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RESUMO

A auséncia de Boas Préticas de Fabricagdo durante a colheita, processamento e manuseio da pimenta-
do-reino pode acarretar a contaminagdo do produto com sujidades microscopicas e microrganismos.
Foram analisadas 227 amostras de pimenta-do-reino, comercializadas em Minas Gerais, coletadas entre
2008 e 2018, quanto a presenca de fragmentos de pelo de roedor e de insetos, coliformes a 45°C ou
Escherichia coli e Salmonella spp. Para verificar se havia correlagio entre os contaminantes, foi empregado
método estatistico de regressdo linear multipla. As andlises microscopicas evidenciaram presenca de
fragmentos de pelo de roedor e de insetos em 26,0% e 30,5% das amostras, respectivamente, em valores
superiores ao limite tolerado pela RDC 14/2014. Quanto as analises microbioldgicas, 10% das amostras
apresentaram coliformes a 45°C ou E. coli acima dos limites tolerados pela RDC 12/2001 e em 8,8% das
amostras foi detectada presenca de Salmonella spp. A avaliacio estatistica mostrou que houve correlagio
entre presenca de fragmentos de insetos e de pelos de roedor e a contaminacio por Salmonella spp. em
pimenta-do-reino. Osresultados demonstraram aimportancia das analises microscépica e microbioldgica
simultaneamente para detec¢do dos contaminantes presentes bem como das possiveis relagdes existentes
entre eles e a melhor compreensio dos fatores que favorecem as contaminagdes.

Palavras-chave. controle de qualidade, Salmonella, microbiologia de alimentos, analise de alimentos,
pelo de roedor, insetos.

ABSTRACT

The absence of Good Manufacturing Practices during harvesting, processing and handling of
black pepper can lead to contamination of the product with microscopic dirt and microrganisms.
Two hundred and twenty seven black pepper samples, commercialized in Minas Gerais, collected
between 2008 and 2018, were analyzed for the presence of rodent and insect fragments, coliforms
at 45°C or Escherichia coli and Salmonella spp. To verify whether there was a correlation between
the contaminants, a statistical method of multiple linear regression was used. Microscopic analysis
showed the presence of rodent and insect fragments in 26.0% and 30.5% of the samples, respectively,
in values above the limit tolerated by RDC14/2014. As for the microbiological analysis, 10% of the
samples presented coliforms at 45°C or E.coli above the limits tolerated by the RDC 12/2001 and
in 8.8% of the samples Salmonella spp. were detected. The statistical evaluation showed that there
was a relationship between the presence of insect fragments and rodent hair and contamination
by Salmonella spp. in black pepper. The results demonstrated the importance of simultaneous
microscopic and microbiological analysis to detect the contaminants present, as well as the possible
relationships between them and better understanding of the factors that favor contamination.

Keywords. quality control, Salmonella, food microbiology, food analysis, rodent hair, insects.
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A pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) ¢é
origindria da India e cultivada em vérias regides
tropicais e subtropicais do planeta, sendo o Brasil
um dos maiores produtores. E a mais importante
especiaria comercializada mundialmente, sendo
usada em larga escala como condimento em
industrias de carnes e conservas e na industria
cosmética e de aromas. Na industria alimenticia,
pode ser utilizada na forma de graos inteiros,
moidos, ou misturados com outros condimentos’.

A cadeia produtiva da pimenta-do-reino,
bem como de outras especiarias, geralmente
comega com pequenos produtores, que fazem
a secagem do produto a céu aberto, deixando-o
exposto a poeira, insetos, excretas de animais
e outras sujidades, caso ndo sejam adotadas
praticas de higiene. Depois de secas, as especiarias
geralmente passam por multiplas etapas de
estocagem, processamento, empacotamento e re-
empacotamento, que podem durar anos. Sendo
assim, patégenos podem ser introduzidos em
qualquer ponto ao longo da cadeia de produgéao e
distribuicéo, se as Boas Praticas de Fabrica¢do ndo
forem seguidas®.

Além  de  andlises  microbiologicas
para avaliagdo da qualidade de condimentos
e especiarias, deve-se recorrer a testes
macroscopicos, microscopicos, fisicos e quimicos,
para a comprovacdo de eventuais adulteragdes’.
Diferentes técnicas analiticas espectroscopicas,
analises de espectrometria de massa, diversos tipos
de cromatografia gasosa ou liquida e diferentes
técnicas de andlise de DNA tém sido empregadas na
detecgdo de adultera¢des ndo intencionais e fraudes
em ervas e especiarias®.

A presenca de sujidades representa um
impacto negativo para a qualidade do alimento,
com diminui¢do do sabor e aroma do produto,
associado a uma reduc¢ao da sua vida de prateleira,
bem como, a repercussdo negativa da marca no
mercado®®. Ressalta-se que a pimenta-do-reino
¢ muitas vezes utilizada diretamente sobre os
alimentos prontos, sem nenhum processamento
adicional que elimine os contaminantes presentes,
sendo, portanto capaz de favorecer potencial risco
de saude ao consumidor’.
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Até 2013, as analises macro e microscopica
da pimenta-do-reino eram respaldadas pela
Resolugao RDC ANVISA/MS n°175/2003%
Atualmente, estas sao orientadas pela Resolugdo
RDC ANVISA/MS n°14/2014° que dispde sobre
matérias estranhas macroscdpicas e microscopicas
em alimentos e bebidas, seus limites de tolerancia
e da outras providéncias. Ja os pardmetros
microbiolégicos  sanitarios, para  alimentos
em geral, sido contemplados pela Resolucao
RDC ANVISA/MS n°12/2001".

Considerando os riscos oferecidos pela
utilizagdo em larga escala de pimenta-do-reino
contaminada por sujidades e microrganismos
patogénicos, tanto na culindria familiar quanto
na industria alimenticia, esse trabalho teve por
objetivo avaliar a série historica de contaminacgao
microscépica e microbioldgica desse produto, de
acordo comalegislagdosanitaria, bem como verificar
a correlacdo entre os contaminantes detectados,
a partir das analises de amostras comercializadas
em Minas Gerais no periodo de 2008-2018.

Obtengdo das amostras

Por meio das a¢des da Vigilancia Sanitaria
Estadual, 227 amostras de pimenta-do-reino em
p6 de 83 marcas diferentes, foram coletadas no
varejo de municipios em Minas Gerais, entre os
anos 2008 e 2018. Apos a coleta, as amostras foram
encaminhadas a Fundacao Ezequiel Dias (FUNED)
para analises microscopica de sujidades leves e
microbiolégica (contagem de coliformes a 45°C ou
Escherichia coli e Salmonella spp.).

Andlises microscépicas e microbioldogicas

Para a pesquisa de matérias estranhas
microscopicas utilizou-se o método de flutuagao
n° 972.40A (AOAC, 2016)". A determinagdo de
coliformes a 45°C foi realizada por meio do método
de Numero Mais Provavel (NMP), de acordo
com APHA". Alternativamente a contagem de
coliformes a 45°C, utilizou-se a contagem de
Escherichia coli pelos métodos rapidos Petrifilm® EC
(AOAC, 2016)" e SimPlate® EC (AOAC, 2016)'.
Para a pesquisa de Salmonella spp. empregou-se
método de triagem ELFA (Enzyme Linked
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Fluorescent Assay), no sistema automatizado
VIDAS® (AOAC, 2016)* e método confirmatdrio
tradicional (BAM, 2018)%,

Andlises estatisticas

Utilizaram-se andlises univariadas, por
meio da selecdo dos potenciais preditores, para
explicar a ocorréncia dos desfechos (presenca de
Salmonela e presenca de coliformes). O nivel de
significancia para selecdo dos potenciais preditores
foi de 25%. Na analise univariada para as variaveis
categdricas foi utilizado o teste exato de Fisher
e teste Qui-Quadrado’, enquanto que para as
variaveis quantitativas foi utilizado o teste de Mann-
Whitney'®. Quando utilizado o teste exato de Fisher,
os intervalos de confianca para as razdes de chance
foram ajustados para pequenas amostras'’.

A partir da selecao realizada pelas analises
univariadas foi ajustada uma regressio logistica'
com todas variaveis selecionadas, sendo aplicado, em
seguida, o método Backward® e adotado um nivel
de 10% de significancia. A qualidade do ajuste da
regressdo logistica foi verificada por meio do teste de
Hosmer-Lemeshow” e pseudo R* de Nagelkerke*.
O software utilizado na andlise foi o R versao 3.5.3.
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Andlises microscopicas e microbioldgicas

A Figura 1 apresenta a distribuicéao, por ano,
do numero de amostras de pimenta-do-reino
analisadas no periodo de 2008 a 2018, contendo
um ou mais fragmentos de pelo de roedor, mais
de 60 fragmentos de insetos, coliformes a 45°C
ou E. coli acima do limite tolerado, e presenca
de Salmonella spp. Vale ressaltar que no ano de
2016, foram realizadas analises microbioldgicas
apenas para deteccdo de coliformes a 45°C,
todas com resultado satisfatério. De 2011 em
diante, os resultados de fragmentos de insetos
sao apresentados de acordo com o limite maximo
tolerado pela RDC ANVISA/MS 14/2014°, ou seja,
presenca de mais de 60 fragmentos de insetos.

Os dados revelam que, apesar da redugao
no numero de amostras analisadas ao longo
dos anos, de modo geral, houve um aumento
na propor¢ao de amostras em desacordo com
os limites dos pardmetros microscopicos e
microbioldgicos avaliados, indicando que as
condi¢des higiénico-sanitarias permaneceram
deficientes no processo produtivo.

(1 Total de amostras analisadas

E Amostras com ao menos 1 fragmento de pelo de
roedor

@ Amostras com coliformes a 45°C (ou E.coli) acima
do limite permitido

B Amostras com Salmonella ssp.

O Amostras com mais de 60 fragmentos de insetos

11

e ln b

2013 2014 2015 2016 2007 2018

Figura 1. Distribui¢do das amostras de pimenta-do-reino analisadas no periodo de 2008 a 2018 de acordo com os pardmetros

microscopicos e microbiologicos avaliados
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Durante a vigéncia da RDC ANVISA/
MS n° 175/038, os anos de 2008, 2009 e 2012 foram
aqueles com maiores prevaléncias de amostras
contendo fragmentos de pelo de roedor, ressaltando
que nesse periodo, a legislagio preconizava a
auséncia de qualquer matéria estranha com risco a
saude no produto. A partir de 2014, quando passa-se
atolerar a presenca de 1 fragmento de pelo de roedor
em 50 g de pimenta-do-reino de acordo com a RDC
ANVISA/MS n°14/2014°, 65% das 20 amostras
analisadas que apresentaram pelo de roedor
continham apenas um fragmento sendo, portanto,
consideradas satisfatorias. Embora, a novaresolugao
RDC ANVISA/MS 14/2014° tenha se tornado mais
tolerante quanto aos critérios microscdpicos, o que
se observou em 2016 e 2017 foi a permanéncia de
elevado percentual (28,6 %) de amostras reprovadas
por conter mais de um pelo de roedor. A presenga
de fragmentos de pelo de roedor no alimento indica
que houve contato com roedores, importantes
vetores mecanicos de diversos patégenos causadores
de doengas ao homem?. Santos et al** comprovaram
essa associacdo, apos a identificacdo concomitante
de Salmonella spp. e pelo de roedor em amostras de
pimenta-do-reino.

26,0

15,9

10,1

Quanto a presenca de fragmentos de insetos,
a RDC ANVISA/MS n°14/2014° atualmente em
vigor, estabelece um limite de 60 fragmentos
de insetos em 50g de amostra de pimenta-do-
reino. Anteriormente, durante a vigéncia da RDC
ANVISA/MS 175/2003%, apenas amostras com
fragmentos de insetos considerados de risco a
saude, como baratas e moscas, eram consideradas
insatisfatorias. A partir de 2011, o laboratdrio
passou a registrar a contagem de fragmentos de
insetos nas amostras analisadas, todavia nao se
observou um aumento significativo no percentual
de amostras reprovadas apds esta modificagdo.
Isso se deve ao fato de que s6 foram encontrados
fragmentos de insetos proprios da cultura e em
quantidade permitida e ndo foram encontrados
fragmentos de insetos considerados de risco a saude
em todo o periodo.

A andlise dos parametros microscopicos das
227 amostras de pimenta-do-reino demonstrou
que 26% tinham um ou mais fragmentos de
pelo de roedor e 15,9% continham mais de
60 fragmentos de insetos, valor limite estabelecido
pela RDC ANVISA/MS n°14/2014° para este
contaminante (Figura 2).

E% de amostras com 1 ou mais
fragmentos de pelo de roedor

0% de amostras com mais de 60
fragmentos de insetos

B % de amostras com Coliformes a
45°C (ou E.coli) acima do limite

W% de amostras com Salmonella
ssp.

Figura 2. Percentuais totais de amostras de pimenta-do-reino avaliadas de acordo com os pardmetros microscdpicos e microbioldgicos
no periodo de 2008 a 2018 (exceto para amostras com mais de 60 fragmentos de insetos, cujo periodo foi de 2011 a 2018)

Fonte: Funed, Belo Horizonte-MG

Estudos realizados em amostras de pimenta-
do-reino, entre outros condimentos, coletadas pelo
FDA nos Estados Unidos num periodo de 3 anos
mostraram um alto indice de contaminagdo por

4/8

matérias estranhas’. Estes autores verificaram que
das1.523 amostrasde pimenta-do-reinoanalisadas,
98,4% estavam contaminadas com fragmentos de
insetos e 20%, com pelos de roedor. Resultados
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obtidos a partir de pimenta-do-reino coletada
no estado de Sdao Paulo revelaram que 98,5% das
amostras analisadas continham fragmentos de
insetos e 23,2% apresentaram pelos de roedor, além
de outras sujidades®™. A avaliagao de 75 amostras
de pimenta-do-reino coletadas em Sao José do Rio
Preto evidenciou que 30,67% continham pelos de
roedor e 92% apresentaram fragmentos de insetos,
sendo que em 14 delas a quantidade detectada
foi superior a 60 fragmentos*. Na avaliacdo das
condi¢des higiénicas da pimenta-do-reino em
po, coletadas na cidade de Sao Paulo, 100% das
amostras analisadas apresentaram fragmentos de
insetos*. No presente estudo foram encontrados
fragmentos de pelo de roedor em 26% das
amostras, valor bastante préximo aos encontrados
por Graciano et al**(23,2%), Santos et al**(30,67%)
e por Gecan et al’ (20%). Quanto ao nimero de
fragmentos de insetos, registrou-se 15,9% de
amostras com mais de 60 fragmentos de insetos,
sem considerar as amostras com qualquer nimero
de fragmentos de insetos. Isso explica o baixo
indice de fragmentos de insetos comparados com
os estudos anteriores. Entretanto, 96% de todas as
amostras analisadas nesse periodo (2008 a 2011)
continham fragmentos de insetos, demostrando
que a frequéncia é elevada e constante no produto
analisado neste trabalho e também pelos outros
autores citados acima.

Diversos trabalhos relatam a presenca de
coliformes a 45°C e Salmonella spp. em pimenta-
do-reino. Estudo realizado por Santos et al*,
na regido de Sao José do Rio Preto (SP), no qual
foram analisadas 75 amostras de pimenta-do-reino
moida de 19 marcas diferentes, relatou a presenga
de Salmonella spp. e de coliformes a 45°C em
14,67% e 33,33% das amostras, respectivamente.
Moreira et al” verificaram 18,2% das amostras
analisadas de pimenta-do-reino contaminadas com
Salmonella spp.; 36,3%, com coliformes e 60,6%,
com bactérias mesofilas. Neto et al*® relataram a
presenca de Salmonella spp. (10,5%) e coliformes
a 45°C (18,4%) em amostras de pimenta-do-
reino e Oliveira e Teshima® verificaram que
66,7% das amostras de pimenta-do-reino
analisadas encontravam-se contaminadas por
Salmonella spp. Silva et al*® reportaram a presenca
deste patdgeno em 57% das amostras de pimenta-

do-reino coletadas em uma feira tradicional de
Campina Grande. Michelin et al’® avaliaram a
contamina¢do por enteropatdgenos em pimenta-
do-reino e detectaram a presenca de coliformes
a 45°C, com identificagdo de Escherichia coli e de
Samonella spp. No presente estudo, evidenciou-se
que 8,8% das amostras estavam contaminadas com
Salmonella spp. e 10,1% continham coliformes a
45°C ou E. coli em niveis acima dos limites tolerados
pela RDC ANVISA/MS n°12/2001" (Figura 2).

A detecgdo de Salmonella spp. em pimenta-
do-reino moida ¢ um dado preocupante, ja que
esse patdgeno é capaz de sobreviver em amostras
desse produto por até um ano’. A porcentagem
relativamente baixa de amostras contendo
Salmonella spp. observada no presente estudo
(8,8%) pode estar relacionada ao fato destas
amostras terem sido coletadas diretamente no
comércio e terem um prazo de validade muito
extenso, de aproximadamente dois anos. De acordo
com Germano* o tempo de estocagem pode
interferir no nivel de contamina¢do microbiana,
como ficou demonstrado com amostras frescas de
po para curry, contendo 5,4x107 bactérias/g que,
apds dois meses de estocagem em temperatura
ambiente, apresentaram contagem de 4,0x10°
bactérias/g. A pimenta-do-reino, apesar de possuir
o6leos essenciais com conhecida a¢do antimicrobiana
in vitro, apresenta alguns fatores que dificultariam
esta agdo direta, tais como baixa atividade de
agua, alta contaminacdo por bactérias Gram-
negativas e capacidade de interferéncia do tempo
de estocagem na contagem final de bactérias, apds
estocagem a temperatura ambiente®. Estes fatores
podem explicar o isolamento de Salmonella spp.,
coliformes a 45°C ou Escherichia coli em amostras
de pimenta-do-reino.

Tendo em vista a importincia e a caréncia
de trabalhos de pimenta-do-reino que tenham
realizado as mesmas analises simultaneamente e
em longos periodos, o presente estudo destaca-se
pela avaliacdo da série historica de monitoramento
de 10 anos. Além disso, os resultados do mesmo
corroboram com os encontrados nos estudos
citados anteriormente*?, evidenciando a
importancia do monitoramento da qualidade
sanitaria desse alimento, bem como indicando a
necessidade de mudangas nas praticas agricolas
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e de beneficiamento da pimenta-do-reino para
a obten¢ao de um produto de melhor qualidade,
sem risco a saude do consumidor.

Andlise estatistica

A analise de correlagio, por meio da regressao
logistica, entre a presenca de “pelos de roedor’,
o “numero de fragmentos de insetos” e a influéncia
destes na presenca de Salmonella spp. revelou
uma associagdo positiva (Tabela). Observou-se
que a cada unidade de pelo que se acrescenta,
aumenta a chance de encontrar contaminagao por
Salmonella spp. em 1,148 vezes, enquanto que para
cada unidade de numero de fragmentos de insetos
que se acrescenta, aumenta-se a chance de encontrar
Salmonella spp. em 0,005 vezes. Pelo método de
Backward, as variaveis “presen¢a de coliformes”
e “satisfatorio para presenca de insetos” foram
eliminadas, nesta sequéncia, devido a baixa
associacdo com o desfecho.

Tabela. Resultado da regresséo logistica apontando as relagoes
das variaveis significativas.

Estimado Err(:; Valor z Valor p
padrio
(Intercepto) -3,088 0,585 -5,276 0,000
Presenca de pelos 1,148 0,679 1,692 0,091
Numero de 0,005 0004 1254 0210
insetos

Pseudo R” (Nagelkerke) = 10,43%; Valor-p (Hosmer Lemeshow) = 0,86

As variaveis “presenca de pelos de roedor” e
“numero deinsetos” foram capazes de explicar 10,43%
da presenga de Salmonella spp. nas amostras. Pelo
teste de Hosmer-Lemeshow o modelo esta adequado
(valor-p > 0,05), portanto, os dados obtidos nesse
estudo sugerem que a presenca de pelo de roedor e
fragmentos de insetos aumentam a probabilidade de
se encontrar Salmonella spp. em pimenta-do-reino.
A presencga de pelos de roedor em um alimento
sugere contaminacdo fecal e uma fonte potencial de
doengas como a leptospirose, salmonelose, pestes e
viroses, entre outras***,

As analises estatisticas, juntamente com
a técnica de regressdo logistica, demonstraram
uma boa aplicabilidade para investigar relagdes
entre indicadores de qualidade e alimento, sendo
esta a maior contribuicio do estudo. Estas sdo
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comumente utilizadas em epidemiologia, quando
sdo investigados determinantes do processo satde-
doenga para mensurar as relagdes lineares entre
duas ou mais variaveis®. Na avaliagdao de parametros
de qualidade em alimentos essa metodologia foi
utilizada no estudo de Aleixandre-Tudo et al’,
que avaliaram a correlacdo da qualidade sensorial
de vinhos com pardmetros de qualidade das uvas.

As amostras de pimenta-do-reino moida
apresentaram um alto indice de matérias estranhas
consideradas de risco a satde (fragmentos de
pelo de roedor) e presenca de contaminantes
microbioldgicos (Salmonella spp. e coliformes a
45°C acima do limite tolerado), representando
potencial risco a satide do consumidor. Quanto a
presenca de fragmentos de insetos, os resultados
das analises mostraram possiveis falhas das
Boas Praticas de Fabricagdo. A andlise estatistica
dos contaminantes encontrados, diferencial
do estudo, demonstrou uma correlagao entre a
presenca de fragmentos de insetos e de pelos de
roedor e a probabilidade de contaminagao por
Salmonella spp. em pimenta-do-reino moida e
alerta para a importancia da andlise simultanea dos
resultados microbioldgicos e microscopicos para
uma melhor compreensao dos fatores que favorecem
as contaminagdes. Os resultados deste trabalho
confirmam a importancia do monitoramento
continuo da pimenta-do-reino moida para garantir
a oferta de um produto de melhor qualidade
sanitaria ao consumidor.
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