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RESUMO

SILVA, Vivian Gabriela Ferreira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2025. Oz6nio gasoso no controle de ovos de Sitophilus zeamais e na qualidade
de sementes de milho durante o armazenamento. Orientador: Ernandes
Rodrigues de Alencar. Coorientadores: Marcus Vinicius de Assis Silva e Leda Rita
Dantonino Faroni.

As sementes de milho no ambiente de armazenagem encontram-se sujeitas ao
ataque e desenvolvimento de insetos-pragas. Com isso, faz-se necessaria a adogao
de técnicas para controle de insetos em todos os estagios de desenvolvimento,
viabilizando a redugdo dos danos causados ao lote de sementes. Dessarte, os
objetivos do presente estudo foram (i) determinar o efeito do 0zénio no controle de
ovos de Sitophilus zeamais em sementes de milho e (ii) avaliar os possiveis efeitos
na qualidade fisiolégica, ap6s a ozonizacdo e durante o armazenamento. Na
ozonizagdo das sementes, adotou-se a concentragdo de entrada de 2 mg L' e
vazdo de 2,0 m3 min' t'. Utilizaram-se amostras de 2,0 kg de sementes de milho.
Adicionadas amostras de15 g de sementes contendo ovos de S. zeamais no
protétipo. O tempo de saturacao e a concentracdo da saturacao foi de 32,2 mine 1,5
mg L', respectivamente, com relacdo entre a concentragdo de saturacdo e a
concentragao de entrada do ozénio foi de 0,76. Foram entdo avaliados: o controle de
ovos nas sementes infestadas e a qualidade das sementes. Os insetos emergidos
foram avaliados, ap6s 30 dias até 50 dias, com contagem realizadas de 5 em 5 dias,
até completar o ciclo. Assim também foram feitas avaliacoes periddicas na qualidade
das sementes apos os dias de armazenamento (0, 45, 90, 135 e 180 dias). O gas
ozbnio foi eficiente no controle de ovos de S. zeamais, nas sementes ozonizadas por
24 h. Nas sementes ndo ozonizadas, verificou-se a emergéncia de 11,5+6,8 insetos
adultos, e nas sementes ozonizadas por tempo igual ou superior a 6 h, os valores
médios foram iguais ou inferiores a 0,5 insetos emergidos. No que se refere a
variavel germinacdo, quando se analisou o efeito do tempo de ozonizagcdo e do
periodo de armazenamento separadamente, ndo houve alteracdo expressiva na
analise de regressdo. Resultados semelhantes foram obtidos para tempo médio de
germinacdo e velocidade média de germinacdo, quando se analisou o efeito do
periodo de armazenamento separadamente. O percentual de germinagao
permaneceu superior a 85,0%, em todos os tratamentos e durante o
armazenamento. No que se refere a condutividade elétrica, observou-se aumento a
medida que se elevou o tempo de ozonizagao e o periodo de armazenamento. Tem-
se que para os tratamentos controle (0 h) e aquele referente a 24 h de



ozonizagao, os valores estimados de condutividade elétrica foram 19,1 € 21,9 uS cmr
1 g, respectivamente. Todavia, quando se analisaram as varidveis comprimento da
raiz, comprimento da parte aérea e comprimento de plantulas, apesar de ter sido
verificado diferenga significativa em decorréncia da interagdo entre o tempo de
ozonizagdo e o periodo de armazenamento, os coeficientes das equacbes de
regressao nao foram significativos. Por conseguinte, concluiu-se que: (i) tratamento
com o0z6nio na concentragédo de entrada 2,0 mg L' e vazéo especifica de ar de 2,0
m3 min"' t foi capaz de controlar ovos de Sitophilus zeamais; (ii) O ozonio foi capaz
de reduzir a emergéncia dos insetos a partir dos tempos de exposicao intermediarios
de 6, 12 e 18 h de exposicao;(iii) dentre os tempos de ozonizagdo testados, o de 24
h é o mais adequado para controle de ovos de S. zeamais; (iv) E, condicoes
semelhantes as adotadas no presente estudo, o o0zbénio ndo altera a qualidade
fisiologica de sementes de milho imediatamente depois do tratamento e durante o
armazenamento.

Palavras-chave: Ozonizag&o, gorgulho-do-milho, germinagéo, vigor.



ABSTRACT

SILVA, Vivian Gabriela Ferreira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2025. Gaseous ozone in the control of Sitophilus zeamais eggs and in the
quality of corn seeds during storage. Adviser: Ernandes Rodrigues de Alencar.
Co-advisers: Marcus Vinicius de Assis Silva and Leda Rita Dantonino Faroni.

Corn seeds in the storage environment contain substances that are susceptible to
attack and development by insect pests. Therefore, it is necessary to adopt
techniques to control insects at all stages of development, making it possible to
reduce the damage caused to the seed batch. Therefore, the objectives of the
present study were (i) to determine the effect of ozone on the control of Sitophilus
zeamais eggs in corn seeds and (ii) to evaluate the possible effects on physiological
quality, after ozonation and during storage. In seed ozonation, the input concentration
was updated to 2 mg L' and flow rate to 2,0 m3 min' t'. Samples of 2.0 kg of corn
seeds were used. Samples of 15 g of seeds containing S. zeamais eggs were added
to the prototype. The saturation time and saturation concentration were 32.2 min and
1.5 mg L, respectively, with a ratio between the saturation concentration and the
ozone input concentration of 0.76. The following were then evaluated: egg control in
infested seeds and seed quality. The emerged insects were evaluated after 30 to 50
days, with counts performed every 5 days, until the cycle was complete. Periodic
evaluations of seed quality were also made after the days of storage (0, 45, 90, 135
and 180 days). Ozone gas was efficient in controlling S. zeamais eggs in seeds
ozonated for 24 h. In non-ozonated seeds, 11.5+6.8 adult insects emerged, and in
seeds ozonated for a period equal to or greater than 6 h, the average values were
equal to or less than 0,5 insects emerged. With regard to the germination variable,
when the effect of ozonation time and storage period was analyzed separately, there
was no significant change in the regression analysis. Similar results were obtained
for average germination time and average germination speed, when the effect of
storage period was analyzed separately. The germination percentage remained
above 85,0% in all treatments and during storage. Regarding electrical conductivity,
an increase was observe as the ozonation time and storage period increased. For the
control treatments (0 h) and the one referring to 24 h of ozonation, the estimated
electrical conductivity values were 19,1 and 21,9 uS cm™ g, respectively. However,
when the variables root length, shoot length and seedling length were analyzed,
despite a significant difference being found due to the interaction between ozonation
time and storage period, the coefficients of the regression equations were not
significant. Therefore, it was concluded



that: (i) ozone treatment at an inlet concentration of 2.0 mg L' and a specific air flow
rate of 2.0 m3 min-1 t-1 was able to control Sitophilus zeamais eggs; (ii) ozone was
able to reduce insect emergence from intermediate exposure times of 6, 12 and 18 h
of exposure; (iii) among the ozonation times tested, 24 h is the most suitable for
controlling S. zeamais eggs; (iv) And, under conditions similar to those adopted in the
present study, ozone does not alter the physiological quality of corn seeds
immediately after treatment and during storage.

Keywords: Ozonation, corn weevil, germination, vigor.
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1. INTRODUGAO

O milho é uma das culturas agricolas mais importantes do mundo,
desempenhando um papel crucial na produgao de alimentos, racdo animal e produtos
industriais. Tem-se ainda que o millho é a principal fonte de amido, respondendo por
cerca de 85% da produgéao global desse carboidrato (Zhang et al., 2021). A utilizag&o
de grados de milho permite a fabricagcdo de uma ampla gama de produtos, incluindo
farinhas, dleos, bebidas, combustiveis, alcool industrial, adogantes e outros (Contini
et al., 2019; Ranum et al., 2014).

No Brasil, o milho é cultivado em todas as regides por pequenos e grandes
produtores. De acordo com o 5° Levantamento de Safra de Graos publicado em
fevereiro de 2025, pela Companhia Nacional de Abastecimento — CONAB, a
estimativa de producéao das trés safras de milho, na safra 2024/25, é de 122 milhdes
de toneladas (CONAB, 2025). De acordo com o Servigo Agricola Estrangeiro do
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, estima-se que a produ¢do mundial
de milho seja superior a 1219,3 MMT (milhdes de toneladas métricas) em 2024/2025
(USDA, 2024).

Para que sejam atingidos os expressivos resultados de producado citados
anteriormente, faz-se necessaria a utilizacdo de sementes de qualidade. A semente é
o principal elemento do processo de produgao agricola do milho (Heberle et al., 2019).
A qualidade fisiolégica das sementes é influenciada por caracteristicas herdadas,
sendo que as principais variaveis sao a germinagao e o vigor.

A qualidade fisiologica € também influenciada por condigdes ambientais, como
a maturidade fisiolégica pelo método de colheita, beneficiamento e armazenamento
(Andrade et al., 2001). O ambiente de armazenamento das sementes deve ser
ajustado conforme as necessidades especificas de cada cultura. Caso contrario, a
deterioragdo do lote pode ser acelerada, resultando na redugdo do vigor e da
capacidade de germinacgao. Isso ocorre porque condi¢gdes inadequadas podem afetar
a atividade metabdlica das sementes, levando a modificagcdes na atividade enzimatica,
na sintese de proteinas, no acumulo de substancias toxicas, nos danos a integridade
do DNA, aos sistemas de membranas, na peroxidacao de lipidios e na lixiviacdo de
solutos (Heberle et al., 2019; Wang et al., 2022).

Especificamente no armazenamento, as sementes estao sujeitas ao ataque e

desenvolvimento de insetos-pragas por apresentar um ambiente com temperatura e
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umidade relativa favoraveis ao desenvolvimento (Afzal et al., 2017). As principais
pragas de graos e sementes no armazenamento sao as espécies Sitophilus zeamais
(Motschulsky, 1855), Rhyzopertha dominica (Fabricius, 1972) e Sitophilus oryzae
(Linnaeus, 1763). Esses insetos sdo considerados pragas primarias capazes de
romper o tegumento, alimentar-se, ovipositar e desenvolver no interior de graos e
sementes. Nesse sentido, s&o capazes de destruir 0 embrido, ou seus segmentos,
fazendo com que a semente ndo germine de forma adequada e o desenvolvimento da
cultura seja prejudicado (Lorini et al., 2015). Os danos por parte dessas pragas séo
severos, pois 0 endosperma da semente atacada acaba sendo danificado, e isso
implica na redugdo da quantidade de reservas da semente e consequentemente
diminuicdo de vigor do lote infestado (Santos e Maia, 1990).

O gorgulho do milho, Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae), € um
inseto cosmopolita, que apresenta infestacdo cruzada (potencial de infestar os graos
tanto no campo como no armazenamento), e é considerado uma importante praga de
armazenamento. O ciclo de desenvolvimento do gorgulho do milho durante a
infestacdo é iniciado na fase de ovo. Entdo, sdo necessarios 5 dias para o
desenvolvimento embrionario, 18 dias até atingir a fase larval, 33 dias para chegar até
a fase de pupa e 35 dias para atingir a fase adulta (Moreira de Carvalho et al., 2019).
O ataque do inseto se inicia quando a fémea, apds cruzamento, insere 0os ovos na
parte interna de gréos e sementes. Os ovos s&o fixados nos graos por uma substancia
gelatinosa e ap6s o periodo de incubagéo, as larvas penetram no endosperma. Em
seguida, os ovos eclodem em larvas, que constroem galerias no embrido ou no
endosperma (Silva et al.,, 2022). As fémeas adultas apresentam alto potencial
reprodutivo, podendo depositar 150 ovos no intervalo de 119-120 dias. O numero
maximo de ovos por fémea adulta durante a vida € igual 300 ovos (Arrahman et al.,
2022).

As alternativas convencionais para controle do gorgulho do milho, S. zeamais,
sdo inseticidas protetores (piretréides e organofosforados) e fumigagcédo com fosfina.
Sao formas de controle consideradas eficientes, mas que apresentam expressiva
toxicidade, podendo contaminar o meio ambiente, expor a saude do aplicador a altos
niveis de toxicidade, viabilizar a resisténcia de outras pragas e extingdo dos inimigos
naturais dos insetos-pragas (Bellon e Cemin, 2023; Lorini et al., 2015). Portanto, sdo

necessarias alternativas de controle com melhor biodegrabilidade, maior seguranca,
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baixo impacto ambiental e com boa eficiéncia para que sejam aplicados em programas
de Manejo Integrado de Pragas - MIP (Pimentel et al., 2019).

O ozbnio (O3) é um gas com potencial para controle de insetos-pragas de
armazenamento, ndo apresenta resisténcia cruzada como a fosfina, e € um gas
altamente reativo e oxidante (Sousa et al., 2016). E classificado como um “GRAS”
(Geralmente Reconhecido como Seguro) pela Agéncia de Protegdo Ambiental dos
Estados Unidos (USEPA) e considerado um gas néo residual (Isikber e Athanassiou,
2015). A formacdo do ozdnio ocorre por descargas elétricas em oxigénio (O2), que
serao rearranjadas em moléculas de Os (Hansen et al., 2013). Quando aplicado no
controle de insetos-pragas, a agao do ozonio no sistema respiratorio pode acarretar
efeitos tdxicos, viabilizando a mortalidade. Isto €, o ozénio € capaz de causar danos
oxidativos nos tecidos respiratorios dos insetos através da passagem do gas via tubos
respiratorios revestidos de cuticula e consequente alteracdo na fungcdo pulmonar,
reatividade dos brénquios e oxidacdo da membrana (Tiwari et al., 2010).

No que se refere ao controle de insetos, € necessaria a determinacao de
concentragbes de ozbnio que sejam eficazes sobre os diferentes estagios de
desenvolvimento, principalmente nas fases em que a respiragdo destes é reduzida
(fases de ovo e de pupa) (Antunes et al., 2011). A fémea de S. zeamais na postura
coloca os ovos em uma galeria e cobre com uma substancia gelatinosa para proteger
os ovos de serem danificados ou predados por outros insetos, desse modo também
protegendo contra gases e defensivos (Arrahman et al.,2022). Salienta-se que ha
diversos relatos na literatura referentes ao controle por meio do gas ozénio de insetos
adultos, inclusive S. zeamais (Sousa et al., 2016; Silva et al., 2022). Entretanto, néo
ha relatos que tratam do uso do 0z6nio no controle de ovos dessa espécie de insetos
em sementes de milho.

Diante do exposto, objetivou-se (i) determinar o efeito do ozénio no controle de
ovos de S. zeamais em sementes de milho e (ii) possiveis efeitos na qualidade

fisiologica das sementes, apds a ozonizagao e durante o armazenamento.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local do Experimento

O experimento foi realizado no Laboratério de Pés-Processamento de Produtos
Agricolas, do Departamento de Engenharia Agricola (DEA), da Universidade Federal

de Vigosa (UFV), Vigosa, Minas Gerais, Brasil.

2.2 Origem das sementes e dos insetos

Na pesquisa foram utilizadas sementes de milho do hibrido AG 8065 Pro 4
(Sementes Agroceres, Santa Cruz das Palmeiras, SP, Brasil). Os insetos adultos de
Sitophilus zeamais foram obtidos na criagdo de insetos do Laboratério de Pos-
Colheita, localizado no setor de Armazenamento Processamento de Produtos
Agricolas, DEA-UFV. Essa criagao foi obtida na regido de Paracatu, Minas Gerais,

Brasil.

2.3 Criacao dos insetos

Os adultos de S. zeamais foram mantidos em recipientes de vidrode 1,0 L, com
abertura na tampa e coberta com tecido tipo organza, para possibilitar trocas gasosas.
A criagao foi realizada sobre milho comum com teor de agua de 13,0% (b.u.). Os
frascos de vidro permaneceram em camaras climaticas, em temperatura de 27+2 °C,
umidade relativa de 70£5% (Sousa et al., 2016; Silva et al., 2022).

2.4 Obtencao das sementes contendo ovos de Sitophilus zeamais

Para a obtencdo de sementes de milho contendo ovos de S. zeamais, foi
adotada metodologia proposta por Paes et al.,, (2012). Os insetos adultos
permaneceram em contato com a massa de sementes por 6 dias para que realizassem
a oviposi¢cdo. Amostras com 15 g de sementes foram dispostas em recipientes de
plastico com tampa perfurada, para que houvesse trocas gasosas. Em cada recipiente
contendo sementes de milho, foram colocados aproximadamente 30 adultos n&o
sexados, com idade igual ou inferior a 7 dias e mantidos em ambiente com

temperatura 27+2 °C, umidade relativa de 70+£5%.
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2.5 Geragao do gas

O gas 0zbnio foi obtido por meio de um gerador de descarga corona O&L3.0ORM
(Ozone & Life, Sao José dos Campos, SP, Brasil), acoplado de concentrador de
oxigénio do modelo Mark 5 Plus (Oxxisul, Curitiba, Parana, Brasil). Na geracao de Os,
foi adotada vazao especifica de 2,0 m3 min-' t1, obtendo-se concentragdo de entrada
2,0 mg L. A concentragédo de gas ozodnio foi mensurada pelo método iodométrico,
considerado pela IOA (International Ozone Association) como método oficial (Clesceri
et al., 2000). No intermédio entre gerador e protoétipo, foi disposta uma solucao de
cloreto de sodio (NaCl) saturada para minimizar a reducédo do teor de agua das

sementes durante a ozonizagao (Black e Pritchard, 2002) (Figura 1).

Gerador de O3 Solugao de Protétipo
NaCl 50%

Concentrador de O
Figura 1. Esquema do aparato experimental utilizado para geragao e exposi¢cédo das

sementes de milho ao gas ozénio.

2.6 Exposigao das sementes ao ozénio

Para o tratamento com gas oz6nio, amostras de 2,0 kg de sementes foram
acondicionadas em um protétipo (Figura 2). O prototipo utilizado no experimento foi
feito a partir de coluna cilindrica em PVC com altura de 0, 28 m, didametro de 0,3 m e
dotada de um plenum com uma tela metalica posicionado a 0,05 m da base, para
promover a sustentacdo dos graos e distribuir o gas na massa de graos. As sementes
de milho foram expostas ao gas oz6nio em concentragdo de entrada 2,0 mg L' e

vazao especifica de ar de 2,0 m3 min-' t.
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T’ O3 residual
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O —» Armazenamento
' Armadilhas com
sementes
Entrada de AT
: 866
\—> Plenum

Figura 2. Vista em corte com detalhamento do protétipo utilizado para exposi¢cao das

sementes de milho ao gas ozbénio, posicionamento das armadilhas com sementes

infestadas e posterior armazenamento em sacos de papel kraft.

Os dados de concentragcdo de ozénio residual em fungdo do tempo foram
ajustados a equacgao sigmoidal (Equagao 1). Apos o ajuste da equacgao sigmoidal, o
tempo de saturacao foi obtido a partir da Equagao 2. Conhecendo-se o tempo de
saturacao, no qual foi possivel obter a concentragdo de saturagdo do ozbnio nas

sementes de milho.

C= a
(1+ e—(%) M
tsat = b + 2¢ (2)
Em que:

C = Concentragao de gas ozénio (mg L");
t = Tempo (min);
a, b, ¢ = constantes;

tsat = Tempo de saturagao (h).

Para determinar a eficacia do ozonio no controle de ovos de S. zeamais e sobre
a qualidade das sementes de milho, foram utilizadas armadilhas de PVC, com
capacidade de 15 g, que foram dispostas no recipiente e no meio da camada de

sementes, que continha o volume de 2,0 kg (Figura 2). Essas armadilhas foram
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dotadas de aberturas nas laterais, na base e no topo, cobertas com tecido do tipo
organza para conter sementes e permitir a passagem do ozénio nas diregbes axial e
radial. Em cada teste com os insetos, foram colocadas 10 armadilhas contendo
sementes com ovos de S. zeamais. Os tempos de exposicado ao ozénio foram de 0
(controle), 6, 12, 18 € 24 h.

2.7 Eficacia do ozonio no controle de ovos de S. zeamais

A contagem de insetos adultos emergidos foi feita a partir de 30 dias, a cada 5
dias eram feitas contagem cumulativas de quanto insetos emergiram pés-infestagcao
até completar o ciclo de 50 dias.

Adicionalmente, para visualizar o efeito do 0z6nio sobre os ovos por meio de
imagens, as sementes contendo ovos de S. zeamais foram dispostas 4 fileiras
compostas de 7 sementes inteiras infestada com ovos de S. zeamais (28 sementes
por imagem de raio x). Estas foram analisadas quanto ao desenvolvimento destes
ovos nos tempos 0, 10, 20 e 30 dias de exposicdo ao gas ozdbnio, obtendo-se
radiografias digitais em aparelho MX 20, composto por camera digital de 14 bits
(Faxitron X-Ray Corp., Wheeling, IL, EUA) (Plata-Rueda et al., 2019). Na analise por

imagens, optou-se pelos tempos de exposig¢ao 0 (controle) e 24 h.

2.8 Avaliagao da qualidade das sementes de milho ozonizadas durante o

armazenamento

Para avaliar o efeito do ozénio sobre a qualidade das sementes, foram feitas
avaliagbes apds a ozonizagao nos dias 0, 45, 90, 135 e 180 de armazenamento. Para
isso, amostras de 200 g foram acondicionadas em embalagens porosas de papel kraft
(Figura 2) e mantidas a 25 °C em camara climatica. As variaveis de qualidade das
sementes foram: porcentagem de germinagéo, tempo meédio de germinacao, indice
de velocidade de germinagdo, condutividade elétrica e comprimento da raiz,
comprimento da parte aérea, comprimento da plantula em sementes de milho

ozonizadas.
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2.8.1 Teste de germinagao

Para o teste de germinagao foram utilizadas duplicatas de 50 sementes para
repeticdo de cada tratamento. No teste, utilizou-se como substrato o papel germitest
umedecido com aproximadamente 2,5 vezes o volume agua destilada em relagéo ao
peso do papel seco. O procedimento foi realizado em camara climatica com a
temperatura 25°C, durante 7 dias, de acordo com os critérios contidos nas Regras
para Analise de Sementes (RAS) (Brasil, 2009). Foram observadas as plantulas com
estruturas essenciais intactas: sistema radicular (raiz primaria e raizes seminais),
parte aérea (mesocdétilo, gemas terminais e coledptilo).

Ao final do teste foi obtido o niumero de plantas normais e calculou-se a

porcentagem de germinagéo através da Equacéao 3.
PG=3 X 100 (3)

Em que:
PG = Porcentagem de germinagao (%);
N = Numero de sementes germinadas;

A = Numero total de sementes colocadas para germinar.

2.8.2 Tempo Médio de Germinagdo, indice de Velocidade de Germinagdo e

Velocidade Média de Germinacao

O tempo médio de germinagéao (TMG) e o indice de velocidade de germinagao
(IVG) foram realizados paralelamente ao teste de germinagao. Realizou-se contagens
diarias de plantulas normais apoés a instalagao do teste. O TMG indica 0 numero médio
de sementes germinadas por dia (Equacgao 4) (Labouriau, 1983), enquanto o IVG
determina o numero de sementes germinadas a cada dia em relagdo ao tempo, a partir
da semeadura até o ultimo de contagem (Equagao 5) (Maguire, 1962). A velocidade
média de germinagao (VMG) foi calculada através do inverso do tempo médio de

germinagao como na Equacao 6 (Laboriau e Valadares 1976).
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_ ENiti
TMG="—+ (4)
Em que:

TMG = Tempo médio de germinagéo (dias);

ti = tempo de incubacgao;

ni = numero de sementes germinadas por dia;

vee 81,62, Gn 5)
_m m ...m

Em que:
IVG = indice de velocidade de germinacéo (adimensional);
G’, G2 Gn = numero de sementes germinadas 1°,2°, até a ultima contagem;

N”, N3 Nn = numero de dias da semeadura na 1°,2°, até a ultima contagem;

_ 1
VMG= ™G (6)
Em que:

VMG = velocidade média de germinagéo (dias™);

TMG = Tempo médio de germinagéo (dias);

2.8.3 Condutividade Elétrica

Na determinacao da condutividade elétrica, utilizaram-se duas repeticdes de 50
sementes para repeticao de cada tratamento. As amostras foram dispostas em copo
plastico de 200 mL, pesadas e posteriormente embebidas em 75 mL de agua
destilada. E seguida, as amostras foram mantidas por 24 h, a temperatura de 25°C
(Vieira e Carvalho, 1994). Apés o periodo de embebicdo, foi determinada a
condutividade elétrica da solucéo, utilizando-se condutivimetro modelo MCA-150
(Tecnopon, Piracicaba, S&o Paulo, Brasil). Para o caculo da condutividade elétrica, foi

utilizada a Equagao 7, com os resultados expressos em uS cm™' g-'.
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_ Valorlido ( pS/cm)

CE Peso (g)

Em que:

CE = Condutividade elétrica (uS cm™ g).

2.8.4 Comprimento da parte aérea (CA), Comprimento da raiz (CR) e Comprimento
da plantula (CP)

Para determinar o comprimento da parte aérea (CA), comprimento da raiz (CR)
e comprimento de plantula (CP), foram selecionadas as plantulas especificadas como
normais a partir do teste de germinacéo, ou seja, plantas com sistema radicular (raiz
primaria e em certos géneros raizes seminais), parte aérea hipocatilo, epicatilo,
mesocotilo, gemas terminais, e coledptilo (Brasil, 2009). Para aferir as medi¢des foi
manuseada uma régua milimetrada sobre mesa de superficie plana (leitura em
centimetro). As medicdes foram feitas manualmente, onde o CA foi medido através
do coledptilo, o CR foi estimado através da maior radicula e CP do coledptilo até a
ponta da maior raiz (KRZYZANOWSKI et al., 2020).

2.9 Analise Estatistica

Foi adotado Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), com trés
repeticdes, ou seja, trés aplicagdes distintas. Em relagdo ao processo de saturacédo, a
concentragéo adotada foi de 2,0 mg L' a vazao especifica de 2,0 m3 min-' t'. Quanto
as analises de qualidade das sementes de milho, foi adotado um esquema fatorial
5x5, sendo cinco tempos de exposi¢ao ao ozénio (0, 6, 12, 18 e 24 h) e 5 periodos de
armazenamento (0, 45, 90, 135 e 190 dias). Inicialmente foi realizada analise de
variancia e posteriormente analise de regressao, no software StatPlus 5.0 (AnalystSoft
Inc, Canada). Para obtengao dos graficos e equacdes utilizou-se o software SigmaPlot
versao 10.0 (Systat Software Inc, Germany). A analise de variancia, foi obtida através
do software StatPlus 5.0 (AnalystSoft Inc, Canada).
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3. RESULTADOS

3.1 Tempo de saturacgao

Na Figura 3 e Tabela 1, é representado o processo de saturagédo do gas 0zonio
nas sementes de milho, quando se adotou a concentragao de entrada (Co) de 2,0 mg
L-' e vazdo especifica de 2,0 m3 min-! t'. O tempo de saturagao foi de 32,2 min, para
concentragdo de saturagdo (Csat) 1,5 mg L. Salienta-se que a relagdo entre a

concentracdo de saturagao e a concentracado de entrada do ozénio foi de 0,76.

n
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Concentracéo residual do ozénio (mg L")

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135
Tempo de ozonizagao (min)

Figura 3. Curva de regressao de concentragao residual do ozdnio em fungao do tempo

de exposigdo em sementes de milho, para concentragdo de entrada de 2,0 mg L' (Co)
e vazao especifica de 2,0 m3 min-" t1.

Tabela 1. Equacao de regressao e coeficiente de determinagéo (R?) de concentragio
residual do ozénio em fungédo do tempo de exposicdo em sementes de milho, para

concentragdo de entrada de 2,0 mg L' (Co) e vazao especificas de 2,0 m3 min-' t.

Csat
Equacao ajustada R? EPE tsat (min) ) Csat/ Co
(mg L)
A 1,7162
Y= — 762195, 0,90 0,1699 32,2 1,5 0,76
1+e'<—7|9934 )

EPE - Erro padréo da estimativa; tsat — tempo de saturagdo (min); Csat — concentragdo de saturagéo
(mg L"); Csat/ Co — relagdo entre Csat € Co.
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3.1 Efeito do tratamento com ozénio no controle de ovos de S. zeamais

Na Figura 4, tem-se o efeito do ozénio sobre ovos de S. zeamais. O gas 0z6nio
foi eficiente no controle de ovos de S. zeamais, nas condi¢gdes adotadas no presente
estudo. Nas sementes n&o ozonizadas, verificou-se 11,5+6,8 insetos adultos
emergidos em cada amostra de 15g de sementes, decorridos 50 dias de infestacéo.
Por outro lado, nas sementes ozonizadas por tempo igual ou superior a 6 h, os valores
médios foram iguais ou inferiores 0,5 insetos emergidos. E importante destacar que
nao foi observado insetos adultos nas sementes ozonizadas por 24 h, mesmo 50 dias

depois da infestacéo.
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Tempo de ozonizagéao (h)
Figura 4. Numero de adultos de Sitophilus zeamais emergidos de sementes de milho
ozonizadas por até 24 h, depois de 50 dias da infestagdo. *Médias seguidas pela
mesma letra minuscula ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Nas Figuras 5 e 6, é possivel observar o desenvolvimento de S. zeamais, nas
sementes ndo ozonizadas (controle) e ozonizadas por 24 h, respectivamente, por
periodo de até 30 dias. Verifica-se nitidamente o desenvolvimento de S. zeamais, com
a presenca de fases imaturas, nas sementes nao ozonizadas. Por outro lado, ndo

houve desenvolvimento de S. zeamais nas sementes ozonizadas por 24 h.
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Figura 5. Sequéncia temporal de imagens de raios-X mostrando as interagcbes e

desenvolvimento de Sitophilus zeamais nas sementes ndo ozonizadas (controle).
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Figura 6. Sequéncia temporal de imagens de raios-X mostrando as interagcbes e

desenvolvimento de Sitophilus zeamais nas sementes de tratadas com gas 0z6nio, na

concentragéo de entrada de 2,0 mg L' e vazao especifica de ar de 2,0 m®min” t'.
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3.2 Efeito do tratamento com o0zénio na qualidade das sementes de milho

De acordo com a andlise de variancia, nao houve variagao significativa (p>0,05)
em decorréncia da interacdo entre o tempo de ozonizagdo e o periodo de
armazenamento quando se analisou a germinacgéo. Por outro lado, houve verificagdo
significativa da germinacéo (p<0,05), quando considerados os efeitos do tempo de
ozonizagao e do periodo de armazenamento separadamente. Quanto as variaveis
tempo médio de germinacdo (TMG) e velocidade média de germinagao (VMG),
verificou-se efeito significativo (p<0,05) somente do periodo de armazenamento
isoladamente.

No que se refere a variavel germinacado, embora a analise de variancia tenha
indicado efeito significativo do tempo de ozonizagao e do periodo de armazenamento
separadamente, ndo foi observada alteracido expressiva em relagao a condicao inicial
de germinacgao, o que foi expresso na analise de regressao (Figuras 7A e 7B e Tabela
2). O coeficiente angular das equacgdes de regressao, tanto quando se considerou o
tempo de ozonizacdo quanto o periodo de armazenamento, ndo foi significativo
(p>0,05) (Tabela 2). Resultados semelhantes foram obtidos para tempo médio de
germinacgao e velocidade média de germinacgao (Figuras 7C e 7D e Tabela 2), quando
se analisou o efeito do periodo de armazenamento isoladamente. E importante
mencionar que o percentual de germinagéo permaneceu superior a 85,0%, em todos

os tratamentos e durante o armazenamento.
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Figura 7. Germinagao (GER, %) (A, B), Tempo médio de germinacao (TMG) (C) e
velocidade média de germinacédo (VMG) (D) em fungédo do tempo de ozonizagao (x,
horas) ou periodo de armazenamento (y, dias), em sementes de milho ozonizadas na

concentragéo de 2,0 mg L', sob vazao especifica de ar de 2,01 m3 min-' t-1.
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Tabela 2 - Equacdes de regressao e respectivos coeficientes de determinagéo (R?)
das variaveis germinagado (GER, %), tempo médio de germinacdo (TMG, dias) e
velocidade média de germinagao (VMG) em fungao do tempo de ozonizagao (x, horas)
ou periodo de armazenamento (y, dias), em sementes de milho ozonizadas na

concentragéo de 2,0 mg L', sob vazdo especifica de ar de 2,01 m3 min-" t!

Variaveis Equagdes ajustadas R?2 EPE
GER 2=-0,11220 x" + 93,2067 0,50 2,117
2=-0,03820 y" + 95,3000 0,99 0,416

TMG 2=-0,00080 y" + 4,1402 0,79 0,048
VMG 2=0,00004y" + 0,2418 0,82 0,002

ns — n&o significativo a 5% de probabilidade. EPE — Erro padrao da estimativa.

Com relagao as variaveis condutividade elétrica (CE), comprimento da parte
aérea (CA), comprimento da raiz (CR) e comprimento de plantulas (CP), verificou-se
variagdo significativa (p<0,05) em decorréncia da interagdo entre o tempo de
ozonizagao e o periodo de armazenamento. Apresenta-se, na Figura 8 e Tabela 3, o
efeito do tempo de ozonizagcdo e o periodo de armazenamento para as variaveis
condutividade elétrica, comprimento da parte aérea e comprimento da raiz e

comprimento de plantulas.
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Figura 8. Condutividade elétrica (CE, uyS cm™ g') (A), comprimento da raiz (CR, cm)
(B), comprimento da parte aérea (CA, cm) (C) e comprimento de plantulas (CP, cm)
(D) em funcédo do tempo de ozonizagdo (x, h) e do periodo de armazenamento (y,

dias) em sementes de milho ozonizadas na concentragdo de 2,0 mg L' e vazéo
especifica de ar de 2,0 m3 min' t7.
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Tabela 3 - Equacdes de regressao e respectivos coeficientes de determinagéo (R?)
das variaveis condutividade elétrica (CE, uS cm™' g'), comprimento da raiz (CR, cm),
comprimento da parte aérea (CA, cm) e comprimento de plantulas (CP, cm) em fungéo
do tempo de ozonizagao (x, h) e do periodo de armazenamento (y, dias), em sementes

de milho ozonizadas na concentragdo de 2,0 mg L' e vazao especifica de ar de 2,0

m3 min" t
Variaveis Equagdes ajustadas R?2 EPE
CE 2=14,1276+0,1162 x +0,0277 y 0,73 2,001
CR 2=15,3417-0,0485 x"$+0,0081 y"* 0,14 1,938
CA 2=11,5072-0,0028 x"¢-0,0011 y"s 0,48 1,283
CP 2=26,7912-0,0267 x"$+0,0022 y"* 0,09 0,826

* Significativo a 5% de probabilidade. " — nao significativo. EPE — Erro padrao da estimativa.

No que se refere a condutividade elétrica (Figura 8A), observou-se aumento a
medida que se elevou o tempo de ozonizagao e o periodo de armazenamento. Os
coeficientes da equacao de regressao dessa variavel foram significativos (Tabela 3).
Tem-se que para os tratamentos controle (0 h) e aquele referente a 24 h de
ozonizagao, os valores estimados de condutividade elétrica foram 19,1 e 21,9 uS cm-
' g'. Todavia, quando se analisaram as variaveis comprimento da raiz (Figura 8B),
comprimento da parte aérea (Figura 8C) e comprimento de plantulas (Figura 8D),
apesar de ter sido verificado diferenga significativa em decorréncia da interagédo entre
o tempo de ozonizacao e o periodo de armazenamento, os coeficientes das equacoes

de regressao nao foram significativos (Tabela 3).

4. DISCUSSAO

Os resultados obtidos referente ao processo de saturagédo (Figura 3) foram
semelhantes aos ja identificados por outros estudos com o gas ozbénio em fluxo
continuo em massa de graos de milho de pipoca (Silva et al., 2019), feijao-caupi
(Abreu et al., 2022) e arroz (Srivastava et al., 2021). Segundo Kells et al., (2001) e
Mendez et al., (2003) o ozbnio € um gas de alta reatividade e o seu transporte na
massa de graos apresenta duas fases distintas. De acordo com esses autores, na

primeira fase, o gas reage com os sitios ativos na superficie do produto, ocorrendo a
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degradacéo do ozénio de forma mais rapida. A medida que o ozénio se desloca no
espaco intergranular, a taxa de degradacao é reduzida, caracterizando-se a segunda
fase. A reducédo da taxa de degradagao do 0z6nio na segunda fase implica no aumento
da concentragdo do gas no espacgo intergranular com o decorrer do processo de
ozonizacao (Kells et al., 2001; Mendez et al., 2003).

Quanto ao efeito do 0zbénio sobre ovos de S. zeamais nas sementes de milho,
verificou-se que o gas foi eficiente no controle dessa fase imatura do inseto, ndo sendo
observados adultos, mesmo depois de 50 dias apds a infestacdo, quando se adotou
o tempo de ozonizagao de 24 h (Figura 4). Nos demais tempos de ozonizacao (6, 12
e 18 h), verificou-se emergéncia de insetos adultos, porém com valores médios
inferiores ao do tratamento controle (sementes ndo ozonizadas). E importante
salientar a diferenca de tolerancia entre as fases dos insetos quanto expostos a
fumigantes. De acordo com Rajendran e Sriranjini (2008), os estagios ativos de
insetos (adultos e larvas nao diapausantes) sdo menos tolerantes a fumigantes que
estagios sedentarios (ovos e pupas). A tolerancia superior dos ovos se deve a taxa
respiratoria inferior, quando comparado aos estagios ativos, o que afeta a absorgao
dos gases fumigantes (Rajendran e Sriranjini, 2008; Paes et al., 2012). No presente
estudo, apesar dessa caracteristica dos ovos, foi possivel observar o controle total no
tempo de ozonizagao de 24 h, adotando-se concentragéo de entrada de 2,0 mg L' e
vazao especifica de 2 m3 min-' t1.

Outra caracteristica do inseto-praga S. zeamais e que pode influenciar a agao
de fumigantes é o fato de que a fémea perfura os graos, insere os ovos nas cavidades
no endosperma e cobre com substancia gelatinosa, de composi¢cao desconhecida
(Niewiada et al., 2005). Embora haja protegdo dos ovos com essa substancia
gelatinosa, nas condi¢gbes adotadas no presente estudo, o ozénio controlou os ovos
do S. zeamais. E possivel que o 0zénio, em funcdo do seu potencial oxidativo (2,07
mV) (Guzel-Seydim et al., 2004), tenha degradado constituintes dessa substancia
gelatinosa utilizada pelas fémeas para cobrir os grédos e, consequentemente, o
controle dos ovos pelo gas foi favorecido. Sabe-se que o 0zbnio é capaz de oxidar
compostos organicos diversos, preferencialmente compostos insaturados (Silva et al.,
2015). Nesse contexto, pode ser afirmar que a concentragdo do 0zdnio no meio poroso
influenciou o controle dos insetos nas sementes de milho. A concentracdo de
saturagdo obtida foi de 1,5 mg L, equivalente a aproximadamente 76% da

concentragao de entrada do gas. Quando a massa de sementes ou graos se encontra
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saturada com ozbnio e é exposta a tratamento prolongado, a toxicidade é
intensificada, ocasionando um aumento na mortalidade dos insetos (Jian, et al., 2013;
Dong et al., 2022).

No que tange a qualidade fisiolégica das sementes de milho durante o
armazenamento, em geral, o 0z6nio nao provocou alteragdes indesejaveis nas
condi¢gbes adotadas no presente estudo. Alteragbes mais pronunciadas devido ao
ozbnio foram verificadas somente quando se considerou a variavel condutividade
elétrica, o que nao indicou inviabilidade de uso posterior das sementes de milho,
mesmo armazenadas por 180 dias. Ressalta-se que a germinagdo das sementes de
milho, ozonizadas ou ndo, permaneceu superior a 85% durante 180 dias de
armazenamento. E importante mecionar que o percentual de 85% é o minimo exigido
para comercializacdo de sementes de milho no Brasil, de acordo com a Instrucéo
Normativa N° 45, de 17 de setembro de 2013 (Brasil, 2013).

A condutividade elétrica das sementes quando submetidas ao tratamento com
ozbénio e ao armazenamento prolongado, pode ser aumentada, pois quando as
membranas se deterioram, os lixiviados intracelulares podem sair na agua de
embebicdo onde estdo as sementes (Oliveira et al., 2011). Este aumento da
condutividade elétrica em graos ozonizados esta diretamente ligado ao da
concentracdo de entrada do gas e do tempo de exposi¢ao (Silva et al., 2019). O
armazenamento prolongado, com periodos de 6 a 18 meses, é capaz de influenciar
também o processo de deterioragao, refletindo no aumento condutividade elétrica
sementes (Shahein e Shalaby, 2021).

Apesar de ndo terem sido observadas alteragdes expressivas na qualidade das
sementes de milho no presente estudo, outros autores verificaram modificacbes
desejaveis, como aumento do percentual de germinagdo nas sementes de milho
ozonizadas em relagédo as nao ozonizadas (Rosa et al., 2022; Baskakov et al., 2020).
O aumento do percentual de germinagao € associado ao estresse oxidativo, o que
estimula a expressdo do gene que codifica enzimas antioxidantes como: catalase,
ascorbato peroxidase, superoxido dismutase e glutationa redutase (Zhao et al., 2008).
Essas enzimas sao parte de um sistema antioxidante, essenciais para a germinagao
completa das sementes (Sasaki et al., 2005; Keting e Rajeev, 2011). Por outro lado,
Lazukin et al., (2018) e Alencar et al., (2021) ndo observaram alteragdes na qualidade

de sementes de trigo e quinoa, respectivamente, devido a ozonizagao.
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Ha que se destacar que alteragcbes indesejaveis podem ocorrer quando as
sementes sao expostas a tratamento prolongado com ozénio e a germinagao pode
ser afetada negativamente. Nesses casos, ha um acumulo de peroxido ou superoéxido,
acarretado pelo gas ozbénio, o que ocasiona danos aos mecanismos antioxidantes,
reduzindo a atividade de enzimas relacionadas e prejudicando a biossintese de
macromoléculas, e, consequentemente, supressao do processo de germinacgao (Wu
et al., 2006). A redugédo da capacidade germinativa € indesejavel, sendo uma das
principais variaveis a serem consideradas.

Em trabalhos futuros, sugere-se que sejam realizadas analises com as demais
fases imaturas do S. zeamais, tais como larvas e pupa. Além disso, € importante que
seja realizada a avaliagdo do desempenho em campo das sementes de milho tratadas
com o gas ozbénio (MAXIMIANO et al., 2023). Nao ha na literatura trabalhos no qual
se avalia o efeito do gas 0z6nio no desempenho de sementes de milho em campo. Ha
somente os trabalhos de Baskakov et al., (2020) e de Monteiro et al., (2022) em que
foram determinados os efeitos do gas 0z6nio e da agua ozonizada, respectivamente,

em sementes de milho.

5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram concluir que:

i. O tratamento com ozbnio na concentragdo de entrada 2,0 mg L' e vazéo
especifica de ar de 2,0 m3 min-! t' foi capaz de controlar ovos de Sitophilus
Zeamais.

ii. O ozobnio foi capaz de reduzir a emergéncia dos insetos a partir dos tempos de
exposicao intermediarios de 6, 12 e 18 h de exposigao;

iii. E, dentre os tempos de ozonizagao testados, o de 24 h € o mais adequado para
controle total de ovos de S. zeamais.

iv.  E, condigbes semelhantes as adotadas no presente estudo, o 0zénio ndo altera
a qualidade fisiologica de sementes de milho imediatamente depois do

tratamento e durante o armazenamento.
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