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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos
Universidade Federal de Santa Maria

CONTAMINAC;AO FUNGIQA DE ESPECIARIAS E POTENCIAL
MICOTOXIGENICO DOS ISOLADOS
AUTOR: MARCELO VALLE GARCIA

ORIENTADOR: MARINA VENTURINI COPETTI
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 27 de outubro de 2015.

As especiarias em sua maioria sdo oriundas de paises de clima tropical, 0s quais apresentam
temperatura e precipitacdo pluviométrica elevadas, o que influencia a umidade do solo e favorece a
multiplicacdo microbiana. Apos sua colheita, estes produtos geralmente permanecem préximo ao solo,
em temperatura ambiente para secagem, predispondo a contaminacdo e permitindo o crescimento de
fungos. O objetivo deste estudo foi identificar espécies flngicas presentes em 25 lotes de oito
diferentes especiarias e verificar o potencial micotoxigénico das cepas isoladas. Para as amostras de
cravo-da-india (Syzygium aromaticum) e pimentas (Piper nigrum) preta e branca em gréo, utilizou-se a
técnica de plagueamento direto apds desinfeccdo em solucdo de hipoclorito de s6dio 0,4 % por um
minuto. As analises das amostras de alecrim (Rosmarinus officinalis), canela (Cinnamomum cassia),
erva-doce (Pimpinella anisum), pimenta calabresa (Capsicum baccatum), orégano (Origanum
vulgare), e pimenta branca e preta moidas foram feitas através de diluicdo seriada, seguida de
plagueamento em superficie. As analises foram realizadas em triplicata, em meio Dicloran Glicerol 18
% (DG18), com incubagdo a 25 °C por sete dias. Decorrido este periodo, foi realizado o isolamento e
identificacdo dos fungos seguindo-se as recomendacGes de meios de cultura e periodo de incubacéo de
cada género. A capacidade micotoxigénica dos isolados foi verificada através do método de agar-plug,
seguido de cromatografia em camada delgada. Com excecdo do cravo-da-india, todas as especiarias
apresentaram elevada contaminacédo fungica, com predominancia dos géneros Eurotium e Aspergillus,
e presenga de Penicillium sp., Cladosporium sp., além de Rhizopus sp., Mucor sp. e fungos deméaceos.
A frequéncia de Aspergillus spp. potencialmente toxigénicos foi intensa nas pimentas branca e preta
com presenca de A. flavus (até 32%), A. nomius (até 12 %), A. parasiticus (até 4 %), complexo A.
niger (até 52 %), A. ochraceus (até 12 %) e A. carbonarius (até 4 %). Das 21 cepas isoladas e testadas
de A. flavus na pimenta preta, 14,2 % apresentaram capacidade de producédo de aflatoxina B: (AFB.).
J& na pimenta branca, 66,7 % dos A. flavus isolados apresentaram capacidade de producdo de AFB;.
Dos isolados de Aspergillus nomius da pimenta branca, 100 % foram produtores de aflatoxina B; e B,
enguanto que A. parasiticus provenientes da pimenta preta demonstraram potencial toxigénico de
producdo de AFB;, B, e G1 em 100 % e o Unico isolado da pimenta branca foi capaz de sintetizar as
quatro aflatoxinas testadas (B, B2, G1 e G2). Com relacdo aos fungos potencialmente produtores de
ocratoxina A (OTA), dos dois A. carbonarius isolados da pimenta preta, 100 %, dos A. ochraceus 20
%, e dos A. niger 3,7 % foram capazes de sintetizar OTA. O orégano foi a especiaria com maior
numero de isolados de A. niger testados (49), entretanto, apenas 2,04 % apresentou capacidade de
producdo de OTA. Conclui-se que as especiarias analisadas neste estudo apresentaram ampla
contaminacgdo por fungos de espécies potencialmente micotoxigénicas, 0 que pode constituir um
perigo para a saude dos consumidores.

Palavras-chave: Aspergillus spp. Fungo. Micotoxina. Pimenta. Condimento.
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Spices are mostly originary from tropical countries, which have high temperature and rainfall,
which influences soil moisture and promotes microbial growth. After harvesting, these products
generally remain close to the ground, at ambient temperature for drying, predisposing to
contamination and allowing the growth of fungi. The objective of this study was to identify fungal
species present in 25 batches of eight different spices and check the mycotoxigenic potential of
isolated strains. For samples of clove (Syzygium aromaticum) and black and white peppers (Piper
nigrum) beans, the direct plating technique was used after disinfection with sodium hypochlorite 0.4%
for one minute. Analyses of rosemary samples (Rosmarinus officinalis), cinnamon (Cinnamomum
cassia), fennel (Pimpinella anisum), pepper pepperoni (Capsicum baccatum), oregano (Origanum
vulgare), and white and black ground pepper were done by serial dilution followed by plating on the
surface. The analyses were performed in triplicate in 18% Dichloran Glycerol (DG18) and incubated
at 25 ° C for seven days. After this period, we carried out the isolation and identification of fungi
following the recommendations of culture media and incubation period of each gender. The
mycotoxigenic capacity of the isolates was verified by agar plug method, followed by thin layer
chromatography. Aside from clove, all the spices showed highly fungal contamination, especially
presence of Eurotium and Aspergillus, and Penicillium sp., Cladosporium sp., Rhizopus sp., Mucor sp.
and dematiaceous. The occurrence of potentially toxigenic Aspergillus spp. was intense in the white
and black peppers with the presence of A. flavus (up to 32%), A. nomius (up to 12%), A. parasiticus
(up to 4%), A. niger complex (up to 52%), A. ochraceus (up 12%) and A. carbonarius (up to 4%). Of
the 21 strains isolated and tested A. flavus in black pepper, 14.2% showed aflatoxin B; (AFB1)
production capacity. In the white pepper, 66.7% of the isolates A. flavus showed AFB; production
capacity. From the isolates of Aspergillus nomius in white pepper, 100% were able to produce
aflatoxin B; and B, while A. parasiticus from black pepper demonstrated potential toxigenic
production AFB:, By, and G; in 100% and the only isolated from white pepper was capable of
synthesizing the four tested aflatoxins (Bi, B2, Gi and Gz). About the potentially ochratoxin A
producing fungi (OTA), the two isolates of A. carbonarius in black pepper, 100%, 20% of A.
ochraceus, A. niger and 3.7% were able to synthesize OTA. Oregano is the spice with the highest
number of isolates of A. niger tested (49), however, only 2.04% had OTA production capacity. We
conclude that the spices analyzed in this study showed widespread contamination by fungi and
potentially mycotoxigenic species, which may constitute a danger to the health of consumers.

Keywords: Aspergillus spp. Fungi. Mycotoxin. Pepper. Spices.
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1 INTRODUCAO

Conforme levantamento efetuado ao longo de 2012 pelo SEBRAE, considerando a
tendéncia mundial do consumo de alimentos, as especiarias apresentam forte potencial de
crescimento, uma vez que € significativa a mudanca de comportamento da sociedade onde é
cada vez mais expressiva a valorizacdo da gastronomia e da harmonizacéo entre alimentos e
bebidas, além da valorizagdo de ingredientes regionais. O mercado de ervas e especiarias
organicas mostra-se atualmente com uma taxa media de crescimento em torno de 30 %
anuais, enquanto o mercado convencional cresce cerca de 2 % ao ano (SEBRAE, 2013).

Segundo a legislacéo brasileira, entende-se por especiarias 0s produtos constituidos de
partes (raizes, rizomas, bulbos, cascas, folhas, flores, frutos, sementes, talos) de uma ou mais
espécies vegetais, tradicionalmente utilizadas para agregar sabor ou aroma aos alimentos e
bebidas (BRASIL, 2005). Embora sejam consumidas em todo o mundo, sdo produzidas
geralmente em paises de clima tropical, como o Brasil.

Apesar das especiarias serem consideradas produtos ndo pereciveis, sob condi¢fes
normais de armazenamento e de algumas até possuirem propriedades antimicrobianas e
antioxidantes que lhes permite ajudar na conservacio de alimentos (ASCENCAO; FILHO,
2013), alguns destes produtos podem constituir uma importante fonte de contaminacéo
microbiana (RUIZ-MOYANO et al., 2009; DA SILVA et al., 2012a; MAGHUBI et al., 2013;
TEIXEIRA-LOYOLA et al., 2014).

E sabido que em regides tropicais, de onde a maioria das especiarias é oriunda, é tipica
a ocorréncia de elevados valores de temperatura, umidade e indices de pluviosidade, e que
estes parametros sao propicios para o desenvolvimento de micro-organismos, sobretudo
fungos. Uma vez que 0s micro-organismos se encontram amplamente distribuidos no solo,
matéria organica e agua, é a partir destas fontes que os mesmos chegam até os alimentos,
tanto de origem animal, quanto vegetal (PITT; HOCKING, 2009). Adicionalmente, pode
haver a multiplicacdo de fungos sobre as especiarias durante a desidratacao, conferindo-lhes
alta carga de células viaveis que podem contaminar os produtos. Como eles sdo adicionados a
outras preparacdes, se estiverem contaminados, acabam por elevar a carga microbiana de
outros alimentos.

Também se deve considerar que as especiarias sdo produzidas em zonas tropicais ou

subtropicais com caracteristicas sanitarias deficientes, onde as condi¢cbes de manuseio,
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secagem e armazenamento sdo extremamente precarias, aliadas a climas quentes e umidos, as
tornam susceptiveis a contaminacdo microbiana potencial (McKEE, 1995; MAGHUBI et al.,
2013; GUPTA; BALA; SHARMA, 2015). As fontes de contaminagdo podem ser humanas ou
animais (insetos, aves e roedores), podendo encontrar-se entre as especiarias materiais
estranhos como pedras, metais, vidro, areia, penas, insetos e seus fragmentos, cabelos e
excrementos (MACRAE; ROBINSON; SADLER, 1993).

Além do aspecto de alteracdo nas caracteristicas sensoriais das especiarias, decorrentes
do desenvolvimento de fungos e subsequente depreciacdo de seu valor de mercado, ha uma
preocupacao adicional no que concerne a possibilidade de formacédo de micotoxinas, as quais
representam um perigo a saude pablica (PITT; HOCKING, 2009).

Visando minimizar o problema, recentemente, o Codex Alimentarius criou um comité
especifico para especiarias e ervas culinarias, onde o principal objetivo é o estabelecimento de
normas internacionais e elaboracdo de um codigo de praticas para a producdo segura de
especiarias e ervas aromaticas. Com isso, deseja-se introduzir preceitos higiénico-sanitarios
durante a producdo e beneficiamento destes ingredientes, visando a protecdo da salde do
consumidor. Associado a isso, a Organizacdo das Nacbes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura (FAO) e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) realizaram uma chamada
internacional por dados sobre qualquer risco microbioldgico associado a estes alimentos, a
fim de identificar os agentes que representem um perigo aos consumidores associados a

especiarias e ervas aromaticas secas (FAO, 2013).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Especiarias

Ao longo da historia, as especiarias e as ervas aromaticas constituiram um dos setores
mais importantes da economia mundial, sendo o0s paises mais ricos e poderosos 0s
responsaveis pelo controle comercial destes produtos. O processo de comercializagdo das
especiarias teve inicio nas civilizag@es egipicia, chinesa, grega e romana na época das grandes
expedi¢bes maritimas, sendo entdo, a cultura da utilizacdo destes produtos espalhada pela
Europa e resto do mundo (CASTRO, 1985).

As especiarias podem ser definidas como "produto vegetal utilizado para dar sabor,
temperar e transmitir aromas em alimentos” (FAO, 2005). Provenientes de plantas com
caracteristicas especiais, estes condimentos ndo tém apenas a fungéo de realcar o sabor ou dar
gosto especial aos alimentos, pois, quando usados de forma adequada, tém um importante
papel na digestdo do homem, por promoverem maior salivacdo, secrecdo mais abundante das
glandulas digestivas e aumento do peristaltismo intestinal, facilitando, assim, a degradacéo do
alimento até a fase final (RODRIGUES et al., 2005).

Segundo definicdo da Resolucdo de Diretoria Colegiada (RDC) da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) n° 276 de 22 de setembro de 2005, entende-se por
especiarias 0s produtos constituidos de partes (raizes, rizomas, bulbos, cascas, folhas, flores,
frutos, sementes, talos) de uma ou mais espécies vegetais, tradicionalmente utilizadas para
agregar sabor ou aroma aos alimentos e bebidas (BRASIL, 2005).

Diferentes especiarias tais como, pimenta, paprica, orégano, cominho, gengibre,
acafrdo, sdo produzidas principalmente na india, Indonésia, Brasil, Marrocos, Malasia e
Turquia, e além de serem utilizadas para aumentar e/ou acrescentar sabor ao alimento,
possuem uma finalidade secundaria de conservacdo, devido, sobretudo as suas propriedades
antioxidantes (PRADO et al., 2008; MORAIS et al., 2009). Também, muitas destas plantas
tém sido utilizadas em razdo de suas caracteristicas antimicrobianas, devido aos compostos
sintetizados no metabolismo secundario das mesmas. Estes produtos sdo conhecidos por suas
substancias ativas, como, por exemplo, compostos fendlicos que estdo presentes em seu 6leo
essencial (SANTOS et al., 2011; AFFONSO et al., 2012; PITARO; FIORINI; JORGE, 2012).
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Uma vez que as especiarias sdo produtos naturais, elas tém sido cada vez mais
utilizadas por consumidores que procuram sabores peculiares, de qualidade, naturais, mais
saudaveis, frescos, livres de aditivos e com menor quantidade de sal e gordura, além de
sofrerem 0 menor processamento possivel. Porém, outro requisito indispensavel € que estes
produtos apresentem uma vida Util longa e sejam indcuos com relagdo a presenca de micro-
organismos patodgenos e suas toxinas (BEDIN; GUTKOSKI; WIEST, 1999).

Na Tabela 1 sdo apresentadas as principais especiarias utilizadas na culinaria e as

respectivas partes utilizadas na preparacdo de alimentos.

Tabela 1 — Principais especiarias utilizadas na culindria com respectivo nome cientifico e

parte utilizada.

Nome comum (Nome cientifico)

Parte do vegetal

utilizada

Acafréo (Crocus sativus L.)
Alecrim (Rosmarinus officinalis L.)

Estigmas florais
Folhas e talos

Alho (Allium sativum L.) Bulbos
Alho porro (Allium porrum L.) Folhas e talos
Baunilha (Vanilla planifolia Jacks.) Frutos
Canela-da-china (Cinnamomum cassia Ness ex Blume) Cascas
Canela-do-ceildo (Cinnamomum zeylanicum Ness) Cascas
Cebola (Allium cepa L.) Bulbos

Cebolinha verde (Allium schoenoprasum L.)
Coentro (Coriandrum sativum L.)

Cominho (Cuminun cyminum L.)

Cravo-da-india (Syzygium aromaticum L., Caryophyllus aromaticus L. ou
Eugenia caryphyllata Thumb)

Folhas e talos

Talos, folhas e
frutos

Frutos

Botoes florais

Cdrcuma (Curcuma longa L. e Curcuma domestica Valenton) Rizomas
Erva-doce ou anis ou anis doce (Pimpinella anisum L.) Frutos
Gengibre (Zingiber officinale Roscoe) Rizomas
Gergelim (Sesamum indicum L.) Sementes
Orégano chileno (Origanum vulgare L.) Folhas e talos
Paprica (Capsicum annuum L.) Frutos
Pimenta branca, preta, verde ou pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) Frutos
Pimenta-de-caiena (Capsicum baccatum L.) Frutos
Pimentdo vermelho, verde e amarelo, pimenta doce (Capsicum annuum L.) Frutos
Salsa (Petroselinum sativum Hoffm. ou Petroselinum crispum (Mill.) Nyman.) Folhas e talos
Tomate (Lycopersicum esculentum L.) Frutos
Urucum (Bixa orellana L.) Sementes

Fonte: Adaptado de Brasil (2005).
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2.2 Especiarias avaliadas no estudo

2.2.1 Alecrim (Rosmarinus officinalis L.)

O alecrim (Rosmarinus officinalis L.) € uma planta aromatica pertencente a familia
Lamiaceae (ALI et al., 2000; BEGUM et al., 2013). Originéaria do sul da Europa e do norte da
Africa, foi trazida para o Brasil na época da colonizacdo (MARTINS et al., 1998). Tem sido
utilizada por milhares de anos para aspectos culinarios e medicinais, principalmente devido as
suas propriedades aromaticas e beneficios a saide (HOLMES, 1999).

O alecrim € frequentemente utilizado na cozinha tradicional mediterrania para
aromatizar alimentos como condimento. As formas basicas de utilizacdo da especiaria em
preparacdes culinarias sdo as folhas pulverizadas frescas e/ou secas, e estas possuem um sabor
amargo e adstringente (PETER, 2012).

Atualmente, o alecrim tem sido amplamente investigado como aditivo alimentar,
sendo que esta planta pode ser adicionada diretamente ao alimento ou incorporada em
algumas embalagens, funcionando como agente antimicrobiano e antioxidante (RIBEIRO-
SANTOS et al., 2015). A atividade antibacteriana e antifingica do alecrim, devido a presenca
de O6leos essenciais na planta, tem sido amplamente estudada (PACKER; LUZ, 2007,
ROMANO et al., 2009; HUSSAIN et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2013; PESAVENTO et al.,
2015).

A operacdo de secagem empregada no alecrim pode implicar na diminuicdo de alguns
atributos desta especiaria, como frescor e odor, mas pode aumentar consideravelmente outros,
como a vida til, podendo assim, facilitar o transporte e 0 armazenamento (DIAZ-MAROTO
et al., 2007). A desidratacdo de diferentes partes da planta pode ser realizada utilizando
métodos diferentes, como por exemplo, secagem ao sol, secagem ao ar a temperatura
ambiente, por convecgdo, forno e secagem por micro-ondas (ARSLAN; OZCAN, 2008;
DIAZ-MAROTO; VINAS; CABEZUDO, 2003; SZUMNY et al., 2010).
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2.2.2 Canela-da-china (Cinnamomum cassia Ness)

Cinnamomum cassia Ness, popularmente conhecida como canela da China, € uma
planta proveniente da Asia e assim como a canela-do-ceildo (Cinnamomum zeylanicum Ness)
é obtida de uma éarvore da familia Lauracea, mesma do louro. Os jesuitas foram o0s
responsaveis pela introdugdo da canela no Brasil, onde as condi¢6es de solo favoreceram sua
adaptacdo (ESALQ, 2003).

A casca desta canela tem sido utilizada como especiaria desde a antiguidade e sua
utilizacdo tem se dado ultimamente em tratamentos de disturbios de circulacdo arterial,
gastrite e doencas inflamatérias (CHOI et al. 2001; WANG et al. 2008).

O processamento ocorre atraves da retirada da casca do tronco na época das chuvas,
guando a seiva é mais abundante, e depois a mesma é seca e enrolada manualmente em
formato de canudo, o0 que passa a ser conhecido como canela em rama ou em pau. Os residuos
e as cascas quebradas se transformam em canela em p6 (ESALQ, 2003).

A canela é considerada uma importante fonte de compostos volateis responsaveis por
um odor agravel, sendo assim bastante utilizada na industria de aromatizantes, perfumarias,
produtos medicinais e bebidas (JAYAPRAKASHA; RAO; SAKARIAH, 2003).

O oleo essencial obtido a partir da casca da canela e dos ramos jovens da planta tem
sido bastante utilizado devido as suas propriedades antioxidantes, antibacterianas e
antifangicas (GENG et al. 2011).

Amplamente aplicada como condimento na preparacdo de alimentos, esta especiaria €
utilizada na confeccdo de pdes, doces, tortas, compotas e até de alguns tipos de carne;

polvilhadas em arroz doce, pastéis e panquecas (GLOBO RURAL, 2015a).

2.2.3 Cravo-da-india (Syzygium aromaticum L.)

Syzygium aromaticum L. ou popopularmente conhecida como cravo-da-india, & uma
arvore sempre verde, em forma de coluna que pode chegar de 9 a 15 metros de altura
(SELLAR, 2002; GLOBO RURAL, 2015b). Os brotos florais ttm uma tonalidade marrom-
avermelhada e as folhas sdo pequenas e de tom acinzentado. E natural das ilhas Molucas e da

Indonésia, mas também é cultivada em Zanzibar, Madagascar e Java (SELLAR, 2002).
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A Indonésia destaca-se como primeiro produtor mundial (73 % da produgdo mundial),
sendo que mais de 90% da producdo € destina a industria de krekets, que sdo cigarros
compostos por uma mistura de tabaco e cravo-da-india. O segundo grande pais produtor é
Madagascar, seguido do Brasil com uma producdo de 6.000 toneladas/ano (VITA SPICE,
2009). No territério brasileiro, o cultivo comercial da planta esta concentrado principalmente
nas cidades de Valenca, Itubera, Taperod, Camamu e Nilo Pecanha, localizadas na regido do
baixo sul do Estado da Bahia, além do municipio de Una, mais ao sudeste baiano (GLOBO
RURAL, 2015b).

Aromética e ligeiramente amarga, a flor do cravo-da-india é bastante utilizada em
sobremesas, como doces caseiros de abdbora, mamao verde, cidra, tendo lugar reservado no
periodo de festas e também como ingrediente ou item decorativo dos pratos principais
(GLOBO RURAL, 2015b).

Além da utilizacdo na culinéria, a espécie é explorada principalmente para extracao
industrial do 6leo essencial obtido a partir dos botdes florais, folhas e outras partes
(LORENZI; MATOS, 2008). O ¢6leo essencial do botdo de cravo contém 17 % de Oleo
essencial e o talo que o acompanha contém 4,5-6 %. O éleo pode conter até 90 % de eugenol,
tendo como segundo maior constituinte o cariofileno (CRAVEIRO; QUEIROZ, 1993).

Por ter o eugenol como componente majoritario do éleo essencial, estudos vém sendo
conduzidos para avaliar as propriedades medicinais deste composto obtido do extrato de
cravo-da-india, bem como a sua atividade antimicrobiana (HITOKOTO et al., 1980; SOUZA
etal., 2004; PEREIRA et al., 2006; MARIATH et al., 2006; ASCENCAO; FILHO, 2013).

Affonso et al. (2012) relata as principais propriedades terapéuticas do cravo-da-india,
onde destaca-se: atividade antidiabética, efeito afrodisiaco, efeito antitumoral, efeito
anestésico e anti-inflamatorio, atividade anti-Ulcera e também as atividades antimicrobianas,
como um importante antiviral, antibacteriano, antifungico, antiprotozoario e poderosa

atividade inseticida.

2.2.4 Erva-doce (Pimpinella anisum L.)

A erva-doce (Pimpinella anisum L.) também conhecida como anis, é uma planta
anual, herbacea, ereta (0,30-0,70 cm), aromatica, apresentando flores brancas e dispostas em

umbelas. Os frutos s@o do tipo aquénios, de sabor adocicado e aroma acentuado (TORRES,
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2004). E originaria da Asia e cultivada no Brasil especialmente na Regido Sul (LORENZI;
MATOS, 2008).

Na cozinha ocidental, a parte de interesse da erva-doce é o fruto, embora seja dito
erronamente o termo ‘“semente”, sendo utilizada estritamente na produgdo de paes e bolos
(KATZER, 1998).

Bruneton (1991) atribui atividades antiespasmodica, inibidora da fermentacédo
intestinal e carminativa a erva-doce. Boskabady e Ramazani-Assari (2001), constataram a
acao broncodilatadora do 6leo essencial e dos extratos etandlicos e aquosos desta planta que
apresentaram forte atividade antioxidante e notdvel acdo antibacteriana para bactérias
(GULCIN et al., 2003). Comprovou-se também que o Oleo essencial da P. anisum pode
reduzir os efeitos causados pelo uso da morfina (SAHRAEI et al., 2002).

No que diz respeito ao processamento, os principais cuidados em relacdo a producéo
segura de erva-doce, estdo ligados ao processo de secagem. Apesar de ser uma pratica comum
a secagem ao sol e em cima de lonas ou area cimentada, isto pode trazer problemas como a
contaminacdo e a perda de qualidade do produto. Sabe-se que a secagem ao sol ndo €
recomendada para frutos aromaticos, tanto devido a possibilidade de perda de substancias
volateis, quanto as transformacgdes que podem ocorrer e acarretar a producdo e acumulo de
substancias que podem ser tdxicas. Outro ponto importante é que quando o processo de
secagem ocorre deste modo, os frutos ficam expostos a contaminacgéo ambiental (EMBRAPA,
2010).

Bugno et al. (2006) ressaltam que devido a presenca destes componentes fitoterapicos
e atributos sensoriais, a especiaria € amplamente utilizada pela populagdo, o que gera uma
preocupacdo para com a qualidade sanitaria deste alimento, reforcando a necessitade de mais

estudos que apontem os parametros microbioldgicos do fruto.

2.2.5 Pimenta calabresa (Capsicum baccatum L.)

A pimenta calabresa, na verdade, ndo é um tipo de pimenta, mas sim o produto obtido
a partir da desidratacao e flocagem da pimenta dedo-de-moca (Capsicum baccatum L.) ou um
pool de varios tipos de pimentas vermelhas (BONTEMPO, 2007; CORNEJO et al., 2012).

Segundo Dutra et al. (2010), a pimenta dedo-de-mocga € uma das mais consumidas no

Brasil, sendo ela produzida principalmente na regido centro-oeste do pais e tambem nas
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regides sul e sudeste do Brasil, por pequenos, médios e grandes produtores individuais ou
integrados a agroindudstria (CARVALHO et al., 2009).

Os frutos sdo alongados e pendentes, com coloracdo verde (imaturo) e vermelha
(maduro), provocando ardéncia com moderacdo (BONTEMPO, 2007). A esta pimenta sao
atribuidas caracteristicas organolépticas de cor brilhante, gosto salgado e aroma agradavel, e,
portanto, utilizada para melhorar o aroma natural e sabor dos alimentos (KARRASLAN;
ARSLANGRAY, 2015).

A pungéncia ou picancia das pimentas do género Capsicum deve-se a presenca da
capsaicina, substancia quimica que confere a pimenta seu carater ardido e propriedades
benéficas a saide (BONTEMPO, 2007). A capsaicina apresenta propriedades medicinais que
pode atuar principalmente como cicatrizante, antioxidante e bactericida (SURCH, 2002;
GOODWIN; HERTWIG, 2003; GREER, 2006; BONTEMPO, 2007; COSTA et al., 2009;
CARVALHO; WIEST; CRUZ, 2010).

O processo de producdo da pimenta calabresa consiste em triturar a matéria-prima e a
pasta formada é colocada para secar sobre uma laje de cimento ao ar livre. A secagem fica
comprometida pelas fortes e frequentes chuvas de verdo que ocorrem durante a safra da
pimenta, entre os meses de janeiro e maio. Com isso, os frutos colhidos levam cerca de uma
semana para secar, fazendo com que muitos apodrecam ou fermentem, ocasionando alteracoes
de coloragdo, aroma e sabor. As perdas com esse processo chegam a 40 %, por isso a
utilizacdo de secadores artificiais tém sido uma alternativa (CORNEJO; NOGUEIRA,
WILBERG, 2005). Sabe-se também que durante a comercializacdo, transporte e
armazenamento, a degradacéo dos frutos pode ocorrer devido aos danos mecénicos, perda de
agua pela transpiracdo, perda por exposicdo a extremos de temperatura, reducdo da energia
armazenada por meio do processo respiratorio e perdas provocadas por fungos, bactérias e
insetos (FINGER; CASALLI, 2006). No caso das pimentas, Henz e Moretti (2008) citam que a
melhor temperatura de armazenamento € entre 7 °C e 12 °C, pois mantém a qualidade dos

frutos por mais tempo, estendendo a sua vida pds-colheita.

2.2.6 Pimenta branca e pimenta preta (Piper nigrum L.)

As pimentas branca e preta ou pimenta-do-reino, como sédo conhecidas, sdo os frutos

da Piper nigrum L. que tém aplicacBes culinarias. Originaria das regides tropicais da India e,
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mais especificamente, da floresta Kerala do sul da Africa (PISSINATE, 2006), a pimenta-do-
reino foi introduzida no Brasil durante o periodo da colonizacdo pelos escravos no século
XVII (EMBRAPA, 2004; OLIVEIRA; TESHIMA, 2010).

O Brasil € um dos maiores produtores de P. nigrum, oscilando entre a segunda e
terceira posi¢cdo no mercado mundial, sendo que das 50 mil toneladas produzidas por ano, o
pais exportou 45 mil, principalmente para a Europa e para os Estados Unidos (DUARTE;
ALBUQUERQUE, 2005). Os estados do Para e do Espirito Santo sdo responsaveis por 91,5
% da producdo nacional, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2012).

A P. nigrum é considerada a Unica especiaria cujos frutos podem ser comercializados
em quatro diferentes versdes de grdos, sendo a preta, com 0s graos em sua maioria maduros,
debulhados das espigas e secos ao sol ou em secadoras; a branca, onde 0s grdos sao
debulhados, secos e descascados; a verde onde os grdos sdo debulhados ainda imaturos; e
vermelha onde os grdos sdo amadurecidos e debulhados, embora a sua forma mais comum de
comercializacdo seja a preta (EMBRAPA, 2004; PISSINATE, 2006; CARNEVALLI;
ARAUJO, 2013).

Sendo assim, as pimentas branca e preta, na verdade s&o o mesmo fruto, dependendo
do tempo de colheita e 0 modo de processamento. A pimenta branca é produzida a partir de
bagos completamente maduros, enquanto a pimenta preta € produzida a partir de bagas
verdes, mas totalmente desenvolvidos (AGBOR et al., 2006). Enquanto a pimenta preta €
colhida antes da maturidade plena ser atingida e depois seca até uma apresentar uma pele
enrugada fina, a pimenta branca é o nucleo do fruto maduro ap6s a remocdo da polpa
(OMAFUVBE; KOLAWOLE, 2004).

Quimicamente, a pimenta contém lignanos, alcaldides, flavondides, compostos
aromaticos e amidas (JIROVETZ et al., 2002), componentes estes ligados a capacidade
antioxidade elevada da pimenta branca e preta (AGBOR et al., 2006). Os frutos desta planta
sdo utilizados como conservantes e também tém aplicacfes como inseticidas e ingredientes na
industria de cosméticos (DALZIEL et al.,, 1995; FERNANDES, 2001; FASAKIN;
ABEREJO, 2002; NAKATANI et al., 1986). A pimenta preta pode ser utilizada mais
diretamente como um tempero, ou ainda para produzir derivados, como 0leo, enquanto a
pimenta branca é usada exclusivamente como uma especiaria.

Jalili, Jinap e Noranizan (2012) relatam que a contaminagdo de especiarias como a
pimenta é um problema mundial e que pode afetar 0 mercado internacional onde este fruto é

um produto de grande destaque. Os autores relatam também que os contaminantes geralmente
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associados a especiaria sdo 0s fungos, seus esporos e as micotoxinas. As condi¢des sanitarias
inadequadas durante a colheita e 0 processamento, principalemente na etapa de secagem,
geralmente realizada com a exposicdo das pimentas ao sol por longos periodos, sdo 0s
principais causadores da contaminacdo por estes micro-organismos (BANERJEE; SAKAR,
2003). Além disso, sabe-se que as pimentas sdo produzidas em paises com climas tropicas e
subtropicais, como o Brasil, de alta temperatura, umidade e chuvas, fatores estes que
promovem o crescimento flngico, podendo ocasionar a producdo de micotoxinas
(MARTINS; MARTINS; BERNARDO, 2001).

2.2.7 Orégano (Origanum vulgare L.)

O orégano (Origanum vulgare L.) ou também conhecido por manjerona selvagem,
apresenta-se como espécie nativa do mediterraneo, sendo hoje cultivada na Europa, América e
Asia. Caracteriza-se como uma planta vivaz aromatica, com numerosos caules eretos
quadrangulares pilosos, além de folhas ovaladas opostas e minusculas flores terminais com
coloragéo roxa ou cor-de-rosa dispostas em pequenos ramos compactos. A planta pode atingir
até 90 cm de altura e cresce mais satisfatoriamente nas pradarias secas, em declives relvados,
matagais e sob terrenos calcarios. O vegetal apresenta odor herbaceo, amadeirado e levemente
picante (LORENZI, 1991; FOREY; LINDSAY, 1996; SOUZA, 2006).

No Brasil, a espécie é cultivada principalmente nas regides sul e sudeste, onde foi
aclimatada hd muito tempo, sendo bastante popular (GIACOMETTI, 1989). Mesmo sendo
condimento de grande utilizacdo no mercado, o Brasil ainda importa de outros paises como
Chile e paises do mediterraneo (CORREA et al., 2010). O valor importado em quilograma foi
de 1.410.968 (2003) para 2.189.084 (2006), crescimento de 150 %. Os principais paises
exportadores foram o Chile, seguido do Peru, respondendo juntos por aproximadamente 90 %
da importacao brasileira (PRELA-PANTANO; TERAMOTO; FABRI, 2009).

A O. vulgare é uma das especiarias mais utilizadas na culinaria brasileira no preparo
de carnes, ovos, peixes, panificacdo e frutos do mar. Além disso, o 6leo essencial de orégano
também é utilizado na perfumaria (CASTRO; RAMOS, 2003).

Souza et al. (2005) classificaram o orégano como uma planta com alta atividade
antioxidante. O 0leo extraido é utilizado na composi¢do de aromatizantes de alimentos e
perfumes (LORENZI; MATOS, 2008), além de possuir efeito inibitorio sobre diversas
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bactérias alimenticias e fungos (SAHIN et al., 2004; YANISHLIEVA et al., 2006; SOUZA,
2006; SANTOS et al., 2011). Apesar dessas aplicagdes, a grande utilizacdo € como especiaria
na culinaria, podendo ser utilizado em carnes, molhos de tomate e outros tipos de massas,
sendo o ingrediente fundamental da pizza (PRELA-PANTANO; TERAMOTO; FABRI,
2009).

O processamento do orégano € baseado praticamente no processo de secagem das
folhas. A secagem ¢é realizada a sombra ou em estufas com regulacdo de temperatura ndo
excedendo a 40 °C durante 24 horas. A luz solar ndo € aconselhavel por reduzir a quantidade
do 6leo essencial presente na especiaria. Pode ser utilizada a secagem com métodos mistos,
onde, deixam-se as plantas perderem um pouco de agua na sombra e depois as mesmas Sao
expostas ao sol. Outro método é colocar as plantas em cadmaras frias (o frio retira um pouco de
agua) e depois secar ao sol ou em secadoras (PRELA-PANTANO; TERAMOTO; FABRI,
2009).

2.3 Contaminacdao fungica de especiarias

Os fungos sdo considerados os contaminantes predominantes em especiarias, mas
muitas populacdes microbianas sdo, provavelmente, residentes comensais sobre a planta que
sobreviveram ao processo de secagem e estocagem (DA SILVA et al., 2012a). O
desenvolvimento descontrolado de fungos sobre produtos agricolas é de grande importancia
uma vez que pode levar a uma diminuicdo na qualidade sensorial e/ou nutricional dos
alimentos. Sabe-se que de 5 a 10 % dos produtos agricolas podem ser perdidos ou retirados do
consumo humano ou animal devido a deterioracdo fungica (COOK; JOHNSON, 2010).

As especiarias contém, geralmente, grande nimero de bactérias e bolores, com
capacidade de sobrevivéncia durante longos periodos de tempo em alimentos secos, uma vez
que as condi¢bes de manipulacdo apds colheita permitem uma contaminacgdo extensiva e o
crescimento microbiano; no entanto, estas caracteristicas poderdo ser atenuadas pela secagem,
processo que reduz a populacdo microbiana (ICMSF, 1986).

As condicdes sanitarias das plantagdes influenciam diretamente nos niveis de
contaminacdo das especiarias, bem como os cuidados tomados durante a colheita e
processamento. Como as especiarias sdo oriundas de diversos 6rgdos de vegetais, colhidas em

regides tropicais e subtropicais, submetidas a diversas variacGes de clima e secas de modo
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artesanal, estdo sujeitas a contaminacéo e a proliferacdo de micro-organismos, onde os fungos
tém destaque. O armazenamento em galpdes velhos, imidos, mal ventilados, com paredes
mofadas, também propiciam a inoculacdo de contaminantes nas especiarias e/ou a invasdo por
novas espeécies a partir do ambiente (GERMANO; GERMANO, 1998). Erdogan (2004) relata
também que frequentemente as especiarias permanecem no solo para secagem a temperatura
ambiente, onde as condi¢cdes ambientais sdo favordveis ao crescimento de fungos e a
producdo de micotoxinas.

Além da secagem, outros métodos sdo utilizados para a maior conservacdo das
especiarias, entre eles, a fumigacdo com 6xido de etileno, método este que ndo € mais tdo
utilizado devido ao tempo prolongado para que ocorra seu efeito e também devido a formacéo
de compostos toxicos nos alimentos ao qual é exposto (BERNARDES, 1996). Assim, 0 uso
de irradiacdo tem sido uma alternativa eficiente no aumento da vida Gtil destes alimentos e
também na reducdo da contaminacdo por micotoxinas (SUHAJ et al., 2006; JALILI; JINAP;
NORANIZAN, 2012), porém, o preco envolvido em maquinario e no processo em si, é
elevado (AQUINO, 2007). A utilizacdo de micro-ondas é uma alternativa, principalmente na
conservacdo dos compostos volateis responsaveis pelos aromas das especiarias (PLESSI;
BERTELLI; MIGLIETA, 2001).

Com relacdo a contaminacdo fangica, Pitt e Hocking (1997) relatam que 0s géneros
Aspergillus, Penicillium e Eurotium s&o muitas vezes a biota dominante de especiarias secas,
inteiras ou trituradas. A contaminacdo bacteriana das especiarias também tem sido
amplamente estudada (FREIRE; OFORD, 2002; BANERJEE; SARKAR, 2003; KELLER et
al., 2013; TEIXEIRA-LOYOLA et al., 2014).

Sagoo et al. (2009) ressaltam que a avaliacdo da microbiota de alimentos em relacdo
as espécies fungicas tem tradicionalmente recebido menos atencdo que a avaliacdo da
microbiota bacteriana. Entretanto, sabe-se que é de grande importancia a quantificacdo e
identificacdo da contaminacdo fungica destes alimentos, haja vista que existem Vvérias
espécies produtoras de compostos toxicos, sendo que estas podem ser produzidas no alimento
sem qualquer visivel alteracdo do substrato (BENNETT; KLICH, 2003).

Em julho de 2013, o Codex Alimentarius criou o comité para especiarias e ervas
culinarias, onde o principal objetivo é a avaliacdo da situacdo atual de contaminagéo
microbiologica destes produtos e, a partir de entdo elaborar normas para a producdo de
especiarias e ervas aromaticas, em seu estado seco, desidratado ou em conjunto, rachado ou
esmagado. Associado a isso, a FAO e a OMS tém ampliado seu apelo e realizaram uma

chamada internacional por dados sobre qualquer risco microbiologico associado a estes
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alimentos, a fim de identificar quaisquer agentes patogénicos de origem alimentar associados
a especiarias e ervas aromaticas secas (FAO, 2013).

2.4 Potencial micotoxigénico de fungos

Os fungos podem ser responsaveis pela deterioragdo dos alimentos e ainda pela
producdo de micotoxinas, tornando-se um risco para o consumidor. Dessa forma, quando as
especiarias sdo produzidas ou comercializadas em condi¢des desfavoraveis, armazenadas em
locais umidos e mal ventilados, isto pode propiciar a multiplicacdo das espécies
contaminantes que podem atingir niveis insatisfatorios para consumo (DA SILVA et al.,
2012a). De acordo com Nunes (2003), a presenca de fungos potencialmente toxigénicos
encontrados em diferentes substratos deve ser considerado um indicativo em potencial para a
contaminacdo por micotoxinas, que podem causar efeitos agudos e crbnicos em varias
espécies, nos diferentes 6rgaos e sistemas.

Vaérios fatores determinam a producdo de micotoxinas, ndo estando necessariamente
associados ao crescimento do fungo. Entre as espécies, o potencial micotoxigénico depende,
basicamente, da linhagem do fungo, porém a composicao fisico-quimica da matriz e os fatores
ambientais também sdo de grande importancia (DRUSCH; RAGAB, 2003).

As micotoxinas sdo metabolitos fangicos altamente toxicos, alguns com propriedades
carcinogénicas, e podem desencadear efeitos deletérios a salde mesmo quando presentes em
baixas quantidades, podendo assim representar um problema de salide publica. E de
conhecimento que a maior parte destes metabdlitos é termorresistente, assim a principal
maneira para se evitar este perigo seria por meio da prevencdo de sua formacdo, através do
controle fungico (PITT; HOCKING, 2009).

A micotoxina mais toxica e perigosa é a aflatoxina. Na verdade, a aflatoxina Bi
(AFB1) é o agente cancerigeno hepatico mais potente conhecido em mamiferos e é
classificada pela Agéncia Internacional de Investigacdo do Cancer (IARC) no grupo 1 de
moléculas que s@o cancerigenas, tanto para humanos quanto para animais (IARC, 1993; LIU;
WU, 2010). As aflatoxinas também apresentam propriedades imunossupressoras (BONDY;
PESTKA, 2000; MEISSONNIER et al., 2008) e estdo envolvidas no comprometimento do
crescimento em criancas (KHLANGWISET; SHEPHARD; WU, 2011). Devido a sua

toxicidade, mais de cem paises criaram regulamentos para aflatoxinas em alimentos e ragoes
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(FAO, 2004; UNIAO EUROPEIA, 2006). No Brasil, a ANVISA determina o maximo de 20
pg/kg de aflatoxina em especiarias (BRASIL, 2011).

As aflatoxinas sdo produzidas por fungos que pertencem ao género Aspergillus e,
especialmente, por Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus e Aspergillus nomius. Estas
espécies fungicas sdo contaminantes mundiais de muitos alimentos e produtos agricolas, entre
eles, as especiarias (PITT; HOCKING, 2009).

Outra micotoxina de interesse em alimentos é a ocratoxina A (OTA). A OTA €é uma
nefrotoxina que pode afetar a funcdo renal em varias espécies animais, causando danos para
uma variedade de tecidos. Também é considerada imunossupressora, teratogénica e possuir
efeitos genotdxicos em animais e possivelmente, em seres humanos (PITT; HOCKING,
2009). Segundo a IARC, a OTA ¢é classificada no grupo 2B, ou seja, possivelmente
carcinogénica para humanos (IARC, 1993).

Em ambientes com temperaturas mais baixas a OTA é essencialmente produzida por
fungos do género Penicillium (Penicillium verrucosum e Penicillium nordicum), enquanto
gue em dareas mais quentes (tropicais e subtropicais) é produzida por fungos do género
Aspergillus  (BENNETT; KLICH, 2003), em especial por Aspergillus carbonarius,
Aspergillus niger e Aspergillus ochraceus (PITT; HOCKING, 2009). A legislagéo brasileira
determina que as especiarias devam apresentar o teor maximo de 30 pg/kg de OTA (BRASIL,
2011).



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Com este trabalho, objetivou-se avaliar a contaminacdo fungica nas seguintes
especiarias: alecrim (Rosmarinus officinalis L.), canela (Cinnamomum zeylanicum Ness),
cravo-da-india (Syzygium aromaticum L.), erva-doce (Pimpinella anisum L.), pimenta branca
e pimenta preta (Piper nigrum L.), pimenta calabresa (Capsicum baccatum L.) e orégano
(Origanum vulgare L.) e verificar o potencial micotoxigénico de espécies selecionadas.

3.2 Objetivos especificos

Como objetivos especificos, pretendeu-se:
— Determinar a atividade de agua (aw) das especiarias;
— Isolar e identificar fungos filamentosos que compde a micobiota das especiarias;
— Verificar a producdo de aflatoxinas e ocratoxina A pelas espécies micotoxigénicas

encontradas.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Especiarias avaliadas

Foram utilizadas para andlise 25 diferentes lotes de oito tipos de especiarias, sendo:
alecrim (Rosmarinus officinalis L.), canela (Cinnamomum cassia Ness.), cravo-da-india
(Syzygium aromaticum L.), erva-doce (Pimpinella anisum L.), pimenta branca e pimenta preta
(Piper nigrum L.), pimenta calabresa (Capsicum baccatum L.) e orégano (Origanum vulgare
L.), totalizando 200 amostras. As amostras foram cedidas por uma empresa beneficiadora da
cidade de Santa Maria — RS e também, obtidas em supermercados da mesma cidade.

As amostras foram analisadas no Laboratério de Micologia de Alimentos do Centro de
Ciéncias Rurais da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

4.2 Métodos

4.2.1 Analise de atividade de agua (aw)

A atividade de 4gua foi determinada em triplicata diretamente em um medidor de
atividade de a4gua (Aqualab Series 4 TE, EUA). As leituras foram realizadas em temperatura
de25°C + 1.
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4.2.2 Avaliacdo quantitativa dos fungos filamentosos

Para a realizacdo das analises, pesou-se assepticamente 25 g de cada amostra, sendo
transferidas para frascos reagentes de borosilicato contendo 225 mL de agua peptonada (0,1
%), e realizadas diluicGes seriadas, 10, 10? e 10°. De cada diluigdo, foram retirados 100 pL
para serem inoculados em placa de Petri contendo meio Agar Dicloran Glicerol 18% (DG18)
acrescido de cloranfenicol.

As placas foram incubadas a 25 °C por sete dias e os resultados foram expressos em
unidades formadoras de colonias por grama de produto (UFC/qg).

As amostras de cravo-da-india, e parte nas amostras de pimenta branca (n= 17) e
pimenta preta (n=19) em gréo foram analisadas pelo método de plagueamento direto em meio
DG18 com anterior desinfeccdo em solucao de hipoclorito de sédio com concentracdo de 0,4
%, pelo periodo de um minuto. Em seguida 11 grdos foram dispostos em trés placas de Petri
contendo o meio DG18, totalizando 33 gréos.

As placas foram incubadas a 25 °C por sete dias e 0s resultados expressos em

porcentagem de graos infectados, conforme a metodologia de Pitt e Hocking (1997).

4.2.3 ldentificacdo dos fungos filamentosos

Os fungos foram isolados em Agar Czapeck Extrado de Levedura (CYA) e
identificados de acordo com o seguinte procedimento:

- Identificacdo de espécies de Aspergillus, de acordo com Klich e Pitt (1988). O seu

estado telemdrfico, Eurotium, foi incubado em Agar Czapek Extrato de Levedura e

20% de Sacarose (CY20S) durante 14 dias a 25 °C;

- Identificacdo de espécies de Penicillium, conforme chaves propostas por Pitt (2000)

e Frisvad e Samson (2004);

- Identificagdo de espécies xerofilicas e demais géneros, de acordo com Pitt e Hocking

(2009).
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Decorrido o periodo de cultivo, foram determinados os didametros médios das trés
coldnias, com auxilio de régua e observadas as caracteristicas macro e microscopicas em cada

meio de cultivo, para a identificacdo das espécies.

4.2.4 Teste da capacidade micotoxigénica

As espécies isoladas e identificadas como A. ochraceus, A. niger, A. carbonarius
foram avaliadas com relacdo a produgdo de OTA conforme metodologia proposta por
Filtenborg, Frisvald e Svendensen (1983), utilizando-se 0 meio Agar Extrato de Levedura e
Sacarose (YES) como meio de cultura para a producdo e a técnica de agar Plug associado a
cromatografia de camada delgada (CCD) para a extracdo dos metabdlitos intra e
extracelulares. Isolados das espécies A. flavus, A. parasiticus, A. nomius foram testadas
quanto a capacidade de producdo de aflatoxinas, utilizando a mesma metodologia.

Os extratos fungicos foram aplicados em placas de silica para CCD, e a analise foi
desenvolvida em solucdo de tolueno: acetato de etila: &cido férmico 90 %: cloroférmio (7: 5:
2:5; vl vl vl v) (SCOTT; LAWRENCE; WALBEAK, 1970).

O resultado positivo/negativo foi obtido através da comparagdo qualitativa da
aparéncia e fator de retencdo dos metabdlitos secundarios produzidos por cada isolado com
padrdes de ocratoxina e aflatoxina desenvolvidos paralelamente nas placas cromatograficas,

observadas sob incidéncia de luz ultravioleta de 365 nm.

4.2.5 Anélise dos dados

Os dados obtidos foram apresentados e expressos na forma de média de infecgdo
fangica entre os lotes de cada especiaria, porcentagem de frequéncia de ocorréncia (FO)
(nimero de amostras que apresentaram a espécie fungica/total de amostra analisadas) e

variagdo de infecgéo (V1) (% da variagdo da infecgdo fungica nas amostras).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Atividade de agua (aw)

Os resultados da determinacgéo de atividade de agua (aw) sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Teores de atividade de dgua (aw) das especiarias analisadas.

Especiaria n aw Média  Desvio padréao (z o) Variacdo”

Alecrim 25 0,673 0,045 0,520 - 0,748
Canela 25 0,678 0,077 0,523 - 0,856
Cravo-da-india 25 0,758 0,080 0,610-0,824
Erva-doce 25 0,616 0,037 0,529 - 0,696
Pimenta branca 25 0,690 0,040 0,622 - 0,700
Pimenta calabresa 25 0,650 0,038 0,570 - 0,730
Pimenta preta 25 0,658 0,043 0,558 - 0,746
Orégano 25 0,649 0,032 0,583-0,711

n: numero de amostras analisadas; *Variacdo: Teores minimos e maximos de aw obtidos para
cada especiaria.

As especiarias analisadas apresentaram teor médio de atividade de &gua (aw) de 0,67,
sendo que o cravo-da-india apresentou o maior teor médio (0,758) e a erva-doce (0,616) o
menor. Os baixos teores observados podem ser oriundos do processo de secagem que as
especiarias sofrem durante o beneficamento. Sabe-se que a diminui¢do da aw nos alimentos é
utilizada na inddstria para a manutencdo da qualidade do produto, promovendo o melhor
aproveitamento das matérias-primas, no aumento da vida Util destas, bem como parametro de
controle microbiano (TROLLER, 1987).

Segundo Garcia (2004), os substratos com teor de atividade de &gua inferior a 0,60
estdo dificilmente propicios ao crescimento de micro-organismos e, a partir de 0,65, se inicia
a proliferacdo de alguns grupos especificos, sendo que até 0,75, somente algumas bactérias

haléfilas, leveduras e fungos xerofilicos podem se desenvolver.
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Por definigdo, fungos xerofilicos sdo aqueles capazes de se desenvolver em aw inferior
a 0,85 (PITT, 1985). Entre as especies xerofilicas, destacam-se Aspergillus glaucus (0,70),
Aspergillus conicus (0,70), Aspergillus echinulatus (0,64), Xeromyces bisporus (0,61)
(TANIWAKI; SILVA, 2001) e também as espécies do género Eurotium (PITT; HOCKING,
2009).

Das especiarias analisadas, as amostras de canela e cravo-da-india apresentaram teores
de aw que variaram de 0,523 a 0,856 e 0,610 a 0,824, respectivamente. Estes valores maximos
obtidos podem propiciar a producdo de micotoxinas se um fungo micotoxigénico estiver
presente na amostra, pois Beauchat (1981) relata que a aw minima necesséria para a producdo
de micotoxinas por fungos das espécies A. flavus e A. ochraceus € de 0,83. Entretanto, a aw
ndo € o Unico fator responsavel pela producdo de micotoxinas nos alimentos. Segundo Garcia
et al. (2009), o crescimento de fungos em alimentos e a producdo de micotoxinas sdo
influenciados por fatores abidticos e bidticos e suas interagdes, sendo que entre os principais
fatores relacionados com a producédo destes metabdlitos fungicos sdo: pH, aw, concentragdo de
soluto, temperatura, umidade, composi¢ao quimica do alimento e tempo de armazenamento.

A atividade de agua do substrato também esta diretamente ligada ao meio de cultura
escolhido para o isolamento dos fungos. Hocking e Pitt (1980) desenvolveram o meio DG18
para ser seletivo para fungos em alimentos de baixa umidade, como grdos armazenados,
nozes, farinha e especiarias. DG18 foi concebido para enumeragcdo de uma gama de fungos
fastidiosos e leveduras xerofilicas. No entanto, foi demonstrado que o meio suporta o
crescimento de espécies comuns de Aspergillus, Penicillium e Fusarium, bem como a maioria
das leveduras, e muitos outros fungos comuns de origem alimentar. O mesmo foi relatado por
Vesna et al. (2013), que determinaram o meio DG18 como 0 mais efetivo na determinacdo e
enumeracdo de fungos, recuperando 47,8 % de fungos do género Aspergillus em especiarias

utilizadas na indUstria carnea.

5.2 Avaliacdo quantitativa e identificacdo dos fungos filamentosos

Com excecdo do cravo-da-india, as especiarias apresentaram elevadas contagens de
contaminagdo fungica. No total, foram isolados 22 géneros e 51 diferentes espécies flngicas
nas amostras analisadas (Apéndice A). No geral, as espécies xerofilicas Eurotium rubrum,

Eurotium chevalieri, Eurotium amstelodami, Eurotium repens e Aspergillus penicillioides
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foram isoladas de todas as especiarias, bem como as espécies micotoxigénicas A. flavus e A,
niger. Também foram encontradas diversas espécies do género Penicillium e outros géneros
como Cladosporium e demaceos (Apéndice A). A média de infeccdo fungica entre as
especiarias variou entre 1,73 x 10% na pimenta calabresa e 2,06 x 10° UFC/g na pimenta preta.
Os resultados estdo apresentados separadamente por especiaria nas Tabelas 3, 4, 5,6,7,8¢e 9.

Hocking (1981) relata que devido a sua origem tropical e aos métodos utilizados na
sua producdo, as especiarias sdo frequentemente contaminadas com fungos Xerofilicos,
apresentando contagens bastante elevadas, de até 10° UFC/g. Os fungos dos géneros
Aspergillus, Penicillium e Eurotium sdo muitas vezes a flora dominante de especiarias secas,
inteiras ou trituradas (PITT; HOCKING, 1997). Pitt e Hocking (2009) também ressaltam que
os fungos do género Eurotium sdo amplamente distribuidos em alimentos de baixa atividade
de agua. A presenca de E. rubrum e E. chevalieri em alimentos tém sido relatada em regides
mais quentes e em uma alta gama de alimentos, incluindo cereais, trigo e farinha de trigo, de
arroz, farinha de arroz e farelo, milho e cereais em flocos. Outras fontes incluem bombons
recheados, feijdo e ervilha, soja, sementes de girassol, cacau, especiarias, sal, peixe seco
curado (HOCKING; PITT, 1997) e pimenta preta no Brasil (GATTI et al., 2003), ao passo
que E. amstelodami é uma espécie relacionada principalmente a alimentos armazenados
(PITT; HOCKING, 2009).

Vale ressaltar que no presente estudo, houveram lotes de especiarias que néo
apresentaram nenhum crescimento fangico (<10 UFC/g). Segundo Kong et al. (2014) estes
resultados estdo relacionados as diferentes partes das especiarias apresentarem matrizes com
sensibilidades diferentes para os fungos e a contaminagdo por estes se daria principalmente
durante as fases de processamento, armazenagem e transporte.

Outro fator importante que deve ser levado em consideracdo é a capacidade da planta
de produzir compostos antifngicos, que estaria restringindo o crescimento e a proliferacdo
destes micro-organismos, como foi 0 caso das amostras de cravo-da-india, onde em nenhum
lote analisado foi constatado a presenca de fungos filamentosos. Varios estudos tém sido
conduzidos para determinar a capacidade antifungica desta especiaria, a qual € atribuida
principalmente ao composto eugenol, presente em grandes quantidades nas flores do cravo-
da-india e todos eles apresentaram resultados bastante satisfatorios, mesmo utilizando baixas
concentracdes do extrato obtido (HITOKOTO et al., 1980; SOUZA et al., 2004; PEREIRA et
al., 2006; MARIATH et al., 2006; BOKHARI, 2007; DA SILVA et al., 2012b; ASCENCAO;
FILHO, 2013; SANTAMARINA et al., 2016). Koci-Tanackov, Dimi e Karali (2007)

avaliaram a contaminacdo de especiarias, entre elas o cravo-da-india, e determinaram
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contagens fungicas baixas, na média de 70 UFC/g, constatando que a espécie Eurotium
herbariorum era a Gnica contaminante presente.
Os resultados da avaliacdo quantitativa e de indentificacdo dos fungos filamentosos

presentes nas especiarias sdo apresentados e discutidos a seguir.

Tabela 3 - Média de infec¢do, frequéncia de ocorréncia (FO) e variacdo de infecgdo fungica
(V1) em amostras de alecrim (Rosmarinus officinalis L.).

Média de infeccédo (UFC/g) = 6,02 x 10*

n=25
Fungo filamentoso FO (%) VI (%) Fungo filamentoso FO (%) VI (%)
Absidia sp. 4 ND -4,5  Eurotium rubrum 48 ND - 26,7
Aspergillus flavus 8 ND -52,4 Mycelia sterilia 20 ND-90,8
Aspergillus fumigatus 4 ND -4,5  Paecilomyces variotii 8 ND - 27,3
Aspergillus glaucus 4 ND -6,2  Penicillium brevicompactum 8 ND - 25,0
Aspergillus nidulans 12 ND -9,1 Penicillium canescens 4 ND - 5,6
Aspergillus niger 36 ND -50,0 Penicillium chrysogenum 12 ND - 25,0
Aspergillus parasiticus 4 ND - 3,4  Penicillium citrinum 4 ND - 12,5
Aspergillus penicillioides 28 ND -98,5 Penicillium fellutanum 4 ND - 20,0
Aspergillus restrictus 16 ND - 66,7 Penicillium implicatum 8 ND - 6,5
Aspergillus versicolor 8 ND - 13,3 Penicillium janczewskii 12 ND - 12,5
Aspergillus wentii 8 ND -4,5  Penicillium lividum 4 ND -25
Chaetomium sp. 4 ND -50,0 Penicillium rugulosum 4 ND - 3,4
Cladosporium sp. 28 ND - 60,0 Penicillium sp. 8 ND - 100,0
Demaceos 28 ND-57,0 Phoma sp. 4 ND - 8,3
Emericella nidulans 16 ND - 20,0 Syncephalastrum sp. 4 ND-9,1
Eurotium amstelodami 32 ND - 33,3 Ulocladium sp. 4 ND - 5,6
Eurotium chevalieri 32 ND -41,7 Wallemia sebii 36 ND - 25,0
Eurotium repens 32 ND-20,0 Zigomicetos 4 ND - 3,8

FO: % da frequéncia de ocorréncia (nimero de amostras que apresentaram a espécie flngica/total de amostra
analisadas); ND: Nao detectado (<10 UFC/g); VI: % da variacdo da infecgdo fungica nas amostras; n: nimero de
amostras.

As contagens de contaminacio flngica variaram entre <10 e 9 x 10° UFC/g nos lotes
de alecrim analisados. Eurotium rubrum foi a espécie com maior percentual de frequéncia de
ocorréncia (48 %) entre as amostras, seguido de Aspergillus niger (36 %) e E. amstelodami
(32 %). Com relagdo a variagao de infeccéo, o género Penicillium, destacou-se alcangando até
100 % de infecgéo.
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Ahene, Odamtten, e Owusu (2011) avaliaram a contaminagdo fungica de folhas de
alecrim comercializadas na Africa e isolaram principalmente Absidia ramosa, A. flavus, A.
alutaceus, A. niger e Rhizopus spp. Estes estudos divergem dos resultados obtidos por
Christensen et al. (1967), onde os autores afirmam que a flora predominante no alecrim é
composta por Cladosporium sp. e Mycosphaerella sp. Em contrapartida, resultados
semelhantes aos nossos foram obtidos por Abdel-Hafez e EI-Said (1997), que isolaram
Aspergillus sydowii, E. rubrum, P. chrysogenum e P. citrinum de alecrim.

Kruppa e Russomanno (2008) determinaram a frequéncia de ocorréncia de amostras
de alecrim comercializadas na cidade de S&o Paulo entre os anos de 2003 e 2006 e detectaram
a presenca de Aspergillus sp. e Penicillium sp. (75 %), seguidos de Rhizopus sp. (62,5 %),
Alternaria alternata (50 %) e outras como Epicoccum purpurascens (37,5 %) e Cladosporium
sp. (25 %).

Tabela 4 — Média de infeccdo, frequéncia de ocorréncia (FO) e variacdo de infeccdo fungica
(VI) em amostras de canela (Cinnamomum cassia Ness).

Média de infeccdo (UFC/g) = 1,05 x 10*

n=25
Fungo filamentoso FO (%) VI (%) Fungo filamentoso FO (%) VI (%)
Aspergillus flavus 8 ND - 83,3 Eurotium repens 12 ND-143
Aspergillus nidulans 4 ND -2,1 Eurotium rubrum 44 ND -91,0
Aspergillus niger 32 ND - 75,0 Mycelia sterilia 8 ND - 22,2
Aspergillus ochraceus 8 ND - 14,2 Paecilomyces variotii 20 ND - 100,0
Aspergillus parasiticus 4 ND -5,0  Penicillium brevicompactum 4 ND -100,0
Aspergillus penicillioides 8 ND - 13,4 Penicillium citreonigrum 4 ND - 4,2
Aspergillus restrictus 8 ND -4,3  Penicillium glabrum 4 ND - 54,5
Aspergillus sydowii 4 ND - 8,7  Penicillium implicatum 4 ND - 25,0
Aspergillus tamarii 8 ND - 10,4 Penicillium purpurogenum 4 ND - 38,9
Cladosporium sp. 36 ND - 80,0 Penicillium sp. 4 ND -4,5
Demaceos 8 ND - 10,5 Syncephalastrum racemosum 4 ND - 4,54
Eurotium amstelodami 8 ND -5,3  Syncephalastrum sp. 20 ND - 38,0
Eurotium chevalieri 20 ND -78,6 Wallemia sebii 4 ND - 18,2

FO: % da frequéncia de ocorréncia (nimero de amostras que apresentaram a espécie flngica/total de amostra
analisadas); ND: Nao detectado (<10 UFC/g); VI: % da variacdo da infec¢do flngica nas amostras; n: nimero de
amostras.

As contagens de contaminagdo flngica variaram de <10 a 1,2 x 10° UFC/g nas

amostras analisadas de canela. A espécie Eurotium rubrum também foi a predominante nas
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amostras (44 %), seguidas de Cladosporium sp. (36 %) e A. niger (32 %). As espécies
Paecilomyces variotii e Penicillium brevicompactum apresentaram o maior percentual de
variacdo de infeccdo entre as amostras (100 %).

Furlaneto e Mendes (2004) determinaram niveis de contagens flngicas em torno de
2,7 x 103 UFC/g e 2,1 x 10° UFC/g em amostras de canela comercializadas em supermercados
e feiras livres do estado do Parana.

Teixeira-Loyola et al. (2014) avaliaram amostras de canela em pé coletadas em feiras
e supermercados e determinaram contagens entre 1 x 10° e 6 x 10> UFC/g de contaminagio e
0s principais bolores identificados foram do género Aspergillus, fungos hialinos néo
esporulados (Mycelia sterilia), Penicillium sp. e Clasdosporium sp.

Isolados de Aspergillus alutaceus, Aspergillus fumigatus, Chaetomium globosum, E.
amstelodami, E. chevalieri e P. chrysogenum foram obtidos por Abdel-Hafez e EI-Said (1997)
em amostras de canela comercializadas no Egito.

Hashem e Alamri (2010) avaliando diferentes especiarias comercializadas na Arabia
Saudita, detectaram a presenca majoritaria de Aspergillus niger, Paecilomyces lilacinus,
Rhizopus stolonifer e Ulocladium chartarum em amostras de canela.

As amostras de erva-doce apresentaram uma contagem fiingica entre <10 e 2,5 x 10*
UFC/g. Nas 25 amostras analisadas, a espécie fungica isolada com maior frequéncia foi
Eurotium rubrum, com 52 %, seguida de Eurotium repens (44 %) e Aspergillus penicillioides,
apresentando um percentual de 40 %. Com relacdo a variacao de infeccdo, a espécie Eurotium
chevalieiri destacou-se com um percental de 68,4 % em uma das amostras analisadas.

Kulshrestha et al. (2014) avaliaram sementes de erva-doce e determinaram percentuais
maximo de incidéncia de Aspergillus flavus de 18,51 % e minimo de 3,70 %. Outros fungos
isolados foram Alternaria alternata, Aspergillus candidus, Cinereus microascus, Penicillium
chrysogenum, P. notatum, Rhizopus e Trichoderma spp.

Ahene, Odamtten e Owusu (2011) relataram que as principais espécies flngicas
encontradas em erva-doce comercializada em mercados na Africa sdo Aspergillus alutaceus,
A. flavus, A. fumigatus, A. niger, Cladosporium macrocarpum, Eurotium amstelodami,
Penicillium sp. e Rhizopus stolonifer.

Hashem e Alamri (2010) avaliando diferentes especiarias comercializadas na Arabia
Saudita, entre elas a erva-doce, detectaram a presenca de Alternaria alternata, A. flavus, A.

niger, A. versicolor e Cladosporium cladosporioides nas amostras analisadas.
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Tabela 5 — Média de infeccdo, frequéncia de ocorréncia (FO) e variacdo de infeccdo fungica
(V1) em amostras de erva-doce (Pimpinella anisum L.).

Meédia de infecgdo (UFC/g) = 2,55 x 103

n=25

Fungo filamentoso FO (%) VI (%) Fungo filamentoso FO (%) VI (%)
Absidia sp. 12 ND - 15,4 Eurotium chevalieri 24 ND - 68,4
Alternaria sp. 4 ND-9,4  Eurotium repens 44 ND - 66,7
Aspergillus flavus 12 ND - 6,25 Eurotium rubrum 52 ND - 54,5
Aspergillus nidulans 4 ND -1,0  Mucor circineloides 4 ND - 4,3
Aspergillus niger 32 ND - 46,9 Mucor racemosum 4 ND -4,3
Aspergillus penicillioides 40 ND -50,0 Mucor sp. 20 ND - 50,0
Aspergillus restrictus 16 ND - 36,7 Mycelia sterilia 20 ND - 16,7
Aspergillus sydowii 16 ND - 15,4 Paecilomyces variotii 4 ND -2,5
Aspergillus versicolor 20 ND -38,9 Penicillium chrysogenum 16 ND - 25,0
Aspergillus wentii 4 ND-1,0  Penicillium polonicum 4 ND - 58,3
Chaetomium sp. 4 ND -1,0  Penicillium restrictum 4 ND - 50,0
Cladosporium sp. 32 ND - 16,7 Phoma sp. 4 ND - 4,5
Demaceos 4 ND-1,0  Rhizomucor sp. 4 ND -7,7
Eupenicillium sp. 4 ND - 16,7 Rhizopus sp. 8 ND-9,1
Eurotium amstelodami 36 ND - 36,4 Wallemia sebii 16 ND - 26,7

FO: % da frequéncia de ocorréncia (nimero de amostras que apresentaram a espécie flngica/total de amostra
analisadas); ND: Néo detectado (<10 UFC/g); VI: % da variacdo da infecgdo flngica nas amostras; n: nimero de
amostras.

Moharram, Abdel-Mallek e Abdel-Hafez (1989) isolaram 25 espécies de Aspergillus
em frutos de anis e erva-doce, dos quais A. niger, A. flavus, A. ochraceus e A. flavus var.
columnaris foram prevalentes em ambas as especiarias.

Santos et al. (2013) determinaram a incidéncia de fungos do género Exophiala sp. em
77,7 % das amostras analisadas, seguido de Aspergillus sp. (66,6 %), Fonsecaea sp. (44,4 %)
e Fusarium e Alternaria sp., com 11,1 %.

Ndo foram encontrados relatos na literatura da presenca da espécie Aspergillus
penicillioides em erva-doce, entretanto Pitt e Hocking (2009) isolaram o fungo xerofilico em
numeros muito altos de uma grande variedade de alimentos, incluindo farinha, frutos secos,

peixe seco, e de especiarias, incluindo pimenta e pimentdes secos.
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Tabela 6 — Média de infeccdo, frequéncia de ocorréncia (FO) e variacdo de infeccdo fungica
(V1) em amostras de pimenta branca (Piper nigrum L.).

Média de infeccéo (grao) (%) = 76,3

n=17
Média de infecgdo (moida) (UFC/g) = 6,32 x 10*

n==8
Fungo filamentoso FO (%) VI (%) Fungo filamentoso FO (%) VI (%)
Aspergillus candidus 4 ND - 60,0 Eurotium chevalieri 64 ND-100,0
Aspergillus flavus 32 ND - 30,0 Eurotium repens 32 ND - 87,5
Aspergillus nidulans 4 ND - 6,0 Eurotium rubrum 12 ND - 50,0
Aspergillus niger 40 ND -51,5 Mycelia sterilia 8 ND-9,1
Aspergillus nomius 12 ND -9,1 Paecilomyces variotii 12 ND - 12,0
Aspergillua parasiticus 4 ND - 15,0 Penicillium aetiopicum 4 ND -9,0
Aspergillus penicillioides 4 ND - 37,2  Penicillium brevicompactum 4 ND - 63,1
Aspergillus sydowii 4 ND - 17,1  Penicillium chrysogenum 4 ND - 20,0
Aspergillus tamarii 16 ND - 34,2  Penicillium citrinum 8 ND - 18,0
Aspergillus terreus 4 ND - 36,4  Penicillium implicatum 4 ND - 36,7
Aspergillus versicolor 12 ND -21,2  Penicillium polonicum 4 ND - 15,8
Cladosporium sp. 8 ND - 4,7 Penicillium roqueforti 4 ND - 16,6
Demaceos 4 ND - 18,0  Scapulariopsis sp. 4 ND - 53,5
Emericella nidulans 8 ND -42,1 Talaromyces wartmanii 4 ND -9,0
Eurotium amstelodami 24 ND-65,7 Wallemia sebii 4 ND -9,1

FO: % da frequéncia de ocorréncia (nimero de amostras que apresentaram a espécie fungica/total de amostra
analisadas); ND: Néao detectado (<10 UFC/g); VI: % da variacdo da infecgdo flngica nas amostras; n: nimero de
amostras.

As amostras apresentaram contagens fungicas entre 18,18 % e 100 % (n= 17) para
pimenta branca em grdo e entre <10 e 4,7 x 10° UFC/g (n= 8) para pimenta branca moida.
Eurotium chevalieri foi a espécie predominante encontrada, tanto em frequéncia de ocorréncia
(64 %), quanto na variacdo de infeccdo nas amostras (100 %). A. niger foi o segundo mais
recorrente nas amostras, com 40 %.

Antunes (1997) avaliando a qualidade microbioldgica de pimenta branca, determinou
contagens de fungos (bolores e leveduras) em valores da ordem de 10° — 10* UFC/g, variando
de 3,6 x 10% a 3.6 x 10* UFC/g.

Freire, Kozakiewicz e Paterson (2000) relataram 42 espécies de fungos em pimenta
preta e branca, onde A. flavus foi a espécie predominante, seguida de A. niger, Chaetomium
globosum, Penicillium brevicompactum, Emericella nidulans, Eurotium spp. e Penicillium

glabrum.
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Takatori et al. (1977) e Ayres, Mund e Sondin (1980) determinaram 0S géneros
Aspergillus e Penicillium como os principais deteriorantes de canela, erva-doce, coentro,

cominho e pimenta branca.

Tabela 7 — Média de infeccdo, frequéncia de ocorréncia (FO) e variacdo de infeccdo flngica
(V1) em amostras de pimenta calabresa (Capsicum baccatum L.).

Meédia de infecgdo (UFC/g) = 1,73 x 103

n=25
Fungo filamentoso FO (%) VI (%) Fungo filamentoso FO (%) VI (%)
Absidia sp. 4 ND - 16,7 Eurotium repens 12 ND - 36,8
Aspergillus aculeatus 4 ND-15  Eurotium rubrum 24 ND - 85,0
Aspergillus flavus 20 ND - 33,0 Mucor sp. 8 ND - 45,0
Aspergillus niger 24 ND - 38,5 Mycelia sterilia 16 ND - 75,0
Aspergillus penicillioides 16 ND -23,8 Penicillium carneum 4 ND -2,8
Aspergillus restrictus 4 ND -5,0  Penicillium chrysogenum 4 ND - 4,0
Aspergillus tamarii 4 ND -2,9  Penicillium crustosum 4 ND - 10,0
Aspergillus terreus 4 ND - 20,0 Penicillium sp. 4 ND - 73,0
Aspergillus versicolor 4 ND-1,0  Rhizopus sp. 12 ND - 76,5
Cladosporium sp. 12 ND - 22,2 Syncephalastrum sp. 8 ND - 58,6
Demaceos 4 ND - 40,0 Wallemia sebii 28 ND-57,1
Eurotium amstelodami 60 ND - 95,8 Zigomicetos 4 ND -1,5
Eurotium chevalieri 44 ND -42,1

FO: % da frequéncia de ocorréncia (nimero de amostras que apresentaram a espécie flngica/total de amostra
analisadas); ND: Néo detectado (<10 UFC/g); VI: % da variacdo da infecgdo flngica nas amostras; n: nimero de
amostras.

A pimenta calabresa apresentou contagens flingicas entre <10 e 8 x 10° UFC/g. A
espécie E. amstelodami novamente se sobressaiu, totalizando um percentual de 60 % nas
amostras e uma variacao de infeccdo de 95,8 %. E. rubrum também foi identificado em 44 %
das amostras, seguido de Wallemia sebii, com 28 %.

Resultados divergentes foram obtidos por Bokhari (2007), que avaliou a contaminagéo
fangica de diversas especiarias provenientes da Arabia Saudita, entre elas a pimenta
vermelha, e determinou que elas apresentavam os maiores valores nas contagens totais de
fungos (média de cinco amostras foi de 2682,4 UFC/g de peso fresco).

Christensen et al. (1967) determinaram que a micobiota predominante de amostras de

pimenta vermelha era composta principalmente por A. flavus. Ja Seenappa, Stobbs e
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Kemptom (1980) observaram que pimentas vermelhas armazenadas por 10 dias & uma
umidade relativa de 70 % apresentavam contaminacdo fungica predominante de fungos da
espeécie Aspergillus glaucus.

Skrinjar e Boldocky (1994) relatam que dos oito fungos isolados de especiarias
utilizadas como condimento pela industria carnea, entre elas, a pimenta vermelha, o género
Aspergillus era o dominante, identificando como espécie xerofilica apenas Eurotium
herbariorum.

A pimenta calabresa foi a especiaria que apresentou menor média de infeccdo fangica
(1,73 x 10® UFC/g). Isto pode estar relacionado as propriedades antifingicas das pimentas
utilizadas na producéo desta. Da Silva et al. (2012b) determinaram que o extrato de pimenta
vermelha foi capaz de produzir efeitos fungitdxicos para o fungo Fusarium oxysporum. O
efeito contra bactérias desta especiaria também foi testado por Lavezo et al. (2010), onde 0s
autores observaram que o extrato bruto de pimenta dedo-de-moca a 20 % inibiu
consideravelmente unidades formadoras de coldnia da bactéria Clavibacter michiganensis,
agente etiolodgico do cancro bacteriano do tomateiro. Lobato et al. (2007), avaliaram o efeito
do dleo essencial de pimenta longa (Piper aduncum) em sementes de feijdo-de-corda (Vigna
unguiculata) e determinaram que a concentracao de 0,5 %, apresentou melhor custo/beneficio
e ndo foi fitotoxico a germinacao das sementes, além de reduzir os fungos Aspergillus flavus,
Penicillium spp., Fusarium spp., Rhizoctonia solani e Macrophomina phaseolina.

Com relacdo a pimenta preta em gréo, as amostras apresentaram contagens flungicas
entre 27,27 % e 100 % (n= 19) e entre <10 e 7,35 x 10° UFC/g (n= 6) para a pimenta preta
moida (Tabela 8). A espécie xerofilica Eurotium chevalieri esteve presente em 64 % das
amostras de pimenta preta e apresentou um total de 100 % de variacéo de infeccdo, seguido de
Aspergillus niger (52 %) e Aspergillus tamarii (36 %).

Dimic, Krinjar e Dosen-Bogic (2000) reportaram gque em mix de especiarias, 29 % de
pimenta preta e 25 % da paprica estavam contaminadas com fungos. De acordo com 0s
mesmos autores, as principais fontes de contaminagdo eram Eutotium herbariorum,
Aspergillus versicolor, Aspergillus sydowii e A. flavus, Penicillium auratiogriseum e P.
chrysogenum.

Pitt et al. (s/d) avaliaram 42 amostras de pimenta preta provenientes das Filipinas e as
especies fungicas mais comum foram: Aspergillus flavus (presente em 95 % das amostras), A
niger (76 %), E. rubrum (74 %), Chaetomium globosum (45 %), E. chevalieri (38 %) e A.
sydowii (31 %).
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Tabela 8 — Média de infeccdo, frequéncia de ocorréncia (FO) e variacdo de infeccdo fangica
(V1) em amostras de pimenta preta (Piper nigrum L.).

Média de infeccado (gréo) (%) = 77,0

n=19
Média de infeccédo (moida) (UFC/g) = 2,06 x 10°

n==6
Fungo filamentoso FO (%) VI (%) Fungo filamentoso FO (%) VI (%)
Absidia sp. 4 ND - 3,1 Demaéceos 16 ND - 21,7
Alternaria sp. 4 ND -9,1 Emericella nidulans 12 ND -7,1
Aspergillus candidus 4 ND-6,0  Eurotium amstelodami 36 ND - 47,4
Aspergillus carbonarius 4 ND - 6,1 Eurotium chevalieri 64 ND - 100,0
Aspergillus flavus 28 ND - 25,7 Eurotium repens 20 ND - 56,7
Aspergillus fumigatus 4 ND-2,8  Eurotium rubrum 32 ND - 81,8
Aspergillus niger 52 ND -30,0 Fusarium sp. 8 ND -9,1
Aspergillus ochraceus 12 ND - 15,0 Mucor sp. 28 ND -17,8
Aspergillus parasiticus 4 ND-9,0 Mycelia sterilia 4 ND - 34,4
Aspergillus penicillioides 16 ND - 84,4 Penicillium chrysogenum 12 ND - 16,0
Aspergillus sydowii 4 ND-1,8  Penicillium decubens 4 ND - 8,0
Aspergillus tamarii 36 ND - 13,0 Rhizopus sp. 36 ND - 100,0
Aspergillus versicolor 4 ND -10,0 Wallemia sebii 16 ND -100,0
Cladosporium sp. 4 ND -51,6 Zigomicetos 8 ND - 18,0

FO: % da frequéncia de ocorréncia (nimero de amostras que apresentaram a espécie flngica/total de amostra
analisadas); ND: N&o detectado (<10 UFC/g); VI: % da variagdo da infeccdo flngica nas amostras; n: nimero de
amostras.

Gatti et al. (2003) relataram que Eurotium spp. (E. chevalieri, E. rubrum e E.
amstelodami) foram os fungos mais comuns em 115 amostras de pimenta preta, seguidos de
A. flavus e A. niger. As espécies A. tamarii, A. carbonarius, A. fumigatus, A. sydowii, A.
restrictus, A. ochraceus, e A. parasiticus também foram isoladas. Rhizopus, Penicillium,
Curvularia, Cladosporium, Emericella e Paecilomyces foram géneros que também estavam
presentes nas amostras.

Outros autores relataram que os fungos mais comumente envolvidos na deterioragdo
de pimenta preta séo A. flavus, A. ochraceus e A. versicolor (CHRISTENSEN, 1975).

A pimenta preta apresentou a maior média de contaminagéo fungica (77 % e 2,06 x
10° UFC/g). Hoffmann, Garcia-Cruz e Vinturim (1994) afirmaram que, normalmente, fungos
e leveduras estdo presentes em especiarias in natura, entre elas a pimenta preta, porém em

grande namero pode indicar processamento e armazenamento inadequados.
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Tabela 9 — Média de infeccdo, frequéncia de ocorréncia (FO) e variagdo de infec¢do fungica
(VI) em amostras de orégano (Origanum vulgare L.).

Média de infecgéo (UFC/g) = 2,10 x 10*

n=25
Fungo filamentoso FO (%) VI (%) Fungo filamentoso FO (%) VI (%)
Aspergillus aculeatus 4 ND - 6,7 Epicocum nigrum 4 ND - 18,6
Aspergillus flavus 12 ND -5,9 Eurotium chevalieri 12 ND - 23,5
Aspergillus niger 68 ND -100,0 Eurotium repens 60 ND - 75,5
Aspergillus ochraceus 12 ND -11,8  Eurotium rubrum 52 ND -100,0
Aspergillus penicillioides 4 ND -82,4  Fusarium sp. 4 ND - 24,1
Aspergillus restrictus 8 ND - 15,8  Mycelia sterilia 8 ND - 20,7
Aspergillus sydowii 12 ND-31,6  Paecylomyces variotii 4 ND - 27,8
Aspergillus tamarii 8 ND -13,8  Penicillium chrysogenum 8 ND - 8,3
Aspergillus terreus 4 ND-1,7 Penicillium implicatum 4 ND-1,7
Aspergillus ustus 4 ND - 3,5 Penicillium lividum 4 ND - 93,3
Aspergillus versicolor 4 ND - 6,4 Penicillium polonicum 4 ND - 19,5
Aspergillus wentii 4 ND - 8,3 Penicillium spinulosum 4 ND - 16,7
Chaetomium sp. 8 ND - 5,3 Penicillium sp. 4 ND - 20,5
Cladosporium sp. 36 ND -37,5  Trichoderma sp. 4 ND -2,9
Deméceos 12 ND-72,4  Ulocladium sp. 16 ND - 26,3

FO: % da frequéncia de ocorréncia (nimero de amostras que apresentaram a espécie flngica/total de amostra
analisadas); ND: N&o detectado (<10 UFC/g); VI: % da variagdo da infeccdo flngica nas amostras; n: nimero de
amostras.

As amostras de orégano analisadas apresentaram contagens flngicas que variaram
entre <10 e 3,2 x 10° UFC/g. Aspergillus niger foi a espécie com maior percentual de
ocorréncia (68 %) e com maior indice de infeccdo (100 %) nas amostras de orégano
analisadas. Eurotium repens (60 %) e E. rubrum (52 %) também apresentaram percentuais
consideraveis de FO.

Dados semelhantes foram mencionados por Furlaneto e Mendes (2004) onde o0s
autores determinaram porcentagens fingicas em torno de 10* a 10° UFC/g para amostras de
orégano comercializadas em feiras livres e supermercados.

Teixeira-Loyola et al. (2014) identificaram fungos do género Aspergillus, Mycelia
sterilia, Penicillium e Candida tropicalis em amostras de orégano da cidade de Pouso Alegre
- MG.



41

Morais et al. (2009) avaliando amostras de orégano e pimenta preta determinaram que
a flora dominante destas especiarias era composta basicamente de Fusarium semitectum,
Aspergillus flavus, A. niger, Penicillium citrinum, Eurotium herbarioum e E. amstelodami.

Resultados divergentes aos nossos foram obtidos por Kruppa e Russomanno (2008),
onde os autores determinaram como as maiores porcentagens de frequéncia encontradas dos
géneros Cladosporium e Rhizopus sp. (27,3 %) em amostras coletadas em mercados do estado

de Sé&o Paulo.

5.3 Teste da capacidade micotoxigénica dos isolados

A capacidade de producdo de micotoxina dos isolados potencialmente toxigénicos foi
avaliada neste estudo e os resultados estdo apresentados na Tabela 10.

Das especiarias analisadas, a pimenta preta apresentou a maior presenca de fungos
aflatoxigénicos, seguido da pimenta branca. Dos 21 isolados testados de A. flavus da pimenta
preta, 4 (19 %) apresentaram potencial de producédo de aflatoxinas do grupo B. J& na pimenta
branca, 6 (66,7 %) dos A. flavus isolados apresentaram capacidade de producdo de AFB1. Dos
isolados de A. nomius da pimenta branca, 100 % foram produtores de aflatoxina do grupo B,
ja os A. parasiticus provenientes da pimenta preta demonstraram potencial toxigénico de
producdo de AFB1, B2 e G1 em 100 % e o Unico isolado da pimenta branca foi capaz de
sintetizar as quatro aflatoxinas testadas (Grupo B e G).

Com relacdo aos fungos potencialmente produtores de ocratoxina A, a pimenta preta
apresentou as 3 espécies potenciais, onde dos 2 A. carbonarius isolados, (100 %), dos A. niger
(3,7 %) e dos A. ochraceus (20 %) foram capazes de sintetizar OTA. O orégano foi a
especiaria que apresentou o0 maior nimero de isolados de A. niger (49), entretanto, apenas
2,04 % (1 isolado) apresentou capacidade de producéo de ocratoxina A.

Nesse contexto, fungos toxigénicos ndo sdo apenas considerados como agentes
patogénicos significativos para especiarias, mas também sdo os principais produtores de
micotoxinas, como a AFB:, AFB, AFGi, AFG: e de ocratoxina A (OTA), sendo estes
contaminantes bastante comuns que ocorrem em conjunto em uma ampla gama de produtos
alimentares, incluindo especiarias (WANGIKAR et al., 2005).
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Tabela 10 — Capacidade micotoxigénica dos isolados nas especiarias analisadas.

Especiarias

Fungos filamentosos

Aspergillus flavus

Aspergillus nomius

Aspergillus parasiticus

Aflatoxina

Aflatoxina

Aflatoxina

Bl Bz Gl GZ

B B G1 G

Bt B Gi G

Alecrim

Canela

Erva-doce
Pimenta branca
Pimenta calabresa
Pimenta preta

1/2° 12 0/2 072
12 0/2 02 072
13 0/3 0/3 0/3
6/9 0/9 0/9 0/9
1/6 1/6 0/6 0/6
3/21 1/21 0/21 0/21

/1 11 11 01
01 0/1 0/1 o1

1 11 11 11

3/3 3/3 3/3 0/3

Orégano 0/3 0/3 0/3 0/3 - - - - - - - -
Fungos filamentosos
L Aspergillus carbonarius Aspergillus niger Aspergillus ochraceus
Especiarias Ocratoxina A Ocratoxina A Ocratoxina A
(OTA) (OTA) (OTA)
Alecrim - 0/12 -
Canela - 0/9 0/1
Erva-doce - 1/8 -
Pimenta branca - 1/11 -
Pimenta calabresa - 1/9 -
Pimenta preta 2/2 1/27 1/5
Orégano - 1/49 0/3

*Relacdo entre: o nimero de fungos capazes de produzir a micotoxina/nimero de fungos presentes na amostra.
O traco (-) refere-se & auséncia do fungo micotoxigénico nas amostras analisadas.

As aflatoxinas B1, B2, G1e Gz estdo normalmente presentes em alimentos. Cepas de A.

parasiticus produzem todas as quatro principais aflatoxinas. Estirpes de A. flavus produzem

principalmente aflatoxinas B e também uma alta porcentagem de cepas de A. flavus sintetiza
AFG;: e um grupo menor também acumula AFG> (VAN EGMOND, 1989; COTTY;

CARDWELL, 1999).

Lisker, Michaeli e Frank (1993) analisaram 15 amostras de especiarias que foram

fortemente contaminados por A. flavus e rastreadas para a presenca de aflatoxinas utilizando

cromatrografia liquida de alta eficiéncia. Ndo foram detectadas aflatoxinas nas amostras. Os

mesmos autores analisaram 20 estirpes de A. flavus isoladas de gengibre, pimenta preta e

canela, sendo que destes, nove isolados (45 %) foram capazes de produzir aflatoxina Bs.
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Embora nem todas as cepas de A. flavus sejam aflatoxigénicas, uma incidéncia alta de
cepas que podem produzir esta micotoxina (50-100 %) sdo normalmente encontradas entre
esta espécie fungica (LISKER; MICHAELI; FRANK, 1993).

No estudo de Tabata et al. (1993) realizado em 564 amostras de especiarias, verificou-
se que a pimenta branca foi uma das especiarias em que foram encontradas aflatoxinas (13%
das amostras), ndo havendo amostras positivas em canela e na pimenta preta analisadas. No
estudo de Aziz e Youssef (1991), foram detectadas aflatoxinas em amostras de pimenta preta
e de pimenta branca, sendo o A. flavus e o A. parasiticus os bolores mais frequentemente
isolados.

MacDonald e Castle (1996) verificaram que todas as amostras de pimenta continham
aflatoxinas, mas em pequena quantidade. Isto levou os autores a afirmarem que seria possivel
que alguns constituintes destas especiarias tivessem capacidade para inibir ou reduzir o
crescimento dos fungos e a producdo de aflatoxinas. Vale ressaltar que a contaminagdo de
alimentos e seus produtos derivados, produtos agricolas e especiarias com micotoxinas pode
causar muitas doencas ou mortes em humanos e animais, mesmo quando consumido em
pequenas quantidades (PROUILLAC et al., 2012).

Majerus et al. (1985) concluiram que ndo existe correlacdo entre o grau de
contaminacdo microbiana e a concentragdo de aflatoxinas nas especiarias. O estudo de
Llewellyn et al. (1992) demonstrou que as especiarias ndo séo o substrato ideal para a
formacdo de aflatoxinas; alias, especiarias como a canela e a pimenta parecem possuir
substancias que podem inibir o crescimento de fungos e a producéo de aflatoxinas.

Bugno et al. (2006) avaliaram a capacidade micotoxigénica de ervas medicinais, entre
elas, a erva-doce e constataram que 27,6 % dos A. flavus isolados apresentaram a capacidade
para produzir aflatoxina By ou aflatoxinas B: e B2; 45,5 % dos A. parasiticus apresentaram
capacidade de produzir aflatoxinas Bi, B2, G1 e G2; e 34,6 % dos A. ochraceus e 3,8 % A.
niger, a capacidade de produzir ocratoxina A.

Karan et al. (2005) encontraram ocratoxina A em intervalo de concentragdo de 26-33
mg/kg em pimenta, orégano e pimenta vermelha, mas ndo comprovaram a presenca de
aflatoxina B1 e Gi nas amostras analisadas. Ao passo que aflatoxina foi detectada em 16
amostras de pimenta preta, erva-doce, cominho, manjerona, e pimenta da Jamaica no intervalo
de concentragéo 8-35 mg/kg.

Carvalho, Wiest e Cruz (2010) relataram que apesar de nem todas as linhagens de uma
dada espécie de fungo serem capazes de produzir micotoxinas, a producdo é bastante

consistente em cultura pura, desde que se utilizem condic6es 6timas.
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Skirinjar et al. (2012) ressaltam que a producdo de toxinas depende principalmente de
fatores genéticos. No entanto, as condi¢cdes ambientais no local de crescimento dos fungos
(temperatura, atividade da agua, composicdo da matriz, teor de umidade, pH do meio,
contaminacéo fisica do substrato, propriedades antifingicas e outros fatores) sdo considerados
altamente significativo. Outros autores relatam que os fungos toxigénicos sdo relativamente
comuns e podem germinar, crescer e elaborar suas toxinas em uma grande quantidade de
substratos, quando a umidade relativa, a temperatura e a aeragdo sao favoraveis (PIER, 1973).
Quando os fatores ambientais como a temperatura, se desviam dos pontos 6timos, diminui a
resisténcia do organismo frente a aw, aumentando o valor da aw minima para o crescimento
(ALZAMORA, 1984).

Embora este estudo ndo tenha examinado a presenca das micotoxinas nas especiarias,
os resultados mostram que existe potencial da contaminacdo por estes metabolicos fungicos,
especialmente durante o processo prolongado de secagem e/ou durante o armazenamento sem
controle de umidade e temperatura, fatores estes que podem propiciar a proliferacdo dos

fungos e consequentemente a possivel producao das micotoxinas por estes micro-organismos.



6 CONCLUSOES

— A média de atividade de agua (aw) entre as especiarias apresentou valores < 0,75, 0
que contribuiu para a predominancia de espécies fungicas xerofilicas;

— As especiarias analisadas neste estudo (alecrim, canela, erva-doce, pimenta calabresa,
branca, preta e orégano) apresentaram ampla contaminacdo por fungos, com excecao
do cravo-da-india, sendo que os principais géneros identificados foram Eurotium,
Aspergillus, Penicillium e espécies potencialmente micotoxigénicas, como Aspergillus
flavus, Aspergillus nomius, Aspergillus parasiticus, Aspergillus niger, Aspergillus
ochraceus e Aspergillus carbonarius;

— As pimentas branca e preta foram as que apresentaram a maior concentracdo de
espécies potencialmente micotoxigénicas;

— O orégano apresentou maior quantidade de isolados de Aspergillus niger, entretanto,

apenas 2,04 % destes demonstraram capacidade de producéo de ocratoxina A.



7 CONSIDERACOES FINAIS

Estudos complementares avaliando a presenca de micotoxinas nas amostras podem ser
conduzidos, bem como uma investigacdo de condig¢Oes propiciando ou inibindo a producéo
destes metabolitos nas diferentes especiarias e as medidas a serem adotadas para prevenir a

contaminacéo destes produtos para reduzir os riscos a satde do consumidor.
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Apéndice A — Ocorréncia geral de fungos filamentosos nas especiarias analisadas.

Fungo filamentoso Alecrim Canela Erva-doce Pimenta Pimenta Pimenta Orégano
branca calabresa preta
Absidia sp. X - X - X X -
Alternaria sp. - - X - - X -
Aspergillus aculeatus - - - - X X X
Aspergillus candidus - - - X - - -
Aspergillus carbonarius - - - - - X -
Aspergillus flavus X X X X X X X
Aspergillus fumigatus X - - - - X -
Aspergillus glaucus X - - - - - -
Aspergillus nidulans X X X X - - -
Aspergillus niger X X X X X X X
Aspergillus nomius - - - X - - -
Aspergillus ochraceus - X - - - X X
Aspergillus parasiticus X X - X - X -
Aspergillus penicillioides X X X X X X X
Aspergillus restrictus X X X - X - X
Aspergillus sydowii - X X X - X X
Aspergillus tamarii - X - X X X X
Aspergillus terreus - - - X X - X
Aspergillus ustus - - - - - - X
Aspergillus versicolor X - X X X X X
Aspergillus wentii X - X - - - X
Chaetomium sp. X - X - - - X
Cladosporium sp. X X X X X X X
Deméceos X X X X X X X

Continua...
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Fungo filamentoso

Alecrim

Canela

Erva-doce

Pimenta
branca

Pimenta
calabresa

Pimenta
preta

Orégano

Emericella nidulans
Epicocum nigrum
Eupenicillium sp.
Eurotium amstelodami
Eurotium chevalieri
Eurotium repens
Eurotium rubrum
Fusarium sp.

Mucor circineloides
Mucor racemosum
Mucor sp.

Mycelia sterilia
Paecilomyces variotii
Penicillium aetiopicum
Penicillium brevicompactum
Penicillium canescens
Penicillium carneum
Penicillium chrysogenum
Penicillium citreonigrum
Penicillium citrinum
Penicillium crustosum
Penicillium decumbens
Penicillium fellutanum
Penicillium glabrum

X

X X X X

X

X X X X

Continua...
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Fungo filamentoso

Alecrim

Canela

Erva-doce

Pimenta
branca

Pimenta
calabresa

Pimenta
preta

Orégano

Penicillium implicatum
Penicillium janczewskii
Penicillium lividum
Penicillium polonicum
Penicillium purpurogenum
Penicillium restrictum
Penicillium roqueforti
Penicillium rugulosum
Penicillium spinulosum
Penicillium sp.

Phoma sp.

Rhizomucor sp.
Rhizopus sp.
Scapulariopus sp.
Syncephalastrum racemosum
Syncephalastrum sp.
Talaromyces wartmanii
Trichoderma sp.
Ulocladium sp.
Wallemia sebii
Zigomicetos

X

X
X

Total

X: Presenca da espécie fungica. O trago (-), refere-se a auséncia da espécie de fungo filamentoso.



