri e A.
tamarii, que foram encontrados em 48% e 45% das amostras com desinfeccéo,
respectivamente. E ambos foram encontrados em 77% das amostras sem
desinfeccdo e 41% nas amostras em po6. As médias de contaminagdo para estas
duas espécies nas amostras com desinfeccdo foram de 16% e 4% respectivamente
e para as amostras sem desinfeccao de 46% e 15,7% respectivamente.

Aspergillus flavus e Rhizopus oryzae foram encontrados em 42% das
amostras com desinfeccdo e 64,5% nas amostras sem desinfeccdo. Ja nas amostras
em po, eles tiveram 55% e 13% de ocorréncia, respectivamente.

Como podemos observar, fungos potencialmente toxigénicos como A. niger
“agregados” e A. flavus, estiveram entre os mais frequentes nas amostras de
pimenta preta (tanto em pd quanto em graos), indicando possivel risco a saude
publica.

A média de contaminacdo fungica total foi maior (92,1%) nos grdos sem
desinfeccao, incluindo os fungos potencialmente toxigénicos, em relacdo aos graos
com desinfeccdo superficial (51,7%), mostrando a importancia da micobiota externa
com relacdo aos fungos potencialmente toxigénicos, uma vez que a pimenta é
consumida in natura, normalmente sem qualquer tipo de tratamento de
descontaminacdo prévio que possa reduzir a contaminacdo flngica, caso esteja
presente. Qumer et al. (2012) observaram uma reducédo de até 97% na contagem de
Aspergillus com dose de radiacdo gama de 4 kGy.

As figuras 2 A a N apresentam alguns isolados das amostras de pimenta

preta analisadas.
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Figura 2. Fungos encontrados nas amostras de pimenta preta. De A - | e L - N, coldénias em meio
CYA; e J e K, coldnias em meio CY20S. A. A. restrictus. B. A. penicillioides. C. A. niger “agregados”.
D. A. section Circumdati. E. A. nidulans. F. A. carbonarius. G. A. tamarii. H. A. pseudotamarii. I. P.
citrinum. J. Eurotium rubrum. K. E. chevalieri. L. Cladosporium sp. M. A. flavus. N. A. parasiticus.
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Tabela 1. Frequéncia de ocorréncia (%), média de infeccdo e contaminacgédo flngica (%) e variacédo da
infeccdo e contaminacdo (%) de pimenta preta em grdo (n=31 amostras) com e sem desinfeccdo
superficial, respectivamente.

Pimenta preta em gréo (n = 31)

Com desinfec¢ao

Sem desinfeccao

Fungos FO Meédiade  Variacdode | . Média de Variagdo de
infeccdo infeccdo contaminagdo contaminagao
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
fégnr'gge;d oS 67,74 14,96 0-100 87.1 40,2 0-100
E. chevalieri 48,39 15,87 0-100 77,42 46,32 0-100
A. tamarii 45,16 4,13 0-62 77,42 15,74 0-76
A. flavus 42 31 0-48 64,52 13,03 0-84
R. oryzae 42 3,16 0-34 64,52 16,26 0-100
A. section Flavi 38,71 2 0-14 64,52 7,23 0-32
E. rubrum 29,03 8,45 0-72 67,74 18,77 0-76
A. corymbifera 29,03 1,16 0-14 19,35 1,61 0-14
Sg;%?iséceos 26 1,03 0-6 6,45 0,13 0-2
Fusarium spp. 25,8 0,9 0-6 3,23 0,06 0-2
A. penicilloides 22,6 5,87 0-66 12,9 1,81 0-42
E. amstelodami 19,35 4,77 0-58 22,6 5,8 0-54
A. carbonarius 16,13 0,4 0-6 9,67 0,32 0-6
éirii%'g;‘ti 12,9 0,9 0-10 58,06 6,58 0-44
E. repens 9,68 2,97 0-40 16,13 8,51 0-96
W. sebi 6,45 0,38 0-8 19,35 4,32 0-66
Penicillium spp. 6,45 0,13 0-2 3,23 0,06 0-2
F. equiseti 6,45 0,13 0-2 0 0 0
F.incarnatum 6,45 0,13 0-2 0 0 0
Scopulariopsis sp. 6,45 0,51 0-14 0 0 0
Ascomicetos 6,45 0,2 0-4 0 0 0
A.nidulans 3,23 0,52 0-16 0 0 0
P. citrinum 3,23 0,26 0-8 9,68 0,6 0-14
A. sydowii 3,23 0,06 0-2 6,45 0,84 0-20
A. pseudotamarii 3,23 0,26 0-8 3,23 1,23 0-38
F. oxysporum 3,23 0,32 0-10 3,23 0,06 0-2
A. wentii 3,23 0,13 0-4 3,23 0,06 0-2
Ei.nnamopurpureum 3,23 0,06 0-2 0 0 0
F. subglutinans 3,23 0,06 0-2 0 0
F. chlamydosporum 3,23 0,06 0-2 0 0 0
A. terreus 3,23 0,06 0-2 0 0 0
Cladosporium sp. 3,23 0,06 0-2 0 0 0
C. sitophila 3,23 0,06 0-2 0 0 0
~ ey 0 0 0 9,68 0,32 06
A. parasiticus 0 0 0 9,68 0,13 0-2
A. fumigatus 0 0 0 6,45 0,2 0-4
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Tabela 1. Continuacéo.

Pimenta preta em gréo (n = 31)

Com desinfec¢ao

Sem desinfec¢édo

Fungos

Média de

FO . C Variagdo de | - Média de Variagdo de
infecgéo infeccédo contaminagdo  contaminagéo
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
R. stolonifer 0 0 0 3,23 0,61 0-18
S. racemosum 0 0 3,23 0,13 0-4
C. cladosporioides 0 0 0 3,23 0,13 0-4
E. herbariorum 0 0 0 3,23 0,06 0-2
Talaromyces spp. 0 0 0 3,23 0,06 0-2
F. compactum 0 0 0 3,23 0,06 0-2
Aspergillus spp. 0 0 0 3,23 0,06 0-2
Paecilomyces sp. 0 0 0 3,23 0,06 0-2
Hifomicetos 0 0 0 3,23 0,06 0-2

FO = Frequéncia de ocorréncia (n° amostras infectadas ou contaminadas/n® total de amostra

analisada)

Média = Soma dos valores médios de infeccdo ou contaminacdo das amostras totais/n° total de

amostra analisada)
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Tabela 2. Frequéncia de ocorréncia e contagem de fungos em pimenta preta em p6 (UFC/g).

Pimenta preta em p6 (n=29 amostras)

Fungos FO (%) Média (UFC/g)  Variagao (UFC/g)
A. niger "agregados"” 65,52 2,81 x 10° 0-4,0 x 10°
A. corymbifera 55,17 5,43 x 10* 0-1,7 x 10°
A. flavus 55,17 1,21 x 10° 0-1,3 x 10*
A. section Flavi 48,27 2,20 x 10° 0-4,0 x 10°
E. chevalieri 41,38 4,88 x 10° 0-3,7 x 10*
A. tamarii 41,38 4,40 x 10? 0-3,0 x 10°
A. sydowii 34,50 3,51 x 10° 0-6,0 x 10°
E. rubrum 24,14 9,52 x 10° 0-1,5 x 10*
A. nidulans 24,14 7,04 x 10° 0-1,2 x 10°
A penicillioides 17,24 5,05 x 10° 0-1,0 x 10°
R. oryzae 13,80 2,73x 10° 0-8,0 x 10*
E. repens 13,80 2,55 x 10° 0-6,0 x 10°
A. section Circumdati 13,80 7,31 x 102 0-1,3 x 10*
W. sebi 10,34 9,70 x 10° 0-2,7 x 10*
Aspergillus spp. 10,34 1,40 x 10° 0-2,0 x 10°
A. fumigatus 10,34 1,41 x 10? 0-3,0 x 10°
E. amstelodami 10,34 5,00 x 10° 0-1,0 x 10*
Penicillium spp. 6,90 7,00 x 10 0-1,0 x 10°
S. racemosum 3,45 5,00 x 10° 0-8,0 x 10*
A. terreus 3,45 3,4 0-1,0 x 10°
A. versicolor 3,45 3,4x10 0-1,0 x 10°
A. restrictus 3,45 6,00 x 10° 0-1,7 x 10*
A pseudotamarii 3,45 3,4 0-1,0 x 10?
A. parasiticus 3,45 3,4 0-1,0 x 10?
A. carbonarius 3,45 3,4x10 0-1,0 x 10°
P. citrinum 3,45 3,4x10 0-1,0 x 10°
P. cinnamopurpureum 3,45 34 0-1,0 x 10?
P. aurantiogriseum 3,45 3,40 x 102 0-1,0 x 10*

FO = Frequéncia de ocorréncia (n° amostras contaminadas/n® total de amostra analisada)
Média = Soma dos valores médios de contaminacdo das amostras totais/n° total de amostra

analisada)

A frequéncia de ocorréncia (N° amostras infectadas/N° total de amostra

analisada) de fungos em geral foi de 95%, indicando que em condi¢des inadequadas

de temperatura e umidade pode haver a contaminagcdo por fungos, incluindo os

toxigénicos, o que pode ser prejudicial a saude devido a produgcédo de micotoxinas.

5. DISCUSSAO

Aspergillus flavus e A. niger estdo entre os fungos predominantes nas

amostras de pimenta preta analisadas no presente trabalho, coincidindo com os
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trabalhos publicados na literatura no Brasil (FREIRE; KOZAKIEWICZ; PATERSON,
2000; GATTI et al., 2003), na Turquia (VURAL; KAYA; METE, 2004), em Bahrein
(MANDEEL, 2005), na Malasia (REDDY; FARHANA; SALLEH, 2011) e na india
(JESWAL; KUMAR, 2015).

Gatti et al. (2003) isolaram um total de 497 fungos pertencentes
principalmente aos géneros Aspergillus (53,5%), Eurotium (24,5%), Rhizopus
(12,3%) e Penicillium (3,2%) de pimenta preta cultivada no Brasil. Os autores
também relataram que o A. flavus, produtor de aflatoxinas, era mais frequente do
que A. parasiticus produtor de aflatoxina e A. ochraceus produtor de OTA em
pimenta preta.

Tal desenvolvimento fangico pode estar relacionado com as condi¢cdes
ambientais, como alta umidade relativa e temperatura elevada, tipicas de paises
tropicais como o Brasil, que pode também favorecer a producdo de micotoxinas
(KABAK; DOBSON, 2017). O processamento, o teor de umidade do produto e a
embalagem também podem ter um efeito sobre a contaminacao fangica e os niveis
de infeccdo (PITT; HOCKING, 2009). A European Spice Association (ESA)
recomenda um valor de umidade dos graos de pimenta preta de £12% (ESA, 2015).
E importante que as pimentas atinjam esta margem segura de umidade apoOs a
secagem para garantir a qualidade do produto, e sejam mantidas dentro desta
umidade recomendada durante todo o armazenamento, transporte e pontos de
venda, uma vez que as pimentas apresentam vida de prateleira longa.

Outra fonte de contaminacdo por fungos pode ser o resultado de
métodos inadequados de manuseio, armazenamento e higiene deficiente (ABOU-
ARAB et al., 1999).

Sabe-se que frequentemente a pimenta € armazenada por periodo
prolongado, muitas vezes em recipientes ndo adequados e ambiente mal ventilado,
aumentando o teor de umidade das pimentas e, tornando os produtos armazenados
mais suscetiveis ao crescimento de fungos e producédo de toxinas (CHOURASIA,
1995; GNONLONFIN et al., 2013).

Além disso, nos mercados publicos brasileiros, a circulacdo de pessoas e
veiculos, carga e descarga de caminhdes em espacgos confinados sdo comuns;
ficando a pimenta exposta ao ambiente cheio de poeira e esporos flngicos
(DOMSCH; GAMS; ANDERSON, 1980b).
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A baixa qualidade das pimentas pretas pode afetar a saide humana, além de
ser uma barreira para a exportacao deste produto (MANJULA et al., 2009).

O acompanhamento da qualidade microbiologica da pimenta preta consumida
no Brasil é de grande importancia uma vez que a constatacdo do problema de
fungos toxigénicos neste produto ja foi evidenciada em varias pesquisas realizadas
em outros paises. A partir desta investigacao e levantamento de dados, é possivel
adotar medidas preventivas em toda a cadeia produtiva da pimenta, visando reduzir

este tipo de contaminacao e os riscos da presenca de micotoxinas.

6. CONCLUSOES

E importante o conhecimento da micobiota da pimenta preta, para estimar a
presenca dos fungos toxigénicos.

No presente trabalho foi verificada a presenca de varios grupos e espécies de
fungos filamentosos, dentre estes: Aspergillus niger “agregados”, Eurotium
chevalieri, A. tamarii, A. flavus e Rhizopus oryzae. Desta forma, o teor de agua dos
graos deve ser controlado e monitorado durante toda a cadeia produtiva da pimenta
preta, a fim de garantir qualidade e seguranca do produto.
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Capitulo 2

Pimenta preta (Piper nigrum L.) — Ocorréncia de
Aspergillus section Flavi e aflatoxinas em amostras

comercializadas no Brasil
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RESUMO

Os objetivos deste estudo foram isolar, quantificar e identificar espécies de
Aspergillus section Flavi potencialmente produtoras de aflatoxinas de amostras de
pimenta preta em gréo e na forma de pé consumidas no pais. Além disso, avaliar o
potencial toxigénico das cepas isoladas e a presenca de aflatoxinas nas amostras
estudadas. Foram analisadas 60 amostras no total, 31 em graos e 29 em p0, sendo
51 a granel e 9 embaladas. Foram utilizadas as metodologias de plaqueamento
direto (para grao) e diluicdo (para amostras em pd) e o meio Dichloran 18% Glicerol
para isolar as espécies. O plagueamento dos grdos foi realizado com e sem
desinfeccdo externa com solucédo de hipoclorito de sédio 0,4%. As espécies foram
identificadas através da analise morfolégica. A habilidade de producao de aflatoxinas
pelos fungos foi determinada pela técnica de Agar plug associada a Cromatografia
de Camada Delgada (CCD). Para a analise de aflatoxinas nas amostras foi feita a
extracdo e limpeza utlizando coluna de imunoafinidade, quantificacdo por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e derivatizacdo pdés-coluna com
Kobracell. Varias espécies da secdo Flavi foram identificadas, dentre elas,
Aspergillus flavus, A. tamarii, A. pseudotamarii e A. parasiticus. A frequéncia de
ocorréncia de A. flavus nas pimentas em grdo foi de 42% nas amostras com
desinfeccdo e 64,5% nas amostras sem desinfeccéo, e 55% nas amostras em po.
Um total de 42 cepas de Aspergillus flavus foram isoladas e 40% foram capazes de
produzir aflatoxinas do grupo B. As aflatoxinas foram encontradas em 53% das
amostras com niveis variando de 0,10 a 11 pg/kg e 46,6% das amostras

apresentaram niveis menores que 0,08 pg/kg.

Palavras-chave: Piper nigrum, aflatoxinas, Aspergillus flavus.
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1. INTRODUCAO

Dentre as micotoxinas destacam-se as aflatoxinas, produzidas durante o
metabolismo secundario principalmente das espécies Aspergillus flavus e A.
parasiticus, além das espécies A. nomius, A. bombycis, A. pseudotamari e
A.ochraceoroseus (KURTZMAN et al., 1987; PETERSON et al., 2001; SAMSON et
al. 2010). Com excecdo de A. flavus e A. parasiticus, as demais espécies
mencionadas ocorrem com pouca frequéncia na natureza (FREIRE et al., 2007).

As principais aflatoxinas sédo denominadas B1, B2, G1 e G2 baseadas em
suas fluorescéncias sob a luz ultravioleta (B = Blue = azul e G = Green = verde) e
relativa mobilidade cromatografica durante cromatografia de camada delgada
(FREIRE et al.,, 2007). A aflatoxina B1 € um dos mais potentes carcinogénicos
naturais conhecidos e é usualmente a principal aflatoxina produzida por cepas
aflatoxigénicas (BENNET; KLICH, 2003).

As aflatoxinas foram consideradas pela International Agency for Research on
Cancer — IARC (2002) como pertencentes a classe 1, sendo compostos
carcindégenos para humanos. A aflatoxina B1 apresentou valores de DL50 variando
de 0,3 a 9,0 mg/kg de peso corpéreo em roedores (KHOURY et al., 2008).

A pimenta preta ou pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) € colhida manualmente
e normalmente a secagem ¢ feita ao sol (3 a 6 dias). O armazenamento é feito em
armazéns de alvenaria fechados e ventilados adequadamente para evitar a re-
contaminacdo (EMBRAPA, 2004; LEMOS; TREMACOLDI; POLTRONIERI, 2014;
FRAIFE FILHO; LEITE; RAMOS, 2015).

Estas etapas sdo criticas, pois a temperatura, umidade relativa do ar e o teor
de umidade do alimento podem levar a deterioracdo do produto, favorecendo
também a contaminacdo por fungos e consequentemente a producdo de
micotoxinas (DUARTE; ALBUQUERQUE, 2005; PICCOLO, 2014).

Estudos mostram uma ampla contaminacdo por aflatoxinas presentes na
pimenta preta, constituindo-se em um sério problema de salde publica (BENNET,;
KLICH, 2003; BIRCAN, 2005; FAZEKAS; TAR; KOVACZ, 2005; FERREIRA;
MENDES; OLIVEIRA, 2007; KURSUN; MUTLU, 2010; OZBEY; KABAK, 2012).

Zinedine et al. (2006) analisaram 15 amostras de pimenta preta coletadas em

Marrocos. A contaminacdo média encontrada para AFB1 foi de 0,09 pg/kg e valor
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méximo de 0,30 pg/kg, com 47% das amostras positivas. Noventa e trés por cento
das amostras estavam positivas para aflatoxinas totais, com média de 0,21 pg/kg e
valor maximo de 0,55 pg/kg.

Jeswal e Kumar (2015) encontraram niveis de contaminacdo mais elevados
ao analisarem 42 amostras de pimenta preta coletadas na india. Aspergillus foi
isolado de todas elas. A espécie mais dominante entre todos os fungos foi A. flavus
(porcentagem de incidéncia de 28,3%), e 45,4% deles foram produtores de
aflatoxinas, sendo capazes de produzir niveis de 6,3-26,4 pg/L de aflatoxinas em
meio de cultura. Trinta e duas amostras estavam contaminadas com aflatoxinas com
uma média de 185 ng/g e variagdo de 4 a 500 ng/g.

Os limites para aflatoxinas estabelecidos na Unido Europeia é de 5 pg/kg para
aflatoxina B1 e 10 pg/kg para aflatoxinas totais em pimentas pretas (EC, 2010).

No Brasil, a Resolucdo RDC N° 7, de 18 de Fevereiro de 2011 que dispde
sobre os Limites Maximos Tolerados (LMT) para micotoxinas em alimentos prontos
para oferta ao consumidor e em matérias-primas, estabelece para a pimenta preta o
limite de 20ug/kg para aflatoxinas totais (BRASIL, 2011).

Nesta Resolugédo a recomendacédo proposta € de que sejam atingidos niveis
de micotoxinas tdo baixos quanto razoavelmente possivel recomendando ser
aplicadas as melhores praticas e tecnologias na producdo, manipulacao,
armazenamento, processamento e embalagem, de forma a evitar que um alimento

contaminado seja comercializado ou consumido.

2. OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo foram isolar, quantificar e identificar as espécies de
Aspergillus section Flavi potencialmente produtoras de aflatoxinas em amostras de
pimenta preta em grdo e em po; determinar a atividade de agua das amostras; e
avaliar o potencial toxigénico das cepas isoladas e a presenca de aflatoxinas nas

amostras de pimenta comercializadas em mercados brasileiros.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostras

Foi adquirido um total de 60 amostras de pimentas pretas (200 a 300g por
amostra): 29 em pé e 31 em grédo, obtidas em estabelecimentos comerciais dos
Estados de Sao Paulo (39), Maranhao (9) e Rio Grande do Sul (3), no periodo de
Marco de 2015 a Outubro de 2016. Dentre estas, 9 eram embaladas, vendidas em
supermercados e 51 comercializadas a granel, em mercados publicos.

As amostras foram transportadas ao Laboratério de Micologia do Centro de
Ciéncia e Qualidade de Alimentos (CCQA) do Instituto de Tecnologia de Alimentos

(ITAL), em Campinas.

3.2. Atividade de 4gua

Foi realizada a medicéo da atividade de 4gua das amostras de pimentas com

a utilizacdo do equipamento AqualLab - Decagon, em triplicata a 25°C (x 1°C).

3.3. Plagueamento direto para amostras em graos

Foi utilizado o método de Plagueamento direto com desinfeccao da superficie
da amostra de acordo com Pitt e Hocking (2009) e também sem desinfeccao
superficial dos graos.

Cinquenta grdos por amostra foram desinfectados superficialmente com
hipoclorito de sodio 0,4% durante 2 minutos e distribuidos em 10 placas de Petri
contendo o meio Dichloran 18% Glycerol Agar (DG18). Paralelamente foi realizado o
mesmo procedimento, com as mesmas amostras, porém sem desinfeccéo dos graos
(ndo realizando a etapa de desinfec¢cdo com hipoclorito de sodio). As placas foram
incubadas a 25°C/5-7dias, e a contaminacao fangica foi expressa em porcentagem
(%).
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3.4. Método de diluicdo para amostras de pimenta preta em po6

O método de diluicdo e o plagueamento em superficie foram realizados para
amostras em po. Vinte e cinco gramas da amostra foram homogeneizados em
Stomacher com 225 ml de 4gua peptonada a 0,1%, por 1 minuto. Foram realizadas
diluicbes seriadas e retiradas aliquotas de 0,1 mL de cada diluicdo para
plagueamento em superficie em meio DG18. As placas foram incubadas a 25°C/5-
7dias. Foram selecionadas placas contendo entre 15 a 150 UFC (Unidades
Formadoras de Col6nia) e os resultados sao expressos em UFC/g de amostra (PITT;
HOCKING, 2009).

3.5. Isolamento e identificacdo de espécies potencialmente

aflatoxigénicas

As espécies de Aspergillus potencialmente aflatoxigénicas foram purificadas,
inoculadas em trés pontos equidistantes em meio Czapek Yeast Extract Agar (CYA)
e incubadas a 25°C/5-7dias, de acordo com Pitt e Hocking (2009). Apds, estas
colonias foram inoculadas em meio CYA e Malt Extract Agar (MEA), incubadas em
diferentes temperaturas (25°C e 37°C). As cepas foram inoculadas também em meio
Aspergillus Flavus e Parasiticus Agar (AFPA) por 7 dias a 25°C. A identificacdo das
espécies foi feita segundo Klich e Pitt (1988) e Samson et al. (2010).

Os fungos foram identificados de acordo com suas caracteristicas
morfolégicas microscépicas e macroscopicas (cor e diametro das col6nias, textura,
aspecto da superficie, presenca de exsudado e esclerécio, cor do reverso da
colénia, forma das estruturas e forma e tamanho dos conidios) e com a utilizacédo

das chaves taxondmicas descritas.

3.6. Avaliacao do potencial toxigénico das cepas

As espécies de Aspergillus section Flavi foram testadas quanto a producao de
aflatoxinas.
Os fungos com potencial para producéo de aflatoxinas foram inoculados em

meio Yeast Extrat Sucrose Agar (YESA) e incubados a 25°C/7 dias. Em seguida foi

46



aplicada a técnica de agar plug associada a CCD, segundo Filtenborg, Frisvad e
Svendensen (1983) para testes de producao de aflatoxinas.

Pedacos de Agar (5-7mm?) foram removidos da placa de YESA e as toxinas
extraidas com uma mistura de cloroférmio/metanol (1:1). Os pedacos foram
aplicados nas placas de silica gel (Merck, Darmstadt, Alemanha) de 20 cm X 10 cm
e na mesma placa foi adicionado 5 L de uma suspenséao padrao das aflatoxinas B1,
B2, G1 e G2.

A cromatografia foi realizada com fase moével de tolueno/acetato de etila/acido
formico/cloroférmio (7:5:2:5, vivivi/v) durante aproximadamente 20 minutos. Apos a
eluicdo a placa foi seca e a visualizagdo feita em camara com lampada ultravioleta
de comprimento de onda de 365 nm e 254 nm. A determinacdo qualitativa foi
realizada pela comparacao da fluorescéncia e do fator de retencdo (Rf) das cepas

em relacdo ao padréo.
3.7. Determinacao de aflatoxinas nas amostras de pimenta por CLAE
3.7.1. Preparo da amostra

Cerca de 100g de cada amostra de pimenta em grdo foram moidas em moinho
(IKA, Modelo Al1, Brasil) e peneirados em peneira (Bronzinox, Brasil) de malha 18,
até atingirem granulometria < 1mm.

As amostras em p6 foram apenas peneiradas (cerca de 100g por amostra), da

mesma forma citada acima, para igualar a granulometria.
3.7.2. Extracdo e limpeza

A toxina foi extraida das amostras (10g) com 60 mL de metanol:agua (8:2) e
1g de cloreto de sédio e homogeneizada por 30 minutos em shaker. A filtracdo foi
feita com filtro qualitativo seguido por filtro de fibra de vidro (Vicam, Suécia). O
filtrado (4 mL) foi diluido em 24 mL de PBS Tween 0,01% e foi passado na coluna de
imunoafinidade (CIA) AflaTest WB (Vicam, USA) em um fluxo de 2-3 mL/min, e
lavado com 30 mL de agua ultra pura (MilliQ, Franca).
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A eluicdo da micotoxina foi realizada 8 vezes com 500 pL de metanol grau HPLC,
e recolhido em um vial ambar. O extrato foi seco em banho a 40°C sob fluxo de
nitrogénio e ressuspendido com 1 mL metanol:dgua ultra pura (2:3). Antes da
injecdo, o extrato foi filtrado com filtro de PVDF com poro de 0,45 um (Analitica,
China). Vinte microlitros foram injetados no Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia
(CLAE) com detector de fluorescéncia (Agilent, EUA). A metodologia foi baseada em
Copetti et al. (2011).

3.7.3. Parametros do HPLC

Foi utilizado o cromatografo Agilent 1260 Infinity LC System (Agilent, EUA)
com injecdo automatica e detector de fluorescéncia de 362 nm de excitacdo e 455
nm de emissdo. A derivatizacdo pds-coluna das aflatoxinas B1 e G1 foi feita em
KOBRA®CELL (R-Biopharm Rhéne Ltd., Escécia). Foi utilizada uma coluna C18 de
fase reversa (Agilent, EUA) (4.6x150 mm) com pré-coluna e temperatura do forno de
40°C.

Utilizou-se a fase movel agua: acetonitrila: metanol (6:2:3, v/v/iv) contendo
brometo de potassio (119 mg/L) e &cido nitrico (4M, 350 pL/L), e um fluxo de 1
mL/min (COPETTI et al., 2011).

Foi preparada uma solucdo estoque do padréo de aflatoxinas B1 (0,8202
pg/mL), B2 (0,7350 pg/mL), G1 (0,4714 pg/mL) e G2 (0,2554 ug/mL); e foram feitas
diluicdes sequenciais usadas para a construcdo de uma curva de calibracdo de 6
pontos de area do pico versus concentracao (ug/mL). O volume de injecéo foi 20uL

tanto para a solucédo padrdo quanto para os extratos das amostras.

3.7.4. Otimizacdo do método

A porcentagem de recuperacao foi calculada apoés a fortificacdo da amostra de
pimenta com o padrdo de aflatoxinas totais em 3 niveis: baixo (0,7 pg/kg), médio (6,0
pg/kg) e alto (25,0 pg/kg) em triplicata. Os limites de deteccao (LOD) e quantificacao
(LOQ) do método foram calculados analisando 8 repeticbes de uma amostra de
pimenta contaminada com um nivel baixo (0,7 pug/kg) de aflatoxinas, de acordo com

as recomendacgdes do Eurachem Guides (2014).
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4. RESULTADOS

4.1. Ocorréncia de Aspergillus section Flavi nas amostras

Das 60 amostras analisadas, um total de 953 cepas de Aspergillus section
Flavi foram isoladas e testadas quanto a producdo de aflatoxinas. As espécies da
secao Flavi foram identificadas como Aspergillus flavus, A. tamarii, A. pseudotamarii,
A. parasiticus e as demais como Aspergillus section Flavi conforme as tabelas 1 e 2
que apresentam a frequéncia de ocorréncia, porcentagem média e variacdo de
contaminagao por estas espécies nas amostras em grdo e em po respectivamente.

Estas espécies foram classificadas de acordo com as seguintes
caracteristicas morfoldgicas: Aspergillus flavus apresenta col6nia verde (70 mm),
conidios lisos (3-5 um), vesicula grande (20-65 um), presenca de esclerécios, AFPA
com reverso laranja e € bisseriado. A. parasiticus se diferencia de A. flavus por
apresentar colonia verde escura (50-70 mm), conidios rugosos (3-5 um), vesicula
pequena (20-35 um) e ser monosseriado. A. tamarii e A. pseudotamarii apresentam
colébnia marrom (65 mm), conidio rugoso (5-7 um), AFPA com reverso marrom
avermelhado e séo bisseriados (KLICH; PITT, 1988; SAMSON et al., 2010).

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

Com desinfeccao Sem desinfeccao
Fungos FO Médiagle Variagétz de FO Médig de~ Variagao d<~a
(%) infec¢éo infeccéo %) contaminagcdo contaminagéo
(%) (%) (%) (%)
A. tamarii 45,2 4,1 0-62 77,4 15,7 0-76
A. flavus 42,0 3,1 0-48 64,5 13,0 0-84
A. section Flavi 38,7 2,0 0-14 64,5 7,2 0-32
A. pseudotamarii 3,2 0,3 0-8 3,2 1,2 0-38
A. parasiticus 0 0 0 9,7 0,1 0-2

FO = Frequéncia de ocorréncia (n° amostras contaminadas ou infectadas/n° amostras totais)
Média = Soma dos valores médios de contaminagdo ou infeccdo das amostras totais/n° amostras
totais)
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Tabela 2. Frequéncia de ocorréncia (%), média e variacdo de contaminacao (UFC/g) de Aspergillus
section Flavi nas amostras de pimenta preta em pé (n=29 amostras).

Pimenta preta em pé

Fungos T — =

FO (%) Média (UFC/g) Variacéo (UFC/g)
A. flavus 55,2 1,2 x 10° <100-1,3 x 10*
A. section Flavi 48,3 2,2 x 10° <100-4,0 x 10°
A. tamarii 41,4 4,4 x 10° <100-3,0 x 10°
A. pseudotamarii 3,4 3,0 <100-1,0 x 10°
A. parasiticus 3,4 3,0 <100-1,0 x 10°

FO = Frequéncia de ocorréncia (n° amostras contaminadas/n°® amostras totais)
Média = Soma dos valores médios de contaminagdo das amostras totais/n°® amostras totais)

A média de atividade da &gua (aw) obtida foi de 0,580, com uma variacao de
0,427 a 0,736; para as amostras em grao a meédia foi de 0,599 e para as amostras
em po foi de 0,561.

As espécies de maior ocorréncia, tanto nos graos quanto nas pimentas em
po, foram A. tamarii, A. flavus e outras nao identificadas foram denominadas como
Aspergillus section Flavi. Estas espécies e grupos foram encontrados em 45%, 42%
e 39% das amostras com desinfeccdo e em 41%, 55%, 48% das amostras em po,
respectivamente. A frequéncia de ocorréncia nas amostras sem desinfec¢ao foi de
77% para A. tamarii e 64,5% para A. flavus e Aspergillus section Flavi como
mostram as tabelas 1 e 2. Por meio destes resultados foi possivel verificar que as
amostras sem desinfeccdo apresentam maior média de contaminacdo por
Aspergillus section Flavi (38,51%) do que aquelas que passaram pelo processo de
desinfeccao superficial dos graos (9,35%). A frequéncia de ocorréncia nas amostras
sem desinfecdo foi de 87,09% e com desinfeccdo foi de 64,5%. Isso indica que
esporos de fungos potencialmente toxigénicos podem estar presentes tanto dentro
dos grédos quanto em sua superficie, sendo assim, ao encontrarem condi¢cdes
adequadas para o crescimento, poderdo ser capazes também de produzir
micotoxinas. Além disso, como a pimenta é normalmente consumida in natura, e
normalmente sem qualquer tipo de tratamento de descontaminacao prévio, pode
representar um risco a saude humana. Qumer et al. (2012) observaram uma
reducdo de até 97% na contagem de Aspergillus com dose de radiagdo gama de 4
kGy; e Jalili, Jinap e Noranizan (2010) mostraram uma reducéo de 43% de aflatoxina

B1 em pimenta preta com uma dose de radiacdo de 60kGy.
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A média de contaminagdo fungica foi menor nas amostras embaladas em
relacdo as amostras a granel. Nao houve contaminacao por Aspergillus section Flavi
nas amostras embaladas em grdo, apenas nas amostras em po com média de 2,57
x 10° UFC/g. J4 as amostras a granel apresentaram média de contaminacdo de 10%
nos gréos com desinfeccdo, 41% sem desinfeccdo e 2,6 x 10° UFC/g nas amostras

em po.
4.2. Potencial toxigénico das cepas

Todas as cepas de A. section Flavi (953) foram testadas quanto a producao
de aflatoxinas pela técnica de agar plug associada a CCD e 20% (Aspergillus flavus,
A. pseudotamarii, A. parasiticus e Aspergillus section Flavi) foram produtores de
aflatoxinas do grupo B. Cem por cento dos isolados de A. parasiticus (n=4) foram
produtores de aflatoxinas dos grupos B e G e 100% das cepas de A. pseudotamarii
(n=24) foram produtores de aflatoxinas do grupo B. Dentre os isolados de A. flavus

(n=376) 40% foram produtores de aflatoxina B1 como mostra a tabela 3.

Tabela 3. Porcentagem de espécies produtoras de aflatoxinas B e G nas amostras de pimenta preta
em grdo e em po.

Com desinfecgédo Sem desinfecc¢ao Po6 Total
Fungos N° B+ G+ Ne B+ G+ isol?lz:do B+ G+ iso';l;do B+ G+
isolados (%) (%) isolados (%) (% s (%) (% s (%) (%)
él.aiciactlon 27 3,7 0,0 116 2,6 0,0 40 10,0 0,0 183 4,4 0,0
A. flavus 42 50,0 0,0 201 33,3 0,0 133 47,4 0,0 376 40,2 0,0
A. 100, 100, 100, 100,
pseudotamarii 4 0 0.0 19 0 0.0 L 0 0.0 24 0 0.0
o 100, 100, 100, 100, 100,
A. parasiticus 0 0,0 0,0 S 0 100,0 1 0 0 4 0 0
A. tamarii 64 0,0 0,0 245 0,0 0,0 57 0,0 0,0 366 0,0 0,0
Total 137 19,0 0,0 584 15,7 0,8 232 29,7 0,6 953 19,6 0,4

4.3. Ocorréncia de aflatoxinas nas amostras de pimenta preta

Os valores de recuperacdo nas concentracdes avaliadas estao apresentados na
tabela 4.
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Levando em consideracdo os valores de recuperacdo para aflatoxinas em
diferentes matrizes, recomendados na Diretiva da Comunidade Europeia (EC, 2006),
€ possivel concluir que o método para andlise de aflatoxinas utilizado néao
apresentou resultado satisfatorio, principalmente para aflatoxina G2 e modificacdes
precisam ser realizadas.

De acordo com a Diretiva, os valores recomendados para aflatoxinas totais nos
niveis <1 pg/kg, 1-10 pg/kg e > 10 pg/kg sdo de 50-120%, 70-110% e 80-110%
respectivamente. Para todos os niveis testados de aflatoxinas totais, baixo (0,7
ug/kg), médio (6,0 pg/kg) e alto (25,0 pg/kg), os valores de recuperacdo para
aflatoxina G2 ndo foram satisfatérios (variando de 27 a 44%). Para o nivel médio, o
valor de recuperacado das aflatoxinas totais nao atingiu o limite minimo recomendado
pela Diretiva, de 70% mas esteve bem proximo (67%). Para o nivel alto, embora os
valores de recuperagdo obtidos para aflatoxinas B1, B2 e G1 e aflatoxinas totais
tenham sido adequados, estes ndo atingiram o limite minimo recomendado de 80%,
indicando que ha necessidade da realizacdo de alguma alteracdo no método para a
melhoria destes valores. Para o nivel baixo, a recuperacado das aflatoxinas totais foi
satisfatoria (92%), estando, portanto dentro do limite recomendado pela Diretiva.

Algumas possiveis causas foram levantadas para os valores muito baixos de
recuperagdo da aflatoxina G2, como a nédo retengdo da mesma na coluna de
imunoafinidade utilizada, a presenca de sujeira da matriz que possa estar
interferindo na detec¢do, e a dificuldade na extracdo utilizando os solventes
propostos no método. Novos testes serdo realizados com o objetivo de melhorar a
recuperacdo do método.

Os valores de limites de deteccdo (LOD) para B1, B2, G1, G2 e aflatoxinas
totais foram de 0,03; 0,02; 0,02; 0,01 e 0,08 ug/kg e os valores de limites de
quantificacdo (LOQ) foram de 0,09; 0,07; 0,08; 0,03 e 0,27 pg/kg respectivamente.
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Tabela 4. Recuperagao de aflatoxinas (%) utilizando 3 niveis de contaminagao.

gfll\;?logienas Total de
totais (n=3) B1 (ug/kg) B2 (ug/kg) G1(ug/kg) G2 (ug/kg) aflatoxinas
(Lg/kg) (Hg/kg)
Média + DP* 0,27+0,01 0,20+001 0,11+0,003 0,03+0,008 0,62+ 0,03
0,7
Recuperacao 112,17 =
+ DP (%) 518 93,65+566 82,80+227 27,13+8,19 92,05+4,9
Média+DP 1,47+0,03 1,30+0,04 0,76+0,06 0,29+0,03 3,83+0,15
6,0
Recuperacao 72,11 +
+ DP (%) 189 70,88+2,31 64,70+5,72 44,08+4,52 67,28 +2,68
Média+DP 6,31+0,21 580+0,18 3,11+0,35 1,12+0,16 16,36+0,87
25,0
Recuperacao 70,04 +
+ DP (%) 241 71,82+2,28 60,06 +6,77 3952+564 65,18+ 3,48

As figuras 1 e 2 mostram os cromatogramas do padrao de aflatoxinas e uma

amostra de pimenta preta naturalmente contaminada.
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Figura 1. Cromatograma do padréo de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2.
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Figura 2. Cromatograma de uma amostra de pimenta preta naturalmente contaminada. B1 = 10,64
pg/kg e B2 = 0,27 pg/kg.

Das 60 amostras analisadas, 32 (53,33%) apresentaram contaminacdo com
aflatoxinas dos grupos B e G com niveis variando de 0,10 a 11 pg/kg, 30 (50%) com
aflatoxina B1 com niveis variando de 0,12 a 10,64 ug/kg e 46,6% das amostras
apresentaram niveis de aflatoxinas abaixo do LOD (<0,08 ug/kg).

A maior média de contaminacdo por aflatoxinas totais foi encontrada nas
amostras a granel em p6é de Sado Paulo (2,00 pg/kg), apresentando a maior

contaminacdo por aflatoxina B1, 10,64 ug/kg conforme apresenta a tabela 5.
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Tabela 5. Média, mediana e variagdo de contaminacao por aflatoxinas em amostras de pimenta preta
a granel, adquiridas em S&o Paulo, Maranh&o e Rio Grande do Sul e amostras embaladas adquiridas
em estabelecimentos comerciais em Sdo Paulo, em p6 e em graos (ug/kg).

Rio Grande do Sul

Aflatoxinas Embaladas (n=9) Sao Paulo (n=39) Maranhao (n=9) (n=3)
Amos”?;f)’os'“vas 33,33 48,72 88,88 66,66

Gréo P6 Gréao P6 Gréo P6 Gréo P6

(n=2) (n=7) (n=24) (n=15) (n=3) (n=6) (n=2) (n=1)

Media . 0,30 0,20 1,80 0,16 0,14 0,07 0,12
(Mg/kg)

B1 Mediana . n.d. n.d. 034 0.16 1,13 0,07 0,12
(Mg/kg)

Variagdo 4 4141  nd-20 nd-1064 013019 nd-030 n.d-0,15 0,12
(ug/kg)

Média n.d. < LOD < LOD 0,05 n.d. < LOD n.d. n.d.
(Mg/kg)

B2 Mediana n.d. n.d. n.d. n,d. n.d. n.d. n.d. n.d.
(ug/kg)

Variagdo 4 14.009 nd-008  n.d-027 n.d. n.d.-0,08 n.d. nd.
(Mg/kg)

Media 4  <\op <LOD <LOD n.d. <LOD n.d. n.d.
(ug/kg)

G1 Mediana n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. nd.
(Mg/kg)

Variagdo 4 14.007 nd-006  nd-007 n.d. n.d.-0,07 n.d. n.d.
(ug/kg)

Media n.d. 0,01 <LOD 0,06 0,06 n.d. nd.
(Mg/kg)

G2 Mediana n.d. n.d. n.d. 0,06 0,04 n.d. n.d.
(ug/kg)

Variagdo n.d. nd-0,06 nd-006 nd-01  n.d-022 n.d. nd.
(ug/kg)

Media 4 0,31 0,22 2,00 0,22 0,23 0,07 0,12
(bg/kg)

Torany Mediana n.d n.d. 0,40 0,22 0,30 0,07 0,12
(Hg/kg)

V(ﬁg‘;"lf;" nd. nd-1,50 nd-200 nd-11,00 020025 n.d-040  n.d-0,15 0,12

*Nao detectado
LOD = Limite de Deteccdo (0,03; 0,02; 0,02; 0,01 e 0,08 pg/kg para aflatoxinas B1, B2, G1, G2 e totais,
respectivamente).
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Tabela 6. NiUmero de amostras contaminadas com aflatoxinas.

N° de amostras

Aflatoxina (ng/kg) Gréo Po
(n=31) (n=29)
<0,03 20 10
=0,03- <1 10 13
B1 21-<5 1 4
= 5-<10 0 1
210- <15 0 1
215 0 0
< 0,08 19 9
20,08- <1 11 14
. . 21-<5 1 4
Aflatoxinas totais >5. <10 0 1
210- <15 0 1
215 0 0

LOD = Limite de Deteccdo (0,03; 0,02; 0,02; 0,01 e 0,08 ug/kg para aflatoxinas B1, B2, G1, G2 e totais,
respectivamente).
LOQ = Limite de Quantificacdo (0,09; 0,07; 0,08; 0,03; 0,27 ug/kg para aflatoxinas B1, B2, G1, G2 e totais,
respectivamente).

Todas as amostras estdo de acordo com os limites estabelecidos pela RDC
N° 7/2011 para aflatoxinas, de 20ug/kg. Apenas duas amostras (3,33%) nao estao
em conformidade com os limites estabelecidos pela legislacdo europeia. Uma
amostra apresentou valores de aflatoxina B1 (10,64 pg/kg) e aflatoxinas totais (11
pg/kg) acima da legislacéo europeia de 5 pg/kg e 10 pg/kg respectivamente, e a
outra amostra apresentou valor de aflatoxina B1 de 5,94 pg/kg.

Sete (11,6%) amostras estavam contaminadas com aflatoxinas totais >1ug/kg.
Quatro delas (57%) apresentaram média de contaminacgéo por fungos produtores de
aflatoxinas de 4,3 x 10? UFC/g; e 3 (42,8%) ndo apresentaram contaminacdo por
fungos produtores de aflatoxinas. Portanto, a producdo de aflatoxinas pode ter
ocorrido em etapas que antecedem a comercializacdo e mesmo ap0s a morte destes
fungos a toxina permaneceu no produto.

Das 60 amostras, 14 (23,3%) apresentaram fungos produtores de aflatoxinas,
porém nao estavam contaminadas com aflatoxinas. Neste caso provavelmente nao
houve condi¢cbes adequadas durante processo da pimenta preta para a producao de

aflatoxinas.
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5. DISCUSSAO

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

Os valores de porcentagem de contaminacdo foram menores nos gréaos
lavados com hipoclorito de sodio do que nos grdaos sem desinfeccdo superficial,
como apresentado na tabela 1, considerando inclusive as porcentagens das
espécies aflatoxigénicas, como A. flavus que apresentou 40% das cepas produtoras
de aflatoxinas.

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

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

Outros estudos analisaram amostras de pimenta preta com desinfeccao
superficial dos graos e apresentaram valores maiores que o presente trabalho. A.
flavus também foi o predominante com 43,8% de porcentagem de infec¢éo (FREIRE
et al., 2000). E para Banerjee et al. (1993) Aspergillus flavus tiveram uma média de
incidéncia de 31,3% com 100% dos isolados de A. flavus produtores de aflatoxina
B1l, testado pelo método ELISA. Os autores ndo analisaram aflatoxinas nas
amostras de pimenta.

A presenca de cepas produtoras acarreta em risco de contaminagao por
aflatoxinas, se as condicbes de producédo, estocagem e transporte ndo forem
adequadas. E pelo fato de ser um alimento consumido in natura, aumentam 0s
riscos de contaminacgéo da populacédo, pois normalmente ndo envolve um tratamento

de descontaminagcdo antes do consumo, que poderia reduzir a quantidade de
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aflatoxinas. Qumer et al. (2012) observaram uma reducéo de até 97% na contagem
de Aspergillus com dose de radiacdo gama de 4 kGy; e Jalili, Jinap e Noranizan
(2010) mostraram uma reducéao de 43% de aflatoxina B1 em pimenta preta com uma
dose de radiacédo de 60kGy.

Assim como no presente trabalho, a maioria dos estudos com pimenta preta
mostrou alta porcentagem de amostras positivas para aflatoxinas, de 27% a 75%
variando de 0,3 a 6,6 pg/kg. Os estudos também apresentam de 16,6% a 30,4% de
amostras contaminadas com aflatoxina B1, variando de 0,13 a 1,2 ug/kg (BIRCAN,
2005; FAZEKAS; TAR; KOVACZ, 2005; FERREIRA; MENDES; OLIVEIRA, 2007;
KURSUN; MUTLU, 2010; OZBEY; KABAK, 2012).

A alta frequéncia de amostras com niveis detectaveis de aflatoxinas
demonstra que o produto € susceptivel a contaminacdo por aflatoxinas, e que os
fungos produtores estdo presentes. Por ser uma toxina carcinogénica qualquer
concentracdo encontrada na pimenta preta pode representar risco a saude de seus
consumidores (EFSA, 2007).

A média de contaminacdo por aflatoxinas nas amostras embaladas foi 0,24
Mg/kg e nas amostras a granel foi 0,70 pg/kg. Bircan (2005) também observou essa
diferenca ao analisar 15 amostras de pimentas pretas. Vinte por cento das amostras
embaladas estavam contaminadas, chegando a 0,3 pg/kg de aflatoxinas e 40% das
amostras a granel estavam contaminadas com aflatoxinas, chegando a 2,3ug/kg.

O menor grau de contaminacdo por micotoxinas nas amostras embaladas e
vendidas em supermercados pode estar relacionado com o maior controle de
qualidade adotado pelas empresas e principalmente pelo controle de fornecedores e
obtencdo de certificacbes que a empresa € exigida, favorecendo melhores
condi¢cBes higiénico-sanitarias destes produtos. Ja para as amostras a granel, pode
nao haver o controle de fornecedores e 0 aumento da contaminagédo pode ocorrer
ainda nos pontos de vendas, na qual a umidade e temperatura provavelmente néo
séo controladas.

As maiores contaminacdes por aflatoxinas totais (4,33; 6,17 e 11 pg/kg) foram
observadas nas amostras a granel em p6 de Sao Paulo (Tabela 5). A producéo de
aflatoxinas na pimenta preta pode ocorrer em diferentes etapas da cadeia produtiva,

no plantio, colheita, secagem, armazenamento, transporte e comercializagéo, se nao
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houver o controle de qualidade apropriado e a manutencdo da umidade segura dos
graos (< 12%).

Apenas 3% das amostras ndo estiveram em conformidade com os limites
estabelecidos pela legislacdo europeia. Por ser uma legislacdo mais restritiva do que
a legislacéo brasileira, isso pode representar problemas para o produtor que visa
exportar o seu produto. Medidas preventivas, visando reduzir a contaminacao deste
produto no Brasil, devem ser tomadas. Recentemente foi criada uma lei estadual
(Lei N° 10.582/2016) para incentivo a producdo de pimenta-do-reino de qualidade
possibilitando aos pipericultores oferecer ao mercado um produto reconhecido
internacionalmente como de qualidade superior (ESPIRITO SANTO, 2016). A
investigacdo da qualidade microbiologica e da presenca de contaminantes como as
micotoxinas nas pimentas-do-reino coincidem com 0s objetivos propostos nesta lei,

de melhoria da qualidade deste produto.
6. CONCLUSOES
As amostras de pimenta preta apresentaram contaminacgéo por fungos da secéo

Flavi e por aflatoxinas. Os niveis de aflatoxinas estavam dentro dos limites

estabelecidos pela legislacao brasileira.
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ABSTRACT

The aim of this study was to isolate and identify Aspergillus section Nigri and Circumdati
species from black pepper intended for human consumption and marketed in Brazil;
investigate the ability of ochratoxin A production by the isolates and assess the presence of
ochratoxin A in samples. A total of 60 samples of black pepper were direct plated (grains) and
diluted (powder) for determination of percentages of infection and CFU/g of the samples. The
potential for ochratoxin A production by the isolates was tested using the agar plug technique
and the analysis of ochratoxin A in the samples was assessed using an immunoaffinity column
followed by quantification using High Performance Liquid Chromatography with
Fluorescence Detector (HPLC/FLD). A total of 1,079 Aspergillus section Nigri and 135 A.
section Circumdati were isolated and 4% and 46.7% were ochratoxin A producers
respectively. Sixty-six percent of the samples were contaminated by Aspergillus section Nigri
and 15% by Aspergillus section Circumdati. Thirteen strains of Aspergillus section Nigri were
identified as A. carbonarius and 100% of them were ochratoxin A producers. The average
infection of Aspergillus section Nigri and Circumdati were 15.4% and 0.9% respectively. A
considerable increase of contamination by these species was observed without surface
disinfection, of 40.2% and 6.6% respectively. Ochratoxin A was found in 55% of the samples

but in general at low levels, ranging from 0.05 to 13.15ug/kg.

Key words: black pepper; Piper nigrum L.; Aspergillus section Nigri; Aspergillus section

Circumdati; ochratoxin A.
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1. INTRODUCTION

Ochratoxin A (OTA) is a toxin mainly produced by Aspergillus and Penicillium
species and is considered nephrotoxic, teratogenic, immunotoxic and hepatotoxic in domestic
and laboratory animals (O' Brien & Doetrich, 2005). Thus it is a mycotoxin classified by the
International Agency for Research on Cancer (IARC,1993) as a possible human carcinogen
(category 2B). The Joint WHO/FAO Expert Committee on Food Additives (JECFA) has
confirmed the Provisional Tolerable Weekly Intake (PTWI) of 100 ng/kg body weight for this
mycotoxin, which corresponds to 14 ng/kg body weight per day (Codex, 1998).

Several species have been reported as ochratoxin A producers, among them:
Aspergillus cretensis, A. flocculosus, A. pseudoelegans, A. roseoglobulosus, A. westerdijkiae,
A. sulphureus, Neopetromyces muricatus, A. ochraceus, A. sclerotiorum, A. melleus, A.
ostianus, A. petrakii, A. persii, A. carbonarius, and A. niger, in addition to Penicillium
nordicum and Penicillium verrucosum (Pitt, 1987; Abarca et al., 1994; Pitt, 2000; Larsen et
al., 2001; Frisvad et al., 2004; Samson et al., 2010).

Some factors may influence the production of ochratoxin A by the reported species.
Many spices are produced in tropical climate countries, which have high temperature,
humidity and rainfall indices, and these climatic conditions favor the development of fungi
and the production of mycotoxins (Prado et al., 2008). Other factors such as plant stress,
insect infestation and planting conditions may also influence the formation of mycotoxins
(Bayman et al., 2002; Jayashree & Subrasmanyam, 2000; Schatzki & Ong, 2001).

The pepper plant is characterized by being a climbing species that can reach 3 meters
in height. When mature, the fruit has 4 to 6 mm in diameter and the rusk becomes reddish

(Embrapa, 2004). Harvesting is manual and the pepper undergoes a drying process normally

66



done in the sun for 3 to 6 days. The conditions of harvest, drying and storage are important for
the maintenance of the final quality of the product (Embrapa, 2005).

Several studies have been conducted on the occurrence of ochratoxin A in spices and
most of the research is concentrated in some Asian countries such as India, Vietnam,
Indonesia, Malaysia and Sri Lanka (IPC, 2004; Kabak & Dobson, 2017). However, few
studies have shown the relationship between mycobiota presence and ochratoxin A levels
(Jalili, 2010; Ramesh & Jayagoudar, 2014; Jalili, 2016).

Jeswal and Kumar (2015) analyzed different Indian spices (red chilli, black pepper,
turmeric, coriander, cumin, fennel, caraway, fenugreek, and dry ginger) to evaluate the
occurrence of toxigenic fungi and OTA, in addition to other mycotoxins. Aspergillus niger
was one of the most dominant species isolated in all types of spices, with an average of
contamination ranging from 2.6% to 19.6% (the highest value was found in black pepper).
Forty-five percent of Aspergillus ochraceus isolated from black pepper produced ochratoxin
A, and the amount of OTA found was 154.1ug/kg.

Brazilian legislation establishes the Maximum Tolerated Limits (MTL) for ochratoxin
A in spices, including black pepper, with the limit being 30ug/kg (BRASIL, 2011). The
European Union limit is 15.0 ug/kg of OTA in black pepper (EC, 2015).

In 2015 the Codex Committee on Contaminants in Foods (CCCF) included black
pepper in group 1, representing a high priority for evaluation and quantification of
mycotoxins, including ochratoxin A (Codex Alimentarius Commission, 2016). Therefore data
about the contamination of mycotoxins in black pepper, one of the most used spices
consumed all over the world, is very important.

In Brazil, the data about the presence of toxigenic fungi and ochratoxin A in black
pepper is limited so the results of this research are very important to the country and they can

be used to evaluate the quality of Brazilian black pepper and to compliance with the Brazilian
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regulation. The objectives of this study were to isolate, to quantify and to identify the
ochratoxin A producing species of Aspergillus section Nigri and Aspergillus section
Circumdati from powder and grain black pepper. Further, to determine the samples water
activity and to evaluate the toxigenic potential of the isolated strains and the presence of

ochratoxin A in black pepper intended for human consumption marketed in Brazil.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Samples

A total of 60 samples of black peppers were analyzed (200 to 300g per sample): 29

powdered black pepper and 31 black pepper grain samples. Fifty-one were obtained in bulk

and 9 samples from different brands, obtained in commercial establishments in the states of

Sdo Paulo (39), Maranhdo (9) and Rio Grande do Sul (3), from March 2015 to October 2016.

2.2 Water activity determination

The water activity of pepper samples was measured using the AquaLab — Decagon

(WA, USA) equipment, in triplicate at 25°C (+ 1°C).

2.3 Direct plating for grain samples

The direct plating method was used with disinfection according to Pitt & Hocking
(2009) and also without disinfection of the sample surface, since black pepper can be

consumed “in natura”. Fifty grains per sample were surface disinfected with 0.4% sodium
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hypochlorite for 2 minutes. The disinfected grains of each sample were plated onto Dichloran
18% Glycerol Agar (DG18) with 5 grains each. The same procedure was performed for the
sample without disinfection (not performing the disinfection with sodium hypochlorite). The
plates were incubated at 25°C / 5-7 days, and the fungal infection was expressed as a

percentage (%).

2.4 Dilution method

The dilution method was used for powder black pepper samples. Twenty-five grams of
the sample were homogenized with 225 mL of 0.1% peptone water for 1 minute. Serial
dilutions were performed and aliquots of 0.1 mL of each dilution were plated onto the surface
in DG18 medium. Plates were incubated at 25°C / 5-7 days. After that, plates containing 15 to
150 CFU (Colony Forming Unit) were selected and the results are expressed in CFU/g of

sample (Pitt & Hocking, 2009).

2.5 Isolation and Identification of the potencial ochratoxigenic species

The potential ochratoxigenic Aspergillus species were purified inoculating at three
equidistant points in Czapek Yeast Extract Agar (CYA) and incubated at 25°C/5-7 days,
according to Pitt & Hocking (2009). Afterwards, these colonies were inoculated in CYA and
Malt Extract Agar (MEA) and incubated at different temperatures, and separated as
Aspergillus section Nigri and Aspergillus section Circumdati according to Klich & Pitt(1988).

The fungi were evaluated according to their microscopic and macroscopic
characteristics (diameter, texture, pigmentation, appearance of the surface and the reverse of

the colony, shape and size of the structures and conidia) using the described taxonomic keys.
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2.6 Evaluation of ochratoxin A production by the strains

Aspergillus section Circumdati and Aspergillus section Nigri isolates were tested by
ochratoxin A production potential. The isolates were inoculated in Yeast Extract Sucrose
Agar (YESA) and incubated at 25°C/7 days, followed by the agar plug technique associated
with Thin Layer Chromatography (TLC), according to Filtenborg et al. (1983). Pieces of agar
(5-7mm?) were removed from the YESA plate and the toxins extracted with a
chloroform/methanol mixture (1:1). These pieces were applied to 20 cm x 10 cm silica gel
plates (Merck, Darmstadt, Germany). Five microliters of an ochratoxin A standard were
added, in the same plate. Chromatography run was performed using mobile phase of
toluene/ethyl acetate/formic acid/chloroform (7:5:2:5, viviviv) for approximately 20 minutes.
After elution, the plate was dried and the visualization was carried out using a cabin with
ultraviolet lamp, at wavelength of 365 nm and 254 nm. The qualitative determination was
performed by comparing the fluorescence and the retention factor (Rf) of the spot strains with

the ochratoxin A standard.

2.7 Determination of ochratoxinA in black pepper by HPLC

2.7.1 Sample preparation

Approximately 100g of each grain pepper sample were finely ground using a grinder

(IKA, Mod All, Brazil) and sifted in a 18 mesh sieve (Bronzinox, Brazil) until reaching

granulometry below 1mm.
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2.7.2 Extraction and cleaning

Five grams of the sample were extracted with 100 mL of 3% methanol: bicarbonate
(1:1) solution and homogenized for 30 minutes in the shaker. The filtration was carried out
using a qualitative filter followed by a glass microfiber filter (Vicam, Sweden). The filtrate (4
mL) was diluted in 20 ml of PBS with 0.01% tween 80. This content was passed through the
OchraTest immunoaffinity column (IAC) (Vicam, USA) at a flow rate of 2-3 mL/min, and
washed with 20 mL of ultra pure water (MilliQ, France). The elution of the mycotoxin was
performed eight times with 500uL of methanol: acetic acid (98:2) in an amber vial. The
extract was dried using nitrogen and resuspended with 300uL of the mobile phase acetonitrile:
water: acetic acid (51:47:02). Before injection in the HPLC the extract was filtered in 0.45um
PVDF filter (Analitica, China). Twenty microliters were injected in High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) with a fluorescence detector (Shimadzu, Japan). The methodology

was based on Copetti et al. (2010).

2.7.3 HPLC parameters

The Shimadzu LC-10VP HPLC system (Shimadzu, Japan) was used with manual
injection and a fluorescence detector with a wavelength of 333 nm of excitation and 477 nm
of emission. The reverse phase C18 Shimadzu Shimpack (4.6x250 mm) column was used at
oven temperature at 40°C.The mobile phase was methanol: acetonitrile: water: acetic acid
(35:30:34:01) with flow rate of 0.8 mL/min (Copetti et al., 2010, modified).

An ochratoxin A standard was used for the construction of a six point calibration curve

of peak areas versus concentration (ug/mL). The recovery was calculated after spiking a blank
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black pepper with ochratoxin A standard at 3 levels: low (0.7 pg/kg), medium (11.5 pg/kg)
and high (57.4ug/kg) in triplicate.

Limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) of the method were calculated
analyzing eight replicates of blank black pepper spiked with low level (0.7 pg/kg) of

ochratoxin A, according to Eurachem Guides (2014).

3. RESULTS

3.1 Fungi contamination

From sixty samples analyzed (29 powder and 31 grain) a total of 1,214 Aspergillus
section Nigri and Circumdati were isolated. Table 1 and Table 2 show the frequency of
occurrence, the average and range of contamination by these species in the grain and powder
black pepper, respectively.

The most common group of species isolated were Aspergillus section Nigri (1,079
isolates) and the main group, was classified in the “Aspergillus niger “aggregate” with 98%of
the isolates (1,059). All these isolates showed the morphological characteristics of Aspergillus
niger, such as, black or slightly brown colony (70 mm) in CYA 25°C after 7 days, biseriate,
smooth or slightly rough globose conidia (4-5 um). A. carbonarius corresponded to 1.48% of
the isolates. A. carbonarius differs from A. niger due to conidia size, which diameter varies
from 7 to 10 um, and conidia ornamentation, they are spiny. Aspergillus niger “aggregate”
and A. carbonarius were found in 68%, 87% and 65% and 16%, 9.6% and 3.5% of the
samples with disinfection, without disinfection and in powder, respectively.

In addition of those Aspergillus section Nigri described previously, another group

classified as Aspergillus japonicus “aggregate” was isolated, only from black pepper grain
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and without external disinfection. They were found in 9.7% of these samples and the average
of contamination was low, 0.3%. This group was characterized by dark brown and gray
colony (70mm) in CYA at 25°C after 7 days, uniseriate, globose and spiny conidia (4-5um).

The contamination of A. section Circumdati was lower and 135 representatives were
isolated from total samples analyzed. They were found in 13%, 58% and 14% of the
disinfected grain samples, non-disinfected and in powder, respectively.

The average of contamination by Aspergillus section Nigri in disinfected grains was
lower (15.4%) than in grains without superficial disinfection (41.3%) and the same occurred
with Aspergillus section Circumdati, that had 0.9% in disinfected grains and 6.58% in non-
disinfected grains, showing the importance of these external mycobiota in terms of the
presence of ochratoxin A potential producers.

All strains of A. section Nigri (1,079) and A. section Circumdati (135) were tested for
ochratoxin A production and 8.73% were positives as shown in Table 3.

In spite of a large number of Aspergillus section Nigri isolates, only 3.9% were
ochratoxin A producers. In this group, only A. carbonarius strains showed high percentage of
ochratoxin A producer isolates, 100%. Aspergillus niger “aggregate” had low levels of
positive strains, 2.9% and no isolates of A. japonicus produced ochratoxin A, which confirms
Samson et al. (2010) that A. japonicus was not ochratoxin A producer.

In relation to Aspergillus section Circumdati, from a total of 135 isolates, 46.7% of the
isolates were ochratoxin A producers.

The average of black pepper water activity obtained was 0.580, with a range of 0.427
to 0.736; for the grain samples the average was 0.599 and for the powder samples it was

0.561.
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3.2 Occurrence of OTA in black pepper samples

The ochratoxin A methodology used showed a good recovery and had satisfactory
performance at the three defined levels: low (0.76ug/kg), medium (11.50ug/kg) and high
(57.45ug/kg). These values achieved are in accordance with the European Community
Directive EC N° 401/2006 (EC, 2006) that established recovery values between 50 and 120%
for ochratoxin A levels lower than 1.0pg/kg and between 70 and 110% for 1.0 to 10ug/kg
(Table 4). Satisfactory recovery values were obtained at the three established levels (97%,
96% and 88.5%, respectively).

The detection (LOD) and quantification (LOQ) limit of total ochratoxin A were 0.05
ng/kg and 0.16 pg/kg, respectively; with retention time of about 10.5 min. Figures 1 and 2
show the chromatogram of ochratoxina A standard and a natural contaminated black pepper,
respectively.

Table 5 shows the ochratoxin A contamination in the black pepper samples. The
average of ochratoxin A contamination, considering the total samples (n=60) analyzed, was
0.80ug/kg. Twenty-seven (45%) samples did not showed ochratoxin A contamination
(<LOD). All the samples with ochratoxin A contamination (55%) were in accordance with
Brazilian (30 png/kg) and European regulation (15 pg/kg). Twenty-one samples (35%) showed
OTA contamination between detection limit (0.05ug/kg) and 1.0ug/kg and 12 (20%) samples
had contamination higher than 1.0ug/kg. Only two samples (3.3%) exceed 10 ug/kg, as shown
in table 5.

Considering the kind of sample, bulk samples showed a higher OTA contamination
with average of 1.13ug/kg when compared to packed samples bought in the supermarket,

which had average of 0.48pg/kg.
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The four highest contaminated samples (13.2; 10.6; 7.9 and 7.8ug/kg) were bulk
samples collected in the market of Campinas and Sao Paulo cities. Water activity values of
these most contaminated samples were 0.639; 0.567; 0.561 and 0.557 respectively, considered
low to fungal growth. In this case it is possible that ochratoxin A formation occurred before

commercialization, during storage, transport, drying process or in the field.

4. DISCUSSION

Black pepper is a low water activity food which favors the development of xerophilic
fungi, including the ochratoxin A producing Aspergillus species. The most frequent
ochratoxigenic fungi found in the samples analyzed were Aspergillus niger "aggregate”
Because they produced black spores, they had an advantage over their competitors due to their
resistance to sunlight, and they persisted in peppers during sun drying (Pitt & Hocking, 2009).

This work revealed that Aspergillus carbonarius and A. ochraceus were the largest
producers of OTA in black pepper, although Aspergillus niger “aggregate” was the most
dominant group. Same results were found by Yogendrarajah et al. (2014) which used dilution
technique and reported A. niger in black pepper with contamination varying from 6 t019.6%
and Jeswal & Kumar (2015) that plated different spices without external disinfection and
observed contamination of black pepper with A. ochraceus (10% of average of contamination)
and 45% of them produced ochratoxin A. In our study 46.7% of the Aspergillus section
Circumdati isolates were OTA producers.

As in the present study, Jalili et al. (2010) also showed high contamination in bulk
samples. The two most contaminated samples found were black and white bulk pepper

samples, with contamination of 13.58 and 12.64ug/kg respectively.
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The higher fungal contamination in bulk samples can be a result of an inadequate
handling and storage of the product, which can favor the development of fungal and toxin
production. Packaged samples which showed lower fungal contamination can be a result of
using well selected raw material by the companies. Gama irradiation can be used by the spice
companies to reduce fungal and mycotoxin contamination.

The contamination rate of the samples plated without surface disinfection was higher
than the infection rate of the samples that were disinfected, including the OTA producing
fungi, showing that these species were also in the surface of the grain. Safe moisture content
must be maintained during grain storage to avoid the growth of these species.

From a total of 60 samples, 33 (55%) showed contamination (> 0.05 pg/kg) by
ochratoxin A with a mean of 0.80ug/kg. Only 4 samples (6.7%) showed contamination >
5ug/kg and lower than 13 pg/kg, but all samples are in accordance with Brazilian and
European regulation.

Studies have shown that the mean of black pepper samples contaminated with OTA
ranges from 43.5% to 78.57% and the level of OTA contamination varies from ND to 154.1
ug/kg (Jalili et al., 2010; Ramesh & Jayagoudar, 2014; Jeswal & Kumar, 2015; Jalili, 2016).

During the process production of black pepper, contamination can occur mainly during
drying as the product is exposed to the sun on tarpaulins on the ground and submitted to
climatic conditions and the presence of domestic and wild animals, which can contaminate the
pepper with fecal material or urine.

During storage the moisture content must be controlled to avoid oxidative processes
leading to aging and consequently deterioration, which also favors the fungal contamination
and production of mycotoxins (Piccolo, 2014).

In general, samples of black pepper analyzed in this study showed low ochratoxin A

contamination; however some samples presented ochratoxigenic fungi speeies and the
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majority of samples had presence of ochratoxin A, showing the need for surveillance and care

during all black pepper production chain.

5. CONCLUSIONS

This study reported the high fungal contamination of black pepper produced and
consumed in Brazil. The presence of ochratoxigenic fungi indicates that there is a high risk of
ochratoxin A contamination. Moisture content of the grains must be controlled during all the
black pepper production chain (lower than 12%) in order to prevent ochratoxin A production

and subsequent consumer exposure.
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Capitulo 3

Ochratoxin A and its producing fungi in black pepper
(Piper nigrum L.) consumed in Brazil

(Tables and figures)
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Captions

Table 1. Contamination of black pepper grains (n=31 samples) by Aspergillus section Nigri

and A. section Circumdati.

Table 2. Contamination of powdered black pepper (n=29 samples) by Aspergillus section

Nigri and A. section Circumdati.

Table 3.0Ochratoxin A producing fungi in black pepper samples.

Table 4.Recovery of ochratoxin A (%) using three different contamination levels.

Table 5.0chratoxin A contamination in the black pepper samples.

Figure 1.Chromatogram of ochratoxin A standard.

Figure 2. Chromatogram of a natural ochratoxin A contaminated black pepper sample (13,15

Ha/kg).
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Table 1.

Black pepper grains (n = 31)

With disinfection Without disinfection
Fungi FO Average of Rangeof FO Average Range of
(%) infection infection (%) contamination  contamination

(%) (%) (%) (%)
A. niger 67.7 15.0 0-100 87.1 40.2 0-100
"aggregate"’
A. 16.1 0.4 0-6 9.6 0.3 0-4
carbonarius
A. section 12.9 0.9 0-10 58.1 6.6 0-44
Circumdati
A. japonicus 0 0 0 9.7 0.3 0-6
"aggregate"’

FO = Frequency of occurrence (n° contaminated or infected samples/n® total samples)

Average = Sum of average contamination or infected values of total samples/ n° total

samples)
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Table 2.

Powdered black pepper (n = 29)

Fungi

FO (%) Average (CFU/g) Range (CFU/Q)
A. niger ""aggregate" 65.5 2.8x10° <10°- 4.0x10°
A. section Circumdati 13.8 7.3x10° <10*-1.3x10"
A. carbonarius 3.5 34 <10° - 1.0x10°

FO = Frequency of occurrence (n° contaminated samples/n® total samples)

Average = Sum of average contamination values of total samples/ n° total samples)
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Table 3.

Grain

With Without Powder Total

Fungi Disinfection Disinfection

Isolates OTA + Isolates OTA+ Isolates OTA+ Isolates OTA+

(n) (%) (n) (%) (n) (%) (n) (%)

A. niger

231 0.9 621 3.7 210 2.7 1062 2.9
"aggregate"
A. carbonarius 7 100 5 100 1 100 13 100
A. japonicus

0 0 4 0 0 0 4 0

“aggregate”
A. section

14 42.7 98 50 23 34.8 135 46.7
Circumdati
Total 252 6.0 728 10.6 234 6.4 1214 8.8
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Table 4.

Ochratoxin A (ug/kg) (n=3) Ochratoxin A (ug/kg)
Average + SD' 0.74+0.01
0.76
Recovery £ SD (%) 97.17+1.83
Average + SD 11.06%0.31
11.50
Recovery £ SD (%) 96.28+2.73
Average + SD 50.86+6.29
57.45
Recovery £ SD (%) 88.54+10.95

1 SD= Standard deviation
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Table 5.

N° of samples

Ochratoxin A (ng/kg)

Grain Powder
<0.05 15 12
>0.05-<1.0 10 11
>1.0-<5.0 3 5
>5.0-<10.0 2 0
>10.0 —<15.0 1 1
>15.0 0 0
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Figure 1.
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4. CONCLUSAO GERAL

Com o presente estudo pudemos concluir que fungos potencialmente
toxigénicos e produtores de aflatoxinas e ocratoxina A estiveram presentes na
pimenta preta, tanto no interior quanto na superficie dos grédos, indicando haver
potencial de risco para a saude publica dos consumidores de pimenta preta.

As amostras embaladas demostraram estar menos contaminadas com fungos
e micotoxinas, indicando um controle mais rigoroso da matéria-prima que é utilizada
pela industria. Outro possivel procedimento que as industrias podem estar utilizando
€ a adocdo de métodos de descontaminagcdo, como a radiacdo ionizante ou
ozonizacao. A irradiacdo de alimentos é regulamentada no pais pela ANVISA (RDC
n°® 21/2001) desde 2001 e para especiarias esta técnica é aprovada. Além da
irradiacdo, outra pratica que pode ser utilizada € a ozonizagcdo. Esta técnica é
considerada segura pela FDA, contudo no Brasil s6 é regulamentada para uso em
agua (Portaria n° 25/76).

Ja as amostras a granel estiveram mais contaminadas. Neste caso, € possivel
que ndo tenha havido a selecdo dos fornecedores e de matéria-prima, que utilizem
as boas préticas agricolas, como secagem, armazenamento, transporte e
embalagem adequados.

Embora algumas amostras tenham apresentado niveis elevados de OTA e
aflatoxinas, todas estas nao ultrapassaram o limite de aflatoxinas e ocratoxina A
estabelecidos na legislacdo brasileira. Além disso, a maioria das amostras estava
contaminada com niveis abaixo dos valores recomendados ou com valores menores
gue o limite de deteccdo do método.

Vinte amostras (33,33%) apresentaram co-ocorréncia de aflatoxinas totais e
ocratoxina A. Doze amostras (20%) apresentaram contaminacdo apenas por
aflatoxinas totais e 13 amostras (21,66%) apresentaram contaminagdo apenas por
ocratoxina A. O restante, 15 amostras (25%) ndo apresentaram contaminag¢ao por
tais micotoxinas.

No presente trabalho, algumas amostras apresentaram fungos produtores de
aflatoxinas e ocratoxina A, porém ndo estavam contaminadas com tais micotoxinas.
Portanto, provavelmente n&o houve condigbes adequadas durante processo da

pimenta preta para a producao destas micotoxinas.
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Por outro lado, existram amostras que estavam contaminadas com as
micotoxinas analisadas e ndo apresentaram os fungos produtores. Neste caso, a
producdo de aflatoxinas e ocratoxina A pode ter ocorrido em etapas que
antecederam a comercializacdo e mesmo apds a morte dos fungos as micotoxinas
permaneceram no produto.

A adocdo de boas préticas durante o plantio, colheita e secagem, e
manutencdo dos baixos valores de atividade de agua (<0,65) durante o
armazenamento, transporte e comercializacdo da pimenta preta, devem ser
monitorados, uma vez que os fungos estado presentes na superficie dos grédos e na

pimenta em p6 conforme verificado neste trabalho.
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