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Caruncho (Sitophilus sp.) como veiculador de micro-organismos patogénicos

no arroz e no milho
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Resumo: Dentre as principais causas de perdas pds-colheita de gréos esta o ataque de pragas
como o caruncho. Uma das consequéncias € a deterioracdo do produto, pois, provavelmente, o
caruncho funciona como um vetor de fungos patogénicos aos grdos. O Aspergillus flavus é um
fungo contaminante importante que produz micotoxinas, como a aflatoxina, que sdo
prejudiciais a satde da popula¢do humana e animal. Mesmo ap6s 0 processamento dos graos,
as micotoxinas continuam presentes, podendo levar ao surgimento de cancer devido a ingestdo
da aflatoxina produzida pelo fungo. O objetivo deste estudo foi relacionar o caruncho como
veiculador do fungo produtor de micotoxinas em gréos armazenados de arroz e milho. Amostras
de carunchos presentes em arroz e milho foram cultivadas em agar Czapeck e PDA adicionado
de cloranfenicol por 6 dias a 27 °C. Foi possivel isolar e identificar o Aspergillus flavus nas
amostras, determinando a importancia do caruncho como um possivel veiculador deste fungo
na producdo de grdos. Portanto, o0 combate ao caruncho na producédo de grédos é fundamental
para evitar a disperséo de fungos e producdo de micotoxinas.
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Abstract: The attack of pests such as weevil is one of the main causes of post-harvest losses of
grains. One of the consequences is the deterioration of the product, as the Sithophilus sp
probably works as a vector of pathogenic fungi to grains. Aspergillus flavus is an important
contaminant fungus that produces mycotoxins, such as aflatoxin, which are harmful to the
health of the human and animal population. Even after processing the grains, mycotoxins are
still present, which can lead to the appearance of cancer due to the ingestion of aflatoxin
produced by fungus. The aim of this study was to relate the weevil as a carrier of the fungus
mycotoxin in stored grains of rice and corn. Sithophilus sp samples obtained from rice and corn
were cultivated in Czapeck agar for six days at 27 °C. It was possible to isolate and identify
Aspergillus flavus in the samples, determining the importance of the Sithophilus sp. as a
possible carrier of Aspergillus flavus in grain production. Therefore, combating Sithophilus sp.
in grains production is essential to prevent the dispersion of fungi and the production of
mycotoxins.
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Introducéo

Com o aumento populacional, ha também a demanda crescente de gréos para que se
possa suprir a demanda mundial de alimentos. Exige-se que os gréos colhidos nas lavouras
sejam mantidos com o minimo de perdas, quantitativas (perda de peso provocado pela abertura
de galerias) e qualitativas (diminuicdo do valor nutritivo e da higiene), até o consumo final
(GIZACHEW et al., 2019).

O Brasil é considerado um dos grandes produtores de grédos, destacando-se entre 0s
cinco maiores do mundo. De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento — CONAB
(2021), a estimativa é que o crescimento seja em torno de 14,2 %, 0 que representa um
acréscimo de 35,87 milhdes de toneladas em relacdo ao volume obtido no ciclo anterior. Caso
se confirme as previsoes, a producdo total da safra 2021/2022 deve ficar em 288,61 milhdes de
toneladas, atingindo um novo recorde para a agricultura nacional. A falta de espacgo no setor de
armazenagem ja € uma realidade no pais, e que vem aumentando esse déficit conforme os anos
vao passando.

Verifica-se a necessidade de reduzir as perdas e conservar de forma adequada o0s
produtos agricolas, pois os danos na qualidade ou disponibilidade do alimento sdo
imediatamente recusados pela populacdo, causando sérias repercussfes socioecondmicas. De
acordo com o Ministério da Agricultura e Abastecimento as perdas previstas de graos sdo de
aproximadamente 10% do total que é produzido anualmente no Brasil (LORINI, 2015).

A perda de qualidade dos gréos ocorre quando as caracteristicas intrinsecas do produto
sdo alteradas. A perda do grdo se da quando o produto sofre uma perda de peso, causada
principalmente por insetos. Exemplificando, um pequeno nimero de insetos pode provocar uma
infestacdo e multiplicacdo desordenada dessa praga. Uma fémea pode depositar 400 ovos, que
em cerca de 30 dias ja estardo adultos e dando, assim, continuidade ha um novo ciclo de
reproducdo (LORINI, 2015).

O arroz armazenado pode ser infectado por fungos capazes de produzir toxinas,
dependendo das condi¢Ges do ambiente. As toxicoses associadas ao consumo de graos estdo
relacionadas com diversos problemas de saude, como, doencas nervosas, degeneragéo dos rins,
problemas hepéticos, problemas cardiacos, entre outros. As toxinas mais encontradas durante o
armazenamento de graos sao aflatoxinas produzidas pelo fungo do género Aspergillus (LORINI
et al., 2018).

A contaminacgdo dos graos por fungos pode ocorrer no campo, na fase de producéo, ou

apos a colheita, durante o armazenamento, passando pela industrializacdo, e durante o
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armazenamento do produto ja industrializado nas goéndolas do mercado (OLIVEIRA,
OLIVEIRA; MENEGHELLO, 2013). Ha uma grande variedade de fungos de campo, sendo 0s
mais representativos, aqueles encontrados durante 0 armazenamento que compreendem cerca
de 10 a 15 grupos de espécies do género Aspergillus (LORINI et al., 2018). Uma das
preocupacdes quanto as aflatoxinas no arroz e milho da-se pela presenca destas substancias
também nos subprodutos, como farelo, farinha e seus derivados (KATSURAYAMA,;
TANIWAKI, 2017).

Segundo Marquez e Pozzolo (2012), algumas culturas agricolas, tais como soja, arroz,
milho, aveia, trigo, centeio e outros, estdo sujeitos a contaminacdo por fungos no decorrer das
diferentes etapas de producdo. Os fungos do género Aspergillus merecem destaque, devido a
sua facilidade de adaptacdo a uma variedade de ambientes e diferentes tipos de substratos
podendo gerar impactos negativos na economia mundial, uma vez que, atuam como agentes
deteriorantes de produtos agricolas, tendo a capacidade de produzir micotoxinas, além de,
algumas espécies, destacarem-se como importantes patdgenos em plantas (SILVA et al., 2013).

O caruncho (Sitophilus oryzae) € considerado uma das mais relevantes pragas primarias
que podem causam grandes destruicdes durante o armazenamento destes cereais, gerando
prejuizos econdmicos e sociais (FONTES; ALMEIDA FILHO; ARTHUR, 2003). Sendo que
metade dessas perdas ocorre devido ao ataque de pragas durante a colheita e 0 armazenamento
(CAMPQS, 2005).

E uma praga facil de encontrar em todas as regides quentes e tropicais do mundo e sio
pragas primarias de grdos armazenados. Na fase inicial de pupa, os insetos se alimentam quase
que exclusivamente do endosperma dos gréos, afetando o seu poder germinativo, causando
perda de peso e de nutrientes (PEZZINI; VALDUGA; CANSINALI, 2005). Os insetos na fase
adulta apresentam um elevado potencial bidtico, possibilidade de ocorréncia de infestacdo
cruzada e pela capacidade de atacar e danificar muitos hospedeiros (GUIMARAES et al., 2010).

A infestacdo dessa praga provoca danos ao envoltorio dos grdos, produzindo gas
carbbnico (COz) e &gua (H20), o que acaba aumentando o teor de umidade, que
consequentemente faz aumentar a respiracdo dos graos gerando um aumento na temperatura
favorecendo um ambiente ideal para a multiplicacdo de fungos (SANTQOS, 2006).

Diversos autores tém registrado a ocorréncia de micotoxinas nos alimentos consumidos
no Brasil. Nas ultimas décadas, houve um crescente aumento de fungos capazes de produzir
aflatoxinas no milho (ALMEIDA et al., 2002; OK et al., 2014). No entanto, o desenvolvimento
de fungos e a presenca de toxinas ndo sdo sinénimos, porque nem todos os fungos séo

produtores de micotoxinas. Os géneros de fungos toxigénicos mais comumente associados aos
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grdos sdo Aspergillus, Penicillium e Fusarium (IAMANAKA; OLIVEIRA; TANIWAKI,
2010).

A aflatoxina que é uma substancia que tem recebido grande atencdo em comparacao
com as demais micotoxinas, devido aos efeitos carcinogénicos que podem provocar nos animais
e efeito agudo toxico em seres humanos (CARDOSO, 2009). Por essa razdo, é de vital
importancia conhecer e relacionar a presenca do Aspergillus flavus em pragas como o caruncho.
Portanto, o objetivo do trabalho é relacionar a presenca do caruncho com o fungo produtor da
aflatoxina, Aspergillus flavus em gréos de arroz e milho comercializados no varejo de cidades
do estado de Sdo Paulo. Determinando a importancia desse besouro como veiculador de

Aspergillus flavus na producédo de graos.

Materiais e métodos

Para a realizacdo do experimento foram utilizados meio de cultura Czapeck, caldo BHI
(brain heart infusion), agar nutriente e meio PDA (potato dextrose agar) adicionado de solucdo
de cloranfenicol. Na caracterizacdo das amostras, foram utilizados arroz carunchados de trés
marcas diferentes e milho para pipoca, obtidas no mercado da cidade de S&o Paulo.

Foram coletadas amostras de carunchos em locais de distribuicdo dos grdos (arroz e
milho). A coleta foi realizada durante seis meses (junho a dezembro de 2019) uma vez por
semana. Os espécimes foram obtidos manualmente, em torno de dez exemplares por area,
retirados do local com pingas de pontas finas esterilizadas e, imediatamente, colocados em
tubos de ensaio contendo 5 mL de soro fisioldgico estéril. Apos agitacdo, 0,5 mL das amostras,
em soro fisiologico, foram inoculadas em 10 mL de Caldo BHI.

Em seguida a inoculacdo em Caldo BHI, os exemplares foram acondicionados em tubos
de ensaio contendo alcool absoluto, para preservacao e posterior identificacdo por meio de lupas
e imagens ampliadas, segundo Freitas e Teixeira (2007). A identificagdo dos carunchos foi
realizada por métodos comparativos, em que foram observadas as estruturas externas. Para o
processo de identificacdo, foram utilizados os seguintes materiais: lupa Optica, placa de Petri,
pincel e imagens ampliadas de carunchos para comparacao.

A presenca de micro-organismos na superficie dos besouros foi verificada pela turvagéo
do Caldo BHI, incubado a 37 °C por 48 horas. As amostras positivas foram repicadas nos
seguintes meios de cultura: PDA (batata dextrose agar) e meio Czapek agar, incubados a 25 °C
durante seis dias (MENEZES et al., 2015). As caracteristicas culturais e morfoldgicas das

espécies de Aspergillus foram confrontadas com aquelas descritas por Singh et al. (1991). Foi
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realizada uma pré-leitura com dois dias de incubacdo, observando se houve desenvolvimento
de bolores e leveduras e uma leitura definitiva no sexto dia para observacdo e contagem de

fungos filamentosos caracteristicos de Aspergillus flavus.

Resultado e discussao

A maioria dos fungos que infectam as plantas sdo capazes de se desenvolver em
temperaturas entre 0 e 35 °C (LACEY, 1989). No caso dos fungos que foram pesquisados neste
experimento, temperaturas entre 30 e 35 °C para Aspergillus flavus sdo considerados ideais para
0 seu desenvolvimento. Para o crescimento de carunchos Sitophillus zeamais as temperaturas
giram em torno de 25 °C (VITAL et al., 2004). Por conta destas variaveis o trabalho foi
realizado na temperatura em torno de 27 °C e incubado durante seis dias.

Foram realizadas quatro baterias de amostras de caruncho em diferentes marcas de arroz

e duas amostragens do caruncho de milho em marcas diferentes.

Analise de amostras de carunchos do arroz

Entre os meses de setembro e outubro do ano de 2019, foram analisadas 45 amostras de
arroz de diferentes empresas de alimentos comercializados no estado de Sao Paulo. Observou-
se que cada amostra possuia um pool de 10 carunchos de arroz. Nas quatro baterias foram
encontradas coldnias caracteristicas de Aspergillus flavus, totalizando 29% de positivos,

conforme se vé na Tabela 1.

Tabela 1 - Analise de amostras de arroz com Aspergillus flavus

N° Baterias Presenca de Aspergillus flavus no arroz
B1 9 amostras com 10 carunchos em cada 4 amostras positivas
B2 12 amostras com 10 carunchos em cada 1 amostra positiva
B3 12 amostras com 10 carunchos em cada 5 amostras positivas
B4 12 amostras com 10 carunchos em cada 3 amostras positivas
Total 45 amostras 13 amostras positivas (29 %)

Fonte: Elaborada pelas autoras
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Na Figura 1, observam-se duas coldnias sugestivas de Aspergillus flavus e uma de

Aspergillus niger, oriundas de amostra de carunchos de arroz semeadas em meio PDA.

Figura 1 - Semeadura em superficie de amostra de carunchos de arroz em meio PDA

| TUAR W TROM.

Fonte: Elaborada pelas autoras

Na Figura 2, é possivel a observacdo microscopica das colbnias sugestivas de
Aspergillus flavus.

Figura 2 - Analise microscopica de col6nias fangicas provenientes de cultivos
de amostras de carunchos do arroz, aumento de 400X

Fonte: Elaborada pelas autoras

A presenca de Aspergillus flavus nas amostras de carunchos de arroz indica que 0s
carunchos séo capazes de veicular os esporos fungicos. Estudos realizados por Beti, Phillips e
Smalley em 1995, demostraram que 0s carunchos S. zeamais sdo capazes de facilitar o

crescimento do A. flavus e sua consequente producdo de aflatoxina em gréos de arroz e milho.
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A contaminagdo de arroz por micotoxinas tem sido registrada por diversos autores
(RODRIGUEZ-AMAYA, SABINO, 2002; HIROOKA et al., 1996; MALLMANN; DILKIN;
2007; SCUSSEL, 2000; LORINI et al., 2018), que identificaram a aflatoxina produzida pelo
fungo A. flavus como os mais frequentes em gréos de milho no Brasil.

Analise das amostras realizadas no caruncho do milho

Entre os meses de setembro e outubro do ano de 2019, foram analisadas 24 amostras de
milho de diferentes empresas de alimentos comercializados no estado de S&o Paulo. Utilizando
o método de cultivo em meio Czapeck, foram encontradas col6nias caracteristicas de

Aspergillus flavus em 4 amostras, totalizando 16,7% de positivos, conforme se vé na Tabela 2.

Tabela 2 - Analise de amostras de milho com Aspergillus flavus

N° Baterias Presenca de Aspergillus flavus no milho
Bl 12 amostras com 10 carunchos em cada nenhuma amostra positiva
B2 12 amostras com 10 carunchos em cada 4 amostras positivas

Total 24 amostras 4 amostras positivas (16,7 %)

Fonte: elaborada pelas autoras

Na primeira bateria de analises das amostras de caruncho de milho néo foi observada
presenca de col6nias tipicas de Aspergillus flavus. Ja na segunda bateria de analises foi possivel
a observacdo do fungo em questdo. Tanto no arroz como no milho o caruncho pode ser
considerado carreador de esporos de A. flavus.

Segundo Pitt e Hocking (1997), a superficie dos conidios de A. flavus possui um aspecto
rugoso, sendo um fator relevante que favorece a adesdo dos esporos do fungo na superficie do
caruncho.

O caruncho opera causando danos e lesdes na superficie dos grdos, favorecendo o
desenvolvimento de fungos e, consequente producdo de micotoxinas. Fandohan et al. (2004)
também relataram em seus estudos uma ligacdo entre os danos causados por insetos e 0
desenvolvimento de fungos em silos de armazenamento.

Os resultados obtidos sugerem presenca do A. flavus na cadeia do arroz e do milho,
assim o caruncho pode ser considerado um importante veiculo de disseminagdo desse micro-

organismo. A adocao de técnicas para deteccdo dos fungos e das micotoxinas a fim de reduzir
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riscos de dano a seguranca dos consumidores é fundamental. O presente estudo evidencia a
importancia de se conhecer a diversidade e incidéncia de espécies micotoxigénicas, tanto no
campo como no armazenamento do produto, de modo a se poder reduzir o risco de
contaminacdo. Portanto, torna-se necessdria a realizagdo de controle de qualidade
microbioldgico em todo o processo de produgdo dos alimentos aqui estudados, desde a analise

dos ingredientes até chegar ao produto final.

Conclusdo

Foi detectada a presenca de Aspergillus flavus em carunchos do arroz e do milho. Tanto
arroz como o milho sdo alimentos importantes para consumo humano e animal e que necessitam

de maior atengdo com relacdo ao controle de qualidade e condic¢des de comercializacéo.
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