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METODOS DE DETECAO
DA INFESTACAO OCULTA
NOS GRAOS DE ARROZ

A infestacdo oculta nos grdos de arroz

€ um problema de elevada importdncia
para a industria alimentar, pois existem
pragas de insetos que passam a maior
parte do seu ciclo de vida dentro dos
grdos, provocando perdas de quantidade e
qualidade. Assim, é necessdrio monitorizar
a infestacdo oculta e desenvolver métodos
de detecdo eficazes para que a industria
possa implementar os meios de controle
mais adequados.
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Introducado

O arroz (Oryza sativa L) € um dos cereais mais
consumidos em todo o mundo (FAO, 2019) e a in-
festacao por insetos ¢ uma das principais razoes de
perda de quantidade e qualidade dos graos durante
o seu armazenamento (He et al., 2022). Existem al-
gumas espécies de insetos que estao especialmen-
te adaptadas para atacar graos de arroz inteiros e
normalmente passam uma parte consideravel do
seu ciclo de vida no interior dos mesmos. Outras
espécies, na sua fase de larva, criam um orificio de
entrada no interior do grao, cobrindo-o apo6s a en-
trada no mesmo. Mais tarde, apés a fase de pupa,
criam um orificio de saida do qual emerge o inseto
adulto. Estes insetos constituem o que é designado
por infestacao oculta, cuja inspecao visual nao con-
segue detetar. Sitophilus oryzae e Sitophilus zea-
mais sao consideradas as espécies infestantes de
insetos mais relevantes para o arroz armazenado
e importantes de estudar nesta area. Estes insetos
sao pragas primarias (Mason & McDonough, 2012)
que apresentam infestacao cruzada (capacidade de
infestar os graos tanto no campo como no armaze-
namento) e se desenvolvem dentro do grao de arroz
(Figura 1).

Figura 1 - Pupa de Sitophilus spp. dentro do grdo
de arroz. Fonte: USDA Agricultural Research Center,
Stored Insect Images Database (Download a
06/06/2022) http://www.ars.usda.gov/Services/docs.
htm?docid=15651.
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Existem varios métodos convencionais para de-
tetar infestagao oculta nos graos de arroz (ISO
6639:4:1987), contudo, utilizam técnicas morosas,
obsoletas e nao permitem identificar objetivamen-
te a espécie infestante. Desta forma, a melhoria
dos métodos disponiveis e o desenvolvimento de
técnicas rapidas de detegao e de monitorizacao de
infestacao oculta é de maior relevancia para todas
as partes interessadas na cadeia de valor do arroz.

Métodos convencionais

As técnicas mais convencionais sao descritas na
norma ISO 6639-4 de 1987 e incluem os seguintes
métodos: determinacao da producao de didxido de
carbono (CO,), método da ninidrina, método da flo-
tacao de graos, imagens de raio X e método acts-
tico (Tabela 1).

Determinacdo da producdo de CO,

Este método baseia-se no facto de a concentragao
de CO, estar correlacionada com a existéncia de
infestagao oculta, como resultado da respiragao
dos insetos (Howe & Oxley, sem data). Neste caso,
arroz infestado tera maior concentragao de CO, e
menor concentracao de O,, comparativamente ao
arroz nao infestado. No entanto, o crescimento de
fungos nos graos de arroz, tais como Aspergillus
spp., também pode fazer aumentar a produgao de

quantidades significativas de CO,, levando a que
este método nao seja tao especifico como outros ja
disponiveis. Porém, é possivel estabelecer uma es-
cala de concentracao de CO, indicativa do nivel de
infestacao, sendo um método de apoio a tomada de
decisao para a indtstria acionar meios de controle
durante o armazenamento do arroz.

A otimizacao do método e a definicao da escala
utilizando um sensor moderno com capacidade de
detetar a concentragao de CO, (Figura 2) sao ob-
jetivos dos estudos em curso. Tendo a disponibili-
dade equipamentos como o sensor PBI Dansensor,
CheckMate 9900, a determinacao da concentracao
de CO, podera ser um método a ser implementado
pela indastria alimentar.

Figura 2 - A) Sensor de medi¢do das concentragoes
de O, e CO, (PBI Dansensor, CheckMate 9900 O,/CO,,
Ringsted, Denmark). B) Medig¢do das concentracdes
de CO, e O, numa amostra de arroz infestado por
Sitophilus spp.

Tabela 1 — Métodos convencionais para detecao de infestacédo oculta por insetos em cereais,

de acordo com a norma ISO 6639-4 de 1987

Métodos convencionais de detecao de infestacao oculta

Eficacia da detecédo
Método Descricdo
ovo larva pupa
Determinacao da Producao Concentragao de CO, ¢é correlacionada com a infestacao por insetos _ ot o
de CO, (resultado da taxa de respiracao dos insetos)
, . Reaca lorimétri ninidrina com gr -amino livr: minoaci
Método da Ninidrina eacao c;o orimétrica da drina co g’upo o a/ o livre de aminoacidos . - .
dos insetos produz corante de cor ptrpura (parpura de Ruhemann)
Método da Flotagao de Graos Infestagao oculta reduz a massa dos graos, fazendo-os flutuar = + +
. Exposicao de uma camada de arroz a raios X, seguida de inspecao
Imagens de Raio X posic . . - . guida Pee +/++ et et
para identificagao visual de insetos nos graos
Método Actustico Identificacao de padroes sonoros de movimentacao e alimentacao dos insetos = 4+ =

Escala de eficacia: - nula, + razoavel, ++ boa, +++ muito boa
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Método da ninidrina

O método da ninidrina baseia-se numa reacao co-
lorimétrica deste composto quimico (cor amarela)
com as proteinas dos insetos infestantes e que pro-
duz um corante de cor purpura conhecido como
purpura de Ruhemann. Em termos praticos, quan-
do um grao de arroz infestado ¢ esmagado, os ami-
noacidos do fluido corporal do inseto reagem com
a ninidrina que se encontra numa superficie de pa-
pel, dando origem a uma mancha de cor parpura.
Nesta técnica, os aminoacidos do grao de arroz nao
sdo libertados e nao reagem, por isso, o nimero de
manchas indica exatamente o nivel de infestacao
oculta (ISO 6639-4, 1987).

Método da flotacdo de grdos

O método de flotagao de graos inteiros baseia-se
no facto de a infestacao oculta reduzir a massa dos
graos, fazendo-os flutuar. Na verdade, os insetos
que provocam infestacao oculta destroem o inte-
rior dos graos. O inseto perfura o grao e destrodi o
seu interior, tapando de seguida o orificio de entra-
da com os detritos do grao. Desta forma, os graos
de arroz ficam ocos e consequentemente mais le-
ves. Nesta técnica, quando se mergulham graos
saos e infestados em agua, os saos afundam-se, en-
quanto os infestados flutuam a superficie. No en-
tanto, este método € moroso e nao € tao eficiente
quanto outros métodos disponiveis para detetar a
infestacao oculta do arroz, principalmente porque
€ muito provavel que o método produza uma esti-
mativa significativamente abaixo do verdadeiro ni-
vel de infestacao presente na amostra.

Imagens de raio X

As técnicas de imagiologia por raios X baseiam-se
na exposicao dos graos a raios X suaves, seguida de
uma inspecao para identificar os insetos no interior
dos graos. A utilizacao de imagens de raios X para
detecao interna de insetos tem muitas vantagens,
pois é uma técnica rapida, nao destrutiva e precisa,
independentemente da fase de vida do inseto, sen-
do possivel identificar a presenga de larvas e pupas
(Figura 3). Além disso, com os avangos de tecnolo-
gias e melhorias constantes, é possivel obter ima-
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gens que podem ser lidas e interpretadas com uma
elevada precisao (Shah & Khan, 2014; Srivastava et
al., 2020).

NAO
INFESTADO

PUPA  ADULTO GRAOOCO

Figura 3 - Imagem de raio X digital para os vdrios
estddios larvares de Sitophilus spp., em grdos de trigo
(Haff & Toyofuku, 2008).

Método acustico

O método acustico para detecao de infestacoes
de insetos baseia-se na identificacao dos padroes
sonoros das espécies de insetos que se pretende
identificar. Um sensor de vibragao acustica, ligado
a um sistema de amplificagao, transmitira o ruido
causado pela atividade alimentar e movimento dos
insetos escondidos. A estimativa do grau aproxima-
do de infestacao oculta determina-se a partir do
nivel de ruido transmitido. A utilizacao desta tec-
nologia para aplicagoes de controlo de pragas de
insetos aumentou significativamente entre 1980 e
2010 (Mankin et al., 2021).

Para além do interesse em melhorar e modernizar
os métodos convencionais, surge a necessidade de
desenvolver e testar novas técnicas moleculares
mais especificas, como a reacao em cadeia da po-
limerase (PCR), PCR em tempo real ou a PCR quan-
titativa (QPCR) que permitem identificar, genetica-
mente, a espécie de inseto infestante.
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Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
O interesse em utilizar as técnicas de base mole-
cular, que detetam regides genéticas especificas
de uma espécie, surge devido a sua exatidao, sen-
sibilidade, especificidade e rapidez na obtencao de
resultados.

No entanto, a utilizagao de PCR para detetar a pre-
senc¢a de insetos encontra-se ainda numa fase de
otimizacao. A maior parte dos trabalhos de inves-
tigacao utilizam a PCR para identificar e amplificar
regioes de ADN especificas de espécies de insetos
(Figura 4), podendo vir a ser validada para detetar
com precisao e mesmo quantificar a infestacao
precoce (Negi et al., 2021).

Figura 4 - Representagdo de amplificacéio de regides
especificas do ADN de insetos.

Estas técnicas poderiam ser facilmente implemen-
tadas como técnicas de rotina, tal como acontece
nos sistemas de autocontrolo em seguranca ali-
mentar ou nos testes de adulteragao. Todo o pro-
cesso de analise da amostra, incluindo a prepara-
¢ao da mesma, a extragao de ADN, a preparagao
da PCR, a amplificacao e a analise dos resultados,
pode normalmente ser concluido em poucas horas.
Alguns laboratoérios podem fornecer resultados no
mesmo dia ou no dia seguinte para analises de ro-
tina, processo este que se pode ajustar a dinamica
das empresas. Para os planos de controlo da segu-
ranga alimentar, podem ainda ser implementados
esquemas de amostragem para recolher amostras
representativas, tendo em consideracao a avaliacao
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de risco de cada empresa. No entanto, estas técni-
cas requerem uma configuracao laboratorial, pelo
que nao substituem os métodos de detecao in situ;
mas podem certamente complementar com infor-
macoes relevantes e altamente precisas.

Conclusoes

O arroz é um alimento basico para cerca de metade
da populacao mundial, por isso, é importante pro-
curar solugcoes que minimizem as perdas e garan-
tam a qualidade e a seguranca dos alimentos para
os consumidores. As alteracdes climaticas perspe-
tivam um aumento do risco de infestagao no arroz,
devido aos aumentos de temperatura e ao desen-
volvimento nos insetos de mecanismos de resistén-
cia as substancias ativas aplicadas nos tratamentos
de fumigagao. A melhoria dos métodos de detegao
e monitorizagao de infestagdes ocultas esta a ser
investigada através do projeto TRACE-RICE e € til
para a adogao de medidas de gestao e controlo de
qualidade e interessa a todos os atores da fileira do
arroz. ©
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