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RESUMO

Devido aos prejuizos causados por Sitophilus sp. ao milho e a outros gréaos
armazenados, faz-se necessario a utiliza¢do constante de medidas de controle, como
0 uso de inseticidas protetores e fumigantes. No setor de armazenamento, a
tecnologia de aplicacdo do ozdnio tem sido destaque nos ultimos anos, sendo
apontada nos principais periddicos e congressos nacionais e internacionais da area
como uma das principais alternativas para a protecao de grédos armazenados. O
objetivo com o presente estudo foi avaliar o gas 0zonio como nova tecnologia de
tratamento fitossanitario de grados de milho ensacados, verificando a sua eficiéncia,
praticidade e tempo total de tratamento. Empregou-se o Delineamento Inteiramente
Casualizado. Na primeira etapa avaliou-se os efeitos da ozonizagao diretamente sobre
os adultos de Sitophilus sp. utilizando-se 8 tratamentos (0, 10, 20, 40, 50, 60, 80 e 120
min de exposicdo a concentracdo de entrada de ozénio de 1800 ppm com vazao de 4
L min') e com trés repeticdes. Na segunda etapa a avaliacdo dos efeitos da
ozonizacéao foi realizada com os adultos de Sitophilus sp. infestando a massa de graos
de milho ensacado, e na avaliagdo de possiveis alteragcbes na qualidade fisica,
guimica e fisiolégica dos grdos de milho ensacado, para isso utilizou-se 10
tratamentos (0, 10, 20, 40, 50, 60, 80, 120, 180 e 240 min de exposi¢do a concentracao
de entrada de ozb6nio de 1800 ppm com vazdo de 4 L mint) e utilizando-se trés
repeticdes. Avaliou-se a mortalidade dos insetos em 4 diferentes tempos de avaliacao
(1, 2, 9 e 15 dias ap0s cada tratamento). A ozonizacao direta foi capaz de aumentar a
mortalidade de Sitophilus sp. em todos os dias de avaliacdo ap6s o processo de
ozonizagdo dos insetos. Porém, essa mortalidade foi mais intensificada aos dias 9 e
15 apds a ozonizagao, pois um tempo de ozonizagcédo de até 20 min foi capaz de
proporcionar 100% de mortalidade dos insetos. Quando se avaliou a mortalidade dos
adultos de Sitophilus sp. infestando a massa de graos de milho ensacado submetidos
a ozonizagdo por até 240 min foram observados valores negativos, devido a
mortalidade ter sido maior nos tratamentos controle, onde ndo houve tratamento com
ozo6nio. Uma das hipoteses para isso ter acontecido é a de que o material ozonizado
apresentava residual de inseticida que foi liberado na massa de graos, uma vez que
0 gas o0zb6nio possui 0 potencial de degradar macromoléculas como os residuais de
agrotoxicos. Apesar do alto poder oxidativo do 0z6nio, os resultados do presente
estudo mostram que o processo de ozonizacdo dos grdos de milho ndo afeta
significativamente sua composi¢céo centesimal, assim como n&o afetou os aspectos
fisiologicos dos grédos. O ozdnio foi capaz de controlar adultos de Sitophilus sp. em
aplicacao direta, porém nao foi possivel avaliar esse potencial no controle dos insetos
infestando a massa de graos de milho, sendo necessarios novos estudos com maiores
tempos de exposicéao.

PALAVRAS-CHAVE

Gorgulho-do-milho; ozonizagéo; Zea mays; fumigacao.
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ABSTRACT

Due to the damage caused by Sitophilus sp. corn and other stored grains, it is
necessary to constantly use control measures, such as the use of protective and
fumigantinsecticides. In the storage sector, the ozone application technology has been
highlighted in recent years, being pointed out in the main national and international
journals and congresses in the area as one of the main alternatives for the protection
of stored grains. The objective of the present study was to evaluate ozone gas as a
new technology for phytosanitary treatment of bagged corn grains, verifying its
efficiency, practicality, and total treatment time. The Entirely Randomized Design was
used. In the first stage, the effects of ozonation were evaluated directly on the adults
of Sitophilus sp. using 8 treatments (0, 10, 20, 40, 50, 60, 80 and 120 min of exposure
to an ozone inlet concentration of 1800 ppm with a flow rate of 4 L min-t) and with three
replications. In the second stage, the evaluation of the effects of ozonation was carried
out with the adults of Sitophilus sp. infesting the mass of bagged corn grains, and in
the evaluation of possible changes in the physical, chemical and physiological quality
of the bagged corn grains, 10 treatments were used (0, 10, 20, 40, 50, 60, 80, 120,
180 and 240 min of exposure to an ozone inlet concentration of 1800 ppm with a flow
rate of 4 L min't) and using three replications. Insect mortality was evaluated at 4
different evaluation times (1, 2, 9 and 15 days after each treatment). Direct ozonation
was able to increase the mortality of Sitophilus sp. on all evaluation days after the
insect ozonation process. However, this mortality was more intensified at days 9 and
15 after ozonation, as an ozonation time of up to 20 min was able to provide 100%
insect mortality. When the mortality of adults of Sitophilus sp. infesting the mass of
bagged corn grains subjected to ozonation for up to 240 min, negative values were
observed, due to the higher mortality in the control treatments, where there was no
ozone treatment. One of the hypotheses for this to have happened is that the ozonized
material had residual insecticide that was released in the grain mass, since ozone gas
has the potential to degrade macromolecules such as pesticide residues. Despite the
high oxidative power of ozone, the results of the present study show that the ozonation
process of corn grains does not significantly affect its proximate composition, as well
as it did not affect the physiological aspects of the grains. Ozone was able to control
adults of Sitophilus sp. in direct application, but it was not possible to evaluate this
potential in the control of insects infesting the mass of corn grains, requiring further
studies with longer exposure times.

KEY WORDS

Maize weevil; ozonization; Zea mays; fumigation.
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1. INTRODUCAO

O milho é um dos graos que apresenta maior relevancia no mundo, sendo
essencial para diversas cadeias produtivas ligadas a alimentagdo humana. E utilizado
principalmente na alimentagdo humana e nas atividades de bovinocultura, avicultura
e suinocultura, as quais o milho pode ser consumido diretamente ou utilizado na
fabricacdo de ragbes (MARCHI, 2008; CASTOR et al., 2014). Trata-se de um alimento
energeético ja que, em sua constituicdo, o amido esta fortemente presente e apresenta
baixo teor proteico (LISCH, 2012).

O milho de 2° safra é responsavel por 60% da producéo brasileira, enquanto a
primeira safra corresponde a 40%. Isso decorre do plantio de 2° safra acontecer logo
apos a colheita da soja e no mesmo local, permitindo assim um maior aproveitamento
da fertilidade do solo, ocasionando numa maior produtividade da safrinha do milho
(REIS et al., 2016; SOUZA et al., 2018b). Nacionalmente o maior volume produzido
fica na regidao Centro-Oeste, seguido da regido Sul e Sudeste. Nessas regides 0s
estados que mais se destacam na producdo em volume sdo o Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul e Goias, Parand e Rio Grande do sul, Bahia, Piaui e Maranhdo,
respondendo por mais de 75% da producéo brasileira (CONAB, 2022).

Em contrapartida a alta producdo brasileira, hd um déficit de areas de
armazenamento e veiculos de transporte, 0 que aumenta os custos logisticos e as
perdas na producdo. Consequentemente, o Brasil apresenta baixa eficiéncia no
armazenamento e baixo investimento em tecnologias para melhorar a qualidade pos-
colheita de grdos armazenados (PEREIRA et al., 2008b; REIS et al., 2016). Estes
fatos contribuem para ocorréncia de perdas qualitativas e quantitativas no
armazenamento e transporte do milho.

Além desses fatores, junta-se que parte dessas perdas decorre do ataque de
insetos, com destaque aqueles que infestam os graos antes da colheita, como o caso
mais expressivo o gorgulho do milho: Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera:
Curculionidae) (FERNANDES e FAVERO, 2014; LORINI et al., 2015). Ressalta-se
assim, a importancia da armazenagem feita de maneira adequada e correta, pois 0s
riscos da massa de graos se tornarem um ambiente adequado para o
desenvolvimento de insetos, que a utiliza para sua alimentacdo e oviposicao,
contaminando assim o produto, séo grandes (SILVA et al., 2020).



Devido aos prejuizos causados por Sitophilus sp. e por outras pragas em milho
e outros gréos armazenados, faz-se necessario a utilizacéo constante de medidas de
controle, como o0 uso de inseticidas protetores e fumigantes. Porém, 0 uso
indiscriminado destes produtos tém gerado problemas, principalmente na selegéo de
populacbes de insetos resistentes, além de possiveis contaminacfes dos alimentos
com residuos de ingredientes ativos, em consequéncia de serem utilizados em altas
concentracdes para se estabelecer o controle desses insetos (ATHE e PAULA, 2002;
LUCENA et al., 2012).

As primeiras investigacdes sobre a utilizacdo do ozénio como inseticida foram
realizadas empregando-se insetos domésticos (formigas, baratas, moscas e tracas) e
visando manter as condi¢cdes de higiene de ambientes domeésticos e, no caso dos
insetos-pragas de produtos armazenados, a primeira pesquisa expressiva s6 foi
publicada no inicio dos anos 1980, onde foram realizados estudos prévios sobre a
toxicidade do oz6nio (45 ppm) para larvas, pupas e adultos de Tribolium castaneum
(Herbst) (Coleoptera: Tenebrionidae) (FARONI e SOUSA, 2010). No setor de
armazenamento, a tecnologia de aplicacdo do 0z6nio tem sido destaque nos ultimos
anos, sendo apontada nos principais periédicos e congressos hacionais e
internacionais da area como uma das principais alternativas para a protecéo de graos
armazenados, por ser uma tecnologia economicamente eficaz e ambientalmente
correta (ALENCAR et al., 2012; ALENCAR et al., 2013; HELENO et al., 2014,
PIMENTEL et al., 2016).

Outro fator importante, e o 0z6nio aparece como uma alternativa, € o fenébmeno
da resisténcia de insetos a fosfina, principal produto sintético usado para o controle
de insetos infestando o ambiente de armazenamento, que € um fenbmeno que esta
amplamente distribuido entre populacfes brasileiras de T. castaneum, Rhyzopertha
dominica (Coleoptera: Bostrichidae) e Oryzaephilus surinamensis (Coleoptera:
Silvanidae), sendo necessario urgentemente o uso de inseticidas alternativos que
possam reduzir a dependéncia sobre o Unico fumigante disponivel atualmente no
mercado: a fosfina (PIMENTEL, 2006).

Portanto, o objetivo com o presente estudo foi avaliar o gas 0z6nio como
alternativa no tratamento fitossanitario de graos de milho ensacados, verificando a sua
eficiéncia, praticidade e tempo total de tratamento.

2. JUSTIFICATIVA



De acordo com dados da FAO e do MAPA (LORINI et al., 2015), estima-se que
as perdas médias quantitativas de grdos no Brasil, causadas por pragas, seja de
aproximadamente 10% do total produzido. Isto, considerando-se somente as perdas
guantitativas, pois além destas, existem as qualitativas, que sdo mais preocupantes,
uma vez que podem comprometer totalmente o uso do grao produzido ou
desclassifica-lo para outro uso de menor valor agregado. Considerando-se a safra de
graos da 2020/2021, divulgado no Acompanhamento da Safra Brasileira de Graos
realizado pela CONAB de agosto de 2022 (CONAB, 2022), é possivel estimar que a
perda de graos por acdo de pragas, somente de natureza quantitativa, pode chegar
entorno de 30,8 milhdes de toneladas, montante absolutamente significativo e que
representa sérios prejuizos tanto no campo econémico quanto social.

Desta forma, a busca por novas tecnologias para o controle de pragas de graos
armazenados € de elevada importancia para reduzir o quantitativo de perdas durante
a armazenagem, manter a qualidade dos graos e, consequentemente, garantir renda

aos produtores rurais e demais elos da cadeia produtiva.



3. OBJETIVO

Avaliar 0 gas 0z6nio como nova tecnologia de tratamento fitossanitario de graos

de milho ensacados, verificando a sua eficiéncia, praticidade e tempo total de

tratamento.

3.1 Objetivos especificos

Avaliar se h& reducdo no tempo do tratamento fitossanitario dos graos
armazenados;

Avaliar se ha controle eficiente do Sitophilus sp. com a ozonizacéo.
Avaliar se o processo de ozonizacao altera a qualidade fisiol6gica, quimica
e fisica dos gréos de milho.

3.2 Hipéteses

O processo de ozonizacéo é eficiente no controle de insetos adultos do
género Sitophilus.

O processo de ozonizacdo apresenta significativa reducao no tempo de
tratamento fitossanitario, se comparado ao tempo de tratamento
convencional (expurgo).

O processo de ozonizacdo nao altera a qualidade fisiologica, quimica e

fisica dos grédos de milho.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Importancia da producdo de milho no Brasil

A producédo de grdos no Brasil apresentou um crescimento, principalmente o
milho e a soja, assim como a adocao e difusdo de novas tecnologias na agricultura. A
inovacao tecnoldgica na agricultura possibilitou avancos significativos, principalmente
na adaptacdo de cultivares aos fatores edafocliméaticos e na gestdo dos recursos
naturais (BORLACHENCO e GONCALVES, 2017; ARTUZO et al., 2018).

O milho se tornou, no decorrer dos Ultimos anos, a maior cultura agricola do
mundo, ultrapassando culturas como o arroz e o trigo, com a marca de mais de 1
bilhdo de toneladas produzidas anualmente. Além da importancia em termos de
producéo, a cultura do milho se destaca pela ampla diversidade de uso, possuindo
mais de 3.500 aplicacfes, segundo estimativas, tendo uma importante relevancia no
aspecto da seguranca alimentar humana e animal, assim como uma ampla
possibilidade de obtencdo de outros produtos, que incluem combustiveis, bebidas,
polimeros, entre outros (MIRANDA, 2018). Cultivado em todas as regiées do Brasil, o
milho se tornou um dos produtos essenciais da agricultura brasileira, presente em
mais de 2 milhdes de estabelecimentos agropecuarios. Porém, é uma cultura que
passou por profundas mudancas, como por exemplo, a diversificagdo do seu papel
como cultura de subsisténcia cultivada por pequenos produtores, refletido no aumento
do papel da cultura na agricultura comercial eficiente, apresentando um deslocamento
geografico e temporal da producédo (MIRANDA, 2018; ARTUZO et al., 2018).

Segundo dados do USDA (2022), na producéo de 2016, os EUA lideraram o
ranking mundial dos principais produtores de milho, com uma producdo de 345
milhdes de toneladas, seguido pela China com 260 milhdes de toneladas e do Brasil,
com 102 milhdes de toneladas. Destaca-se essa alta produtividade do milho no Brasil
nos ultimos anos, devido ao crescente aumento da demanda mundial por este gréo e
da demanda produtiva dos EUA, destinando parte de sua producéo para producao de
etanol (SOUZA et al., 2018b; USDA, 2022).

A producéo total de grdos no Brasil na safra 2018/2019 foi de 242.094,8 mil
toneladas. Em termos percentuais, a producéo de graos do Brasil na safra 2018/2019
pode ser assim representada: soja (47,51%), milho (41,32%), arroz (4,33%), trigo
(2,13%) e outros graos (4,70%). Desta forma, o milho € a segunda cultura que mais

produz graos no Brasil, ficando atras apenas da soja (CONAB, 2020). De acordo com
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o levantamento de safras divulgado pela Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB) em abril de 2022, estima-se que a producao de milho safra 2021/2022 no
Brasil seja de 115,6 milhdes de toneladas, o que € 32,7% maior do que o produzido
na safra anterior (CONAB, 2022; USDA, 2022).

O milho é um dos graos que apresenta maior relevancia no mundo, sendo
essencial para diversas cadeias produtivas ligadas a alimenta¢édo humana. E ingerido
principalmente por humanos e pelas atividades de bovinocultura, avicultura e
suinocultura, as quais o milho pode ser consumido diretamente ou utilizado na
fabricacédo de racdes e destinado ao consumo de animais (MARCHI, 2008; CASTOR
et al., 2014).

No Brasil a producdo do milho é realizada em duas épocas distintas e
denominadas de milho de 1° safra e milho de 2° safra. A regido que predomina o milho
de 2° safra é a Centro Oeste, onde o0 plantio se inicia entre janeiro e margo, com
colheita entre junho e setembro; enquanto no milho de 1° safra o inicio do plantio vai
de agosto a dezembro, com periodo de colheita de margo a junho. O milho de 2° safra
€ responsavel por 60% da producéo brasileira, enquanto a primeira safra corresponde
a 40%. Isso decorre do fato do plantio de 2° safra acontecer logo apés a colheita da
soja e no mesmo local, permitindo assim um maior aproveitamento da fertilidade do
solo, ocasionando numa maior produtividade da safrinha do milho (REIS et al., 2016;
SOUZA et al., 2018b). Nacionalmente o maior volume produzido é proveniente da
regido Centro-Oeste, seguida da regido Sul e Sudeste. Nessas regides os estados
gue mais se destacam na producdo em volume sdo o Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul e Goias, Parana e Rio Grande do sul, Bahia, Piaui e Maranh&o, correspondendo
a mais de 75% da producao brasileira. Parte desses estados também possuem as
maiores médias de produtividade e de area plantada, apresentando produtividade
variavel entre 6 e 8 mil kg ha! (CONAB, 2020).

Em contrapartida a alta producédo brasileira, ha um déficit de areas de
armazenamento e veiculos de transporte, o0 que aumenta 0s custos logisticos e as
perdas na producdo. Consequentemente, o Brasil apresenta baixa eficiéncia no
armazenamento e baixo investimento em tecnologias para melhorar a qualidade pos-
colheita de gréos armazenados (PEREIRA et al., 2008a; REIS et al., 2016). Estes
fatos contribuem para ocorréncia de perdas qualitativas e quantitativas no
armazenamento e durante o transporte do milho. Além desses fatores, parte dessas
perdas decorre do ataque de insetos, com destaque aqueles que infestam os graos
antes da colheita, como € o do gorgulho do milho: Sitophilus zeamais (FERNANDES
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e FAVERO, 2014; LORINI et al., 2015). Ressalta-se assim a importancia da
armazenagem feita de maneira adequada e correta, pois 0s riscos da massa de graos
se tornar um ambiente adequado para o desenvolvimento de insetos, utilizando para
alimentacao e oviposicao, e resultando na contaminagdo do produto, sdo grandes
(SILVA et al., 2020).

Ha outro fator relevante no armazenamento de milho e que merece destaque e
diz respeito ao milho ensacado e mantido em pequenos e médios estabelecimentos
gue, tem sido muito comercializado no pais, enfocando, especialmente, a venda para
pequenos produtores rurais. Muitas vezes por ndo possuirem estrutura ideal para
realizacdo de expurgos estes comércios acabam descumprindo a legislacdo e a bula
do agrotoxico e/ou, até mesmo, vendendo o milho infestado de insetos (MARTINS et
al., 2005; LORINI et al., 2015). A CONAB, assim como outras unidades comerciais no
Brasil, também realiza operacbes de venda de milho ensacado, através do seu
Programa de Vendas em Balcéo, que tem por objetivo abastecer as regides com déficit
na producao de milho. A atividade de venda de milho ensacado pela CONAB nas
regides norte e nordeste tem ganhado grandes proporcdes e muitos elogios dos
pequenos produtores. Entretanto, manter a qualidade de grandes quantidades de
milho ensacado, tem sido um desafio para a area operacional das Unidades
Armazenadoras da CONAB (CONAB, 2021).

Nos anos de 2018, 2019 e 2020 a CONAB vendeu aos pequenos produtores
cerca de 220 mil toneladas, 115 mil toneladas e 122 mil toneladas de milho ensacado
através do ProVB, respectivamente (CONAB, 2020).

Desta forma, a introducdo de novos métodos de tratamento fitossanitario de
grdos armazenados, que sejam eficientes e rapidos, € o crucial para o setor
armazenador, para 0 comércio e também para o consumidor, uma vez que todos 0s
envolvidos poderéo ter a disposicao em qualquer momento graos isentos de insetos,
com boa qualidade e sem residual de agrotoxicos advindos do expurgo.

4.2 Insetos do género Sitophilus



O gorgulho do milho, Sitophilus zeamais (Motschulsky) é uma das principais e
mais destrutivas pragas de graos armazenados (LORINI et al., 2015). O género
Sitophilus apresenta 0s mais importantes agentes responsaveis pelas perdas pos-
colheita de graos armazenados, sendo as espécies S. zeamais, S. oryzae e S.
granarius as mais destrutivas de cereais armazenados pelo fato de serem
cosmopolitas, e também em razdo dos intercambios comerciais cada vez mais
frequentes. As espécies S. zeamais e S. oryzae sao abundantes em regides tropicais
com temperaturas moderadas. No caso de regides de frio moderado, como o nordeste
da Europa, a espécie predominante é S. granarius, que também é encontrada em
regides tropicais muito frias (FARONI e SOUSA, 2006; FARONI e SOUZA, 2010).

Os Sitophilus sp. apresentam o aparelho bucal do tipo mastigador, garantindo-
Ihes forga suficiente para romperem a camada mais rigida dos graos. As larvas deste
género apresentam coloragcdo amarelo-clara, cabeca mais escura e pupas brancas.
Os ovos sao depositados no interior dos graos e, apos eclodirem as larvas, fazem
perfuracbes nos graos para se alimentarem. Uma caracteristica importante € que
esses insetos, na fase adulta ou larval, podem apresentar infestacdo cruzada, ou seja,
atacam os grdos tanto no campo, quanto no armazenamento. Por apresentarem
caracteristicas semelhantes em sua morfologia, as espécies do género Sitophilus
podem se distinguir por pontuacdes no pronoto ou pelo estudo da genitalia com uso
de microscopio (MARTINS, 2008; LORINI et al., 2015).

O gorgulho do milho (S. zeamais) possui um potencial bidtico elevado, com alta
capacidade de penetrar na massa de grdos e deixar um elevado numero de
descendentes em curto espacgo de tempo. Devido a estas caracteristicas, seu controle
torna-se tarefa dificil, além de ocasionar grandes danos, principalmente nos graos de
milho, arroz e trigo, principais commodities para economia mundial (LORINI et al.,
2015). Os insetos que se desenvolvem em produtos armazenados apresentam
caracteristicas de acordo com o ambiente em que se encontram o0s produtos. As
espécies do género Sitophilus sdo pequenas e adaptadas aos ambientes muito secos
e escuros. O periodo de incubacédo dos ovos varia entre 3 e 6 dias a 25°C. As fases
jovens apresentam menor viabilidade em grdos com teor de agua menor que 13%,
sendo que abaixo de 10%, frequentemente os insetos param de ovipositar e o
desenvolvimento é acelerado em graos com teor de agua entre 14 e 16% (FARONI e
SOUSA, 2006; MARTINS, 2008).

Considera-se o gorgulho do milho como praga priméria interna, sendo aquela

gue tem a capacidade de infestar os gréos intactos, deixando como sinal de infestacéo
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orificios na camada exterior destes, possibilitando entdo a entrada de outros agentes
de deterioracdo, favorecendo o desenvolvimento de fungos de armazenamento
(LORINI et al.,, 2015). Além de danificar os graos armazenados e favorecer o
desenvolvimento de microrganismos deteriorantes e contaminantes, apresenta-se
como espécie de infestacdo cruzada, podendo infestar os grdos no campo e no
armazenamento. O gorgulho do milho € uma das mais importantes pragas de
armazenamento podendo gerar perdas de até 20% dos graos armazenados. Essas
perdas podem ser classificadas em: reducdo do teor da massa seca dos graos,
desvalorizacdo do preco comercial, perdas nutricionais dos grdos, do poder
germinativo das sementes, além da contaminagdo por microrganismos, o que afeta
diretamente o percentual de defeitos em sua classificagcdo comercial (BOTTON et al.,
2005; LUCENA et al., 2012).

4.3 Tratamento fitossanitario convencional

Os métodos de controle de insetos em graos armazenados podem ser divididos
em: fisicos, bioldgicos e quimicos. Os fisicos incluem a utilizacdo de resfriamento
artificial, temperatura, radiacdo, umidade, atmosfera modificada ou terra de
diatomacea; os bioldgicos compreendem o uso de inimigos naturais; e, 0s métodos
quimicos, dizem respeito ao uso de inseticidas em carater preventivo e/ou curativo.
No Brasil os métodos de controle de insetos em grados armazenados mais utilizados
sdo através do expurgo ou da fumigacdo mediante emprego do fosfeto de aluminio e
de magnésio, assim como o uso de inseticidas protetores, tais como piretroides e
organofosforados (FARONI e SOUZA, 2010; LORINI et al., 2015; SILVA et al., 2020).

Os piretroides (ingrediente ativo: deltametrina) e organofosforados (ingrediente
ativo: pirimifés metilico) agem como moduladores dos canais de sodio e inibidores da
acetilcolinesterase, respectivamente (BRASIL, 2021). A utilizagdo destes produtos
permite a persisténcia dos compostos toxicos por longos periodos em concentracfes
letais para as pragas (FARONI e SOUSA, 2010). Além destes grupos quimicos, 0s
produtos fumigantes (de ingrediente ativo: fosfeto de aluminio e fosfeto de magnésio,
ambos precursores da fosfina e de acao curativa), agem bloqueando importantes
sistemas enzimaticos dentro das células do organismo (FARONI e SOUSA, 2010;
BRASIL, 2021). Todos esses compostos tém sido indicados e utilizados no controle
de pragas de graos armazenados, tanto em armazéns convencionais como nos silos

e graneleiros.



Conforme as bulas dos produtos comerciais expurgantes de graos
armazenados, disponiveis no AGROFIT/MAPA, durante o tratamento fitossanitario de
milho ensacado é necessario que 0s graos submetidos ao expurgo (com gas fosfina)
fiquem em camara de expurgo com boa vedacao pelo tempo minimo de 120 horas (ou
seja, 5 dias) (BRASIL, 2021). Para os produtos comerciais Phostoxin® e Phostek®
(ambos a base de fosfeto de aluminio) recomenda-se 120 horas de tempo de
exposi¢do minimo quando a temperatura do interior das camaras de fumigacao (milho
ensacado) for superior a 25 °C. No caso do tratamento em silos verticais, graneleiros
horizontais e pordes de navios, o tempo de exposicdo minimo passa a ser de 240
horas (BRASIL, 2021).

Para temperaturas entre 15 °C a 25 °C, é recomendado nas bulas o
prolongamento do tempo de exposi¢cdo acima em 20%. Caso a temperatura no interior
camara de expurgo seja inferior a 15 °C, ndo se recomenda a fumigacao. Além do
tempo de exposicdo minimo, as bulas dos produtos acima definiram o intervalo de
seguranca para o milho expurgado de 4 dias. O intervalo de seguranca € definido
como o tempo que devera transcorrer entre a aplicagdo e a colheita, uso ou consumo,
a semeadura ou plantacéo, e a semeadura ou plantacéo do cultivo seguinte, conforme
0 caso (BRASIL, 1989). Para os casos de tratamento pds-colheita, o intervalo de
seguranca € o intervalo de tempo entre a ultima aplicacdo e a comercializacado do
produto (BRASIL, 1992).

Imaginando-se o expurgo em um armazém convencional ou em uma pequena
casa agropecuaria, o estabelecimento deveria ficar fechado e sem o transito de
pessoas por um periodo minimo de 5 a 9 dias. Desta forma, neste periodo, o produto
tratado deveria permanecer sem comercializacdo e/ou consumo. Acredita-se que,
guando necessario, os interessados ndo atendam o prazo estabelecido. Outro produto
comercial Fertox® (fosfeto de aluminio) definiu em sua bula que o tempo de exposi¢ao
minimo para o milho devera ser de 96 horas (4 dias) e o intervalo de seguranca de 4
dias. Também foi recomendado na bula que, “apés o periodo de exposicdo ou tempo
de tratamento, ha necessidade de aeracdo do ambiente onde os grdos ou produtos
armazenados foram tratados, como também a aeracdo dos proprios graos ou
produtos” e “que os trabalhadores aguardem o periodo de aeragao, que devera ser de
no minimo de 3 a 4 dias, para reentrada no local fumigado”. Sendo assim, em caso
de expurgo com este produto comercial, o milho ficaria impedido de ser manuseado
e/ou comercializado por no minimo 8 dias (LORINI et al., 2015).
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Devido aos prejuizos causados por Sitophilus sp. ao milho e a outros gréos
armazenados, faz-se necessario a utilizagdo constante de medidas de controle,
principalmente o controle quimico, como relatado acima, mediante o uso de inseticidas
protetores e fumigantes. Porém, o uso indiscriminado destes produtos tem gerado
problemas, principalmente selecionando populacdes de insetos resistentes, além de
possiveis contaminacfes dos alimentos com residuos de ingredientes ativos, em
consequéncia de serem utilizados em altas concentracdes para se estabelecer o
controle desses insetos (ATHE e PAULA, 2002; LUCENA et al., 2012).

A resisténcia pode ocorrer de maneiras diferentes, sendo que o0s principais
mecanismos de resisténcia sdo agrupados em comportamentais, fisiolégicos e
bioquimicos (BRATTSTEN et al., 1986). Além disso, a resisténcia a inseticidas pode
possibilitar diversas mudancas fisiolégicas, comportamentais e na reproducdo dos
insetos (GUEDES et al., 2006). Atualmente a resisténcia a inseticidas € um dos
maiores problemas no controle de pragas e esta aumentando em todo mundo. Nos
aspectos fisioldgicos e bioquimicos, séo trés os principais mecanismos envolvidos na
resisténcia de insetos a produtos quimicos de controle, dos quais: 1) reducao da
penetracdo do inseticida pela cuticula do inseto; 2) detoxificacdo ou metabolizacdo do
inseticida por enzimas; 3) reducado da sensibilidade no sitio de acao do inseticida no
sistema nervoso (HEMINGWAY, 2000; LORINI et al., 2015).

O manejo da resisténcia de pragas de graos armazenados aos inseticidas é
uma pratica recorrente e essencial, pois, ao longo do tempo e de vérias aplicacdes,
torna-se dificil controlar uma praga que apresente resisténcia aos principais
inseticidas registrados para o seu controle. Procedimentos de manejo adequado
podem reduzir o nUmero de espécies resistentes ou, no minimo, retardar o processo
evolutivo da resisténcia. A resisténcia de pragas a produtos quimicos é um exemplo
dessa evolucdo das espécies, além de demonstrar como esses insetos podem
sobreviver e mudar fisiologicamente sob pressao constante de aplicacéo de produtos
guimicos (LORINI et al., 1996; LORINI et al., 2015). Levando-se em consideracéo
esses casos de resisténcia na populacdo de S. zeamais a produtos quimicos, ressalta-
se gue nao existem relatos de resisténcia dessas populacdes ao gas o0zoénio na
literatura, ou seja, hA um grande potencial de uso para o controle e 0 manejo de
resisténcia nessas populacdes de insetos em graos armazenados (PIMENTEL et al.,
2008; SOUZA et al., 2008).
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4.4 Potencial do processo de ozonizagdo em alimentos

O gas ozobnio foi classificado pela United States Food and Drug Administration
(FDA), em 2001, como sanitizante seguro para aplicacdo em alimentos, ja que o seu
produto de degradacéo é o oxigénio e ndo deixa residuos nos alimentos (GABLER et
al., 2010).

Na agricultura, a utilizagdo do ozodnio ainda é restrita, embora venha sendo
apontada como uma estratégia potencial para o controle de insetos-praga,
especialmente em gréaos-armazenados (KELLS et al., 2001; PEREIRA et al., 2007,
SOUSA et al., 2008; MCDONOUGH et al.,2011; SOUSA et al., 2016). Na industria, 0
ozbnio é utilizado para a descontaminacdo da superficie de frutas e legumes,
auxiliando em sua preservacdo durante o armazenamento (KIM et al., 1999;
FERREIRA et al., 2017).

J& se comprovou a eficiéncia do gas ozonio na desinfec¢éo de grdos de milho
armazenados e no controle de fungos toxigénicos (PIMENTEL et al. 2016). O
processo de ozonizacao de arroz na concentracdo de 10,13 mg L%, sob fluxo continuo
de 1,0 L mint e 60 horas de exposicédo ao ozonio reduziu em 3,8 ciclos log (100%) a
contagem de leveduras e em 100% o indice de ocorréncia de Aspergillus spp. e
Penicillium spp. (SANTOS et al., 2016).

A concentracdo de 13,5 mg L' de 0z6nio (6.308 ppm), com fluxo continuo de
1,0 L min e periodo de exposicédo de 24 horas reduziu o teor de fumonisinas B1 e B2
em 78,8 e 86,98%, respectivamente, para o hibrido de milho 30F53H; para o hibrido
de milho AS1581 PRO a reducéao foi de 88,5% no teor de fumonisina B1 e mais de
82% o teor de fumonisina B2. Portanto, nas condicbes adotadas, os resultados
indicaram que o 0z6nio se mostrou eficiente agente detoxificante de graos de milho
(PIMENTEL et al., 2018).

Ao ozonizar grdos de amendoim na concentracdo de 21 mg L e pelo periodo
de exposicéo de 96 horas, Alencar et al. (2012) verificaram que o 0zénio controlou os
fungos potencialmente aflatoxigénicos, com reducéao superior a trés ciclos log; reduziu
o teor de aflatoxinas totais e aflatoxina B1 em aproximadamente 30 e 25%,
respectivamente, e ndo afetou a qualidade dos grdos de amendoim e do 6leo bruto
extraido desses graos.

A utilizacdo do ozbdnio na degradacdo de residuos de agrotoxicos foi
comprovada em diversos produtos agricolas, tais como tomate, alface, uva, maca,
morango, mostarda, limao, laranja, toranja, milho, trigo, lichia, cenoura entre outros
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(FORNEY et al., 2007; WU et al., 2006; GABLER et al., 2010; ALENCAR et al., 2013;
HELENO et al., 2014; HELENO et al., 2015; SAVI et al., 2016; SOUZA, 2017).

Al-Antary et al. (2015) verificaram que o tratamento com agua ozonizada (4 g
L) em tomates destinados a fabricacdo de suco foi capaz de remover 100% do
residuo de carbosulfano no produto final. Heleno et al. (2014), estudando o efeito do
gas ozobnio na remocéo de residuos de difenoconazol, constataram que além do uso
do gas reduzir de 5 mg kg para 0,5 mg kg a quantidade de residuo em morangos,
0 0zonio foi capaz de impedir a reducéo de solidos sollveis, agucares totais e vitamina
C nas frutas durante o armazenamento.

Souza (2017), verificou reducdo em mais de 80% dos residuos de dois tipos de
agrotoxicos em cenouras quando expostas ao 0z6nio durante o periodo de exposi¢cao
de 120 minutos a concentracédo de 5 e 10 mg L' de ozbnio. Cerca de 5 dias apés o
tratamento, foi observado um incremento significativo no percentual de residuos do
agrotoxico detectado.

N&o existem registros de estudos anteriores que tenham utilizado o gas ozoénio
para tratamento de milho ensacado em camaras de expurgo, ambiente comum de

fumigacéo com gas fosfina.

4.5 Ozonizacao no controle de Insetos em graos armazenados

O o0zbnio (O3) € uma forma alotropica do oxigénio e pode ser produzida
sinteticamente pelo método de descarga por barreira dielétrica (DBD) utilizando ar
atmosférico ou oxigénio como insumo (KIM et al., 1999). A sua molécula (O3) possui
0 segundo maior potencial de oxidacéo dentre os elementos quimicos, sendo inferior
ao da molécula do flior e capaz de oxidar quase todos os metais, com excecao do
ouro e da platina (LUNIN et al., 1998). O oz6nio €é cerca de duas vezes mais denso
gue o ar, apresenta-se como um gas incolor e de odor pungente, tem massa molecular
igual a 48 g mol', massa especifica de 2,4 kg m3, liguefaz-se a 112°C, apresenta
ponto de congelamento de -251,4°C e decompde-se rapidamente (KIM et al., 1999;
KHADRE et al., 2001).

O ozb6nio é uma alternativa bastante atraente frente aos fumigantes
convencionais, pois trata-se de um gas oxidante e excessivamente téxico para
organismos diversos, como fungos, bactérias, virus, protozoarios e insetos (KHADRE
et al., 2001; AN et al., 2007; SOUSA et al., 2008). O gas atua sobre as membranas
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celulares, danificando-as em virtude do estresse oxidativo (HOLLINGSWORTH &
ARMSTRONG, 2005) ou desencadeando a morte celular em diversos organismos
vivos (FARONI e SOUSA, 2010).

Em varios paises, 0 0z6nio tem sido usado para purificar a Agua potavel, matar
bactérias, higienizar alimentos, desodorizar, diminuir a contaminagao de aflatoxina em
alimentos, branquear a farinha de trigo, matar insetos, higienizar ambientes, degradar
residuos de agrotoxico nos produtos agricolas (PRUDENTE e KING, 2002; SOPHER
et al., 2002; INAN et al., 2007; TIWARI et al., 2010; WHITE et al., 2010; PAES et al.,
2010; MCDONOUGH et al., 2011; SHARMA e HUDSON, 2008; SOUZA, 2017).

As primeiras investigagdes sobre a utilizagado do 0z6nio como inseticida foram
realizadas utilizando-se insetos domeésticos (formigas, baratas, moscas e tracas) para
manter as condi¢cdes de higiene de ambientes domésticos e, no caso dos insetos-
pragas de produtos armazenados, a primeira pesquisa expressiva so foi publicada no
inicio dos anos 1980, onde foram realizados estudos prévios sobre a toxicidade do
o0z6nio (45 ppm) para larvas, pupas e adultos de T. castaneum (FARONI e SOUSA,
2010).

O processo de fumigacao de grdos com ozonio apresenta duas fases distintas,
sendo: a primeira fase caracterizada pela ocorréncia de uma répida degradacdo do
ozobnio e pela movimentacéo lenta na massa de graos e, na segunda fase, o 0z6nio
flui pelo meio poroso com pouca degradacdo, pois neste momento os locais
responsaveis pela sua degradacao ficam saturados do gas, e a taxa de saturacéo
depende da velocidade ou do fluxo de injecdo do 0z6nio no meio (STRAIT, 1998:
KELLS et al., 2001).

No setor de armazenamento, a tecnologia de aplicacdo do ozbnio tem sido
destaque nos ultimos anos, sendo apontada nos principais periddicos e congressos
nacionais e internacionais da area como uma das principais alternativas para a
protecdo de grdos armazenados, por ser uma tecnologia economicamente eficaz e
ambientalmente correta (ALENCAR et al., 2012; ALENCAR et al., 2013; HELENO et
al., 2014, PIMENTEL et al., 2016). Porém, segundo McDonough et al. (2011), a
aplicacao e uso bem-sucedido da tecnologia de 0z6nio para o controle de insetos em
grdos armazenados requer concentracdo suficiente de 0zénio e um periodo de tempo
apropriado para se obter resultados satisfatérios.

A exemplo dos modelos de Clark et al. (2002), desenvolvidos para inativacao
de microrganismos de sistema de tratamento de agua com ozénio, McDonough et al.

(2011) propuseram modelos de CT (produtos das concentracdes de 0zonio

14



multiplicadas pela exposicédo tempos necessarios para atingir um resultado desejado)
para tratamento de insetos com o0zonio, sendo estes valores de CT calculados para
tratamentos de 0z6nio necessarios para atingir 100% de mortalidade dos insetos. Com
base no modelo proposto, copilou-se os resultados CT para 100% e demais
mortalidades derivadas de resultados experimentais publicados anteriormente com os
insetos do género Sitophilus, que usaram diferentes concentracdes de ozbnio e
tempos de tratamento (Tabela 1).

Tabela 1 — Resultado de CT (concentracdo de ozénio em ppm X tempo de exposicdo ao
oz6nio em minutos) necessario para atingir mortalidade de 100% dos insetos do género
Sitophilus

Concentracdo de

| Ozbnio Periodo Mortalidade CT (ppm x .
nsetos . Referéncia
(gm3ou (h) (%) min)
ppm mg/L
15 0,032 288 100,00 259.200 Zhanggui et al. (2003)
25 0,054 120 99,90 180.000 Kells et al. (2001)
50 0,107 72 100,00 216.000 Kells et al. (2001)
50 0,107 24 95,00 72.000 Rozado et al. (2008)
100 0,214 1 12,20 6.000 McDonough et al. (2011)
S.zeamais 120 0,257 28 100,00 201.600 Zhanggui et al. (2003)
500 1,071 1 63,80 30.000 McDonough et al. (2011)
1800 3,852 0,5 72,20 54.000 McDonough et al. (2011)
1800 3,852 1 93,30 108.000 McDonough et al. (2011)
1800 3,852 15 97,70 162.000 McDonough et al. (2011)
1800 3,852 2 100,00 216.000 McDonough et al. (2011)
S.oryzae 1800 3,852 1 100,00 108.000 McDonough et al. (2011)

Fonte: Elaborado pelo autor.

De acordo McDonough et al. (2011), os insetos adultos de S. oryzae sdo mais
sensiveis a altas concentracdes de 0z6nio e seria mais facil de fazer o controle deles
do que de S. zeamais. Na mesma concentragdo de 0z6nio (1800 ppm), foi necessaria
1 hora de exposicdo ao ozbnio para obter 100% de mortalidade de S. oryzae,
enquanto para o S. zeamais foram necessarias 2 horas (120 min). Kells et al. (2001)
alcancaram 100% de mortalidade de adulto S. zeamais com um CT = 216.000
ppmxmin, sendo esse valor semelhante ao encontrado por McDonough et al. (2011).
Sousa et al. (2006) observaram 100% mortalidade de S. zeamais com um tempo de
tratamento de 48 h utilizando 50 ppm de o0z6nio, e Zhanggui et al. (2003) relataram
resultados semelhantes com um tratamento de 28 horas utilizando uma concentracao
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de 120 ppm. O valor de CT para os resultados de Sousa et al. (2006) e Zhanggui et
al. (2003) foi de 144.000 ppmxmin e 201.600 ppmxmin, respectivamente.

Rozado et al. (2008) avaliaram a suscetibilidade de adultos de S. zeamais e a
gualidade fisiologica de graos de milho submetidos ao tratamento com ozbénio (nha
concentragéo de 50 ppm) em diferentes pontos ao longo da camada de graos (similar
ao modelo de armazenagem a granel) e observaram que a eficiéncia no controle é
influenciada pelo periodo de exposicdo e pela distribuicdo do inseto na massa de
graos. Com objetivo semelhante, Hansen et al. (2013) ao testar a acédo de controle do
ozbnio sobre trés espécies de insetos do género Sitophilus observaram que, para
obter o controle total de todos o0s estagios destes insetos, foi necessario ozonizar com
135 ppm durante 8 dias (CT= 1.555.200 ppmxmin). Desta forma, os autores
concluiram também que sdo necessarias doses mais elevadas e/ou tempo de
tratamento mais longos para erradicar todas as fases destes insetos.

Uma maior eficicia foi observada em tratamentos em que os insetos adultos
de Sitophilus granarius foram diretamente expostos ao 0z6nio, em comparagcdo com
0s tratamentos onde o0s insetos foram ozonizados juntamente com os graos (LEMIC
etal., 2019). Hansen et al. (2012) relataram 100% de mortalidade de trés espécies de
insetos do género Sitophilus (adultos) expostos ao 0zonio na concentracdo de 35 ppm
e aolongo de 5 dias (CT=252.000 ppmxmin). No caso do tratamento dos insetos junto
com a massa de milho, a taxa de mortalidade de 100% foi obtida quando a ozonizacao
ocorreu na concentracdo de 135 ppm e o tempo de exposicdo foi de 8 dias (CT=
1.555.200 ppmxmin).

Além da eficiéncia na mortalidade dos insetos de graos armazenados, 0 gas
ozonio interfere na caminhada e na velocidade de caminhamento dos insetos na
massa de graos (SOUSA et al., 2012; LEMIC et al., 2019). Esses autores concluiram
que h& impactos do ozbnio na resposta de caminhada e na velocidade dos insetos
tratados. Lemic et al. (2019) observaram 0s seguintes efeitos aos adultos de S.
granarius ozonizados: diminuicdo em atividade de caminhada dos insetos logo apés
a ozonizacdo, aumento da atividade apds alguns dias e diminuicdo na atividade de
caminhada cerca de dez dias ap0s a ozonizacgao.

A capacidade da ozonizacdo em reduzir a atividade de caminhada e a
velocidade dos insetos tratados € uma caracteristica positiva para o controle de
pragas em ambiente de armazenamento, reduzindo assim a possibilidade dos insetos
escaparem das camaras de tratamento. Portanto, os fatores tempo de exposi¢cao ao

o0zo6nio, concentracdo do 0zo6nio, tipo de ozonizacéo (diretamente sobre 0s insetos ou
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em insetos infestando os graos), temperatura e periodo de avaliacdo dos insetos apos
a ozonizacao, interferem no resultado de letalidade do gas aos insetos (HANSEN et
al., 2012; SOUSA et al., 2012; LEMIC et al., 2019).

A utilizag&do do ozbnio como fumigante apresenta varias vantagens, das quais:
auséncia de resisténcia cruzada com a fosfina, unico fumigante utilizado pelo setor de
armazenamento no Brasil, sendo este ultimo fato de grande importancia pratica para
a elaboracéo de estratégias para o manejo adequado dos insetos e da resisténcia a
fosfina. Além disso, o uso alternado do ozonio com a fosfina ou em mosaico, como
uma das principais estratégias do manejo de resisténcia, pode viabilizar a viabilidade
de ambos a longo prazo. Outra vantagem da utilizagdo do ozénio é decorrente de sua
alta toxicidade aos insetos em temperatura comuns em regides de clima tropical e,
nessas condi¢des de temperatura, o 0zénio ndo altera a qualidade dos graos (FARONI
e SOUSA, 2010).

Mendez et al. (2003) verificaram que o tratamento fitossanitario com ozoénio,
pelo periodo de exposi¢do de 30 dias, utilizando uma concentracdo de 50 ppm (CT =
2.160.000 ppmxmin) ndo afetou as propriedades quimicas dos graos de milho e tdo
pouco suas caracteristicas de processamento. O valor de CT obtido no tratamento foi
bem acima ao da exposicdo mais alta (324.000 ppmxmin) necesséaria para
proporcionar 100% de mortalidade dos insetos, obtido por McDonough et al. (2011).
Estes resultados indicam que os tratamentos de 0z6nio necessarios para atingir 100%
de mortalidade para todas as fases da vida dos insetos estdo abaixo das
concentracfes e tempos de exposicao que afetariam as propriedades dos graos que
sdo importantes para 0os consumidores finais e para industria de processamento.

McDonough et al. (2011) destacam ainda que os resultados obtidos em seu
trabalho indicam que o aumento da concentracdo de o0zb6nio reduziu o tempo
necessarios para atingir 100% de mortalidade do inseto, porém, a geracao desses
niveis de ozénio em uma instalacdo de armazenamento apresenta-se como um
grande desafio. De acordo com esses autores, usando 0z6nio em conjunto com
atmosferas modificadas, pode-se ter um aumento eficaz do tratamento fitossanitario.

Outra vantagem do uso do ozbnio € que ele se decompde em oxigénio
atmosférico, eliminando a necessidade para armazenar ou descartar produtos
quimicos perigosos (MCDONOUGH et al., 2011). Desta forma, o 0zénio ndo deixa
residuo nos graos, pois o seu produto de degradacédo é o oxigénio (O2), componente
natural da atmosfera. De acordo com Santos (2008), durante o processo de
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ozonizacao de milho com teor de agua de 12,8% e temperatura de 25°C, foi observado
o tempo de meia vida do Oz de 5,57 minutos.

O gas o0zonio pode ser gerado no proprio local de uso, descartando gastos com
transporte, manipulacdo e armazenamento de inseticidas. E aplicado em fluxo
continuo, o que garante a manutencao da concentracao do gas durante todo o periodo
de ozonizacdo. Se comparado a fumigacao com fosfina, pode ser um tratamento muito
mais rapido. O gas 0zbnio possui alto potencial oxidativo e, por ser gerado no local de
aplicagdo, reduz problemas com embalagens e contaminagdo de usuarios
(PIMENTEL et al., 2018).

Pereira et al. (2008) avaliaram a viabilidade econdomica do ozonio na
concentracéo de 50 ppm com tempo de exposi¢cao de 168 horas consecutivas a 35 °C
como agente fumigante em graos de milho, em que foi observado os indicadores de
rentabilidade na aplicagdo do oz6nio quando os graos foram armazenados nos
periodos de 90 e 135 dias ap0s a realizacédo desse processo de ozonizacao.

A tecnologia de utilizagdo do ozbnio nas Unidades Armazenadoras também
apresenta limitacdes, sendo elas: necessidade de mao-de-obra treinada; adequacéo
das unidades armazenadoras; custos iniciais para a instalacéo da tecnologia; o 0zénio
s6 podera ser usado onde existir energia elétrica e, por ser o agente oxidante mais
poderoso, também é potencialmente o mais perigoso (FARONI e SOUSA, 2010;
LEMIC et al., 2019).

Durante a aplicagédo do ozonio deve-se ter especial cuidado quanto ao local em
gue o gas sera injetado, pois 0 0zénio em altas concentracdes € um gas toxico ao
homem e aos animais, sendo o sistema respiratério o primeiro alvo (HOOF, 1982;
GUZEL-SEYDIM et al., 2004).

A utilizacdo de um sistema seguro € de fundamental importancia na aplicacao
do ozbnio na industria de alimentos, assim como nos armazéns de grdos. Nestes
ambientes, € necessario a instalacdo no local de ozonizacdo de um detector com
célula ajustada para medicéo da concentracdo do gas na faixa entre 0,01 e 100 ppm
e de um sistema de ventilagcdo (CHERNICHARO et al., 2001; KHADRE et al., 2001).
Além disso, € importante que, ao final do sistema de ozonizacao, exista um destruidor
térmico ou catalitico de 0zdnio que deve ser instalado com a finalidade de acelerar a
decomposicdo do ozonio residual que ainda possa haver (DAMEZ et al., 1991;
KHADRE et al., 2001).

Vale ressaltar que essa toxidade do ozdnio desaparece quando este se

decompde em oxigénio. No Brasil, a exposicdo ao gas 0zonio segue a determinacao
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do Ministério do Trabalho e Emprego por meio da Norma Regulamentadora N° 15 (NR
15), aprovada pela Portaria n° 3.214/78, que disponibiliza os limites de tolerancia ao
ozo6nio, em atividades/operacdes que o trabalhador podera ficar exposto. O limite do
gas para trabalhos de até 48 horas semanais é de 0,08 ppm ou 0,16 mg/m? (BRASIL,
1978).

4.6 Sacarias de polipropileno

No Brasil, os sacos trancados de polimeros termoplasticos e componentes,
inclusive as sacarias de polipropileno, sao classificados conforme Norma ABNT NBR
10197:2016 (ABNT, 2016).

O polipropileno é um dos mais recentes termoplasticos, desenvolvido por volta
de 1954, através da polimerizacdo do mondémero de propileno ou propeno, a baixa
pressao e temperatura. Ele é branco opaco, com cristalinidade em torno de 60 a 70%.
Possui equilibrio entre resisténcia ao impacto e a rigidez e resisténcia a distor¢do em
altas temperaturas. Suas propriedades mecanicas dependem do peso molecular e da
sua distribuicdo, da estereorregularidade da cadeia e das condigbes de processo.
Possui excelente resisténcia ao ataque quimico por acidos, alcalis e sais. Mesmo em
elevadas temperaturas reage com o cloro e 0 permanganato de potassio; sofre
oxidacao facilmente, se exposto ao ar e as altas temperaturas; ndo é sollvel em
hidrocarbonetos simples e hidrocarbonetos clorados a temperatura ambiente, mas é
bastante sollvel a temperaturas superiores a 80 °C; ndo é toxico e € um solido
combustivel, porém, gera gases irritantes na queima. Em termos ambientais, o
material de polipropileno tem bastante aceitacao, pois é reciclavel (MILAGRES, 2004).

O setor de embalagens é um grande segmento no consumo de polipropileno;
ndo € vulneravel aos periodos de recessdo, mas € bastante influenciado pela
legislacéo sobre reciclagem. Dependendo das propriedades necessarias para uma
embalagem especifica, o polipropileno pode competir com outros termopléasticos,
como polietileno, PVC ou poliestireno (MILAGRES, 2004).
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5. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Pré-Processamento e
Armazenamento de Produtos Agricolas e no Laboratdrio de Analise de Alimentos,
localizados na Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria (FAV), da
Universidade de Brasilia (UnB), Brasilia, Distrito Federal.

5.1 Obtencao do gas ozonio

O gés ozonio foi obtido por meio de um gerador de 0z6nio (Modelo 0&L 5.0 RM)
baseado no método de Descarga por Barreira Dielétrica (DBD) — efeito corona. Este
tipo de descarga é produzido ao aplicar uma alta tensao entre dois eletrodos paralelos,
tendo entre eles um dielétrico (vidro) e um espaco livre por onde flui o ar seco. Neste
espaco livre, é produzida uma descarga em forma de filamentos, em que sao gerados
elétrons com energia suficiente para produzir a quebra das moléculas de oxigénio,
formando o gas o0zo6nio (Os). No processo de geragdo do ozdnio foi utilizado como
insumo oxigénio (O2) com grau de pureza de aproximadamente 90%, isento de
umidade, obtido de concentrador de oxigénio acoplado ao gerador de ozonio.

A producédo de ozonio foi regulada em funcdo da frequéncia de oscilacdo da
descarga elétrica e do fluxo de oxigénio, sendo ajustados por um potenciémetro e um
rotametro, respectivamente, no préprio gerador de o0zbnio para gerar uma

concentracdo de entrada de 1800 ppm e uma vazéo de 4 L min-,

5.2 Estrutura de ozonizagao

A estrutura de ozonizagdo em laboratério é composta pelo ozonizador (Modelo
0&L 5.0 RM), camara de ozonizag¢do (tambor de 50 litros com tampa em rosca,
vedacdes e contendo adaptacdes permitindo a entrada e saida do gas de forma
canalizada, reduzindo o risco de vazamento de gas e/ou contato com meio externo),
degradador de 0z6nio e mangueiras para conectar todos os componentes do processo

de ozonizacéo, conforme Figura 1.
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Figura 1 — Estrutura de ozonizacdo montada no Laboratério de Pré-Processamento e
Armazenamento de Produtos Agricolas, UnB. Da esquerda para direita: (a) ozonizador; (b)
camara de ozonizacéao; e (c) degradador de ozbnio.

Fonte: Acervo Pessoal.

5.3 Quantificacdo da concentracdo de oz6nio

A concentracédo de ozo6nio foi quantificada por titulacao indireta, por meio do
meétodo iodométrico, descrito por Clesceri et al. (2000), o qual consiste no
borbulhamento do 0zdnio em 50 mL de solugéo de iodeto de potassio (KI) a 2% com
producédo de iodo (l2), por cerca de 10 segundos. Para garantir o deslocamento da
reacdo para a producao de Iz, foi necessario acidificar o meio com 2,5 mL de &cido
sulfarico (H2S04) 1 N. A solucéo foi entéo titulada com tiossulfato de sédio (Na2S203)
0,01 N e com uso de solucdo de amido 1% como indicador.

5.4 Obtencao dos insetos e do milho

Os insetos do género Sitophilus foram obtidos de criagao propria em gréos de
milho e mantidos dentro de potes de plastico de 6 litros e tampados com tecido de
organza para evitar fugas. Para o experimento utilizou-se insetos adultos com idade
maxima de 45 dias. Os grdos de milho comercial, classificados como Tipo 1, foram
adquiridos no mercado local e armazenados em temperatura de 25 °C até a realizagédo
do experimento.

Em razdo das semelhancas taxondémicas entre as espécies do género
Sitophilus e, consequentemente, da necessidade do apoio de algum taxonomista para
realizar a separacdo das espécies criadas em laboratério, optou-se por utilizar os

insetos sem distinguir as espécies neste trabalho.

5.4.1 Ensaio preliminar para estimativa da mortalidade dos insetos
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Caracteristicas do experimento realizado com o propdsito de determinar a
mortalidade dos insetos, foi realizado um ensaio preliminar com 10 insetos do género
Sitophilus, expondo-os a atmosfera modificada com gas 0z6nio, sem a presenca da
massa de graos de milho. O ozonizador foi regulado conforme manual do fabricante,
com uma concentracdo de 1800 ppm (4 mg L) e com vazédo de 4 L min1. A avaliagdo
da mortalidade dos insetos foi feita 24 e 48 h apds a exposicdo dos insetos a
ozonizagéao nos tempos de 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 80 min. A mortalidade dos insetos
foi corrigida conforme a descricédo feita no item 5.6, para representacéo da mortalidade

em porcentagem (%).

5.5 Obtencdo do tempo letal de exposicdo ao 0zbnio em aplicacao
direta sobre os adultos de Sitophilus sp.

A influéncia do tempo de exposicao (0, 10, 20, 40, 50, 60, 80, 120 min) na
mortalidade dos insetos do género Sitophilus foi avaliada na concentragdo de 1800
ppm de ozdnio aplicado em uma vazéo de 4 L min, com 3 repeticdes para cada
tempo de exposicdo, sem a presenca de graos de milho. A avaliagdo da mortalidade
de insetos foi realizada 1, 2, 9 e 15 dias ap6s o final de cada tratamento.

Para obter dados da TLso TLoo e TLgs foram avaliados a mortalidade dos insetos
adultos do género Sitophilus colocados em sacos de organza (12,5 x 16 cm) na
guantidade de 30 insetos e expostos nas condi¢cdes jA descritas. Posteriormente,
avaliou-se a mortalidade dos insetos. Os dados da curva tempo de exposi¢ao versus
mortalidade apds exposi¢cao ao ozénio foram submetidos a analise de Probit por meio

do Programa estatistico R (R verséo 4.2.1, 2022).

5.6 Obtencao do tempo letal de exposicdao ao ozonio de adultos de
Sitophilus sp. infestando a massa de graos de milho ensacado

A influéncia do tempo de exposic¢ao (0, 10, 20, 40, 50, 60, 80, 120, 180 e 240
min) na mortalidade dos insetos do género Sitophilus infestando a massa de gréos de
milho ensacado foi avaliada na concentracéo de 1800 ppm de oz6nio sob uma vazéo
de 4 L mint, com 3 repeticbes para cada tempo de exposicdo. A avaliagdo da

mortalidade dos insetos foi realizada 1, 2, 9 e 15 dias apés o final de cada tratamento.
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Para obter dados da TL so, TLoo € TLes foram avaliados a mortalidade dos
adultos dos insetos do género Sitophilus inseridos em sacos de organza (12,5 x 16
cm) na quantidade de 30 insetos e expostos nas condicdes ja descritas.
Posteriormente, avaliou-se a mortalidade dos insetos dentro da massa de gréos de
milho ensacados.

Utilizou-se sacos de polipropileno contendo 5 kg de milho e 30 insetos adultos,
0s quais foram submetidos & mesma atmosfera modificada (0z6nio na concentracao
1800 ppm = 3,852 mg L e vazéo de 4 L mint), tempos de exposic¢édo (0, 10, 20, 40,
50, 60, 80, 120, 180 e 240 min) e em 4 diferentes tempos de avaliacdo (1, 2, 9 e 15
dias apods cada tratamento). Apos obter o tempo letal a 50, 90 e 95% dos insetos para
uma atmosfera modificada com ozoénio, realizou-se novos testes com a massa de
grdos ensacados, com intuito de avaliar possiveis alteragbes na qualidade fisico-
quimica e fisioldgica dos graos. Os dados da curva tempo de exposi¢do x mortalidade
apos exposicao ao ozoénio foram submetidos a analise de Probit por meio do Programa
estatistico R (R verséo 4.2.1, 2022).

5.7 Mortalidade dos insetos

Os dados de mortalidade (avaliacdo em 1, 2, 9 e 15 dias ap0s a 0zoniza¢ao)
em funcéo dos tempos de exposicao (0, 10, 20, 40, 50, 60, 80, 120, 180 e 240 min)
foram corrigidos para a mortalidade média ocorrida nas testemunhas através da
formula de Schenneider-Orelli (PUNTENER, 1981):

Mtrat—Mtest
*
(100—Mtest)

Mcor (%) = 100

Em que:
Mcor: mortalidade no tratamento corrigida pelo controle (%); Mwat: mortalidade no
tratamento (%); Meest: mortalidade na testemunha (%).

5.8 Andlise da qualidade fisica, quimica e fisiol6gica do milho ensacado

As avaliacdes de qualidade do milho submetidos ou ndo ao gas ozénio foram
realizadas no laboratorio a partir de amostras do produto de cada tratamento.
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Na determinacéo dos teores de carboidratos, cinzas, lipideos, proteina e teor
de &gua do milho, foram moidos 30 g de milho de cada tratamento, submetidos as
analises citadas anteriormente, com excecao dos teores de agua e de cinzas, uma

vez que essas caracteristicas foram analisadas a partir dos graos inteiros.

5.8.1 Teor de agua

O teor de agua foi determinado pelo método-padrao de estufa, a temperatura
103 £ 1°C, durante 72 horas, conforme recomendac¢fes da ASAE (2000), método
S352.2, com 3 repeticbes. Foram utilizados por repeticdo 2,0 g de gréaos inteiros
previamente pesados e acondicionados em cadinhos de porcelana. O teor de 4gua do
milho foi expresso em base Umida. As pesagens foram realizadas em balanca

analitica com preciséo de 0,01 g.

5.8.2 Teor de proteinas

Para a quantificacdo do teor de proteinas, foi utilizado o método de Kjeldahl,
conforme a recomendacdo AOAC (2005), de método 991.22, com trés repeticoes.
Utilizou-se 0,3 g de grdos moidos acondicionados em tubos de vidro para destilagdo
de nitrogénio. Adicionou-se 1,0 g de mistura catalitica composta por sulfato de
potéssio e dioxido de titanio e 3,5 mL de acido sulfurico. Procedeu-se a digestdo da
amostra por 4,0 h a 450 °C. Posteriormente, efetuou-se a destilagdo em destilador de
nitrogénio modelo TECNAL TE0363 e, em seguida, a titulacdo do destilado com HCI
0,1 N. Em funcao do volume de HCI gasto na titulacéo, calculou-se o teor de proteinas,

adotando-se fator de proteinas igual a 6,25.

5.8.3 Teor de lipideos

O teor de lipideos foi estabelecido de acordo com o método Am 5-04 da AOCS
(2005), usando-se o extrator de gordura Modelo ANKOM XT15 Extractor (Ankom
Technology, Nova lorque, Estados Unidos), sendo o éter de petréleo (30-70 °C, P.A-
A.C.S) o solvente, com trés repeticdes. Para cada repeticédo, pesou-se 1,5 g de graos
moidos acondicionados em bolsa de filtro Modelo ANKOM XT4 para extracdo de
lipideos com porosidade de 2-3 um. Em seguida, efetuou-se a desidratacdo das

amostras em estufa com circulacao forcada de ar a 103 £ 2 °C por 3 h. Decorrido esse
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periodo, as amostras foram submetidas a extracao de lipideos por 1,0 h. Depois da
extracdo de lipideos, o solvente residual das amostras foi evaporado em estufa a 103
*+ 2 °C por 3 h. Entdo, efetuou-se a pesagem das amostras.

5.8.4 Teor de cinzas

O método adotado para quantificar o teor de cinzas foi 0 945.46 da AOAC
(2005), a partir das amostras utilizadas na determinacdo do teor de agua, com trés

repeticdes. A calcinacdo ocorreu em mufla a 600 °C por 4,0 h.

5.8.5 Teor de carboidratos

O teor de carboidratos totais presente nas amostras foi obtido por diferenca, ao
subtrair de 100 os valores obtidos para os teores de agua, proteinas, lipideos e cinzas,
segundo o método 986.25 da AOAC (2005).

5.8.6 Massa especifica aparente

A massa especifica aparente do milho foi determinada em balanca especifica
para determinacdo de peso hectolitrico, seguindo metodologia descrita pela Regra
para Andlise de Sementes (RAS), sendo os resultados expressos em kg m=3, obtidos
das médias de triplicatas (BRASIL, 2009).

5.8.7 Condutividade elétrica

A determinacao da condutividade elétrica da solucdo contendo gréos de milho
foi realizada utilizando-se o “sistema de copo”, conforme Vieira (1994). Para cada
amostra, 50 gréos foram pesados em uma balanca com resolugédo de 0,01 g e
colocados em copos plasticos de 200 mL, aos quais foram adicionados 75 mL de agua
deionizada e acondicionados em camara climatica do tipo B.O.D., a temperatura de
25 °C, por 24 horas. Apos este periodo, os copos foram retirados da camara e as
leituras realizadas em medidor de condutividade elétrica da marca Tecnopon, modelo
CA-150. O valor de condutividade (uS cm?) fornecido pelo aparelho foi entéo dividido
pela massa (g) dos 50 graos, obtendo-se o valor de condutividade elétrica expresso

em pS cm™gl, com base na massa seca da amostra.
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5.8.8 Potencial de germinag&o do milho

O potencial de germinagdo do milho foi determinado pelo teste-padrédo de
germinacao, utilizando-se como substrato papel germitest umedecido com agua
deionizada. Os testes foram realizados em trés repeticbes de 50 gréos e os rolos
contendo os graos acondicionados em germinador a 25 + 1°C, sendo a primeira e
segunda avaliacéo realizadas apos 4 e 7 dias, respectivamente, segundo critérios
descritos nas Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009). Os resultados foram

expressos em percentagem de plantulas normais.

5.9 Delineamento experimental

O experimento foi realizado no Delineamento Inteiramente Casualizado, na
primeira etapa avaliou-se os efeitos da ozonizagdo diretamente nos adultos de
Sitophilus sp. utilizando-se 8 tratamentos (0, 10, 20, 40, 50, 60, 80 e 120 min de
exposi¢cdo sob uma concentracdo de entrada de ozénio de 1800 ppm, vazédo de 4 L
min-t) e com trés repeticdes. Na segunda etapa a avaliacédo dos efeitos da ozonizagédo
foi realizada com os adultos de Sitophilus sp. na massa de gréos de milho ensacado,
e na avaliacdo de possiveis alterac6es na qualidade fisica, quimica e fisioldgica dos
graos de milho ensacado, para isso utilizou-se 10 tratamentos (0, 10, 20, 40, 50, 60,
80, 120, 180 e 240 min de exposicdo a concentracdo de entrada de ozénio de 1800
ppm com vazdo de 4 L min't) e com trés repeticdes.

A mortalidade dos insetos nas duas etapas foi avaliada ap0s os tratamentos
em 4 diferentes tempos (1, 2, 9 e 15 dias). Apés avaliar os dados de mortalidade dos
insetos, os dados da curva tempo de exposicéo versus mortalidade foram submetidos
a analise regressao, por meio do software SigmaPlot v.10, e de Probit por meio do
software R. Posteriormente, se determinou o Tempo Letal (TL) de 50% da populagéo
de insetos, 0 TL 90% e o TL 95% por meio do Programa estatistico R (R versao 4.2.1,
2022). Para avaliacdo de possiveis alteracbes na qualidade fisica, quimica e
fisiolégica dos grédos de milho ensacado submetidos & ozonizagéo, foram realizados
analise de variancia a 5% de probabilidade, comparando-se as médias pelo teste de

Tukey utilizando o Programa estatistico R (R versdo 4.2.1, 2022).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Ensaio Preliminar da ozoniza¢cdo na mortalidade dos insetos

Na avaliagdo dos resultados preliminares obteve-se diferenga significativa
(p<0,05) em decorréncia da interacdo da aplicacao do gas oz6nio na concentracao de
1800 ppm com diferentes tempos de exposicao direta em adultos de Sitophilus sp. na
avaliacdo de 1 e 2 dias ap6s a ozoniza¢do. Encontra-se na Figura 4 e na Figura 5 a
curva referente a mortalidade corrigida (%) dos insetos, assim como a equacéo de

regressao ajustada e o coeficiente de determinacéo (R?).

(a) (b)
100 100
M., = 1,69 + 1,39x . ¢ M, =-2,39 +1,22x
90 A 2 90 cor
R*=0,9189 R?=0,9381 . .
80 P<0,05 80 1 P<0,05
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| [ 2 dias apds a ozonizag&o
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Figura 2 — Mortalidade corrigida de Sitophilus sp. 1 dia apds o processo de ozonizacao (a) e
2 dias apds o processo de ozonizacao (b) na concentracédo de 1800 ppm e vazao de 4 L min-
1 em diferentes tempos de exposicao.

Nota-se na Figura 2 (a) e (b) a influéncia do tempo de exposicéo ao gas 0z6nio
na suscetibilidade dos insetos. Ao expor os adultos de Sitophilus sp. de forma direta
ao 0zonio, observou-se uma maior taxa de mortalidade desses insetos em funcéao do
tempo de exposicdo, em que, ao aumentar o tempo de exposicdo ao 0zbdnio
aumentou-se a mortalidade dos insetos. Na avaliacdo de 1 dia apés a ozonizacao, a
Mcor chegou a 29,49% quando se utilizou um tempo de exposi¢cdo de 20 min. Apos 2
dias da ozonizacgéo o tempo de exposi¢cao de 20 min correspondeu a 22,01% de Mcor.
No tempo de exposi¢cdo de 60 min o valor de mortalidade encontrado foi de 85,09 e
70,81, para a avaliacdo de 1 e 2 dias ap0s a ozonizacao, respectivamente. Para a
concentragéo de oz6nio de 1800 ppm com tempo de exposi¢cado de 80 min, obteve-se
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uma mortalidade de 97% dos adultos de Sitophilus sp., ap6s 1 dia (Figura 2a), e uma
mortalidade de 86% 2 dias ap0s a ozonizacgédo (Figura 2b).
Encontra-se na Tabela 2 o tempo letal do ozb6nio para as popula¢gdes de

Sitophilus sp. em milho em ensaio preliminar apds 24 e 48 horas.

Tabela 2 — Tempo letal do 0zdnio para as populactes de Sitophilus sp. em ensaio preliminar

Mortalidade
Corrigida Tlso Tloo Tlos
Apobs 24 horas 29,4 62,64 81,01
Apobs 48 horas 38,36 96,8 132,62

Obteve-se um CT = 144.000 ppmxmin (concentracdo do ozoénio de 1800 x 80
min de exposi¢do) para o controle de 97% dos insetos adultos de Sitophilus sp. apés
1 dia, e de 86% apOs 48 h. Esses sao resultados que corroboram com os dados
encontrados por McDonough et al. (2011), onde o CT foi de 162.000 ppmxmin
(concentracdo de oz6nio de 1800 ppm x 90 min de exposi¢ao) para 97,7% de
mortalidade dos insetos adultos de S. zeamais. No mesmo trabalho, McDonough et
al. (2011), utilizando também 1800 ppm e tempo de exposi¢édo de 30 min (CT =54.000
ppmxmin) obteve uma mortalidade de 72,2% dos insetos adultos de S. zeamais, e,
nos resultados preliminares do presente estudo, uma CT = 54.000 ppmxmin, foi
responsavel por 46,67% da mortalidade dos insetos adultos.

6.2 Avaliagdo da Ozonizagao na Mortalidade direta dos adultos de
Sitophilus sp.

Observou-se diferenca significativa (p<0,05) na mortalidade (%) dos adultos de
Sitophilus sp. quando se utilizou o gas 0z6nio na concentracdo de 1800 ppm por até

120 min, 1, 2, 9 e 15 dias ap0s a ozonizagdo (Figura 3).
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Figura 3 — Mortalidade de Sitophilus sp. em funcédo do tempo de exposicao direta dos adultos
ao 0zonio na concentracdo de 1800 ppm apos (a) 1 dia, (b) 2 dias, (c) 9 dias e (d) 15 dias.

As equacOes das regressbes ajustadas e o0s respectivos coeficientes de
determinacao referentes a mortalidade em funcédo da ozonizacéo direta dos adultos
de Sitophilus sp. na concentragdo de 1800 ppm apés 1, 2, 9 e 15 dias, encontram-se
descritos na Tabela 3.
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Tabela 3 — Equacdes que descrevem a relacdo entre a mortalidade e o tempo de exposi¢cao
de adultos de Sitophilus sp. qguando submetidos a ozonizacéo direta e avaliados aos 1, 2,9 e
15 dias
Tempo de avaliagédo da
mortalidade de Sitophilus sp.

~ . 5
submetido a ozonizac&o (1800 Equacéo de regresséo ajustada R Valor de P
ppm)
157,34
1 dia y= 5512 + ————5 09879  0,0022
1+ e_( 31,62 )
2 dias y =101,93 (1 — e%05%) 0,9527 0,0002
99,43
9 dias Y =T x—1i34, 0,9979 0,0001
1+ e Cz93 )
98,53
15 dias Y=~ x1032. 0,9924 0,0001

1+ ¢ C31)

Em geral, a ozonizacdo direta aumentou a mortalidade de Sitophilus sp. em
todos os dias de avaliacdo ap6s o processo de ozonizagdo dos insetos. Porém, essa
mortalidade foi mais intensificada aos 9 e 15 dias ap0s a ozonizacao, pois um tempo
de ozonizacdo de até 20 min foi capaz de proporcionar 100% da mortalidade dos
insetos. Na determinacdo da mortalidade 1 dia apds a ozoniza¢do o valor maximo
atingido foi de 97,98%, que foi alcancado somente quando se utilizou um tempo de
exposicdo de 120 min (Figura 3a). No segundo dia de avaliagdo a mortalidade foi de
90,39% ao utilizar 40 min de exposicdo ao gas ozobnio, sendo que a mortalidade
aumentou para 96,31% ao se utilizar 50 min de exposicdo ao gas ozonio (Figura 3b).
A mortalidade 9 e 15 apds o processo de ozonizacao direta dos insetos, apresentou
um efeito posterior prolongado da ozonizacdo, sendo que um tempo de até 20 min
alcancou 94,52 e 94,31 para os dias 9 e 15, respectivamente (Figura 3c e Figura 3d).

Os resultados do presente estudo permitem constatar que o processo de
ozonizacao direta em Sitophilus sp. apresentou diferenca significativa na mortalidade
quando se utiliza ozénio na concentra¢do de 1800 ppm por até 120 min. Sendo que,
guanto maior o tempo de avaliagdo dessa mortalidade ap0s o processo de
ozonizagao, mais se intensifica a porcentagem de mortalidade, principalmente aos 9
e 15 dias ap0s a ozonizagdo. Segundo Twiari et al. (2010) e Hoback e Stanley (2001)
a atividade inseticida mais provavel do ozonio esta envolvida com o sistema

respiratério do inseto. Ja segundo Cao et al. (2019) o 0z6nio possui acdo deletéria
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atribuida aos efeitos da hipoxia — quando o oxigénio esta abaixo de 21% —, o que
causa mudancas na producdo de energia, e alteracdo nos niveis de enzimas
envolvidas no metabolismo respiratorio. Neste caso, um maior tempo de exposi¢cao
apresenta maior efeito impactante na respiragdo dos insetos, resultando em uma
maior mortalidade (ROZADO et al., 2008; MCDONOUGH et al., 2011; SOUZA et al.,
2018a).

Vale ressaltar que diversos estudos apontam que insetos de produtos
armazenados possuem potencial genético para desenvolver resisténcia a gases
modificadores de atmosfera do ambiente armazenado, porém, ainda ndo existem
estudos que relatam populacdes de Sitophilus sp. resistentes ao 0zonio (SOUSA et
al., 2016; CAO et al., 2019).

Ao analisar o Tempo Letal (TL) para 50% dos insetos, o TL 90% e o TL 95%,
obteve-se diferenca significativa (p<0,05). Observa-se que um dia apds a exposicao
que o TLso, TLoo € TLos foram superiores aos demais dias, sendo necessario 178,98
min para se obter 95% de mortalidade dos adultos de Sitophilus sp., ou seja, proximo
ao tempo limite de 180 min com oz6nio na concentracado de 1800 ppm. Ressalta-se
gue em todos os dias de avaliacdo da mortalidade (1, 2, 9 e 15), apds o processo de
ozonizagédo, o tempo de 180 min foi suficiente para atingir 100% de mortalidade dos
adultos de Sitophilus sp. (Figura 3). O tempo letal necessario para controlar 95% da
populacdo de adultos de Sitophilus sp. diminuiu conforme se aumentou o intervalo de
avaliacdo da mortalidade, sendo que no primeiro dia de avaliacdo o tempo foi proximo
ao maximo realizado no experimento, com 178,98 min, diminuindo para 29,82 min no
ultimo dia de avaliagdo, aos 15 dias ap0s a ozonizagdo (Tabela 4). Portanto, a
avaliacdo em periodos prolongados ndo necessitam de muito tempo de exposicao,
possivelmente, devido a algum efeito retardante do 0zénio no organismo do inseto.

Tabela 4 — Tempo letal para matar 50 (TL50), 90 (TL90) e 95% (TL95) da populagdo de

Sitophilus sp. expostos a ozonizacdo direta na concentracdo de 1800 ppm por até 120 min,

com tempo de avaliacdo em 1, 2, 9 e 15 dias
Tempo de avaliacdo da mortalidade de Sitophilus

sp. submetido & ozonizac&do (1800 ppm) TLso TLoo Tlos
Apobs 1 dia 26,12 109,8 178,98
Apos 2 dias 14,03 41,47 59,94
Apos 9 dias 10,92 20,15 24,81
Apos 15 dias 9,73 22,44 29,82

Observa-se na literatura que existem diferencas quanto a sensibilidade ao
oz6nio a depender da espécie estudada. Por exemplo, McDonough et al. (2011)
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utilizaram ozénio na concentracdo de 1800 ppm, conforme a do presente trabalho, e
obtiveram 100% de mortalidade quando se utilizou essa concentracdo de oz6nio por
um periodo de 60 min para S. oryzae e T. castaneum, porém, nessas mesmas
condicdes de ozonizacdo o S. zeamais apresentou uma mortalidade de 93%, além de
ndo ter apresentado uma mortalidade de 100% até 120 min de exposicdo, 0 que
mostra que ha diferencas entre espécies. Em um experimento com T. castaneum,
Sousa et al. (2008), utilizaram o gas 0z6nio na concentracdo de 150 ppm para atingir
95% de mortalidade, sendo necessario tempos entre 23,35 h e 31,98 h. Esses valores
podem mudar quando se adiciona material organico no meio tais como, graos de
milho, como no caso do experimento de Kells et al. (2001), onde foi necessario 3 dias
de exposi¢cdo ao gas 0zonio na concentracdo de 50 ppm para que se obtivesse 92%
de mortalidade dos adultos de T. castaneum. Isso decorre devido ao 0zo6nio reagir
com o material em que os insetos se encontram, aumentando assim sua taxa de
decomposicéo, diminuindo sua eficiéncia no controle dos insetos, sendo necessario
um tempo maior de exposi¢ao para se atingir uma taxa elevada de controle (PEREIRA
et al., 2008a; SANTOS et al., 2016; SILVA et al., 2021).

6.3 Avaliacdo da Ozonizacado na Mortalidade dos adultos de Sitophilus sp.
na massa de graos de milho ensacado

N&o houve diferenca significativa na avaliacdo da ozonizacao dos insetos na
massa de graos de milho (p>0,05), ndo sendo possivel realizar a analise de regresséo
e andlise Probit. Quando se avaliou a mortalidade dos adultos de Sitophilus sp. na
massa de grdos de milho ensacado submetidos a ozonizagao por até 240 min foram
observados valores negativos, devido a mortalidade ter sido maior nos tratamentos
controle, onde ndo houve tratamento com ozoénio.

A mortalidade nos tratamentos com 0zdnio em alguns casos apresentou
valores negativos, em fungcéo da mortalidade do tratamento controle ter sido maior que
a mortalidade do tratamento com ozénio. Ressalta-se que ao utilizar o gas ozénio na
entrada da massa de grdos de milho ensacados, o 0zénio pode ter reagido com a
material organico do meio, os graos de milho, n&do atuando diretamente sob os insetos,
impossibilitando a observacdo dos efeitos diretos do o0zbnio sob os adultos de
Sitophilus sp. infestando a massa de graos.

A avaliacdo do efeito do gas o0zo6nio no controle de Sitophilus sp. deveria ser

realizada em maiores tempos de exposicao, para se alcancar um tempo de saturacao
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no meio capaz de reagir e atuar diretamente na respiracdo desses insetos. Por
exemplo, Silva et al. (2021), utilizou uma concentracéo de ozonio de 13 mg L (5850
ppm) em baixa pressdo, concentragao trés vezes maior que a utilizada no presente
trabalho, e, para alcancar a mortalidade de S. zeamais na massa de graos de milho
pipoca, foi necessario um tempo de 4,75 horas. Brito Junior et al. (2018) em estudo
com graos de milho contaminados naturalmente no campo, utilizou o gas ozénio na
concentracdo de 2,14 mg L%, com vazédo de 5,8 L min! e, para atingir uma reducéo
na contagem de fungos totais, foi necessario um tempo de exposi¢cdo de 50 h. Esses
autores utilizaram uma concentracdo quase 2 vezes menor que a utilizada neste
estudo, além de terem utilizado uma massa de gréos de 2 kg, e observaram que o
tempo necessario para se chegar a saturacéo do gas ozo6nio foi de 138,56 min. Porém,
0 tempo necessario para o controle dos fungos na massa de graos de milho foi muito
superior, chegando a um tempo de exposi¢cao de 50 h. Esses sao resultados que
corroboram com a hipétese de que seria necessario tempos maiores de exposicéo
para se alcangar uma maior porcentagem da mortalidade de adultos de Sitophilus sp.
em gréos de milho ensacados.

Uma outra hipotese que pode ter interferido para uma rapida decomposicao do
gas ozbnio foi o material utilizado como embalagem dos graos de milho e contendo
adultos de Sitophilus sp.: sacos de polipropileno (PP), os quais também foram
submetidos a ozonizacao no decorrer do processo. Ha estudos gue mostram que esse
material pode reagir com 0zonio, como o de Mural et al. (2017), onde se mostrou que
a exposicao prolongada de polipropileno (PP) e polietiieno (PE) ao ozénio pode
resultar em radicais hidroperdoxidos, os quais sofrem rearranjo, podendo formar
aldeidos, cetonas e acidos.

Outro fator importante e de interesse para esse tipo de experimento € em
relacdo a pressao de selecao provocada por agentes quimicos. Souza et al. (2016)
observou que ndo houve alteracdes significativas na suscetibilidade de populacdes de
S. zeamais submetidas a pressao de sele¢cdo com o0zénio, mostrando que o risco de
resisténcia a esse gas € baixa e que a variabilidade genética na resposta a toxicidade
do ozobnio estava ausente. Esses resultados reforcam as observacfes de baixa
variabilidade na suscetibilidade do oz6nio em outras populac¢des de insetos pragas de
produtos armazenados, principalmente insetos do género Sitophilus em gréos de
milho (ZHANGGUI et al., 2003; SOUZA et al., 2008; SILVA et al., 2021).
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6.4 Avaliacdo da Qualidade Fisica, Quimica e Fisioldgica de gréaos de
milho submetidos a ozonizacao

Ao avaliar a composicdo centesimal de milho submetido a ozonizagdo na

concentragdo de 1800 ppm em diferentes tempos de exposi¢cao, observou-se uma

diferenca significativa (p<0,05) somente para o teor de cinzas, conforme a Tabela 5.

N&do houve diferenca estatistica significativa (p>0,05) para o teor de agua,

carboidratos, lipidios e proteina. O teor de agua (b.u) apresentou uma média de
11,8%, o de carboidratos 80,12%, o de lipidios 1,65% e o de proteinas 5,59. Nao
obstante a diferenca significativa para o percentual de cinzas, observou-se um menor

valor, de 0,84%, no tratamento controle (O min de tempo de ozonizacgao), diferindo

somente do tratamento de 20 min de exposi¢cdo, que obteve 1,30%, e também né&o

diferindo dos demais tratamentos.

Tabela 5 — Composicao centesimal de milho submetido a ozonizacdo na concentracdo de

1800 ppm em diferentes tempos de exposicao

Tempo de Percentual (%)
ozonizagao Teor de 4gua
Cinzas Carboidratos Lipidios Proteina
(min) (b.u)
0 11,88+0,11a 0,84+0,03b 79,80+x0,17a 188+066a 5,60+1,26a
10 1161+0,25a 095+0,16ab 79,90+0,31a 150+0,78a 6,05+0,39a
20 11,50+0,04a 1,30+0,28a 79,90+090a 1,79+062a 551+052a
40 1142+0,09a 1,10+0,10ab 79,71+0,78a 183+051la 595+125a
50 11,06 £0,09a 1,03+0,11ab 80,06+0,27a 160+034a 5,66+0,60a
60 1155+0,24a 104+0,03ab 79,89+046a 202+050a 550+0,80a
80 1156 +0,26a 105+0,01lab 80,39+0,74a 107+039a 592+054a
120 11,73+0,19a 1,08+0,08ab 79,77+104a 155+101la 587+060a
180 11,45+0,19a 1,15+0,03ab 8058+0,49a 165+069a 5,17+052a
240 11,40+0,33a 1,16+0,09ab 81,20+1,37a 158+082a 4,67+122a
Teste F 0,49ns 0,07* 0,75" 0,95 0,86"s
C.V (%) 2,26 13,65 1,27 49,19 18,29

34



Médias seguidas por mesma letra na coluna, para diferentes tempos de exposi¢cdo ao gas oz6nio, nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. *: significativo a 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey. Em que: CV: Coeficiente de Variacao.

Apesar do alto poder oxidativo do ozénio, os resultados do presente estudo
mostram que 0 processo de ozonizacdo dos grdos de milho nao afeta
significativamente suas caracteristicas fisico-quimicas. Estudos como o de Singh et
al. (2018) que utilizaram altas concentracdes de ozénio por longos periodos de tempo
em plantas de milho observaram que o teor de carboidratos, aminoacidos essenciais
e 4cidos graxos saturados apresentaram uma reducdo, porém o teor de acgUcares
totais e redutores aumentaram.

Na avaliacdo de aspectos fisiologicos do milho submetido a ozonizacédo na
concentragdo de 1800 ppm em diferentes tempos de exposicdo n&o foram
encontrados diferenca significativa (p>0,05), conforme apresentado na Tabela 6. No
teste de germinacdo do milho, foi encontrado um valor médio de 82,82%. Na
condutividade elétrica do milho, o valor médio encontrado foi de 27,21 uS cm* g*. Ao
analisar a massa especifica aparente o valor médio encontrado foi de 745,17 kg m™.
Mesmo apresentando alto poder oxidativo, o gas 0z6nio nao interferiu nos aspectos
fisiologicos do milho analisado, demonstrando que seu uso na concentracdo de 1800

ppm por até 240 min nado interfere diretamente nesses aspectos.

Tabela 6 — Tabela de aspectos fisiolégicos de milho submetido a ozonizacdo na
concentracdo de 1800 ppm em diferentes tempos de exposicdo
Tempo de
Teste Padréo de Condutividade Massa Especifica
ozonizacao
Germinacao (%) Elétrica (uScm? g?) Aparente (kg m=3)
(min)
0 83,67 £2,76 a 27,66 +191 a 742,55 + 3,92 a
10 82,67 £1,96 a 26,05+ 1,53 a 745,57 +1,09 a
20 81,67 +249a 27, 77+t141 a 743,15+ 2,61 a
40 77,33+1,25a 25,98 £ 0,50 a 745,52 + 3,65 a
50 87,33+2,49a 27,61 +0,37 a 741,33+ 1,84 a
60 81,44 +£3,98 a 25,80+0,82 a 749,43 + 3,67 a
80 86,89 £ 3,94 a 27,82 +1,77 a 743,64 + 3,24 a
120 85,67 £4,12 a 26,61+1,89a 747,79 +1,89 a
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180 78,11 +2,53 a 2891+194a 744,95 +532 a

240 83,44 + 2,45 a 27,93+1,30 a 747,73 + 2,66 a
Teste F 0,03™ 0,46™ 0,30™
C.V (%) 4,34 6,55 0,53

Médias seguidas por mesma letra na coluna, para diferentes tempos de exposicdo ao gas ozbnio, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. *: significativo a 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey. Em que: CV: Coeficiente de Variacao.

Apesar de nao ter sido observado diferenca estatistica para o teste padréo de
germinacao no presente estudo, o ozbnio tem sido utilizado como sanitizante em
sementes de milho, como descrito por Rifna et al. (2019). Violleau et al. (2008)
realizaram um experimento e demonstraram que a cinética de germinacao de
sementes de milho foi maior em tratamentos com 0zénio em relagéo ao controle, apés
3, 4 e 5 dias de teste de germinacao, encontrando valores médios méaximos de 80,6%,
valores proximos ao encontrado neste estudo. De maneira similar, Sudhakar et al.
(2008) ao utilizar ozénio como tratamento em sementes de tomate, verificou que a
germinacdo aumentou 95% em relacao ao controle, possivelmente devido a reducao,
provocado pela oxidagcdo com ozobnio, do acido abscisico, um horménio vegetal
presente nas sementes de tomate.

No atual trabalho o valor de germinacao do tratamento controle foi de 83,67 +
2,76 %, valor proximo aos tratamentos com o0zonio, e, por isso, ndo demostrando
diferenca significativa. Em contradicdo a esses resultados de germinagéo, Wu et al.
(2006) realizaram um experimento em que revelaram que a taxa de germinacdo em
sementes de trigo foi significativamente reduzida apos longos periodos de exposicao
ao ozonio, sendo necessario mais estudos para avaliar esses aspectos. Monteiro et
al. (2021) utilizaram o hidrocondicionamento de sementes de milho como método de
pré-condicionamento fisiolégico, por meio da agua ozonizada, onde observaram um
favorecimento da qualidade fisiologica das sementes, com destaque para o
incremento da taxa de germinacgéo e, consequentemente, da produtividade.
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7. CONCLUSOES

Conforme os resultados do presente trabalho, pode-se concluir que:
i) Em geral, ao utilizar oz6nio na concentracao de 1800 ppm com vazao de 4 L
min diretamente sobre adultos de Sitophilus sp. por até 120 min, obteve-se uma
maior mortalidade desses insetos 9 e 15 dias apds 0 processo de ozonizacdo, sendo
necessario um tempo minimo de 20 min de exposic¢ao.
i) N&ao foi possivel determinar a eficiéncia da ozonizagcdo na concentracdo de
1800 ppm com vazéo de 4 L min't com tempo de exposicdo de até 240 min sob adultos
de Sitophilus sp. infestando a massa de graos de milho.
iii) O oz6nio na concentracdo de 1800 ppm com vazéo de 4 L min-t com tempo de
exposicdo de até 240 min ndo afetou significativamente a qualidade fisico-quimica e
fisiologica dos graos de milho.
iv) Para avaliar a eficiéncia da ozonizac¢ao no controle de Sitophilus sp. na massa
de grdos de milho sdo necessarios mais estudos, avaliando-se tempos maiores de
exposicao ao gas ozonio, analise de residual de agrotoxicos dos graos, analise do
material da sacaria utilizada e de novas analises fisico-quimicas e fisioldgicas dos
graos de milho.
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