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RESUMO

Objetivou-se, com este estudo, avaliar a toxicidade do ozb6nio sobre Zabrotes
subfasciatus (Boheman, 1833) (Coleoptera: Chrysomelidae: Bruchinae) em gréos de
feijdo-fava, determinar a taxa instantanea de crescimento populacional (ri) destes
insetos expostos a tempos-letais e subletais, e avaliar seu efeito nas caracteristicas
fisicas e fisiologicas dos gréos. A toxicidade do 0zb6nio foi determinada por meio de
estimativas dos tempos de exposicao letais (h) para 50 e 95% dos insetos adultos
(TLso e TLoes), na camada superior e basal da camara de fumigagéo. O ozoénio foi
aplicado na concentracdo de 1,61 mg L e fluxo continuo de 2 L mint. Os gréos
contendo os insetos foram ozonizados em gaiolas colocadas no interior de uma
camara de fumigacdo confeccionada. Para determinar a ri, os grdos contendo os
insetos foram expostos ao 0z6nio e oxigénio (controle), nos periodos de exposicao
correspondentes aos tempos-letais e subletais que foram obtidos no bioensaio de
toxicidade da camada superior: TLo; TLio; TLso; TLso; TL7o € TLes. A avaliacdo das
caracteristicas qualitativas foi feita nos graos de feijdo-fava utilizados nos bioensaios
da ri, ap6s 35 dias de armazenamento, no qual foram avaliados o teor de 4gua nos
gréos, a massa especifica aparente, a condutividade elétrica e a germinagédo. Os
periodos de exposi¢cdo para causar mortalidade de 50% (TLso) e 95% (TLos) dos
insetos, aumentou a medida que as gaiolas contendo os insetos foram distanciadas
do ponto de injecdo do ozb6nio, sendo menores (5,11 e 8,32 h) quando 0s insetos
foram distribuidos na camada basal e maiores (15,06 e 20, 86 h) quando os insetos
foram distribuidos na camada superior da camara de fumigacao, respectivamente. O
ozo6nio influenciou na ri dos insetos. Em geral, o tratamento controle apresentou
valores médios de ri estatisticamente superior, em relacdo ao tratamento com o gas
ozb6nio. A ri de Z. subfasciatus decresceu a medida que se elevou o periodo de
exposicao dos graos de feijdo-fava ao ozénio, reduzindo de 0,077 para 0,002. O
tratamento com o oxigénio ndo apresentou efeito sobre a ri, variando de 0,07 a 0,08.
N&o foi observada reducao na qualidade fisica e fisioldgicas dos graos de feijao-fava
expostos ao o0zoénio, apds 35 dias de armazenamento. Portanto, o 0zdnio possui
toxicidade sobre Z. subfasciatus, afeta sua taxa instantanea de crescimento e ndo
afeta a qualidade dos graos, sendo assim tem potencial para ser usado no controle
deste inseto de em graos armazenados.

Palavras-chave: Ozonio, toxicidade, pragas de grdo armazenado, fumigacéo,
crescimento populacional.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the ozone toxicity on Zabrotes subfasciatus
(Boheman, 1833) (Coleoptera: Chrysomelidae: Bruchinae) in lima beans, to determine
the instantaneous population growth rate (ri) of these insects exposed to time-lethal
and sublethal, and evaluate its effect on the physical and physiological characteristics
of the grains. Ozone toxicity was determined by estimating lethal exposure times (h)
for 50 and 95% of adult insects (TLso and TLgs) in the upper and lower layer of the
fumigation chamber. Ozone was applied at a concentration of 1.61 mg L and a
continuous flow of 2 L min-t. The grains containing the insects were ozonated in cages
placed inside a fumigation chamber made of PVC with 20 cm in diameter and 100 cm
in height. To determine the ri, the grains containing the insects were exposed to ozone
and oxygen (control), in the exposure periods corresponding to the lethal and sublethal
times that were obtained in the toxicity bioassay of the upper layer: TLo; TLio; TL3o;
TLso; TL7o and TLoes. The evaluation of the qualitative characteristics was made in the
grains of lima beans used in the bioassays of the ri, after 35 days of storage, in which
the water content in the grains, the apparent specific mass, the electrical conductivity
and the germination were evaluated. The exposure periods to cause mortality of 50%
(TLso) and 95% (TLoes) of the insects increased as the cages containing the insects
were distanced from the ozone injection point, being shorter (5.11 and 8.32 h) when
the insects were distributed in the basal layer and larger (15.06 and 20, 86 h) when the
insects were distributed in the upper layer of the fumigation chamber, respectively.
Ozone influenced the laugh of insects. In general, the control treatment showed
statistically higher mean values of ri compared to the treatment with ozone gas. The
laugh of Z. subfasciatus decreased as the period of exposure of lima beans to ozone
increased, decreasing from 0.077 to 0.002. The treatment with oxygen had no effect
on the ri, varying from 0.07 to 0.08. There was no reduction in the physical and
physiological quality of grains of beans exposed to ozone, after 35 days of storage.
Therefore, ozone has the potential to be used to control Z. subfasciatus in stored
grains.

Keywords: Ozone, toxicity, stored grain pests, fumigation, population growth.
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1. INTRODUCAO

O feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.) € uma das cinco espécies domesticadas
de Phaseolus (Fabaceae) e a segunda espécie mais cultivada desse género, ficando
atrds somente do feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) (BAUDOIN et al., 2004). Seu
cultivo é realizado, principalmente, pela agricultura familiar, especialmente no
Nordeste do Brasil (LOPES et al., 2015; OLIVEIRA-SILVA et al., 2017).

No Brasil foram produzidas 10.092 toneladas de graos de feijdo-fava, no ano
de 2017, com uma produtividade média de 433 kg ha'. A regido Nordeste se destaca
como a maior produtora de feijdo-fava, com uma producéo de 9.330 toneladas em
2017. Os estados com maior producao do Brasil sdo: Ceara, Paraiba, Piaui, Goias e
Pernambuco com uma producdo de 3.596, 3.352, 801, 650 e 606 toneladas
respectivamente (IBGE, 2017). Apesar da importancia desta cultura, sdo observadas
perdas no campo e no armazenamento.

Durante o armazenamento de graos sao observadas consideraveis perdas,
tanto de natureza quantitativa quanto qualitativa (PARFITT et al., 2010). Essa
realidade ndo é diferente no armazenamento de feijdo-fava. A quantidade perdida é
provocada por fatores biéticos e abioticos. Entre os fatores bidticos, os insetos-praga
tem grande importancia, sendo responsaveis por grandes perdas econdémicas em
graos armazenados (SILVA et al., 2012).

Uma praga de grande importancia que ataca graos armazenados de feijao-fava
€ Zabrotes subfasciatus (Boheman, 1833) (Coleoptera: Chrysomelidae: Bruchinae)
(FARONI; SOUSA, 2006; SANTOS et al.,, 2018). Este inseto é classificado como
primério interno, devido a presenca de mandibulas desenvolvidas, que sdo capazes
de romper o grdo inteiro e sadio se alimentando do seu conteddo interno. Esses
insetos completam seu ciclo de vida no interior do gréo, saindo apenas na fase adulta.
E, aléem de causarem danos especificos, abrem caminho para o ataque de outros
insetos (FARONI; SILVA, 2008). Os danos causados pela alimentacao da larva sao
perda de peso, reducédo no poder germinativo e do valor nutritivo e desvalorizagcéo
comercial dos graos (COSTA et al., 2014).

Por ser eficaz, de baixo custo e facil manuseio, 0 método quimico tem sido a
forma mais utilizada para o controle de pragas de produtos armazenados (GONZALEZ
et al., 2014). Os principais inseticidas utilizados tem sido os protetores (piretroides e
organofosforados) e o fumigante fosfina (PIMENTEL et al., 2012; SOUSA et al., 2008).
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Entretanto, os altos niveis de resisténcia a esses produtos (GUEDES et al., 2006;
PIMENTEL et al., 2007; RIBEIRO et al., 2003) justificam estudos sobre técnicas
alternativas para o controle de pragas de graos armazenados.

Dentre as tecnologias com potencial para uso no controle de pragas no
armazenamento, destaca-se o uso da atmosfera modificada com gas ozénio (Os3),
sendo uma alternativa ecologicamente correta e economicamente viavel, capaz de
manter a qualidade dos gréos (ROZADO et al., 2008).

O ozbnio é um poderoso agente oxidante e € usado no tratamento de agua, no
controle de pragas e doencgas, remocéao de pesticidas e outros contaminantes de frutas
e graos (SILVA et al., 2016; SOUZA et al., 2018), visto que, age promovendo danos
as membranas celulares ou desencadeando a morte celular nos organismos vivos,
devido ao estresse oxidativo (HOLLINGSWORTH; ARMSTRONG, 2005).

Além disso, 0 0zbnio € capaz de controlar os insetos em todas as fases de vida,
no entanto, concentracbes mais altas sdo necessarias para controle das fases
imaturas (AMOAH; MAHROOF, 2018; E et al., 2019).

Atualmente a utilizacdo do ozénio na pds-colheita de graos vem se tornando
atrativa, devido a uma série de vantagens: nao deixa residuos no produto aplicado,
pois o seu produto de degradacéo € o oxigénio; pode ser gerado no local, eliminando,
assim, problemas com o armazenamento e manipulacédo de embalagens de produtos
quimicos (KELLS et al., 2001). Essas vantagens tornam o o0zénio um candidato
potencial como alternativa a fosfina, que € um fumigante usado ha muito tempo para
eliminar insetos em produtos armazenados (E et al., 2017).

Na literatura € possivel encontrar varios estudos que demonstram que 0s
tratamentos com ozénio podem ser eficientes no controle de insetos-praga em graos
armazenados, como Rhyzopherta dominica (Fabricius, 1972) (Coleoptera:
Bostrichidae), Sitophilus granarius (Linnaeus, 1758) (Coleoptera: Curculionidae) e
Plodia interpunctella (Hubner, 1813) (Lepidoptera; Pyralidae) em grédos de trigo;
Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae), Lasioderma serricorne
(Fabricius, 1792) (Coleoptera: Anobiidae), Tribolium castaneum (Herbst, 1797)
(Coleoptera: Tenebrionidae), em graos de milho e Callosobruchus maculatus
(Fabricius, 1775) (Coleoptera: Chrysomelidae: Bruchidae) em feijdo mungu (HANSEN
etal., 2013; PANDISELVAM et al., 2019; ROZADO et al., 2008; ; SOLANO et al., 2016;
SOUSA et al., 2016; VELASQUEZ et al., 2017). Porém, ndo ha estudos a respeito do
uso do 0zonio no controle de Z. subfasciatus em gréos de feijao-fava.
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Diante do exposto, objetivou-se, com este estudo, avaliar a toxicidade do
ozo6nio sobre Z. subfasciatus em gréaos de feijdo-fava, determinar a taxa instantanea
de crescimento populacional (ri) destes insetos expostos a tempos-letais e subletais
ao ozonio e avaliar o efeito da ri nas caracteristicas fisicas e fisiologicas dos graos de

feijdo-fava.



16

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Feijao-fava (Phaseolus lunatus L.)

O Brasil se destaca na producdo mundial de grédos, sendo o quinto maior
produtor, com uma safra de 238,9 milh6es de toneladas para o ciclo 2018/2019
(USDA, 2016; CONAB, 2018). Entre as leguminosas, o feijado-fava Phaseolus lunatus
L. (Fabaceae) tem grande importancia na producao de graos no pais.

Phaseolus lunatus também pode ser conhecido como feijao-fava ou feijao-lima,
é cultivado na América do Norte, na América do Sul, na Europa, no leste e oeste da
Africa e no sudeste da Asia (BAUDOIN, 1988). Pertence a familia das Fabaceae, tem
ciclo de crescimento anual, trepadeira e € cultivada devido aos seus graos
comestiveis. O feijao-fava € utilizado tanto na alimentacdo humana, animal e também
na adubacdo verde e cobertura do solo para protecdo do mesmo contra a erosao
(AZEVEDO et al., 2003; VIEIRA, 1992). Devido ao seu fornecimento de proteina, o
feijdo-fava tem se apresentado como uma opc¢éao de alimentacdo e de renda para as
populacdes mais carentes, principalmente da regido Nordeste do pais, que o consome
sob a forma de graos maduros ou verdes, sendo produzido por pequenos produtores
que utilizam principalmente cultivares de crescimento indeterminado (OLIVEIRA et al.,
2004; VIEIRA, 1992).

Apesar de ser cultivada em todos os estados do pais e de apresentar
capacidade de adaptacédo maior que o feijao-comum (Phaseolus vulgaris L.), o cultivo
do feijao-fava ainda tem pouca importancia econémica. As principais razdes para o
cultivo limitado, se deve ao fato de maior tradicdo de consumo do feijdo-comum, o
paladar do feijao-fava e o seu tempo de cocg¢ao mais longo (AZEVEDO et al., 2003).
A importancia econémica e social se deve principalmente a sua rusticidade em regides
semiaridas do Nordeste brasileiro, 0 que possibilita prolongar a colheita em periodo
seco (AZEVEDO et al., 2003). Geralmente pequenos agricultores vendem a fava logo
apos a colheita, quando o pre¢o de mercado é baixo. Tal fato se deve, principalmente,

as limitagbes tecnoldgicas de armazenamento e falta de controle de insetos-praga.

2.2 Zabrotes subfasciatus (Boheman, 1833)

O gorgulho Zabrotes subfasciatus (Boheman, 1833), pertence a ordem
Coleoptera, familia Chrysomelidae e subfamilia Bruchinae, tem origem no novo

mundo com importancia nas Américas Central e do Sul. Além de também ser
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encontrado na Africa Central e leste, em Madagascar, no Mediterraneo e na india. E
considerado uma praga cosmopolita, principalmente por causar grandes prejuizos a
graos armazenados como o feijdo. Essa praga tem preferéncia por atacar
principalmente os feijdes dos géneros Phaseolus e Vigna e também infesta ervilha
(DOBIE et al., 1984; MEIK; DOBIE, 1986; FARONI; SOUSA, 2006; GALLO et al.,
2002). E classificada como praga primaria ou praga interna, que devido suas
mandibulas conseguem romper as peliculas protetoras dos graos intactos e penetram
no seu interior onde completam seu desenvolvimento, alimentando-se de seu
conteddo interno (LAZZARI; LAZZARI, 2009).

Em relacdo a morfologia, Z. subfasciatus é um inseto castanho-escuro, tem seu
tamanho variando de 1,8 a 2,5 mm de comprimento. Apresentam dimorfismo sexual,
sendo os machos (Figura 1B) menores que as fémeas (Figura 1A), e essas tém
manchas brancas nos élitros e apresentam longevidade média de 11 dias, colocando
cerca de 22 ovos, tendo ciclo em torno de 26 dias. Para realizar a oviposicéo, a fémea
libera um liquido de cor clara e grudento, onde o ovo é colocado e aderido. E possivel
a observacdo de ovos brancos aderidos aos grédos de feijdo. A larva, que é do tipo
curculioniforme, eclode do ovo diretamente para o interior da semente, construindo
galerias, onde ocorre todo o seu desenvolvimento. Antes de empupar, a larva abre um
orificio para saida do adulto. A pupa é maior que o adulto, apresentando 3 mm de
comprimento e cor branco-leitosa, sem pelos (ATHIE; PAULA, 2002; GALLO et al.,
2002).

Figura 1. Zabrotes subfasciatus na fase adulta. A. Fémea; B. Macho. Fonte Brito
(2019).
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Zabrotes subfasciatus ocorre nas regiées mais quentes dos tropicos, a 26° C
de temperatura, os ovos desenvolvem-se em cinco a sete dias, a larva em 14-16 dias
e a pupa em seis a sete dias. As larvas passam por quatro instares, quando se
transformam em pupas. A larva do ultimo instar e a camara pupal ficam visiveis
externamente, na forma de um orificio circular coberto por uma fina camada do
tegumento da semente. O adulto emerge pelo orificio, vive por aproximadamente 14
dias e normalmente ndo se alimenta (QUINTELA; BARBOSA, 2015).

Os danos diretos causados resultam da alimentacdo da larva, que consomem
0 endosperma e o embrido dos gréos, resultando em perda nutricional, redugcéo do
peso, diminuicdo da germinacdo e vigor. Os danos indiretos sdo causados pela
presenca de insetos vivos e mortos, exdvias, ovos, excrementos, orificios de saida
dos adultos, que afetam a qualidade do produto e reduz o padrao comercial (LAZZARI,
LAZZARI, 2009). Portanto, os danos séo ocasionados pela fase larval que ocorre no
interior dos gréos, ja que os adultos nédo se alimentam (WARE, 1988). Ocorre também
aguecimento dos grdos e aumento da umidade, devido ao metabolismo do inseto,
criando um ambiente favoravel para o desenvolvimento de outros insetos, fungos e
outros microrganismos, provocando a deterioragdo dos graos (LAZZARI; LAZZARI,
2009; QUINTELA; BARBOSA, 2015).

O periodo de ovo-adulto de Z. subfasciatus em grdos de feijdo-fava nas
condicbes de temperatura e umidade relativa de 29 = 2°C e 47 + 10%, foi
aproximadamente 30 dias (SILVA et al., 2018).

2.3 Controle de insetos-praga de grdos armazenados

O controle quimico tradicional que é utilizado atualmente em todo o mundo na
protecdo e combate a infestacdo de insetos em produtos armazenados, apresenta
algumas vantagens: é efetivo, de facil manejo e de baixo custo, quando comparado
com métodos nao-tradicionais. No entanto, devido ao descumprimento das praticas
corretas de aplicacéo do inseticida, como aplicacdo de dosagens inadequadas e 0 uso
de um Unico principio ativo, como também o desrespeito ao tempo minimo de contato
do inseto com o inseticida, tem feito com que alguns insetos que atacam produtos
armazenados desenvolvam pressdo de selecdo as dosagens convencionais do
principio ativo de alguns produtos quimicos (FARONI; SILVA, 2008; PIMENTEL et al.,
2009), além de oferecerem riscos a saude humana e ao meio ambiente (WAKIL et al.,
2013). Além do mais, atualmente ndo existem produtos quimicos registrados para
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prevencédo e controle dos insetos-praga que atacam grdos de feijdo-fava. Assim,
quando € necessario controlar estes insetos, sao utilizadas recomendacdes
destinadas a P. vulgaris. Os principais inseticidas utilizados para o controle deste
inseto (Z. subfasciatus) tem sido os protetores (piretroides e organofosfarados) e o
fumigante fosfina (SOUSA et al., 2008).

Consumidores cada vez mais conscientes estdo exigindo produtos mais
seguros e que causem um menor impacto ambiental e sobretudo a saude humana
(BEIRAO-DA-COSTA et al., 2014). A perda de fumigantes, a resisténcia a esses
inseticidas remanescentes e a tendéncia dos consumidores a se afastarem dos
produtos quimicos residuais, exigem o desenvolvimento de alternativas de controle
(KELLS et al., 2001).

Deste modo, torna-se necessario o desenvolvimento de pesquisas que visem
a obtencdo de métodos alternativos para o controle de Z. subfasciatus durante o

armazenamento de feijao-fava.

2.4 Atmosfera controlada e modificada

Atmosfera controlada é um método de controle de pragas de graos
armazenados, que se baseia na alteracdo da concentracdo dos gases na atmosfera,
com reducao do oxigénio e aumento de gases toxicos, tornando o ambiente letal aos
insetos. Esse método consiste em uma alternativa aos produtos quimicos utilizados
no controle de insetos que atacam os produtos armazenados além de impedir o
crescimento de fungos e manter a qualidade do produto (NAVARRO, 2012,
NAVARRO et al.,, 2012). Para ter um ambiente com atmosfera controlada, é
necessario que as instalacbes da unidade armazenadora sejam herméticas, caso
contrario pode nao se obter éxito e custos elevados (LORINI et al., 2015).

A técnica de atmosfera controlada substitui a atmosfera interna da massa de
graos pela injecado de gases toxicos (diéxido de carbono, nitrogénio, amoénia ou uma
mistura de gases) até que a concentracao de oxigénio diminua. A maioria dos insetos
presentes nos graos armazenados morre quando a concentracdo de oxigénio é
reduzida a 2% em volume (AFONSO et al., 2000).

A composicao normal da atmosfera se encontra em torno de 78% de nitrogénio,
21% de oxigénio, 0,03 de gas carbdnico e porcentagens pequenas de outros gases,

a atmosfera controlada consiste principalmente, no controle das concentracdes de O:2
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e COz2, j& que 0 N2 é um gas inerte. Na técnica ndo € necessario a utilizacdo de
produtos quimicos. Diminuir a porcentagem de Oz e elevar a de CO2 é 0 principio
basico da técnica (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Na técnica de atmosfera modificada, a atmosfera ambiental € no geral alterada
pelo uso de embalagens provocando um aumento de COz, oriundo do proprio produto,
e uma diminuicdo da concentracdo de O2 a medida que é utilizado no processo
respiratorio. Nessa técnica, as concentracdes de Oz e CO2 ndo sdo controladas, e
variam com o tempo, temperatura, tipo de embalagem e com a taxa respiratéria do
produto (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Os termos atmosfera modificada e atmosfera controlada diferem com base no
grau de controle que é exercido sobre a composicao da atmosfera. Na atmosfera
modificada, a composicdo do gas é modificada inicialmente e muda dinamicamente
dependendo da taxa respiratéria do produto alimentar e permeabilidade da
embalagem ou estrutura de armazenamento em torno do produto. Na atmosfera
controlada, a atmosfera de gas é controlada de forma continua (JAYAS;
JEYAMKONDAN, 2002).

2.5 Atmosfera modificada com ozbnio

O o0zb6nio vem se mostrando como uma alternativa atraente para o controle de
insetos e fungos em gréos armazenados, pois a geracao in loco de 0zonio descarta
0s problemas de manuseio, armazenamento e descarte de produtos quimicos
utilizados na pés-colheita convencionalmente. Além disso, apresenta vantagens por
nao deixar residuos nos alimentos e ndo contribuir para a contaminacéo ambiental,
pois tem uma meia-vida curta e sua degradacao é em oxigénio (KELLS, 2001), sendo
classificado como "GRAS" (Geralmente Reconhecido como Seguro) pela Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA) (ISIKBER; ATHANASSIOU, 2014),
portanto, liberado para uso direto em alimentos. O 0z6nio pode se tornar um método
alternativo de controle de pragas para grdos armazenados, é altamente oxidativo,
instavel e se decompde rapidamente em oxigénio, sem deixar residuos (HILL; RICE,
1982; HORVATH et al., 1985; TIWARI et al.,, 2010). O alto poder de oxidacdo e a
decomposicdo espontanea, faz do 0zénio um desinfetante viavel para garantir a acao

antimicrobiana e a qualidade dos produtos alimentares (KIM et al., 1999).
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O ozobnio resulta do rearranjo de atomos de oxigénio, que pode ser produzido
por descargas elétricas ou pela incidéncia de radiacao eletromagnética de alta energia
(luz ultravioleta) no ar. A temperatura ambiente, o 0zonio encontra-se no estado
gasoso, sendo um gas azulado com odor pungente e fortes propriedades oxidantes.
Em comparagdo com outros agentes oxidantes, o ozdnio se destaca por ser o
sanitizante com elevado potencial de oxidacao (2,07 mV) que pode entrar em contato
com alimento. O 0z6nio é o segundo mais poderoso agente oxidante, s6 perde para o
fldor (3,06 mV) (SILVA et al., 2011; RUSSEL et al., 1999).

Esse gas € formado de forma natural na estratosfera em quantidades
pequenas, cerca de 0,05 mg / litro, por acéo de radiacdo UV solar no oxigénio. Uma
pequena quantidade do gas também é formada na troposfera como subproduto de
reacoes fotoquimicas entre hidrocarbonetos, oxigénio e nitrogénio que sao liberados
dos escapes de automoveis, industrias, florestas e acdo vulcanica. Entretanto, o
0zonio produzido € muito instavel e decompdem-se rapido no ar (HORVATH et al.,
1985). Para aplicacbes comerciais, o 0zonio € gerado pelo método de descarga
corona, que consiste em forcar o oxigénio entre as placas de alta tensdo. O oxigénio
€ entdo quebrado e recombina-se para formar o ozbénio (WEAVERS;
WICKRAMANAYAKE, 2001).

Um gerador de ozbnio que utiliza o processo corona € formado por dois
eletrodos que sdo submetidos a uma elevada diferenca de potencial
(aproximadamente 1000 V). Ocorre a passagem de ar ou oxigénio puro entre os dois
eletrodos, gerando ozdnio. Quando os elétrons possuem energia suficiente para
quebrar a molécula de oxigénio, comecam a ocorrer colisdes, que causam a quebra
do oxigénio e a consequente formagéo do ozénio (USEPA, 1999).

A geracdo elétrica de o0zbnio elimina os problemas de manuseio,
armazenamento e descarte de pesticidas pos-colheita usados convencionalmente. Ja
que o ozbnio se decompde rapidamente (em cerca de 50 minutos) para oxigénio
molecular sem deixar um residuo, ndo h& necessidade de descarte pés-fumigacao ou
aeracao do produto tratado. Essas vantagens tornam o 0z6nio um candidato potencial
para o controle de insetos e fungos em produtos armazenados (AMOAH; MAHROOF,
2018; RICE et al., 1982).

O mecanismo de agao do 0zonio sobre os insetos néo é totalmente conhecido,
no entanto, acredita-se que as vias respiratorias do inseto € um alvo provavel (TIWARI

et al., 2010). Além do que o o0zbnio por ser um poderoso agente oxidante, atua
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danificando as membranas celulares de diversos organismos mediante estresse
oxidativo, levando esses organismos a morte (HOLLINGSWORTH; ARMSTRONG,
2005).

A aplicacdo do 0z6nio no armazenamento aumenta a vida Gtil dos produtos, no
entanto, € importante levar em consideracdo a concentracdo aplicada, caso esta for
elevada pode causar danos oxidativos, odor desagradavel e alteracdo na coloracao
do alimento. E importante destacar, por ser um gas e extremamente téxico em
concentracdes elevadas, que a aplicacdo do 0z6nio exige alguns cuidados (SILVA et
al., 2011).

Como o0 0z6nio em altas concentra¢cdes se torna um géas toxico, limites maximos
de exposicao séo definidos e as pessoas que trabalham com ozonizacado devem ser
submetidas a revisbes médicas regulares (FREITAS-SILVA; VENANCIO, 2010). O
ozOnio ndo causa sinais de toxicidade em baixas concentragcdes, mas em
concentracOes altas pode ser letal aos humanos (CHIATTONE et al., 2008); portanto,
o cuidado operacional e ocupacional deve ser sempre obedecido (COELHO et al.,
2015).

Nos Estados Unidos, o 0zdnio no ambiente de trabalho tem limite maximo de
exposicdo de 0,1 ppm (vol/vol) numa base de 8 horas/dia, de uma semana de 40 h de
trabalho. No Brasil, a legislacdo, por meio da Norma Regulamentadora N° 15, Portaria
N° 3.214/78 da ANVISA, estabelece limite de exposicdo de trabalhadores ao gas
ozbnio de 0,08 ppm, para jornada semanal de trabalho de até 48 h (CFR, 1997,
BRASIL, 1978).

Diversas pragas de graos armazenados sdo suscetiveis ao 0zdnio. Como
exemplo tem-se Ephestia kuehniella (Zeller, 1879) (Lepidptera: Pyralidae) e Tribolium
confusum (Jacquelin du Val, 1863) (Coleoptera: Tenebrionidae), que embora existam
diferencas entre as espécies e nos niveis de exposicdo exigidos para causar
toxicidade, E. kuehniella é geralmente muito mais suscetivel ao ozénio do que T.
confusum (ISIKBER; OZTEKIN, 2009). Bem como 0 0z6nio & uma alternativa potencial
para controle de L. serricorne, o besouro do cigarro, podendo ser utilizada em todas
as fases da vida desse inseto (AMOAH; MAHROOF, 2018).

Varios fatores podem influenciar a toxicidade do 0zdnio sobre pragas de graos
armazenados, entre eles pode-se citar a concentracdo do ozobnio, o tempo de
exposicdo do inseto e as fases de desenvolvimento do inseto. Os percentuais de
mortalidade para diferentes estagios de C. maculatus em Vigna radiata L aumentaram
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com o aumento da concentracdo de 0zdénio e o tempo de exposi¢cao, onde o estagio
adulto é menos tolerante ao ozbénio (500 ppmv por 274,40 min de exposi¢ao
necessaria para matar 90%), enquanto o estagio mais tolerante é pupa (500 ppmv por
1816,54 min é necessario para matar 90%) (PANDISELVAM et al.,, 2019). Os
resultados indicam que o 0z6nio gasoso é a alternativa atraente aos fumigantes
sintéticos no controle de pragas de grdos armazenados.

Fatores como posicionamento dos insetos ou do 0zénio ha massa do grao pode
afetar a toxicidade do 0zo6nio. A ozonizacao dos insetos em diferentes pontos dentro
da camara de fumigacao: no plenum (base), na parte central e na superficie, afetaram
a toxicidade de R. dominica em gréos de trigo, onde os periodos de exposicdo ao
0zonio que foram necessarios para causar mortalidades de 50 e 95% em R. dominica
variaram de 8,69 a 13,08 horas e de 11,28 a 18,11 horas, respectivamente. Os
menores tempos letais foram observados quando os insetos foram distribuidos na
base da coluna de gréos e a taxa instantanea de crescimento diminui com o aumento
do periodo de exposicéo ao 0zdnio, bem como nao foi verificada reducéo da qualidade
fisica, fisiologica e fisico-quimica dos graos de trigo expostos ao gas ozonio, apdos 60

dias de armazenamento (SILVA et al., 2016).

2.6 Qualidade fisica e fisioldgica dos graos

Além da toxicidade que o 0zbnio pode ocasionar, outro fator importante a ser
observado quanto a sua utilizacdo, sdo os parametros de qualidade dos graos
armazenados, tais como: teor de umidade, condutividade elétrica, germinacdo e
massa especifica aparente. A qualidade dos graos é um parametro importante para a
comercializagdo e processamento, influenciando no valor final do produto (JAYAS;
WHITE, 2003).

Os graos podem ser classificados de acordo com trés ou mais caracteristicas:
teor de umidade; massa especifica aparente; porcentagem de graos quebrados ou
danificados; porcentagem de materiais estranhos e impurezas; dano por calor ou
outros; susceptibilidade a quebra; caracteristica de moagem; teor de proteina; teor de
0leo; germinacgdo; presenca de insetos; contagem de fungos; e tipo do gréo e outros
(SILVA et al.,, 2008). Essas caracteristicas séo utilizadas como indicadores de
qualidade.

O teor de agua do grdo é um parametro que limita o desenvolvimento de

bactéria, actinomicetes, leveduras, fungos, acaros e insetos, que sao 0s principais
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agentes que causam a deterioracdo dos grdos armazenados. A quantidade de agua
livre presente nos gréos logo apos a colheita e durante o armazenamento determina
de forma indireta, na maioria dos casos, a qualidade do produto armazenado
(FARONI; SILVA, 2008). A combinacao de baixa temperatura e baixo teor de umidade
dos graos € ideal para manter a qualidade durante o armazenamento de sementes e
graos, visto que, o teor de umidade e a temperatura, sdo fatores primordiais na
conservacao do produto armazenado. Teor de agua baixo, 11 a 13% b.u., diminui a
respiracdo e o metabolismo (BRAGANTINI, 2005).

A germinagéo é tida como o evento no qual o eixo embrionério d& continuidade
ao seu desenvolvimento, que tinha sido cessado por ocasido da maturidade
fisiolégica. As sementes perdem sua viabilidade devido a fatores intrinseco, que
resulta do metabolismo da semente, e fatores extrinsecos como microrganismos que
vivem em associacdo com a semente. O potencial de germinacdo é também um
parametro de avaliacdo qualitativa dos graos (FARONI; SILVA, 2008; BROOKER et
al., 1992).

O teste de condutividade elétrica é um dos mais empregados na avaliacdo da
qualidade fisiologica de sementes. O valor da condutividade elétrica esta diretamente
ligado com a integridade das membranas celulares, uma vez que € funcdo da
quantidade de lixiviados da solugcdo de embebicdo das sementes. Assim, baixos
valores de condutividade (baixa lixiviagdo) indicam que as sementes apresentam alta
qualidade, enquanto valores elevados estdo relacionados a sementes de qualidade
inferior (VIERA; CARVALHO, 1994; WOODSTOCK, 1973). A lixiviacdo é a perda de
compostos organicos, como acglcares, acidos graxos, aminoacidos, acidos organicos
e ions metalicos. Estes solutos, tem propriedades eletroliticas, apresentando carga
elétrica, que podem ser detectados por condutivimetros, sendo assim um método
importante para avaliagcdo da qualidade fisiolégica das sementes (PAIVA AGUERO,
1995).

Massa Especifica pode ser definida como a razdo entre a massa e o volume de
determinada quantidade de produto, incluindo os espagos intergranulares. A massa
especifica refere-se a massa de 100 L do produto, e a aplicacdo do seu conceito €
importante em comercializacdo, dimensionamento de silos, secadores, depositos e
sistemas de transportes, podendo também ser utilizado para determinar teores de
umidade e danos causados por insetos e pragas nos graos armazenados (CORREA;

SILVA, 2008), e representa de forma indireta caracteristicas de qualidade dos graos.
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Nenhum efeito negativo na qualidade e nas caracteristicas nutricionais do trigo,
milho e arroz foi verificado, quando submetidos a um tratamento com 50 mg kg de
o0zo6nio durante 30 dias (MENDEZ et al., 2003).

Rozado et al. (2008) avaliando a suscetibilidade dos adultos de S. zeamais e T.
castaneum e a qualidade fisioldgica dos grdos de milho submetidos ao tratamento
com ozobnio, em diferentes camadas da massa de graos, submetidos a uma atmosfera
modificada com 50 mg kg de ozbnio, constataram que os tratamentos com atmosfera
modificada com 0zénio e com ar atmosférico, ndo afetaram a qualidade fisioldgica dos

graos de milho.

3. MATERIAL E METODOS

Os gréos de feijao-fava (P. lunatus) foram adquiridos do Centro de
Abastecimento do Piaui - CEAPI de Teresina — PIl. Os grdos foram mantidos em
freezer sob temperatura de 10°C, por sete dias, para eliminacdo de eventuais
infestacBes de insetos provenientes do campo. Apds a retirada, os graos foram
mantidos 48 h sob temperatura ambiente com a finalidade de atingirem o equilibrio
higroscépico.

Analisou-se a caracterizacdo dos grdos antes de serem submetidos ao
tratamento com o gas ozbnio, os parametros avaliados foram: condutividade elétrica,
massa especifica aparente, percentual de germinacao, percentual de infestacdo e teor
de agua. Os bioensaios de toxicidade e taxa instantanea de crescimento, bem como
as analises de qualidade fisica e fisioldgica dos graos de feijao-fava foram realizadas
no Laboratorio de Agronomia do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia
do Maranhéo — IFMA/campus Codo, na cidade de Cod4-MA.

O teste de infestacdo foi realizado para determinar a porcentagem de gréos
danificados do lote utilizado no experimento de acordo com a metodologia adaptada
das Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009). Foi considerado danificado
por insetos 0s graos com ovo, larva, pupa, inseto adulto e os que continham orificios
de saida dos insetos. O teste foi realizado com 8 repeticdes de 25 gréos cada,
retirados ao acaso. Os graos foram examinados individualmente para observacéo de
orificios de saida de insetos. Os que estavam danificados foram registrados como
infestados e em seguida descartados. Os demais, aparentemente nao danificados por

insetos, foram imersos em agua por 24 horas, tempo suficiente para amolecer. Apés
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esse periodo foram cortados individualmente e registrado a quantidade dos que
apresentaram ovo, larva, pupa ou adulto no interior do grdo. Somou-se 0 himero de
graos perfurados de cada repeticdo quantificado anteriormente para obter o niumero
total de danificados. O resultado foi a média dos gréos danificados por insetos de

todas as repeticOes e expresso em porcentagem.

3.1 Criacéo de Zabrotes subfasciatus

Zabrotes subfasciatus foram multiplicados a partir de criagcdes preexistentes no
Laboratério de Entomologia do Departamento de Fitotecnia do Centro de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal do Piaui - UFPI. Os insetos foram acondicionados
em recipientes de plastico com volume de 1 L, fechados com tampa pléstica perfurada
e revestida internamente com tela tecido tipo organza para permitir as trocas gasosas.
Os insetos foram confinados para realizarem a oviposicdo até a mortalidade, em
seguida foram retirados com auxilio de uma peneira e descartados. Os recipientes
contendo os graos com ovos foram estocados até a emergéncia da geracao F1. Este
procedimento foi efetuado por sucessivas geracoes, a fim de garantir a quantidade de

adultos necessarios para a execucao dos experimentos.

3.3 Obtencéo do gés ozdnio e funcionamento do sistema de aplicacao

O o0z6nio foi obtido por meio de um gerador O&L3.0RM (Ozone & Life, Sao
José dos Campos, Brasil) (Figura 2B), utilizando como insumo gas oxigénio isento de
umidade obtido por meio de um concentrador de oxigénio EverFlo (PHILIPS
RESPIRONICS, Murrysville, PA 15668 EUA) (Figura 2A).
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Figura 2. Equipamentos utilizados na obtencdo do gas ozénio. A. Concentrador de
oxigénio; B. Gerador de oz6nio. Fonte Silva (2019).

O ozobnio é obtido quando o oxigénio passa pelo reator refrigerado, no qual
recebe uma descarga por barreira dielétrica (DBD); essa é produzida com a aplicacao
de uma alta voltagem entre dois eletrodos paralelos, entre estes dois tem-se um
dielétrico (vidro) e um espaco livre por onde passa o O2. No espaco livre formado,
ocorre a producao de uma descarga em forma de filamentos, no qual sdo gerados
elétrons com energia suficiente para produzir a quebra das moléculas de oxigénio,
essas moléculas se reorganizam formando o ozénio.

O gerador de 0z6nio possui duas saidas, uma por onde entra o ar atmosférico
obtido pelo concentrador de oxigénio e outra por onde sai 0 0z6nio gerado. O oz6nio
e 0 oxigénio (utilizado como controle) foram distribuidos uniformemente para a camara
de fumigacéo no qual foram acondicionados os graos e as gaiolas contendo graos e
insetos.

A concentracdo de ozdnio foi quantificada utilizando-se o método iodométrico,
por titulacdo indireta, conforme recomendado pela International Ozone Association
(IOA). Esse método, descrito por Clescerl et al. (2000), consiste no borbulhamento do
0z6nio em 50 mL de solucéo de iodeto de potassio (KI) a 5%, com producéo de lodo
(I2). Para garantir o deslocamento da reacdo para a producdo de Iz, foi necessério
acidificar o meio com 2,5 mL de acido sulftrico (H2SOa). A solugéo foi entdo titulada
com tiossulfato de sédio (Na2S203) 0,01 N, com uso de solugéo de amido a 1% como
indicador.
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3.2 Camara de fumigacao

Os graos foram ozonizados no interior de uma camara de fumigacao
confeccionado de PVC com 20 cm de diametro e 100 cm de altura. Foi colocada uma
tela metalica, a 10 cm de altura no interior da cdmara de fumigacéo, para sustentacéo
e formacdo de um plenum, para melhor distribuicdo do gas. Nas tampas inferior e
superior da camara, foram instaladas conexdes para injecdo e exaustdo do gas,
respectivamente. No interior de cada camara de fumigacéao foi utilizada uma massa
de 7,6 kg de graos de feijao-fava. A camara de fumigacao foi hermeticamente fechada
e selada com parafilme para evitar a fuga do gas durante a fumigacéao (Figura 3).

Gaiolas plasticas com 7,5 cm de diametro e 10,0 cm de altura, contendo 300 g
de feijao-fava foram infestadas com 50 insetos adultos ndo-sexados (0-48 h de idade).
Primeiro as gaiolas foram acondicionadas no interior da massa de graos na parte
superior (Figura 3A) e depois sobre o plenum (Figura 3B), sendo assim a toxicidade
determinada na camada superior e na camada basal da coluna de gréos. Esse
procedimento foi realizado em quatro repeti¢cdes, sendo cada gaiola correspondendo
a uma repeticdo, para cada tempo de exposicdo com o gas 0zOnio e oxigénio
(controle). As gaiolas foram confeccionadas com o fundo e a tampa em tecido do tipo
organza, para permitir a livre passagem do 0z6nio ou do oxigénio através da massa

de graos e impedir a fuga dos insetos.
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Figura 3. Esquematizacéo da aplicacao do gas ozonio e distribuicdo das gaiolas na
camara de fumigacdo (Adaptada de ROZADO, 2005). A. Camada superior; B.
Camada inferior.

3.4 Toxicidade de do ozbnio para Zabrotes subfasciatus

Foi determinada por meio de estimativas dos tempos de exposicéo letais para
50 e 95% dos insetos adultos (TLso € TLes). As curvas de tempo-resposta foram
estabelecidas mediante bioensaios com periodos crescentes de exposicdo ao gas
ozb6nio. Foram realizados testes preliminares para estimar os tempos de exposi¢ao
minimos e maximos a serem utilizados nos bioensaios, a partir dos quais foram
estabelecidos os intervalos de tempo. Foram utilizados quatro periodos de exposi¢cao
(6, 8, 10 e 15 h) na camada superior e cinco periodos de exposicao (1, 3,5, 7 e 10 h)
na camada basal. O ozbnio foi aplicado na concentracdo de 1,61 mg L* e fluxo
continuo de 2 L mint, conforme metodologia desenvolvida por Silva et al. (2016). O
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tratamento controle consistiu em grédos e insetos expostos ao gas oxigénio, nos
mesmos tempos e repeticdes usados para o tratamento com ozonio.

A avaliacdo da mortalidade foi realizada apd6s cada periodo de exposicao,
insetos que ndo conseguiam se mover eram considerados mortos. A mortalidade foi
expressa em porcentagem com base no numero de adultos mortos a partir do total

exposto.

3.6 Taxa instantanea de crescimento populacional (ri)

Foi determinada na camada superior da camara de fumigacéo. Para determinar
a taxa instantdnea de crescimento (ri), foram utilizados 50 insetos adultos, n&o-
sexados, com idade de até 48 horas, os quais foram mantidos em gaiolas plasticas
confeccionadas de PVC com 7,0 cm de diametro e 17 cm de altura, contendo 500 g
de graos de feijao-fava. As gaiolas foram distribuidas no interior da massa de graos
na parte superior. Os graos e os insetos foram expostos ao gas 0zonio e ao oxigénio
(controle) nos periodos de exposicdo correspondentes aos tempos-letais e subletais
gue foram obtidos no bioensaio de toxicidade da camada superior: TLo; TLio; TL3o;
TLso; TL7o e TLes. Foram utilizadas quatro repeticbes para cada tempo de exposicéo.
ApOs a exposicdo ao 0zOnio e ao oxigénio, a massa de graos de feijdo-fava contendo
os insetos foi retirada das gaiolas e transferida para recipientes de plasticos de 1 L
com tampa revestida de tecido de organza para permitir as trocas gasosas.

Os recipientes contendo os graos e insetos foram acondicionados em sala com
fotoperiodo de 12 horas, foi utilizado termohigrometro digital, onde registrou-se a
temperatura e umidade relativa média diaria de 30,5° + 2°C e 65 + 8 %,
respectivamente, sendo a leitura do termohigrometro realizada trés vezes ao dia
durante todo o periodo de armazenamento dos graos e insetos. A progénie adulta foi
contabilizada apos 35 dias de armazenamento. Para determinar a ri foi utilizada a
equacao de Walthal e Stark (1997): ri = In (N#/No)/At, sendo No 0 namero inicial de
individuos na populacéo e Nt 0 numero de individuos ao final do intervalo de tempo
At. O valor da ri positivo indica que houve crescimento populacional, a ri igual a zero
indica que a populacao esta estavel e a ri negativo indica declinio da populagéo até a

extingao.
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3.7 Avaliacédo da qualidade dos gréaos de feijdo-fava

A avaliacdo das caracteristicas qualitativas foi feita nos graos de feijdo-fava
utilizados nos bioensaios de taxa instantanea de crescimento, ap6s 35 dias de
armazenamento, no qual foram avaliados o teor de agua nos grédos, a massa

especifica aparente, a condutividade elétrica e o percentual de germinacéo.

3.7.1 Teor de agua

O teor de agua foi determinado pelo método-padrédo da estufa, de acordo com
a metodologia descrita pelas Regras para Anélise de Sementes (BRASIL, 2009) em
triplicata que sugerem a utilizacéo de estufa com circulacao forcada de ar a 1053 °C
durante 24 h, em amostras de 4,5+0,5 g (em relacdo ao diametro do recipiente) de

graos de feijdo-fava. As pesagens foram feitas em balanca analitica.

3.7.2 Massa especifica aparente

Massa especifica aparente pode ser definida como a razdo entre a massa e 0
volume de determinada quantidade de produto, incluindo os espacos intergranulares.
A massa especifica refere-se a massa de 100 L do produto. A determinacéo da massa
especifica foi realizada em balanca de precisdo, em recipiente de volume conhecido
para posterior calculo da massa especifica, adaptado da metodologia descrita pelas
Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009). Para esse procedimento, 0s graos
foram despejados em recipiente de vidro de 160 ML e pesados em seguida, sendo

realizado em quatro repeticoes.

3.7.3 Condutividade elétrica

No teste de condutividade elétrica foram realizadas trés repetices para cada
parcela do experimento, cada repeticdo contendo 50 graos, esses foram pesados em
balanca analitica com preciséo de 0,01 g e colocados em copos plasticos de 200 mL,
aos quais foram adicionados 125 mL de agua destilada. Foi colocado um copo
somente com agua destilada (controle) para utilizar no calculo. Apés, os copos foram
colocados em camara de germinacdo, em uma temperatura de 25 °C £+ 1 °C, por um
periodo de 24 h. Logo ap0s esse periodo, os copos foram retirados da camara para a
realizacdo das medi¢Bes da condutividade elétrica da solugdo contendo os gréos. As

leituras foram realizadas com um condutivimetro de bancada. Antes de realizar as
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leituras, o aparelho foi calibrado com uma solugcédo padrdo de cloreto de sodio, de
condutividade elétrica conhecida, a temperatura de 25 + 1 °C. O valor de
condutividade (US cm™) fornecido pelo aparelho foi entdo dividido pela massa em
gramas dos 50 graos, obtendo-se entdo o valor de condutividade elétrica expresso
com base na massa seca da amostra, em uS cmgl. Sendo portanto, a condutividade
elétrica da solugdo contendo os graos de feijdo-fava foi medida através do “Sistema
de Copo” ou “Condutividade de Massa” (VIEIRA; CARVALHO, 1994).

3.7.4 Germinacao

Para o teste de germinagéo foram utilizados 200 gréos de feijdo-fava divididos
em 4 repeticdbes de 50 grdos para cada parcela do experimento, os grados foram
selecionados de forma aleatdria. O teste foi realizado em papel-germitest que foi
pesado e previamente umedecido com agua destilada na proporcao de 2,5 vezes o
peso do papel. Os graos foram distribuidos em duas folhas e ap6s cobertos com mais
uma folha, os papéis foram embrulhados formando rolos, esses foram colocados
dentro de um saco plastico transparente, a fim de manter a umidade, e identificados.
Em seguida os rolos foram colocados na posicao vertical dentro de um germinador
em uma temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 h. A contagem inicial foi realizada
apos 5 dias da semeadura e a final apos 9 dias, os dados foram expressos em
porcentagem média de germinacdo, de acordo com a metodologia adaptada das
Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009).

3.8 Delineamento experimental e andlise estatistica

Os dados de toxicidade foram submetidos a analise de Probit, utilizando-se o
procedimento PROBIT do software SAS (SAS Institute, 2001), para gerar assim as
curvas de tempo-mortalidade. As Razfes de Toxidade (RT) foram calculadas atraves
da razéo entre o maior tempo letal e os demais tempos determinados.

O experimento de taxa instantanea de crescimento e analise de qualidade dos
graos de feijao-fava foi realizado em esquema de parcelas subdivididas, tendo nas
parcelas os tratamentos com gas (oxigénio e 0z6nio) e nas subparcelas os tempos de
exposi¢do (TLo; TLio; TLso; TLso; TL7o e TLes) em delineamento inteiramente
casualizado, com quatro repetigoes.

Os dados quantitativos foram analisados por meio de analise de variancia e de

regressao. Para o fator qualitativo, as médias foram comparadas, utilizando o teste de



33

Tukey a 5% de probabilidade. Independentemente da interagdo ser ou n&o
significativa, optou-se pelo desdobramento da mesma, devido ao interesse de estudo.

Para o fator quantitativo, o modelo foi escolhido baseado na significancia dos
coeficientes de regressao, utilizando-se o teste “t” a 10, 5 e 1% de probabilidade, no
coeficiente de determinacgédo (R?) e no fendmeno biolégico. Como néo foi possivel o
ajuste de modelos de regressao para o tratamento controle, optou-se em utilizar
analise de regressao somente para o tratamento com ozonio.

Na andlise de variancia foi utilizado o Software SAS (SAS Institute, 2001). Para
a obtencédo das equacdes de regressao, para a plotagem dos gréficos, foi utilizado o
Software SigmaPlot (SPSS, 2001).

Foi calculada a correlacdo linear de Pearson entre a taxa instantanea de
crescimento populacional e o teor de agua, massa especifica aparente, percentual de
germinacgdo e condutividade elétrica dos graos de feijdo-fava utilizando o Software
SAS o Software SAS (SAS Institute, 2002).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.; CAar.acterizac;éo dos gréos de feijdo-fava antes do tratamento com o0 0zénio e
oxigénio

Os graos de feijdo-fava antes do tratamento com o0 o0zbnio e oxigénio
apresentaram teor de agua de 8,59%, condutividade elétrica de 30,16, uS cm™ g+,
germinacdo de 98,5%, massa especifica aparente de 732,2 kg m=3 e baixo grau de
infestacdo por insetos (2%) (Tabela 1).

Advincula et al. (2015) avaliaram a qualidade fisica, fisiolégica e as
caracteristicas morfologicas de quatro variedades e trés lotes de sementes de feijao-
fava, obtendo teor de umidade das variedades e lotes estudados, variando de 8,97 a
10,68% e germinacao variando de 78,5 a 93%. O teor de umidade inicial dos gréos de
feijdo-fava encontrado neste estudo esta bem préximo aos valores encontrados por
esses autores. Ja a germinacao inicial dos gréos encontrado neste estudo foi 5,5%

superior.
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Tabela 1. Analises dos graos de feijao-fava antes do tratamento com gas ozénio e
oxigénio (controle)

Andlises Valor
Teor de agua (% b.u.) 8,59
Condutividade elétrica (uS cm™ g1) 30,16
Germinacéo (%) 98,5
Massa especifica aparente (kg m=) 732,2
Grau de infestacao (%) 2

E importante que o gréo seja mantido com baixo teor de agua, em torno de
13%, pois inibe o crescimento da maioria dos microrganismos e acaros; abaixo de
10% limita o desenvolvimento da maioria dos insetos-praga no armazenamento
(FARONI; SILVA, 2008). Diante do exposto, o teor de agua dos gréos deste estudo
estava dentro do recomendado para favorecer a preservagao da qualidade dos graos.

Nascimento et al. (2019) destacam que a condutividade elétrica do feijdo-fava
varia de acordo com diferentes cultivares, esses autores encontraram valores de 0,54;
0,62; 1,07; 15,1; 41,53; 31,91uS cm * g 1. A variedade Roxinha, que teve
condutividade elétrica de 31,91 uS cm 1 g %, foi a que teve condutividade elétrica mais
préxima da encontrada neste estudo, que teve condutividade de 30,16 uScm 1 g L.

Para as propriedades fisicas de graos de feijdo-fava rajada in natura foram
encontrados valores de massa especifica aparente de 0,439 g cm3 (439 kg m3) e
0,492 g cm (492 kg m) (SILVEIRA et al. 2019). Neste estudo foi observado valor
superior, sendo justificado pela diferenca de variedades.

O percentual de grdos de feijdo-fava infestados por insetos foi baixo.
Provavelmente isto se deve ao fato do baixo teor de agua dos graos. Uma vez que o
teor de agua menor que 10% b.u prejudica o desenvolvimento dos insetos-praga de
graos armazenados (FARONI; SILVA, 2008). Os insetos-praga de grédos armazenados
retiram dos produtos a umidade que necessitam para seus processos vitais. Devido a
isso o teor de umidade € considerado limitante para a sobrevivéncia do inseto
(FIELDS, 1992).

4.2 Toxicidade do gés ozbnio

Os periodos de exposicao para controlar 50% (TLso) dos insetos foram de 8,32
e 5,11 h, quando os insetos foram distribuidos na camada superior e camada basal
da camara de fumigacao, respectivamente. Para controlar 95% (TLes) dos insetos,

esses periodos de exposicao foram de 20,86 e 15,06 h (Tabela 2).
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A equacao tempo-mortalidade para as duas camadas em que 0s graos e
insetos foram expostos ao 0zdnio, apresentaram baixos valores de Qui-quadrado (#?)
(<3,00) e valores altos de P (>0,05), demonstrando que os dados observados ficaram
muito préximos dos dados estimados, o que indica que houve adequacdo dos dados
ao modelo de Probit para a estimativa das curvas de tempo-mortalidade.

Na camada inferior de grdos foram obtidos os menores TLso e TLos,
apresentando assim maior toxicidade, que foi significativamente diferente da camada

superior de acordo com seus intervalos de confianga.



Tabela 2. Toxicidade de 0z6nio (TLso € TLgs) para Zabrotes subfasciatus em gréos de feijao-fava.

36

Posicéo N GL Inclinagdo  TLso (95% IC) RTso TLos (95% IC) RTos r P
(x EP)
511 15,06
Base 1000 3 3,50+0,22 (4.80-5,43) 1,63 (13,23.17.72) 1,38 1,54 0,67
. 8,32 20,86
Superficie 800 2 4,12+0,35 (7.87-8,76) - (18,29-24.97) 2,46 0,29

EP = Erro padréo ; N = Numero de insetos; TL = Tempo letal; IC 95% = Intervalo de confianca a 95% de probabilidade; x2 = Qui-quadrado; P =
Probabilidade; RT= Razao de toxicidade.
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Os tempos necessarios para matar 50 e 95% dos insetos foram reduzidos com
a diminuicdo da distancia entre as gaiolas contendo os insetos e o ponto de injecao
de oz6nio. Nao foi observada sobreposicdo nos intervalos de confianca dos tempos
de exposicdo TLso e TLgs entre as duas camadas que os insetos foram distribuidos,
indicando que houve diferenca significativa. Para os grdos distribuidos na camada
basal a toxicidade do oz6nio foi 1,63 e 1,38 vezes maior, para a TLso e TLos,
respectivamnete, considerando-se a razado de toxicidade. As inclinacdes das curvas
de tempo-mortalidade variaram entre as camadas, sendo menor (3,50 + 0,22) para a
camada basal e maior (4,12 + 0,35) para a camada superior. Valores mais elevados
de inclinagdo da curva, indicam que pequenas variagcdes no tempo de exposicao

proporcionam grandes varia¢cdes na mortalidade (Tabela 2).

Para Rhyzopertha dominica o tempo de exposi¢do para a toxidade do 0z6nio
também se elevou & medida que as gaiolas contendo os insetos se distanciaram do
ponto de injecdo do gas. Assim, o0 menor tempo para mortalidade de 50% (TLso) e
95% (TLgs) ocorreu quando os insetos foram distribuidos na parte basal da camara de
fumigacao. Os valores de tempo letal para este inseto foram TLso de 8,69 h e TLgs de
11,28 h quando os insetos foram distribuidos no plenum, TLso de 13,08 e TLosde 18,11
h quando os insetos estavam na camada superficie. Este fato pode ser explicado pela
variacdo na concentracdo de gas ao longo da coluna de gréos, ja que a concentracao
de ozdnio na coluna de graos depende da resisténcia que o grao oferece a passagem
do gas. Quanto mais proximo ao ponto de injecdo do gas, maior a toxicidade (SILVA
et al., 2016). Isikber; Oztekin (2009) também observaram para Ephestia
kuehniella e Tribolium confusum que a toxicidade maior do ozénio ocorreu quando 0s
insetos estavam mais proximos ao ponto de injecao do gas.

Para manter concentracdes letais de 0z6nio para 0s insetos em toda a coluna
de grdos uma das medidas que pode ser tomada é a injecdo do 0z6nio em varios
pontos, afim de manter altas concentragdes de oz6nio por toda a camara de fumigacao
(HARDIN et al., 2010).

O ozbnio é altamente reativo e decai rapidamente quando entra em contato
com os graos (MCDONOUGH et al., 2011). A degradacéao do 0z6nio em oxigénio pode
levar a reducdo da mortalidade do inseto (PANDISELVAM et al., 2019). Isso pode
explicar o maior tempo necessario para ocasionar uma maior mortalidade na camada

superior, uma vez que 0 gas precisou percorrer a camada de graos até chegar nas
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gaiolas contendo os insetos, 0 que ndo ocorreu quando os insetos foram colocados
sobre o plenum.

O processo de aplicacdo do o0zbdnio nos grédos apresenta duas fases. Na
primeira fase, 0 0z6nio ao entrar em contato com os graos se degrada em oxigénio
muito r4pido, apos a saturagdo dos locais onde ocorre a degradacdo do gas, esse
comeca a fluir livremente pela massa de grdos com pouca degradacdo e
movimentacao mais lenta, sendo caracterizado como a segunda fase (KELLS et al.,
2001).

Estudo realizado para testar o efeito inseticida do 0z6nio no controle de C.
maculatus, comprovaram que a mortalidade para as diferentes fases aumentou com
0 aumento da concentracao e tempo de exposicdo. Sendo assim, 0 0z6nio se destaca
como uma alternativa atraente aos fumigantes sintéticos para controle de C.
maculatus (PANDISELVAM et al., 2019).

No primeiro momento o0 o0zOnio age sobre a membrana celular dos
microrganismos, provocando a oxidacéao de glicolipidios, glicoproteinas e aminoacidos
na parede celular, alterando a permeabilidade da membrana e provocando rapida lise
celular. O ozbnio também atua nos grupos sulfidrila nas enzimas, desativando
algumas atividades das enzimas celulares. Tem também acao sobre material nuclear
dos microrganismos, alterando as bases de acidos nucléicos, purina e a pirimidina. A
decomposicdo do o0zbnio pode resultar na formacgéo de radicais intermediarios OH,
Oz2-, HO2, que assim como o Os pode provocar estresse oxidativo (SERRAZANETTI
et al., 2009; SILVA et al., 2011; TIWARI et al., 2009).

Para manter a suscetibilidade dos insetos ao 0z6nio € necessario adotar
medidas de manejo integrado, utilizando 0 0z6nio na concentragdo correta e aplicando
de forma alternada com outros inseticidas, afim de evitar que os insetos apresentem

resisténcia ao gas.

4.3 Taxa instantanea de crescimento populacional (ri)

Um fator que é influenciado pelo 0zb6nio é a taxa instantanea de crescimento
populacional (ri) dos insetos, que mede a capacidade de uma populagdo para
aumentar exponencialmente ao longo do tempo (HALL, 1964). Para o calculo da ri &
utilizado a quantidade inicial e final da populacdo de insetos, em um determinado
periodo de tempo. Sendo um modelo de facil utilizagdo, do ponto de vista
experimental, pois apresenta resultado rapido (WALTHALL; STARK, 1997).
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Os graos de feijao-fava foram expostos ao gas ozonio por 0; 4, 07; 6, 21; 8, 32;
11, 15 e 20, 86 h que corresponde aos tempos letais TLo, TLio, TL3o, TLso, TL70 € TLos,

respectivamente, obtidos no teste de toxicidade na camada superior dos graos.

A taxa instantanea de crescimento (r) de Z. subfasciatus foi influenciada
significativamente pelos tratamentos com o gas o0z6nio e tratamento controle
(F16=486,8169; P<0,01). Também houve variacéo significativa da ri entre os periodos
de exposicdo ao ozodnio (F>30=19,3655; P<0,01). Constatou-se interacdo significativa
na ri entre os tipos de gases utilizados (0zénio e oxigénio) e periodos de exposicado
(F530=49,4857; P<0,01).

Observou-se diferenca significativa na taxa instantanea de crescimento de Z.
subfasciatus entre os tratamentos com o gas ozénio e o tratamento controle, para
todos os periodos de exposicdo, exceto para o tempo zero. Em geral, o tratamento
controle apresentou valores médios de ri estatisticamente superior, em relagdo ao
tratamento com o gas oz6nio (Figura 4A).

A ri de Z. subfasciatus expostos ao ozbénio, nos diferentes periodos de
exposicdo ajustou-se a curva de regressao quadratica (Figura 4B). A taxa instantanea
de crescimento de Z. subfasciatus decresceu a medida que se elevou o periodo de
exposi¢cdo dos graos de feijdo-fava ao gas ozonio. A ri de Z. subfasciatus reduziu de
0,077 para 0,002, no tratamento com 0zonio, obtendo-se um percentual de reducao
de 97,4% em relacdo ao TLo. Em relagdo ao tratamento controle, ndo foi possivel o
ajuste de modelo de regresséo, pois nesse tratamento a ri variou de 0,07 a 0,08, nos
diferentes periodos de exposicdo. Para 0zonio e oxigénio em todos os tempos de
exposicao houve ri positiva, indicando que houve aumento da populacdo de Z.
subfasciatus. No entanto, é possivel observar que houve uma diminuicdo da ri a
medida que se aumentou o tempo de exposi¢cdo ao 0zonio, sendo a menor ri obtida
nos maiores tempos de exposicdo. Na derivagcdo da equacdo de regressédo foi
encontrado ponto médio 17,16 h, o qual € o tempo minimo necessario para provocar

maxima reducao da taxa instantdnea de crescimento (Figura 4B).
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Figura 4. Taxa instantdnea de crescimento (Média + EP) de Zabrotes subfasciatus
em gréaos de feijdo-fava expostos ao gas ozbnio e gas oxigénio (controle), em
diferentes periodos de exposi¢cao. Médias seguidas com a mesma, para cada periodo
de exposicdo, ndo diferem entre si pelo teste Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade
(A). *Significativo a 5%, ** significativo a 1% de probabilidade pelo teste t. R2
(coeficiente de determinagéo) (B).

A taxa instantanea de crescimento de R. dominica foi influenciada
significativamente, quando os insetos foram submetidos ao o0zénio em uma
concentragdo de 1,61 mg Lt em gréos de trigo, apés 60 dias de armazenamento, com
excecdo do TLio, que foi estatisticamente igual ao controle. A ri de R.
dominica decresceu a medida que aumentou o tempo de exposicado dos graos de trigo
ao gas ozobnio, entretanto o ar atmosférico, utilizado como controle, ndo afetou a ri
de R. dominica em nenhum dos periodos de exposicdo (SILVA et al.,, 2016).

Corroborando assim com os resultados encontrados neste estudo.
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Um dos fatores que podem influenciar a toxicidade do ozonio sobre os insetos
€ o tempo de exposicdo (PANDISELVAM et al., 2019). Varios estudos concluem que
a medida que se eleva o periodo de exposicdo ocorre aumento na mortalidade dos
insetos (PANDISELVAM et al., 2019; SILVA et al., 2016) e por consequéncia ocorre
uma diminuicdo na sua taxa instantanea de crescimento populacional. Neste estudo,
0S maiores tempos letais ocasionaram uma maior mortalidade dos insetos,
provocando uma diminui¢do na ri.

Este estudo indica que a mortalidade parental de Z. subfasciatus esté
diretamente relacionada a diminuicéo da producao de progénie, uma vez que quando
0s insetos foram expostos ao TLes, houve uma maior mortalidade, causando efeitos
adversos ao crescimento populacional, o que ocasionou uma menor ri quando o0s
insetos foram expostos a esse tempo letal.

O ozbnio suprimiu efetivamente a producédo de progénie adulta de Tribolium
castaneum (Herbst), Oryzaephilus surinamensis (Linnaeus), Sitophilus zeamais
Motschulsky e Sitophilus oryzae (Linnaeus), havendo uma reducao na populagdo em
funcdo do tempo de exposicdo ao 0zonio. Sendo este gas um fumigante alternativo
viavel para o controle dessas quatros espécies de pragas resistentes a fosfina (E et
al., 2017).

Observou-se que os tempos subletais utilizados no bioensaio de ri, mesmo nao
provocando alta mortalidade dos insetos, afetou seu crescimento populacional,
podendo este efeito ser ocasionado pelo o0zo6nio prejudicando a reproducdo e
desenvolvimento dos insetos. A utilizacdo de tempos curtos representa um ganho
econdmico, uma vez que havera um menor tempo de exposi¢do, por consequéncia
reducdo dos custos de aplicacdo da tecnologia. E ainda, diminui os riscos de
problemas futuros de resisténcia.

Para se ter sucesso no controle de pragas de graos armazenados € necessario
a adocao de diferentes métodos que é uma pratica fundamental para evitar a
resisténcia de insetos a um Unico método de controle. Devido aos problemas de
insetos resistentes a inseticidas, que € crescente no pais, torna-se necessario a
utilizacdo de métodos integrados e nédo apenas o quimico (LORINI et al., 2015).

O efeito observado no crescimento populacional de Z. subfasciatus € de grande
importadncia para a integragdo a programas de manejo de pragas de graos
armazenados, ja que os tempos subletais podem ser uma técnica de grande utilidade

para integrar o uso de controle quimico e atmosferas modificadas. Os tempos
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subletais podem reduzir a popula¢édo de insetos a niveis em que seja utilizado uma
quantidade menor de produtos quimicos, e assim reduzir a aplicagdo quase que
exclusiva de fosfina que é usada no controle curativo.

A utilizacdo da integracdo de métodos possiveis de serem realizados durante
0 armazenamento e um monitoramento adequado, os quais, integrados a medidas
preventivas e curativas de controle de pragas, permitirdo que 0s gréos sejam
armazenados isentos de insetos, evitandos a perdas quantitativas e qualitativas
(LORINI et al., 2015).

Na avaliacdo da toxicidade de ozbnio a 16 populacdes de T. castaneum, 11
populacdes de R. dominica (F.) e nove populacbes de Oryzaephilus surinamensis
(Linnaeus, 1758) (Coleoptera: Silvanidae) recolhidas a partir de seis regifes do Brasil,
sendo que essas populacbes também foram usadas para comprovar se existe
resisténcia cruzada ao ozonio e fosfina. Concluiram que todas as populacdes foram
sensiveis ao 0zOnio e que ndo havia resisténcia cruzada aos dois gases 0zonio e
fosfina (SOUSA et al., 2008). Isto implica na possibilidade da utilizacdo do ozdnio
integrado com a fosfina.

Os resultados deste estudo indicam que o 0zdnio podera tornar-se uma
alternativa ao uso de produtos quimicos, ja que este gas apresentou toxicidade a Z.
subfasciatus em graos de feijao-fava e influenciou a taxa instantanea de crescimento

populacional.
4.4 Avaliacao da qualidade dos gréos de feijao- fava

Para todos os parametros avaliados, quando foi analisado o fator quantitativo,
nao foi possivel ajustar modelo de regressdo para 0 tratamento com oxigénio,

mostrando que o oxigénio ndo apresentou influéncia no parametros avaliados.

4.4.1 Teor de agua

Observa-se que houve diferenca significativa do teor de agua entre os graos
submetidos ao ozénio e controle (P<0,05), apds 35 dias de armazenamento, exceto
para os periodos 0 h e 6,21 h. O teor de agua no tratamento controle apresentou
valores médios estatisticamente superiores para todos os periodos de exposicao,
exceto para o periodo de exposicao 6,21 h, em relacdo ao tratamento com o gas

0zo6nio. O periodo de exposicdo ao 0zonio de 4,70 h apresentou o maior valor médio
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de teor de &gua (11,90 % b.u), j& no tratamento controle o periodo de 8,32 h
apresentou o maior valor médio de teor de agua (12,31 % b.u) (Figura 5A).
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Figura 5. Teor de 4gua (Média + EP) dos graos de feijdo-fava expostos ao gas ozonio
e gas oxigénio (controle), em diferentes periodos de exposicdo. Médias seguidas com
a mesma, para cada periodo de exposi¢do, ndo diferem entre si pelo teste Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade (A). ** significativo a 1% de probabilidade pelo teste t.
R? (coeficiente de determinacéo) (B).

O teor de 4gua dos graos de feijdo-fava expostos ao 0z6nio, nos diferentes
periodos de exposi¢cdo ajustou-se a curva de regressao quadratica. O teor de agua
decresceu a medida que se elevou o periodo de exposicdo dos graos de feijao-fava
ao gas ozonio, reduzindo de 11,90 (% b.u) para 10,38 (% b.u). Na derivacdo da
equacao de regressao foi encontrado ponto médio 15,9 h, o qual € o tempo minimo
necessario para maxima reducdo do teor de agua dos grédos (Figura 5B). No
tratamento controle o teor de agua variou de 11,22 a 12,31 (% b.u), nos diferentes
periodos de exposicao (Figura 5B).

Observou-se correlagéo significativa e positiva entre a taxa instantanea de

crescimento (r) e o teor de agua dos graos de feijdo-fava expostos ao 0zonio,
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mostrando que houve um aumento no teor de agua com o aumento da ri de Z.
subfasciatus. Para o tratamento controle foi observada correlacdo positiva e néo

significativa entre a ri e o teor de agua dos graos de feijao-fava (Tabela 3).



Tabela 3. Estimativa dos coeficientes de correlacdo linear de Pearson entre a taxa instantanea de crescimento de Zabrotes
subfasciatus e o teor de agua, massa especifica, percentual de germinacéo e condutividade elétrica dos gréaos de feijao-fava
expostos aos tratamentos com gas 0z6nio ou oxigénio (controle).

. Controle Ozobnio
Correlacbes

Taxa instantanea de crescimento
X 24 0,363"s 24 0,885**

Teor de agua

Taxa instantanea de crescimento
X 24 0,334ns 24 -0,838**

Massa especifica

Taxa instantanea de crescimento
X 24 0,650** 24 -0,795**
Percentual de germinacao

Taxa instantanea de crescimento
X 24 0,701** 24 0,881**

Condutividade elétrica

n=NuUmero de amostra; r = Coeficiente de correlagdo; ns ndo significativo e ** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
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O teor de umidade é considerado o fator mais importante que atua no processo
de deterioracdo de grdos armazenados. Mantendo-se este em niveis baixos, 0s
demais terdo seus efeitos gradualmente diminuidos: menor ataque de microrganismos
e diminuicdo da respiracdo dos graos (SILVA et al., 2008).

Os resultados do teor de agua dos graos de milhos expostos ao ozénio e ar
atmosférico, mostraram uma relagdo com o grau de infestacdo por insetos. Observou-
se que, quanto maior o percentual de graos infestados, maior foi o teor de agua dos
graos (PEREIRA et al., 2007). Resultados semelhantes foram encontrados neste
estudo, observando-se que quanto maior a ri maior foi o teor de agua nos graos.

Houve uma correlacdo positiva significativa entre a taxa de crescimento
instantaneo e o teor de umidade dos gréaos de trigo expostos ao 0z6énio, ou seja, o teor
de umidade dos gréos de trigo aumentou com o aumento da taxa de crescimento
instantaneo de R. dominica (SILVA et al., 2016). Corroborando com os resultados
deste estudo.

O teor de umidade dos graos de milho armazenados e infestados com S.
zeamais foi aumentado devido a ocorréncia de maiores taxas de crescimento
populacional do inseto, devido ao metabolismo do inseto € produzido H20, o que induz
0 aumento no teor de umidade dos graos (ALVES et al., 2008). Esse inseto € praga
primaria de milho e outros graos, tendo a capacidade de romper um gréo intacto,
danificando seu tegumento. Quando o tegumento € danificado, o grdo acelera seu
metabolismo, aumentando a taxa respiratoria. A respiracdo ocorre quando o0 oxigénio
se difunde livremente para o tecido que esta respirando, sendo tanto mais rapida
quanto menor for a restricdo das membranas a troca de gases (ALVES et al., 2008).
Isso pode explicar a correlacdo significativa e positiva da ri com o teor de 4gua dos
graos de feijao-fava neste estudo, pois Z. subfasciatus também é classificado com
praga primaria, que assim como S. zeamais tem a capacidade de romper o tegumento

dos gréos, consequentemente aumentando a respiracao dos graos e teor de agua.

4.4.2 Percentual de Germinacéo

Observou-se que houve diferenca significativa (P < 0,05) da germinacao entre
0s graos submetidos ao 0zénio e controle nos periodos de 8,32 h, 11,15 h e 20,86 h,
ja para os periodos 0 h, 4,70 h e 6,21 h nado foi observado diferenca significativa (P
>0,05) (Figura 6A).
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Figura 6. Percentual de germinacéo (Média + EP) dos graos de feijdo-fava expostos
ao gas ozobnio e gas oxigénio (controle), em diferentes periodos de exposicdo. Médias
seguidas com a mesma, para cada periodo de exposicdo, ndo diferem entre si pelo
teste Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade (A). *Significativo a 5%, ** significativo a
1% de probabilidade pelo teste t. R? (coeficiente de determinacéo) (B).

A germinacao dos grédos de feijdo-fava expostos ao 0zbnio, nos diferentes
periodos de exposicéo ajustou-se a curva de regressao quadratica. O percentual de
germinacdo aumentou a medida que se elevou o periodo de exposi¢cdo, aumentando
de 67% para 93%. No tratamento controle a germinacao variou de 54% a 85% (Figura
6B). O maior periodo de exposicdo ao 0z6nio ocasionou uma menor infestacdo de
insetos, o que explica 0 maior percentual de germinacdo no maior tempo de
exposicdo, ja que nesse houve uma menor infestacdo e por consequéncia menor

consumo dos gréos pelos insetos. Na derivacdo da equacdo de regressdo foi
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encontrado ponto médio 15, 49 h, o qual é o tempo minimo necessario para provocar
minima reducdo da germinacgao dos graos (Figura 6B).

Observou-se correlacdo significativa e negativa entre a taxa instantanea de
crescimento e a germinacao dos graos de feijao-fava expostos ao 0zénio, mostrando
gue houve uma diminuicdo da germinacdo com o aumento da ri de Z. subfasciatus.
Para o tratamento controle também foi observada correlacdo negativa e significativa
entre a ri e a germinacao dos graos de feijdo-fava (Tabela 3).

Em estudo com R. dominica em graos de trigo, foi observado que a
porcentagem de germinagéo dos graos de trigo foi negativamente correlacionada com
a taxa de crescimento instantdneo do inseto. A correlagdo entre a porcentagem de
germinacao dos graos de trigo expostos ao 0zonio e a ri de R. dominica foi significativa
e negativa, indicando que a germinacdo dos graos de trigo diminui com a crescente
infestacdo de R. dominica (SILVA et al.,, 2016). No presente estudo também foi
observado uma diminuicdo da germinagcdo com o aumento da ri.

A larva ao se alimentar no interior dos graos, acaba consumindo o endosperma
e 0 embrido dos graos, o que resulta em reducéo da germinacéo (LAZZARI; LAZZARI,
2009). Isso pode explicar a diminuicdo da germinagcdo com o aumento da ri, uma vez
que quando maior a quantidade de insetos, maior sera o consumo dos graos e 0S

danos nos tecidos que s&o essenciais no processo de germinagao.

4.4.3 Condutividade elétrica

Observa-se que houve diferenca significativa da condutividade elétrica da
solucéo contendo os graos submetidos ao ozénio e controle (P < 0,05), o tratamento
controle apresentou valores médios superiores para todos os periodos de exposicao,
em relacdo ao tratamento com 0zo6nio, exceto para o periodo 0 h e 6,21 h, que foram
estatisticamente iguais (P > 0,05) (Figura 7A).
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Figura 7. Condutividade elétrica uS cm™ g (Média + EP) dos gréos de feijao-fava
expostos ao gas ozbnio e gas oxigénio (controle), em diferentes periodos de
exposicao. Médias seguidas com a mesma, para cada periodo de exposi¢cao, nao
diferem entre si pelo teste Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade (A). *Significativo a
5% de probabilidade pelo teste t. R? (coeficiente de determinacéo) (B).

A condutividade elétrica da solucdo contendo os gréos de feijdo-fava expostos
ao ozonio, nos diferentes periodos de exposicdo ajustou-se a curva de regressao
quadratica. A condutividade diminuiu & medida que se elevou o periodo de exposi¢ao.
Observou-se que a condutividade decresceu de 51,88 uS cm g* para 32,47 uS cm-
1 g1. No tratamento controle a condutividade elétrica da solugdo variou de 36,76 uS
cm? gt a 58,34 uS cm* g, nos diferentes periodos de exposicéo (Figura 7B). Na
derivacéo da equacdo de regresséao foi encontrado ponto médio 14,59 h, o qual é o

tempo minimo necessario para maxima reducao da condutividade elétrica (Figura 7B).
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Observou-se correlagéo significativa e positiva entre a taxa instantanea de
crescimento e a condutividade da solugéo contendo os graos de feijao-fava expostos
ao ozonio, mostrando que houve um aumento da condutividade com o aumento da ri
de Z. subfasciatus. Para o tratamento controle também foi observada correlacéo
positiva e significativa entre a rie a condutividade elétrica da solu¢do contendo os
graos de feijdo-fava (Tabela 3).

Os resultados condutividade elétrica da solucdo contendo os graos de milho
expostos ao 0zonio e ar atmosférico, mostraram uma relacdo com o grau de infestacéo
por insetos. Observou-se que, quanto maior o percentual de graos infestados, maior
foi a condutividade elétrica da solucdo contendo os gréos de milho (PEREIRA et al.,
2007).

Foi observada uma relacédo da condutividade elétrica da solu¢do contendo os
graos de trigo com o grau de infestacdo de R. dominica, quando os graos foram
expostos ao ar atmosférico e quando exposto ao 0zénio no periodo de exposicéo de
10,11 h, observou-se alta condutividade elétrica e alta taxa taxa instantadnea de
crescimento de R. dominica, apos 60 dias de armazenamento (SILVA et al., 2016).
Esse comportamento também foi observado no presente estudo.

O teste de condutividade elétrica € um dos mais empregados na avaliacdo da
qualidade fisiologica de sementes. O valor da condutividade elétrica esta diretamente
ligado com a integridade das membranas celulares, uma vez que é funcédo da
guantidade de lixiviados da solucdo de embebicdo das sementes. Assim, baixos
valores de condutividade (baixa lixiviagdo) indicam que as sementes apresentam alta
qualidade, enquanto valores elevados estdo relacionados a sementes de qualidade
inferior (VIERA; CARVALHO, 1994; WOODSTOCK, 1973). Isso pode explicar o
comportamento da condutividade elétrica encontrada neste estudo, uma vez que
quanto maior a quantidade de insetos, maior serd os danos no tegumento e
membranas dos graos, sendo maior a quantidade de lixiviados na solucao, indicando

uma maior deterioracao dos graos.

4.4.4 Massa especifica aparente

Para a variavel massa especifica aparente, observa-se que houve diferenca
significativa (P<0,05) entre os grdos submetidos ao 0z6nio e controle, exceto no
periodo de 0 h (P >0,05) (Figura 8A).
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Figura 8. Massa especifica aparente kg m=2 (Média + EP) dos graos de feijdo-fava
expostos ao gas ozbnio e gas oxigénio (controle), em diferentes periodos de
exposicao. Médias seguidas com a mesma, para cada periodo de exposi¢cado, nao
diferem entre si pelo teste Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade (A). *Significativo a
5%, ** significativo a 1% de probabilidade pelo teste t. R? (coeficiente de
determinacao) (B).

A da massa especifica aparente dos graos de feijao-fava expostos ao 0zonio
nos diferentes periodos de exposi¢cao ajustou-se a curva de regressao quadratica. A
massa especifica aparente aumentou a medida que se elevou o periodo de exposi¢ao
ao ozonio, aumentando de 732,44 kg m= para 738,51 kg m3. No tratamento controle
a massa variou de 696,75 kg m= a 707, 84 kg m=3. (Figura 8B). Na derivacdo da
equacao de regressao foi encontrado ponto médio 14,21 h, o qual € o tempo minimo

necessario para minima reducéo da massa especifica aparente (Figura 8B).
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Observou-se correlacdo significativa e negativa entre a taxa instantanea de
crescimento e a massa especifica aparente dos graos de feijdo-fava expostos ao
o0zo6nio, mostrando que houve uma diminuicdo da massa especifica aparente com o
aumento da ri de Z. subfasciatus. Para o tratamento controle foi observada correlacéo
negativa e nao significativa entre a ri e a massa especifica aparente dos graos de
feijdo-fava (Tabela 3).

Pereira et al. (2007) observaram que durante o processo de fumigacédo com o
oz6nio e com o ar atmosférico, a massa especifica aparente dos graos de milho,
diminuiu ao longo do armazenamento proporcionalmente ao aumento do grau de
infestacdo. Os autores destacam que a reducdo da massa especifica durante o
armazenamento foi causada pelo aumento da infestacdo por insetos e pelo aumento
do teor de agua dos graos.

A correlacao entre ri e a massa especifica de R. dominica foi significativa e
negativa, mostrando que a massa especifica dos graos de trigo diminuiu quando a
infestagdo por R. dominica aumentou (SILVA et al., 2016). Corroborando com os
resultados encontrados neste estudo.

Zabrotes subfasciatus é classificado como praga primaria interna e alimenta-se
do conteudo interno dos grédos, o que causa reducdo do seu peso, causando uma
diminuicdo também da massa especifica aparente (LAZZARI; LAZZARI, 2009). Isso
pode explicar a diminuicdo da massa especifica com 0 aumento da ri, pois uma maior
guantidade de insetos provocou maior consumo dos gréaos, diminuindo seu peso e
massa especifica.

Nenhum efeito negativo na qualidade e nas caracteristicas nutricionais do trigo,
milho e arroz foi verificado, quando submetidos a um tratamento com 50 mg kg de
oz6nio durante 30 dias (MENDEZ et al., 2003).

Quando foi avaliado a suscetibilidade dos adultos de S. zeamais e T.
castaneum a qualidade fisiologica dos gréos de milho submetidos ao tratamento com
ozobnio, em diferentes camadas da massa de graos, submetidos a uma atmosfera
modificada com 50 mg kg! de ozo6nio, foi constatado que os tratamentos com
atmosfera modificada com 0z6nio e com ar atmosférico, ndo afetaram a qualidade
fisiol6gica dos graos de milho (ROZADO et al., 2008).
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5 CONCLUSAO

O ozobnio apresentou toxicidade sobre Zabrotes subfasciatus em graos de
feijdo-fava e influenciou a taxa instantanea de crescimento populacional destes
insetos, reduzindo sua populacdo. N&o foi observada reducdo na qualidade fisica e
fisiolégicas dos graos de feijdo-fava expostos ao o0zbnio, apdés 35 dias de
armazenamento. Portanto, o 0zonio apresenta potencial para ser utilizado no controle

de Z. subfasciatus em gréos armazenados.
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