UFSC

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO TECNOLOGICO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA DE ALIMENTOS

Emanuelle lagcana Berté Parisotto

ANALISE EXPERIMENTAL E MODELAGEM MATEMATICA DA CINETICA DE
MORTE TERMICA DE Sitophilus zeamais E DA DESINFESTACAO DE GRAOS DE
MILHO POR MICRO-ONDAS

Florianopolis

2020






Emanuelle Iacana Berté Parisotto

ANALISE EXPERIMENTAL E MODELAGEM MATEMATICA DA CINETICA DE
MORTE TERMICA DE Sitophilus zeamais E DA DESINFESTACAO DE GRAOS DE
MILHO POR MICRO-ONDAS

Tese submetida ao Programa de Poés-Graduagdo em
Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de
Santa Catarina.

Orientador: Prof. Dr. Bruno Augusto Mattar Carciofi.
Coorientadores: Prof. Dr. Jodo Borges Laurindo

Prof. Dr. Edilson Caron.

Floriandpolis

2020



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geracao Automética da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Parisotto, Emanuelle Iacana Berté

ANALISE EXPERIMENTAL E MODELAGEM MATEMATICA DA CINETICA
DE MORTE TERMICA DE Sitophilus zeamais E DA DESINFESTACAO
DE GRAOS DE MILHO POR MICRO-ONDAS / Emanuelle Iacana Berté
Parisotto ; orientador, Bruno Augusto Mattar Carciofi,
coorientador, Jodo Borges Laurindo, coorientador, Edilson
Caron, 2020.

133 p.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro Tecnoldgico, Programa de Pdés-Graduagdo em
Engenharia de Alimentos, Floriandpolis, 2020.

Inclui referéncias.

1. Engenharia de Alimentos. 2. Tratamento térmico. 3.
Cinética de morte. 4. Insetos-praga. 5. Modelo preditivo.
I. Carciofi, Bruno Augusto Mattar. II. Laurindo, Jodao
Borges. III. Caron, Edilson IV. Universidade Federal de
Santa Catarina. Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia de
Alimentos. V. Titulo.




Emanuelle lagana Berté Parisotto

ANALISE EXPERIMENTAL E MODELAGEM MATEMATICA DA CINETICA
DE MORTE TERMICA DE Sitophilus zeamais E DA DESINFESTACAO DE GRAOS
DE MILHO POR MICRO-ONDAS

O presente trabalho em nivel de doutorado foi avaliado e aprovado por banca

examinadora composta pelos seguintes membros:

Prof. Dr. Bruno Augusto Mattar Carciofi - Presidente - UFSC
Prof. Dr. Daniel Angelo Longhi - Membro externo - UFPR
Prof. Dr. Carlos Peres Silva - Membro externo - UFSC

Profa. Dra. Jaciane Lutz Ienczak - Membro interno - UFSC

Certificamos que esta ¢ a versao original e final do trabalho de conclusdo que foi

julgado adequado para obtencao do titulo de doutora em Engenharia de Alimentos.
: Documento assinado digitalmente

Sandra Regina Salvador Ferreira

Data: 27/05/2020 09:32:10-0300

CPF: 564.352.079-68

Profa. Dra. Sandra Regina Salvador Ferreira, Dra.

Coordenadora do Programa
Documento assinado digitalmente
Bruno Augusto Mattar Carciofi

Data: 27/05/2020 10:05:03-0300

ey CPF: 265.515.208-55

Prof. Dr. Bruno Augusto Mattar Carciofi

Orientador(a)

Floriandpolis, 2020.






Dedico este trabalho a minha mée Ivete

€ ao meu pai Carlos.






AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Carlos e Ivete, pela educagdo, amor e apoio em todos os momentos da minha
vida. Ao meu irmio Iagani pelo carinho e apoio. A toda minha familia.

Ao Joel pelo apoio, paciéncia, carinho e companheirismo.

Ao meu orientador professor Bruno Carciofi pela confianca e oportunidade, pelos inumeros
ensinamentos, amizade e por toda contribui¢do e dedicacdo ao trabalho. Aos meus coorientadores,
professores Jodo Borges Laurindo e Edilson Caron, pela confianga, oportunidade, apoio e
contribuicao para o desenvolvimento desta tese.

Ao professor Carlos Peres por me receber e discutir o projeto com tanto entusiasmo. Suas
contribui¢cdes foram muito importantes. Aos seus alunos, Cristina e Theo, pela disponibilidade e
auxilio na realizacdo das analises.

Aos professores membros da banca de qualificagdo e defesa, Daniel Longhi, Carlos Peres ¢
Jaciane Ienczak pela disponibilidade, tempo dedicado ao trabalho e pelas contribuicdes.

As alunas de Iniciagdo Cientifica Bruna Navarro e Carolina Xavier pela dedicagio ao projeto
e contribuigdo para o trabalho. A Amanda Galvdo por embarcar neste projeto, pela ajuda e apoio.

Ao Laboratério de Propriedades Fisicas de Alimentos (PROFI) que fez parte de todo meu
processo de formacao e crescimento profissional. Aos colegas e amigos deste laboratorio, por todas
as conversas, contribui¢des e pelos momentos de descontragdo e alegria. Em especial ao Jhony,
Ricardo, Denise, Jaque, Betina, Laura, Gustavo, Glaucia, Fer, Aline, Ana e Paula.

Ao LAPCOL e Laboratério de Artropodes (UFPR - Setor Palotina) e seus integrantes, pelo
acolhimento, suporte e auxilio. Aos professores Edilson Caron e Fernando Leivas por me receberem
tdo bem, me incentivarem e confiarem em meu trabalho. Ao professor Fabio Rosado, pela
disponibilidade e contribui¢do para o fechamento deste trabalho.

A UFSC e ao PPGEAL pela oportunidade. Ao CNPq e 2 CAPES pelo apoio financeiro. Aos
professores do PPGEAL pelos ensinamentos. Ao Fernando pela disponibilidade e por me direcionar
ao prof. Carlos. Aos demais laboratdrios e funcionarios da UFSC pela disponibilidade e suporte
técnico.

Aos amigos da graduagdo sempre presentes: Thay, Mariane, Marielle, Fer, Carina, Lé&,
Fabricio e Lucas. As amigas Mari, Carol, Dessa, Ana, Rapha e Nanda, pela amizade e apoio sempre.
Aos amigos de Palotina: Mireille, Mauricio, Burin e Glau, pela parceria, apoio e pelos momentos
de alegria.

A todos que de alguma forma contribuiram para a realizacao deste trabalho.

A Deus pelo dom da vida.






RESUMO

A deterioragdo de graos secos devido a presenca de insetos-praga gera grandes desperdicios de
alimentos e perdas econdmicas. O gorgulho do milho, Sitophilus zeamais (Motschulsky)
(Coleoptera, Curculionidae), ¢ um dos principais insetos-praga de graos armazenados. Os
métodos tradicionais de desinfestagdo sdo realizados pela aspersdo de substancias quimicas,
porém ha grande interesse na reducao e extingdo destes processos. O tratamento térmico de
graos ¢ uma alternativa para a desinfestacdo de graos e o aquecimento seletivo gerado por
micro-ondas ¢ uma técnica promissora na area. A literatura apresenta a morte térmica de alguns
insetos-praga, mas carece de modelos matematicos cinéticos para descrever o comportamento
de morte do inseto sob diferentes temperaturas. Assim, o presente estudo tem como objetivo
principal propor modelos cinéticos de predi¢do da morte térmica de insetos de S. zeamais e
avaliar seu comportamento de morte diante da desinfestagdo de graos de milho em aquecimento
por micro-ondas. A morte térmica de insetos em condi¢des isotérmicas foi avaliada nas
temperaturas de 46, 50, 54, 58 e 62 °C. A avaliacdo da desinfestacdo de S. zeamais em graos de
milho por aquecimento em micro-ondas foi realizada nas densidades de poténcia de 1,2 W g,
3,0 W g'e6,0 W g!. Comportamento sigmoide foi observado tanto nas cinéticas em condigdes
isotérmicas quanto na desinfestacdo em micro-ondas. O estudo das cinéticas de morte em
condigdes isotérmicas foi baseado nos modelos preditivos de crescimento e inativagdo de
microrganismos. O modelo sigmoide de Fermi foi utilizado para descrever esta cinética, e foram
obtidos os parametros de velocidade maxima de morte térmica (k,,4,) € tempo necessario para
a morte de metade da populacdo inicial (¢t;). O modelo preditivo proposto foi validado
experimentalmente e resultou em boas predi¢des na faixa de temperatura de 46 °C a 62 °C. Os
modelos utilizados para avaliacdo da desinfestagdo em micro-ondas basearam-se em modelos
logisticos de probabilidade de sobrevivéncia dos insetos em fun¢do do tempo de processo e da
temperatura dos graos, visto que a temperatura durante o processo era variavel. A mortalidade
de S. zeamais durante a desinfestagdo ¢ diretamente dependente da temperatura dos graos. As
larvas de 3° e 4° instares sdo mais suscetiveis ao tratamento em micro-ondas que a fase adulta.
Quando a temperatura dos graos atingiu 60 °C, a eliminag¢ao da fase adulta foi superior a 96%.
Para similar mortalidade das larvas, foram requeridas temperaturas em torno de 55 °C. A
umidade dos graos e dos insetos adultos ndo diferiram significativamente antes e apds os
tratamentos de desinfestacdo em micro-ondas. Os insetos adultos apresentaram variacdo no
perfil de proteinas quando expostos a desinfestagdo em micro-ondas. Proteinas de maior massa
molar tiveram sua expressao reduzida, enquanto proteinas de menor massa molar apareceram
ao longo do tempo de processo de desinfestagdo em micro-ondas. Além disso, observou-se
possivel expressdo de proteinas de choque térmico nestes insetos. Com base nos resultados
obtidos neste estudo, € possivel confirmar a eficacia e rapidez do processo de desinfestagdo de
graos por aquecimento em micro-ondas e a dependéncia da eliminacao dos insetos diretamente
associada a temperatura dos graos. O presente estudo desenvolveu modelos matematicos que
descrevem bem o comportamento de morte de S. zeamais com a temperatura em que se
encontram, sendo muito uteis para compreensdo e melhorias nos processos de desinfestagao de
graos por aquecimento.

Palavras-chave: Aquecimento. Cinética de morte. Insetos-praga. Modelo preditivo.

Tratamento térmico.






ABSTRACT

The deterioration of dried grains due to the presence of pest insects generates food waste and
economic losses. The maize weevil, Sitophilus zeamais (Motschulsky) (Coleoptera,
Curculionidae), is one of the main pests of stored grains. Traditional disinfestation methods are
carried out by spraying chemical substances, but there is an increased interest in reducing and
eliminating these processes. Heat treatment of grains is an alternative to grain disinfestation and
the selective heating generated by microwaves is a promising technology. The literature
presents the thermal death of some pest insects, but there is a lack of kinetic models to describe
the insect's death behavior under different temperatures. Thus, the present study aims to propose
kinetic models for predicting the thermal death of S. zeamais and to evaluate its death behavior
when disinfesting maize grains under microwave heating. The thermal death in isothermal
conditions was evaluated at temperatures of 46, 50, 54, 58, and 62 °C. The evaluation of S.
zeamais disinfestation in maize grains by microwave heating was performed at power densities
of 1.2Wg!, 3.0Wg!, and 6.0 W g'!. Sigmoidal behavior was observed in kinetics under
isothermal conditions and in microwave disinfestation. The evaluation of death kinetics in
isothermal conditions was based on predictive models of growth and inactivation of
microorganisms. Fermi's sigmoid model was used to describe these kinetics and the parameters
of the maximum rate of thermal death (k,,,,), and also the time required to halve the initial
population (t;) were obtained. The proposed predictive model was experimentally validated
and resulted in good predictions in the temperature range of 46 °C to 62 °C. Since the
temperature during the process was variable, the models used to evaluate the microwave
disinfestation were based on logistical models of insect survival probability as a function of the
processing time and grain temperature. The mortality of S. zeamais during disinfestation is
directly dependent on the grain temperature. Insect larvae (3™ and 4" instar) are more
susceptible to microwave treatment than the adult stage. When the grain temperature reached
60 °C, the adult elimination was almost complete (> 96%). For similar larvae mortality,
temperatures around 55 °C were required. The moisture content of grains and adult insects were
not significantly different after microwave disinfestation treatments. Adult insects showed a
variation in the total protein when exposed to microwave disinfestation. The expression of high
molar mass proteins was reduced, while low molar mass proteins appeared over the microwave
disinfestation processing time. Besides, possible expression of heat shock proteins was
observed in these insects. Based on these results, it is possible to confirm the effectiveness and
speed of grain disinfestation process by microwave heating and the dependence on the insect
elimination directly associated with the grain temperature. Finally, the present study developed
mathematical models with a good description of the death behavior of S. zeamais with the
temperature, being extremely useful for understanding and improving the grain's disinfestation
processes by heating.

Keywords: Heating. Death kinetics. Pest insects. Predictive model. Heat treatment.
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DIAGRAMA CONCEITUAL
O qué?
Estudo da morte térmica do inseto-praga de grao de milho, Sitophilus zeamais, adulto sob aquecimento
em temperatura controlada e estudo da desinfestacdo de graos de milho contendo S. zeamais, nos
estagios de desenvolvimento larval e adulto, utilizando micro-ondas como fonte de aquecimento.

Por qué?

A fim de obter um método de desinfestacdo livre de residuos quimicos, pois estes t€ém sido cada vez
mais restritos devido ao aumento da resisténcia dos insetos, a toxicidade dos compostos usados, o
impacto ambiental (poluicdo) e a presenga de residuos nos graos. O tratamento por micro-ondas pode
ser um processo apropriado, rapido e eficaz na morte dos insetos ¢ na manuten¢do da qualidade dos
graos, com impactos negativos menores no ambiente e na saude humana.

O que ja foi feito?

- Diversos estudos avaliaram a cinética de morte térmica de insetos-praga sob aquecimento elétrico em
blocos metalicos;

- Nao ha modelos preditivos que descrevam a morte térmica de insetos-praga em funcdo da temperatura;
- Trabalhos avaliaram a mortalidade total de insetos-praga submetidos a aquecimento por imersdo em
dgua ou aplicacdo de micro-ondas e radiofrequéncia;

- Poucos estudos avaliaram a cinética de morte de insetos-praga em processos de desinfestacdo de graos;
- Ha diversos estudos que avaliam a germinacdo de sementes apos desinfestagdo por tratamento térmico;
- Raros estudos avaliaram alteragdes nos insetos submetidos a processos de desinfestagdo de graos.

Hipoéteses da pesquisa

E possivel: I) gerar modelos preditivos de morte térmica de insetos-praga; II) utilizar energia de micro-
ondas para desinfestagdo com minimo impacto na qualidade dos graos; III) avaliar a suscetibilidade das
fases larval e adulta dos insetos quando submetidos a desinfestacdo por micro-ondas; IV) identificar
bioquimicamente o efeito do aquecimento em insetos adultos de S. zeamais durante a desinfestagdo em
micro-ondas baseado na alteracdo de umidade e proteinas.

Metodologia cientifica

- Obtencao da cinética de morte térmica de individuos adultos de S. zeamais submetidos a aquecimento
isotérmico em condic¢des controladas;

- Utilizag¢@o de modelos matematicos para descrever a morte dos insetos em condigdes isotérmicas;

- Ajuste de modelos secundarios para descrever a dependéncia dos parametros do modelo cinético com
a temperatura do ambiente no qual os adultos foram condicionados;

- Constituicdo de modelos preditivos da morte dos insetos em fung¢do da temperatura do ambiente;

- Estudo experimental da desinfestacdo de graos de milho contendo S. zeamais nas fases larval e adulta
pelo aquecimento por micro-ondas;

- Ajuste de modelo cinético dependente da temperatura para descrever a desinfestacdo dos graos de
milho submetidos ao campo de micro-ondas;

- Estudo de alteragdes bioquimicas dos insetos adultos submetidos a desinfestagdo em micro-ondas.

Resultados obtidos

- Descrigdo matematica da morte térmica de adultos de S. zeamais em condig¢des isotérmicas;

- Modelo matematico para predi¢do da morte térmica de adultos de S. zeamais na faixa de temperatura
estudada;

- Descri¢do matematica da cinética de morte térmica de S. zeamais, nas fases adulto ¢ larval, submetidos
a desinfestacdo em micro-ondas;

- Descri¢do matematica da morte térmica de S. zeamais em fun¢do da temperatura dos grdos na
desinfestacdo em micro-ondas;

- Efeito dos parametros de processo na desinfestacdo de graos utilizando micro-ondas;

- Determinagdo de alteragGes nas proteinas dos insetos ap6s desinfestagdo em micro-ondas.
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1 INTRODUCAO

A populagao mundial pode chegar a 9,8 bilhdes de pessoas em 2050 (FAOSTAT, 2017)
e este crescimento deve estar aliado a seguranca alimentar. Graos, cereais, frutas e vegetais
desempenham um grande papel no fornecimento de proteinas, nutrientes e calorias para o ser
humano, e um dos grandes desafios ¢ a expansdo da produgdao destes alimentos
(CHAKRAVERTY et al., 2003). A dependéncia de cereais e oleaginosas nao sera apenas para
a alimentagdo humana, pois a demanda destas commodities para producao de energias
alternativas renovaveis, como etanol e biodiesel, esta cada vez maior. Além disso, o
crescimento do comércio internacional fez com que as commodities agricolas se tornassem uma
parte importante da economia global, impulsionando a producao de graos (TANG et al., 2007).

O milho é um cereal utilizado mundialmente para alimentagdo humana ¢ animal e na
produgdo de biocombustiveis. O milho ¢ amplamente produzido e comercializado entre os
paises, seu cultivo e produgdo corresponde a aproximadamente 40% do total da produgdo
mundial de cereais (FAOSTAT, 2017). O Brasil ¢ o 3° maior produtor e exportador deste grao
no mundo (FAOSTAT, 2017). Sabe-se que as commodities comercializadas entre os paises
podem ser uma grande porta de entrada para pragas agricolas, que causam severos danos aos
graos, como redu¢do da massa e perdas de nutrientes.

O controle e a desinfestag@o de insetos-praga em graos armazenados sao realizados pelo
uso de pesticidas quimicos durante o armazenamento ou transporte. Um tratamento de
fumigacdo quimica eficaz pode durar até 30 dias, dependendo das condi¢cdes ambientais e do
grao (CHAKRAVERTY et al., 2003). O uso destes pesticidas cresce de maneira linear no
Brasil, mas em paises desenvolvidos sua utilizacdo ja esta sendo reduzida ao longo dos ultimos
anos. O Brasil € o terceiro pais que mais utiliza pesticidas na cadeia de produgdo agricola. Em
2016, 380 mil toneladas de componentes ativos pesticidas foram utilizadas no cultivo e
producdo agricola no pais (FAOSTAT, 2017). As substancias mais utilizadas na desinfestacao
de graos armazenados sdo o brometo de metila e a fosfina, ambos os produtos sdo toxicos aos
seres humanos e devem ser manipulados por profissionais capacitados. A fosfina inibe a
respiracdo do inseto na presenca de oxigénio e sua toxicidade aumenta com a presenca de
didxido de carbono. Além da fosfina possuir capacidade explosiva, os insetos desenvolvem
resisténcia a este composto e a concentragdo necessaria para um processo eficiente ¢ cada vez
maior, agregando mais residuos quimicos aos graos. O brometo de metila ¢ uma substancia que

degrada a camada de ozonio e o seu uso estd sendo extinto (CHAKRAVERTY et al., 2003;
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HAGSTRUM; PHILLIPS; CUPERUS, 2012). O Protocolo de Montreal exigiu que paises
desenvolvidos eliminassem o uso de brometo de metila até o ano de 2005 e que até 2015 os
paises em desenvolvimento ndo o utilizassem mais, porém algumas excecdes foram criadas
para o uso de Brometo de Metila no pré-embarque, transporte ou em quarentena, devido a falta
de tratamentos alternativos eficientes para a eliminagdo de insetos-praga em graos
(HAGSTRUM; PHILLIPS; CUPERUS, 2012; UNEP, 2002). A procura por alimentos livres de
produtos quimicos ¢ uma tendéncia mundial crescente, portanto faz-se necessario o estudo e
desenvolvimento de um tratamento eficaz e livre de residuos quimicos para a eliminagdo de
insetos-praga de graos.

Tratamentos térmicos e armazenamento em atmosfera modificada sdo os processos vistos
como alternativas propicias para a substituicdo do uso de produtos quimicos na desinfestagao
de graos. A utilizagdo de atmosfera modificada consiste na reduc¢ao da concentracao de oxigénio
do ambiente, levando os insetos a morte. O tratamento por atmosfera modificada ¢ dependente
de instalacdes herméticas e a duragdo do processo pode levar mais de um més
(CHAKRAVERTY et al., 2003; LORINI et al., 2015).

O tratamento térmico de graos ¢ uma alternativa promissora para a desinfestagao de graos,
pois a temperatura de letalidade dos insetos geralmente ¢ baixa (55°C) e o periodo de
tratamento € rapido em comparacdo a outros métodos. Tratamentos com dgua quente foram
estudados para mortalidade de diversas pragas de graos e frutas, nestes casos o tratamento foi
eficiente em menos de uma hora utilizando temperaturas em torno de 50 °C (JONES;
WADDELL, 1997; LAY-YEE et al., 1997, VERGHESE; NAGARAJU; SREEDEVI, 2011). O
tratamento com 4gua pode acarretar aumento da umidade e atividade de 4gua dos graos e cereais
e facilitar o desenvolvimento de fungos na massa de graos. Além disso, nestes estudos a causa
da morte dos insetos ndo foi totalmente elucidada, nao se sabe se ocorreu por afogamento dos
insetos ou devido ao aquecimento (TANG et al., 2000). Além do mais, tratamento de graos por
aquecimento em agua ndo ¢ uma alternativa adequada, visto que os graos estdo secos € 0
aumento de sua umidade potencializaria a degradagdo e possibilitaria o desenvolvimento de
fungos e bactérias.

Aquecimentos por radiagdo e micro-ondas sdo os tratamentos mais propicios para
substitui¢do do tratamento quimico. Alguns estudos apresentam bons resultados na morte de
insetos-praga de graos (Callosobruchus chinensis, Rhyzoperta dominica, Tribolium castaneum,
Sitophilus zeamais, Sitophilus granarius, Plodia interpunctella) por aquecimento em micro-

ondas e radiofrequéncia. A morte de todas as fases de desenvolvimento do inseto-praga, ocorre
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em poucos minutos (AHMADY; MOUSA; ZAITOUN, 2016; DAS; KUMAR; SHAH, 2013;
HALVERSON et al, 1996; LING; CHENG; WANG, 2019; PEI et al., 2018a;
VADIVAMBAL; JAYAS; WHITE, 2008; YANG et al., 2018; ZHAO et al., 2007a; ZHOU;
WANG, 2019). O aquecimento seletivo provocado por micro-ondas ou por radiofrequéncia ¢é
uma Otima alternativa para a preservacao da qualidade dos graos, ja que o teor de agua presente
nos insetos (~80% em base umida - bu) ¢ maior que dos graos secos (~12% em bu), gerando
maior aquecimento nas pragas ¢ mantendo a temperatura dos graos mais baixa (HUANG;
CHEN; WANG, 2015).

A elucidacdo do comportamento da morte de insetos-praga submetidos a tratamentos
térmicos ¢ a causa de sua morte ¢ fundamental para o desenvolvimento de processos e
equipamentos para desinfestacdo. Modelos que se ajustem as cinéticas de morte e que possam
predizer o comportamento dos insetos com a temperatura sdo Uteis na simulagdo e

desenvolvimento de técnicas alternativas para o tratamento térmico de graos.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

O objetivo desta tese foi elucidar e modelar matematicamente a cinética de morte do
inseto-praga Sitophilus zeamais em fun¢do da temperatura a qual foi submetido e avaliar a
desinfestagdo de graos de milho contendo insetos nas fases larval e adulta pelo aquecimento
por micro-ondas como uma alternativa rapida, energeticamente eficiente, livre de residuos

quimicos e que ndo afeta a qualidade dos graos.

1.1.2 Objetivos especificos

* Determinar experimentalmente curvas de morte térmica do inseto adulto de S. zeamais
por ar quente circulante em condigdes isotérmicas entre 46 °C e 62 °C;

* Propor modelos matematicos que descrevem a cinética da morte térmica do inseto
adulto de S. zeamais em condig¢des isotérmicas;

* Estabelecer modelos matematicos que descrevam a influéncia da temperatura nos

parametros do modelo cinético de morte térmica;
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* Promover a desinfestacdo de graos de milho infestados com larvas e adultos de S.
zeamais pelo aquecimento ndo-isotérmico em micro-ondas e avaliar o impacto da razao massa
de grios e poténcia das micro-ondas (1,2 W g, 3 Wgle6 W g3

* Propor modelos matematicos que descrevem a cinética da morte térmica das larvas e
dos insetos adultos de S. zeamais em aquecimento ndo-isotérmicas com micro-ondas;

* Determinar as alteragdes bioquimicas quanto as proteinas e quantidade de agua presente
nos insetos adultos submetidos a tratamento eficaz de desinfestagao por aquecimento em micro-

ondas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PRAGAS EM GRAOS ARMAZENADOS

Insetos, microrganismos e roedores sdo as maiores pragas de graos armazenados,
entretanto os insetos sdo os primeiros a iniciar a depredagdo, ameacando a manutencao da
qualidade dos graos (CHAKRAVERTY et al.,, 2003; HUI, 2006). Os insetos sdo o0s
responsaveis pela maior perda de graos armazenados, podendo chegar a 30% ou até a valores
superiores, quando as condi¢des de armazenamento sdo precarias, caracteristicas de paises em
desenvolvimento. A atividade dos insetos provoca aquecimento local na massa de graos, estes
pontos aquecidos geram gradientes de umidade e temperatura da massa de grdos. Estas
mudangas favorecem o desenvolvimento de fungos e bactérias, e sdo facilitadores do ataque de
pragas secundarias, levando a rejei¢ao ou até mesmo a perda dos graos. O nivel de infestacao
de insetos em graos ¢ um dos critérios para a avaliagdo da qualidade durante a sua
comercializacdo. Assim, o gerenciamento adequado ¢ importante para reduzir as perdas.
(CHAKRAVERTY et al., 2003; HAGSTRUM; PHILLIPS; CUPERUS, 2012; HUI, 2006;
TEFERA et al., 2010).

As pragas de graos podem ser classificadas como primdrias ou secunddrias. Pragas
primarias atacam graos sadios e integros e as secunddrias restringem sua invasdo a graos ja
danificados por pragas primarias ou por algum processo mecanico ou fisico (GOLOB;
FARRELL; ORCHARD, 2002; LORINI et al., 2015).

As pragas primarias podem ser divididas em internas ou externas. As primarias internas
perfuram o grao, alimentam-se de seu interior e completam seu desenvolvimento internamente.
As principais pragas deste grupo sdo besouros da espécie Rhyzopertha dominica, Sitophilus
oryzae e Sitophilus zeamais e a traca Sitotroga cerealella. As primdrias externas destroem a
parte exterior do grao e alimentam-se do seu interior, sem desenvolverem-se no mesmo, sendo
a traca Plodia interpunctella a mais conhecida (GOLOB; FARRELL; ORCHARD, 2002;
LORINI et al., 2015).

As pragas secundarias atacam apenas graos ja danificados, por pragas primarias ou por
processos como moagem, secagem e trituracdo. As espécies de besouros Triboluim castaneum,
Oryzaephilus surinamensis e Cryptolestes ferrugineus sdo exemplos destas pragas.

Diferentemente das pragas primarias, as secundarias atacam quase exclusivamente produtos
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armazenados. Além disso, seus estagios larvais movem-se livremente no produto armazenado
(GOLOB; FARRELL; ORCHARD, 2002; LORINI et al., 2015).

Os principais insetos-praga de graos armazenados possuem suas temperaturas Otimas de
desenvolvimento em torno de 30 °C (Tabela 1). De maneira geral, estes insetos desenvolvem-
se mais lentamente em temperaturas inferiores a 16 °C ou superiores a 42 °C. Além da
temperatura existem outros fatores ambientais que influenciam o desenvolvimento dos insetos
como a umidade, luz, radiagdo solar, vento, disponibilidade de alimento, assim como a
combinagdo destes fatores e o tempo de exposicdo aos mesmos. Apesar da influéncia do
ambiente, as pragas agricolas adaptam-se bem a ambientes secos (UR <50%) e quentes
(T > 30 °C) geralmente encontrados em estocagem de graos (CHAKRAVERTY et al., 2003;
GALLO, 2002; HUI, 2006)

Tabela 1: Principais insetos-praga de grdos armazenados e sua temperatura Otima de
desenvolvimento.

Temperatura
Principal grao Temperatura 6tima
Nome cientifico minima de
alvo de desenvolvimento
desenvolvimento
Sitophilus oryzae Arroz e trigo 27°Ca3l°C 17 °C
S. zeamais Milho 28 °C 17 °C
S. granarius Trigo 26 °Ca30°C 15 °C
S. cerealella Arroz com casca 26 °Ca30°C 16 °C
Plodia interpunctella Trigo 28°Ca30°C -
Ephestia cautella Trigo e arroz 25°C 10 °C
Arroz e
Corcyra cephalonica 28°Ca30°C 10 °C
amendoim
Trigo e arroz
Rhyzoperta dominica 32°Ca35°C 23 °C
com casca
Tribolium castaneum Arroz 32°Ca35°C 22 °C
T. confusum Arroz 30°Ca33°C 21 °C

Fonte: Adaptado de CHAKRAVERTY et al., 2003 ¢ HUI, 2006.

2.1.1 Fatores ambientais que influenciam o desenvolvimento de pragas
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A temperatura, a umidade relativa do ambiente (UR) e a umidade do grdo sdo os
principais fatores ambientais que auxiliam ou impedem o desenvolvimento de pragas em

produtos agricolas armazenados.
2.1.1.1 Temperatura

A temperatura ¢ um fator muito importante no desenvolvimento dos insetos-praga.
Apesar de existirem insetos desenvolvendo-se em temperaturas extremas, normalmente pode-
se identificar diferentes faixas de temperatura que influenciam em seu ciclo de vida, conforme
apresentado na Figura 1. A faixa de temperatura 6tima para o desenvolvimento de insetos-praga
em graos armazenados ocorre entre 24 °C e 32 °C. De maneira geral, o acondicionamento em
temperaturas mais elevadas (29 °C — 32 °C) resultam em menor tempo de desenvolvimento das
fases iniciais, ou seja, o inseto atinge a fase adulta mais rapidamente (GALLO, 2002;
HALLMAN; DENLINGER, 1998; LORINI et al., 2015; PANIZZI; PARRA, 2012).

Extrapolando os limites de temperatura maxima e minima de desenvolvimento, os insetos
atingem um estado de dorméncia temporario ou irreversivel. Acima de 52 °C ou abaixo de
- 20 °C ocorre a morte dos insetos em poucos minutos (Figura 1). Além da temperatura
desfavoravel, a combinagdo de diferentes fatores do ambiente € que resulta na sua morte, por
exemplo o historico de condigdes ambientais (T, UR, radiacdo) a que inseto foi submetido e
principalmente o bindmio temperatura e tempo de exposi¢ao. De acordo com a espécie, e até
mesmo com as populagdes, os insetos podem apresentar diferentes niveis de tolerancia a
temperaturas extremas (GALLO, 2002). Para casos extremos de temperaturas, os insetos
possuem um sistema de defesa no qual entram em estado de dorméncia para garantir sua
sobrevivéncia, chamados de diapausa, para baixas temperaturas, e estivacdo para altas
temperaturas. Apos o periodo de condi¢ao extrema e retorno a temperaturas favoraveis, o inseto
restitui suas atividades vitais (HALLMAN; DENLINGER, 1998; LU; ZHANG, 2016;
MANSOOR-UL-HASAN et al., 2017).

A Equacao (1) foi proposta por Réaumur em 1735 para correlacionar a temperatura com

o tempo de desenvolvimento de insetos.

K(T)=t(T—-T) (1)
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onde K (graus-dia) ¢ a constante térmica, t (dias) ¢ o periodo de desenvolvimento, T (°C) ¢ a
temperatura ambiente e T; (°C) ¢ a temperatura limiar do desenvolvimento do inseto (GALLO,
2002; OMAR et al., 2014). A temperatura limiar é a temperatura minima ambiente para que o
desenvolvimento do individuo ocorra. Omar et al. (2014) determinaram as temperaturas
limiares do besouro Sitophilus granarius, praga encontrada no trigo, como sendo 9,8 °C para o
desenvolvimento do ovo, 7,3°C para a larva, 14,1 °C para a pupa e 10°C para o

desenvolvimento do estagio de ovo até adulto.

Figura 1: Influéncia da temperatura no desenvolvimento de insetos.
Temperatura (°C)
- -—— Temperatura maximafatal i
50 — — 50 Zonade estivacdo permanente
-—— Limite de tolerdncia maximo
Zona de estivacdo
4“0 ﬁ = 40 temporaria
- L -—— Temperatura limiar maxima
—— Limite superior
E 5
—4* Temperatura 6tima EO0S danoravo!
=20

~——» limite inferior
——— Temperatura limiar minima

Zonade hibernacdo
temporaria

— Limite de tolerdncia minimo

Zonade hibernacio permanente

— 20— Temperatura minima fatal

Fonte: Adaptada de Domingos Gallo (2002).

Além de coibir o desenvolvimento em condi¢des extremas, a temperatura de
acondicionamento tem grande influéncia no tempo de desenvolvimento das pragas. Por
exemplo, o S. granarius tem seu ciclo de vida reduzido em cerca de 45% do tempo quando a
temperatura ambiente aumenta de 15 °C para 20 °C (OMAR et al., 2014). O estagio mais
influenciado pela variacao da temperatura segundo os autores ¢ a fase de pupa na qual o periodo
de desenvolvimento reduziu mais de 80% com o mesmo aumento de temperatura (5 °C). O
gorgulho do arroz (S. oryzae) acondicionado em umidade relativa (UR) constante apresentou

um aumento maior que 55% na emergéncia de larvas em 10 dias apds a oviposi¢ao quando a
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temperatura ambiente variou de 25 °C para 35 °C. Além disso, o nimero de adultos emergidos
ap6s 9 dias da pupacao dobrou, com o mesmo aumento de temperatura (MANSOOR-UL-
HASAN et al., 2017).

Os insetos sdo vulneraveis a temperaturas elevadas, mas possuem mecanismos
comportamentais e fisioldgicos, como aclimatagdo a longo prazo e adaptagdo genética, que
podem minimizar estas injurias. De forma geral, insetos de armazenamento ja estdo adaptados
a viver em condic¢des de baixa umidade relativa e em faixas de temperatura acima das propicias

para seu desenvolvimento (HALLMAN; DENLINGER, 1998; PANIZZI; PARRA, 2012).

2.1.1.2 Umidade relativa (UR)

A maioria dos animais possui cerca de 70 a 90% de agua em sua composicao corporal,
porém os insetos que vivem em produtos secos podem chegar até 50% de agua em seu corpo,
mesmo assim suas propor¢des devem manter-se constantes. Da mesma forma que a
temperatura, a variagdo da umidade do ambiente ¢ dividida em favoravel e nao favoravel ao
desenvolvimento de insetos. Alguns insetos sdo capazes de tolerar altas umidades e
desenvolverem-se normalmente, mas grande parte nao tolera baixas UR, devido a perda de dgua
e consequente morte (GALLO, 2002). Por outro lado, os insetos-praga de graos estdo adaptados
para viver em condi¢des de baixa umidade, apesar de seu desenvolvimento ser beneficiado
quando a umidade estd acima da encontrada em locais de armazenamento. A faixa umidade
relativa (UR) 6tima para o desenvolvimento de pragas em graos armazenados esta entre 40% e
80%. Abaixo do valor minimo de UR, a longevidade e a sobrevivéncia dos insetos sdo
reduzidas. Desta forma, o emprego de uma UR baixa controlada (< 40%), juntamente com um
ou mais fatores que dificultem o desenvolvimento de pragas, auxilia no controle das mesmas

(GALLO, 2002; LORINI et al., 2015; PANIZZI; PARRA, 2012).

2.1.1.3 Umidade do grdo

Os graos armazenados passam pela secagem antes do armazenamento, para evitar a
deterioragdo, diminuir a possibilidade de crescimento de fungos e bactérias, aumentar a vida
util e como tentativa de reducdo do ataque de pragas. A umidade destes produtos ¢ dependente
do tipo e da finalidade do grao, temperatura do ambiente e umidade relativa de equilibrio. Trigo

e farinha de trigo integral possuem umidade de equilibrio entre 12% e 18% para UR entre 40%
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e 80%. Graos de milho seco sdo geralmente armazenados com umidade entre 12% e 14% em
UR de 75% e 25 °C por periodos de 6 meses a mais de um ano (PANIZZI; PARRA, 2012).

Insetos de produtos armazenados obtém agua do alimento ingerido, do seu metabolismo
e por absor¢do do ar através da difusdo. Desta maneira, necessitam de uma UR e umidade do
produto minimas para seu desenvolvimento. Cada espécie de inseto necessita de uma demanda
de agua diaria e especifica de cada uma destas fontes para sua sobrevivéncia. Ajustes no
conteudo de agua proveniente do alimento e do ambiente através de adaptacdes fisiologicas e
comportamentais favorecem o crescimento populacional dos insetos. O teor de umidade
favoravel ao desenvolvimento de gorgulho de milho ¢ de 12% a 14% nos graos e ambiente com
temperatura entre 27 °C a 29 °C e UR entre 60% ¢ 70% (PANIZZI; PARRA, 2012; TEFERA
etal., 2010).

2.1.2 Danos no armazenamento de graos secos

Diferentes formas de deterioracdo ocorrem em graos durante o armazenamento, como
alteragdes quimicas (disponibilidade de oxigé€nio intergranular), fisicas (temperatura, UR,
umidade do grao, propriedades térmicas e fisicas do grao, porosidade), bioquimicas (respiragao,
maturidade, germinagdo) e microbioldgicas (crescimento de fungos e bactérias). Estas
mudancas estdo diretamente relacionadas ao tipo de armazenamento, condigao inicial do grao
ou semente, condigdes ambientais e fatores bidticos. Desta forma, ¢ importante garantir a
maxima manutencao da qualidade do grao durante o armazenamento controlando estes fatores
(CHAKRAVERTY et al., 2003; ELIAS; OLIVEIRA; VANIER, 2017; FARONI; SILVA,
2008; PANIZZI; PARRA, 2012).

Perdas qualitativas e quantitativas ocorrem durante o armazenamento de graos. As perdas
qualitativas estdo associadas as reagdes quimicas, presenga de impurezas e residuos
metabolicos, e resultam em perdas do valor nutricional do grao, podendo até gerar substancias
toxicas no mesmo. As quantitativas sdo originadas do metabolismo dos graos, microrganismos
e pragas, e resultam em reducdo da matéria seca. A combinacdo dos efeitos da atividade de
todas as pragas nos graos tem um efeito cumulativo sobre a qualidade do mesmo
(CHAKRAVERTY et al., 2003; ELIAS; OLIVEIRA; VANIER, 2017; SANCHEZ-MARINEZ
et al., 1997).

Mudangas na composi¢dao do grao, como reducao dos teores de carboidratos, proteinas,

lipidios e vitaminas sdo geradas durante a armazenagem como consequéncia das intera¢des de
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fatores bioldgicos e fisicos do ambiente. Estas alteragdes também geram redugdes da massa
especifica dos graos e perda de material organico, diminuindo a qualidade e o valor de mercado
(CHAKRAVERTY et al., 2003; ELIAS; OLIVEIRA; VANIER, 2017).

As proteinas sofrem hidrélise e os carboidratos sdo consumidos pelo proprio metabolismo
da massa e pela acdo de microrganismos, reduzindo a quantidade de agucares totais e ndo
redutores. A fracao lipidica ¢ a mais suscetivel, pois ¢ atacada pelas lipases dos proprios graos
e pelas produzidas pela microbiota. Além disso, acaros e insetos colaboram no rompimento das
ligacdes ésteres, elevando o teor de acidos graxos livres. A reducdo do extrato etéreo e o
aumento do teor de acidos graxos livres estdo relacionados com a velocidade e intensidade da
degradacdo dos graos no armazenamento, € podem ser usados como indicadores de deteriora¢ao
(CHAKRAVERTY et al., 2003; ELIAS; OLIVEIRA; VANIER, 2017).

A infestag@o pode causar alteracdes na composi¢ao quimica do grao, levar ao aumento da
umidade, dos niveis de acidos graxos livres, do teor de nitrogénio ndo proteico ¢ a reducao do
pH e do teor de proteina. Em fungao disso, o nivel de infestagao por insetos ¢ um dos critérios
de avaliacdo da qualidade do graio (CHAKRAVERTY et al., 2003; GOLOB; FARRELL;
ORCHARD, 2002; SANCHEZ-MARINEZ et al., 1997).

As perdas geradas estritamente por insetos sdo dificeis de serem mensuradas, ja que seu
ataque permite o acesso de diversas outras pragas. Porém, estima-se que seus danos sdo em
média de 5 a 10%, podendo chegar até a 30% do volume de graos armazenados. Portanto, o seu
controle € essencial para a preservagdo da qualidade dos graos (ELIAS; OLIVEIRA; VANIER,
2017; PANIZZI; PARRA, 2012).

Os insetos sdo a principal causa de perda de graos armazenados. Existem centenas de
espécies que infestam os graos, os de maior importancia sdo besouros e tracas (Ordens
Coleoptera e Lepidoptera, respectivamente). De forma geral, nas tragas apenas a fase imatura
(larvas) depreda o grao, pois a fase adulta ndo se alimenta dos graos e possui um curto periodo
de vida. Ja nos besouros, todas as fases do ciclo de vida causam danos aos grdos, os adultos
costumam viver por longos periodos (até 6 meses), aumentando o poder de depredagao destas
espécies. De forma geral, as infestacdes por besouros permanecem ocultas até os adultos
emergirem dos graos, j4 que o desenvolvimento das fases iniciais geralmente ocorre no seu

interior (CHAKRAVERTY et al., 2003; GOLOB; FARRELL; ORCHARD, 2002; HUI, 2006).

2.1.3 Principal inseto-praga de graos de milho armazenados
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Na familia Curculionidae (ordem Coleoptera) estdo presentes as maiores pragas de graos
armazenados (PEREIRA; SALVADORI, 2006). O besouro S. zeamais ¢ o principal inseto-
praga encontrado em grdos armazenados e seu principal alvo ¢ o milho, mas também ataca
arroz, trigo, sorgo, mandioca desidratada e alimentos processados derivados de cereais. Os
individuos adultos frequentemente atacam os graos tanto no cultivo quanto no armazenamento,
e podem ser identificados apenas por amostras de graos danificados (GOLOB; FARRELL;
ORCHARD, 2002; LORINI et al., 2015; TEFERA et al., 2010). O Brasil ¢ o terceiro maior
produtor e terceiro maior exportador de graos de milho, possuindo milhares de instalacdes de
armazenamento de graos sofrendo com o ataque destes insetos (FAOSTAT, 2017). Desta
forma, esta espécie foi elencada como o inseto-praga objeto de estudo para o desenvolvimento
deste trabalho.

As pragas do milho e do arroz (S. zeamais € S. oryzae, respectivamente), por muitas vezes
sdo confundidas, pois suas semelhangas sdo inimeras, desde o ciclo de vida, caracteristicas
fisicas e comportamentais semelhantes e possuem a capacidade de atacar os mesmos graos
(DEVIetal., 2017). De forma concreta, apenas podem diferenciar-se por caracteristicas de suas
partes internas (genitalia), necessitando da disseca¢do do individuo para esta confirmacao

(DEVI et al., 2017).

Figura 2: Imagens de espécime da espécie S. zeamais nos estagios de vida: (a) adulto (b) pupa
e (c) larva.

*As escalas apresentadas possuem (a) e (b) 2 mm e (c) 1 mm.
Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Os individuos adultos medem cerca de 2,5 mm a 4,5 mm de comprimento, possuem
cabeca projetada em um rostro (prolongamento da cabeca), coloragdo de castanho a preto com

quatro manchas claras e ovais proximas aos angulos dos élitros (asas anteriores dos besouros)
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(Figura 2a) (DEVI et al., 2017; HILL, 2002; TEFERA et al., 2010). O comprimento do rostro
distingue machos e fémeas, apresentando-se mais curto e grosso nos machos. As pupas ¢ as
larvas sdo de cor branca a amarelo claro, sendo as larvas 4apodas e com pegas bucais
esclerotizadas (Figura 2 ¢) (GOLOB; FARRELL; ORCHARD, 2002).

As fémeas utilizam sua mandibula alongada para perfurar o grado formando um orificio
raso onde depositam os ovos, posteriormente fecham a cavidade com uma secrecao gelatinosa,
cerca de 150 a 300 ovos sdo colocados por cada fémea durante sua vida (HAGSTRUM,;
PHILLIPS; CUPERUS, 2012; PEREIRA; SALVADORI, 2006; THRONE, 1994). Nessa
espécie, todo o desenvolvimento de ovo a adulto ocorre no interior do grao. A postura das
fémeas inicia apds cerca de 4 dias depois de entrar na fase adulta, em ambientes com
temperatura entre 24 °C e 30 °C e UR entre 70% e 80%. Os ovos com tamanho médio de
0,76 mm x 0,27 mm dificilmente sdo visiveis no grdo. O periodo de incubagdo ¢ de
aproximadamente 7 dias, ap6s isso a larva (Figura 2¢) eclode para dentro do grao, alimentando-
se de sua parte interna, formando tuneis (Figura 3), passando por 4 instares larvais (L1 - L4),
com duragao total de cerca de 30 dias ¢ empupamento de 7 dias (DEVI et al., 2017). Apds o
empupamento (Figura 2b), cerca de 40 dias apos a oviposi¢do (em condi¢des ambientais de
26 °C e 70% de UR), ocorre a emergéncia do individuo adulto, que sai pela janela pupal, orificio
circular previamente erodido no tegumento do grao pela larva de 4° instar (L4), na superficie
do grdo. Um individuo adulto sobrevive em média de 4 a 6 meses e ¢ fértil durante todo esse
periodo, mas no caso das fémeas o periodo de colocagao eficaz de ovos ¢ de 50% nas primeiras
5 semanas de vida adulta (GOLOB; FARRELL; ORCHARD, 2002; HAGSTRUM; PHILLIPS;
CUPERUS, 2012; PEREIRA; SALVADORI, 2006; TEFERA et al., 2010; THRONE, 1994).

Figura 3: Microscopia de graos de milho com representacdo da destruicao interna do grao
formadas por larvas de Sitophilus spp. com aumento de 20 vezes.
o ,_,:‘:.

Fonte: Marcelo de Carli (2007).
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Todas as fases da vida do S. zeamais causam danos aos graos, mas a fase larval ¢ a mais
destrutiva. Apesar disso, uma infestacao ¢ determinada com base no niimero de insetos vivos
da amostra, sendo que os critérios para a alimentagdo humana sdo muito mais rigorosos que
para a alimentacdo animal, ndo permitindo a presenca de insetos vivos nos graos. O mesmo
ocorre na comercializacdo de grdos entre paises, quando ha a presenca de insetos, os graos
podem ser submetidos a tratamentos eficazes para garantir sua morte e controle (FARONI;
SILVA, 2008; MAPA, 2011).

A eliminagdo destas pragas se faz necessaria para evitar perdas economicas e da qualidade
do alimento. No item a seguir, destacam-se os métodos mais utilizados para a eliminagdo de

pragas em graos armazenados.

22METODOS PARA ELIMINACAO DE INSETOS-PRAGA EM GRAOS
ARMAZENADOS

Os tratamentos de controle e eliminacdo de insetos-praga em graos podem ser quimicos,
bioldgicos ou fisicos. O tratamento quimico através da fumigagao ¢ o mais empregado para este

fim e ¢ realizado durante o transporte ou o armazenamento dos graos.

2.2.1 Tratamentos bioldgicos

O controle biologico de pragas ¢ eficiente no campo, mas ndo muito apropriado para
utilizagdo no armazenamento, podendo ser usado como uma forma de preven¢ao ou integrado
com outras estratégias. Porém, o uso concomitante de tratamento bioldgico e quimico €
totalmente ineficaz, visto que os inseticidas geralmente possuem a¢do mais severa contra os
predadores e parasitoides do que contra as proprias pragas (FARONI; SILVA, 2008; LORINI
et al., 2015).

A grande vantagem da utilizagdo de predadores naturais ¢ que esta acdo ndo deixa
residuos quimicos, mas os predadores devem ser eliminados da massa de graos para
comercializacao e consumo do produto. Geralmente os predadores sdo insetos muito pequenos,
e podem ser removidos por peneiramento (CHAKRAVERTY et al., 2003; HAGSTRUM,;
PHILLIPS; CUPERUS, 2012).

A utilizacdo deste método requer grande conhecimento, cuidado e monitoramento. A

forma como os controladores bioldgicos podem ser usados sdo diversas, por exemplo, bactérias
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podem ser usadas para controlar fungos e insetos-praga podem ser controlados por fungos e
outros insetos (GOLOB; FARRELL; ORCHARD, 2002). Vale ressaltar que se a praga estiver
bem desenvolvida e em grande quantidade nos graos, o controle biologico dificilmente sera
eficaz (GOLOB; FARRELL; ORCHARD, 2002; LORINI et al., 2015).

O controle bioldgico de pragas tem agdo especifica em uma espécie, por exemplo, o
besouro Teretriosoma nigrescens ¢ um importante predador do besouro praga P. truncatus e
pode reduzir populagdes de outros dois besouros pragas, Dinoderus minutus ¢ de R. dominica
(REES, 1991). A mini vespa Theocolax elegans ¢ um parasitdide dos estagios imaturos de
Sitophilus spp., mas nao ¢ eficiente para reduzir a sua populacdo, ndo podendo ser utilizado
como um controle biolodgico para esta praga. Outras vespas importantes como parasitoides sao
Bracon hebetor sobre a traga E. cautela, Trichogramma evanescences sobre E. kuehnielle e
Choetospila elegans em R. dominica (CHAKRAVERTY et al., 2003; LORINI et al., 2015).

Apesar de existirem agentes bioldgicos capazes de serem predadores de pragas agricolas,
sabe-se que o controle biologico ¢ lento e dificilmente elimina totalmente as pragas ou evita

seus danos (GOLOB; FARRELL; ORCHARD, 2002).

2.2.2 Tratamentos quimicos

O método mais utilizado mundialmente para a desinfestagdo de graos armazenados ¢
através de compostos quimicos. Este tratamento divide-se em duas formas principais de
realizagdo: a aplicagcdo de inseticidas por contato, utilizada principalmente como uma forma
preventiva; e a fumigacao, utilizada para prevencao e corre¢do em grandes estoques de graos.
A fumigag¢ado quimica € o método prevalecente de desinfestagao, pois € mais eficaz na morte de

todos os estagios das pragas em graos armazenados.

2.2.2.1 Fumigagao

A fumigagdo consiste na insercao de um produto quimico téxico, em estado solido,
liquido ou gasoso, em um espago fechado contendo a massa de graos, que se dispersa
rapidamente e age sobre os insetos na forma gasosa. Sua eficacia ¢ dependente de varios fatores
como estagio de vida, espécie e resisténcia do inseto, concentragdo utilizada, temperatura e
umidade do ambiente, instalagdes e vedacao do local de armazenamento (CHAKRAVERTY et

al., 2003; HAGSTRUM; PHILLIPS; CUPERUS, 2012; LORINI et al., 2015). Um tratamento
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eficaz leva de 1 a 20 dias para ser completado, dependendo das condi¢des ambientais.
Impurezas presentes no ambiente absorvem o produto quimico, diminuindo sua concentragao e
impedindo a distribuicdo dos gases. Assim, torna-se importante o monitoramento da
concentragdo do gas durante a fumigagao para prever a eficacia e suplementar a dosagem ou
prolongar o periodo de exposicao, se necessario (HAGSTRUM; PHILLIPS; CUPERUS, 2012;
LORINI et al., 2015). Recomenda-se a realizacao da fumigagao em ambientes com temperatura
acima de 20 °C, pois em baixas temperaturas a eficacia ¢ reduzida consideravelmente e a sor¢ao
do fumigante pelos graos aumenta. A taxa de sor¢do depende das caracteristicas do grao, do
fumigante e das condigdes ambientais (T ¢ UR). A sor¢do pode ser reversivel, quando corre
dessor¢do do quimico, ou irreversivel, quando o quimico reage com os compostos do grao
gerando residuos fixos (CHAKRAVERTY et al., 2003). Os fumigantes sdo toxicos aos seres
humanos e sua aplicacdo deve ser realizada por pessoas especializadas e devidamente equipadas
para a fungdo (GOLOB; FARRELL; ORCHARD, 2002; HUI, 2006). Apesar de amplamente
utilizada, a fumigacao exerce seu efeito apenas durante o tempo em que o gas estd presente em
ambiente hermeticamente fechado, podendo ocorrer reinfestacdo se os graos ndo estiverem
devidamente protegidos.

Os fumigantes mais utilizados na desinfestacdo de graos armazenados possuem em sua
composicdo os principios ativos Brometo de Metila (CH3Br) e fosfina (PH3). O brometo de
metila € incolor e inodoro e desempenha o mesmo papel que a fosfina no tratamento de graos
armazenados. E eleito para uso quando os insetos alvo possuem resisténcia a fosfina, porém sua
sor¢ao pelos graos € maior € o composto gera residuos de brometos inorganicos, que podem
afetar o cozimento dos graos. Sua utilizagdo nao ¢ adequada para uso em sementes e malte, pois
inibe a germinacdo em alguns casos. Geralmente o composto ¢ aplicado na superficie da massa
de graos e sua distribui¢ao ocorre pela gravidade. O grande impacto de sua utilizagdo ¢ o seu
poder de destruicdo da camada de ozonio, por este motivo foi realizado um programa para
extin¢do de seu uso no Protocolo de Montreal. Segundo o planejamento, paises desenvolvidos
deveriam extinguir sua utilizacdo até o ano de 2005, e paises em desenvolvimento, reduzir
gradativamente sua utilizacao até 2015 (UNEP, 2002). Porém, devido a falta de tratamentos
alternativos eficientes foram abertas excegdes para utilizagdo do brometo de metila em
estocagem de quarentena, pré-embarque e em casos emergenciais. Com as excegdes permitidas,
¢ dificil quantificar ou estimar o uso do brometo de metila atualmente, tornando ainda mais
preocupante o caso (CHAKRAVERTY et al., 2003; HAGSTRUM; PHILLIPS; CUPERUS,
2012; KUMAR et al., 2017; UNEP, 2002).
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A fosfina geralmente ¢ utilizada em pastilhas sélidas ou sachés, composta com ativos de
fosfina, que liberam o gés fosfina quando em contato com a umidade do ambiente, e sua
liberacao ¢ dependente das condigdes de temperatura e umidade relativa das instalagdes. A
fumigacdo com fosfina em temperaturas inferiores a 15 °C ndo ¢ recomendada, pois ¢ menos
eficaz, assim, a fosfina ¢ principalmente utilizada em paises de clima temperado
(CHAKRAVERTY et al., 2003; GOLOB; FARRELL; ORCHARD, 2002; HAGSTRUM,;
PHILLIPS; CUPERUS, 2012; HILL, 2002; OPIT et al., 2012). Concentracdes de gas fosfina
superiores a 18000 ppm podem entrar em combustdo espontdnea e explodir em condig¢des
atmosféricas normais, portanto uma rapida dispersdo no ambiente ¢ fundamental durante a
operagao (GOLOB; FARRELL; ORCHARD, 2002; HAGSTRUM; PHILLIPS; CUPERUS,
2012). Além disso, a fosfina possui grande poder de corrosdo de metais, como ouro, prata e
cobre ¢ sua utilizagdo muitas vezes ¢ evitada em instalagdes equipadas com aparelhos
eletronicos, fiagdo ou climatizagdo, devido ao alto poder de danos nestes sistemas
(HAGSTRUM; PHILLIPS; CUPERUS, 2012; HILL, 2002). O grande impasse da utilizagdo da
fosfina ¢ o aumento da resisténcia dos insetos a este quimico, sendo necessario concentragdes
cada vez maiores para resultarem em um tratamento efetivo.

Opit et al. (2012) estudaram a resisténcia dos besouros Tribolium castaneum e da
Ryzopertha dominica a fosfina, em diferentes locais de Oklahoma (EUA). Todas as populacdes
avaliadas de R. dominica e 8 das 9 populagdes de 7. castaneum possuiam resisténcia ao
quimico. Para morte de 99% dos insetos resistentes de 7. castaneum e R. dominica foram
necessarias concentragdes 120 e 1500 vezes maiores para os insetos resistentes comparados aos
ndo-resistentes, respectivamente. Estudos dos anos 80 afirmaram que havia baixas incidéncias
de resisténcia a fosfina nestas espécies (OPIT et al., 2012). Nota-se que em cerca de duas
décadas o aumento da quantidade de quimicos utilizados para a desinfestacdo de graos cresceu
de maneira alarmante, aumentando também a concentragdo de residuos quimicos nos graos e
os danos ao meio ambiente. Desta forma, novos métodos para desinfestagdo de grdos
armazenados vém sendo pesquisados e devem ser desenvolvidos sem a presenca de riscos a
saude humana e ao meio ambiente, ¢ mantendo as caracteristicas e propriedades destes graos

(CHAKRAVERTY et al., 2003; HILL, 2002; KUMAR et al., 2017; TANG et al., 2007).

2.2.2.2 Inseticidas de contato
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Os inseticidas de contato sdo utilizados como forma de prevengdo ao ataque de insetos.
Sao solidos ou liquidos e devem ser aplicados diretamente em todos os graos da massa,
geralmente o processo € realizado na esteira de carregamento do armazém ou durante o periodo
de armazenamento. Se a aplicacdo ndo for realizada em todos os graos ¢ comum acontecer a
reinfestagdo das pragas (CHAKRAVERTY et al., 2003; LORINI et al., 2015). Os inseticidas
podem também ser aplicados nas instalagcdes do armazenamento, como piso e paredes, antes do
recebimento dos graos.

A eficacia dos inseticidas de contato ¢ dependente da temperatura e umidade relativa do
ambiente, umidade do grio e tipo da superficie tratada (CHAKRAVERTY et al., 2003; LORINI
et al.,, 2015). Ambientes com temperaturas acima de 30 °C e UR inferiores a 50% ndo sdo
propicios para a utilizagdo deste tratamento, pois os componentes sao oxidados e volatilizados
rapidamente, perdendo sua eficacia. Assim, sua utilizacdo em paises de clima tropical ¢
ineficiente (CHAKRAVERTY et al., 2003; GOLOB; FARRELL; ORCHARD, 2002; LORINI
etal., 2015).

Os inseticidas de contato mais utilizados sdo Pirimifos-methyl, Deltamethrin, Permethrin,
Fenitrothion, Chlorpyriphos-methyl, Dichlorvos, Bromophos ¢ lodofenphos. A escolha do
quimico depende das condigdes do ambiente e das restrigdes do oOrgdo regulador. A
Deltamethrin possui agdo por longos periodos em superficies tratadas contra a praga do trigo
R. dominica, porém as pragas do arroz e do milho (Sitophilus spp.) sdo tolerantes a este quimico.

Recomenda-se que sementes oleaginosas ndo sejam tratadas nem armazenadas em
ambientes tratados por inseticidas de contato, visto que a maioria destes quimicos sao lipofilicos
e sdo rapidamente absorvidos em altas concentragdes nestes tipos de graos. A regulamentagao
quanto ao uso de inseticidas de contato estd cada vez mais restrita, € 0 aumento da resisténcia
dos insetos e o residuo que permanece nos graos sdo grandes problemas de sua utilizagdo
(CHAKRAVERTY et al., 2003; FARONI; SILVA, 2008; GOLOB; FARRELL; ORCHARD,
2002).

2.2.3 Tratamentos fisicos

Os tratamentos fisicos para desinfestagdo de graos geralmente ndo deixam residuos no
produto e a qualidade dos graos ¢ preservada. Estes tratamentos, comparados aos métodos
quimicos, tendem a ser mais caros. Com o crescente interesse na substituicdo dos métodos

tradicionais e na reducao de residuos quimicos, os métodos fisicos vém ganhando visibilidade
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e interesse da industria. Os tratamentos de controle e morte de insetos em graos armazenados
podem ser realizados por aeragdo, manipulacdo da composi¢do do ar ambiente (atmosfera

modificada), aplica¢do de pos inertes e manipulagdo da temperatura de armazenamento.

2.2.3.1 Aeracdo

A aeragdo de uma massa de graos ocorre através da circulagdo forcada de ar. Seus
principais objetivos sdo uniformiza¢do da temperatura, remog¢do de odores e prevengdo da
migragdo de umidade ao longo da massa de graos. Em alguns casos, a aeracdo também pode,
de forma limitada, remover parte dos residuos dos fumigantes e promover a secagem dos graos
(CHAKRAVERTY et al., 2003; HAGSTRUM; PHILLIPS; CUPERUS, 2012; SILVA et al.,
2008).

A temperatura da massa de graos nos estoques ¢ um fator importante no desenvolvimento
de insetos e microrganismos. Em baixas temperaturas, além da reducdo da taxa de
desenvolvimento de insetos-praga, acaros e fungos, ocorre a redugdo da atividade respiratoria
dos proprios graos, reduzindo também a sua taxa de degradacao, oxidagao lipidica e perda da
matéria seca. Portanto, o processo de aeracdo ¢ realizado principalmente com o objetivo de
reducdo da temperatura da massa de graos (HAGSTRUM; PHILLIPS; CUPERUS, 2012;
SILVA et al., 2008).

Em temperaturas inferiores a 16 °C, insetos-praga de graos armazenados reduzem
consideravelmente sua taxa de desenvolvimento (Figura 1) (GALLO, 2002; SILVA et al.,
2008). Com o emprego da aeragdo e reducdo da temperatura dos grdos, retarda-se o
desenvolvimento e crescimento da populagdo destes insetos. Cabe ressaltar, que a utilizacao
apenas do processo de aeragdo nos silos para o combate a infestagdo nao ¢ eficiente, visto que
sua atuagdo nao elimina os insetos presentes, apenas reduz a taxa de desenvolvimento de sua
populagdo (CHAKRAVERTY et al., 2003; GOLOB; FARRELL; ORCHARD, 2002; SILVA
et al., 2008).

2.2.3.2 Armazenamento em atmosfera modificada

A desinfestacdo por atmosfera modificada baseia-se na alteracdo da concentracdo dos

gases do ambiente (CO2, Oz ou N»), impossibilitando a respiracao dos insetos e levando-os a

morte. Este método baseia-se na inser¢ao dos gases dioxido de carbono (COz), nitrogénio (N2)
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ou uma mistura de gases, com o objetivo de reduzir a concentracdo do oxigénio (O2) no
ambiente, impedindo a respiragao de todas as fases de desenvolvimento de insetos-praga
presentes no armazenamento (LIMA et al., 2008; LORINI et al., 2015). Sabe-se que uma
concentragdo de oxigénio intergranular inferior a 2%, em volume, causa morte de grande parte
dos insetos presentes na massa de graos (LIMA et al., 2008).

As doses de aplicagdo dos gases possuem diferentes combinacdes e efeitos no
armazenamento sao dependentes da umidade do grao e da temperatura do ambiente. O principal
objetivo deste tratamento ¢ a reducdo do gés oxigénio que pode ser obtida com elevados niveis
de nitrogénio ou serem aplicados ambientes com altas concentragdes de CO> para desinfestagao
(LIMA et al., 2008; LORINI et al., 2015).

A atmosfera modificada deve ser mantida durante o tempo necessario para ocasionar a
morte das pragas, ambientes com nivel de oxigénio mantido em 1% levam cerca de 20 dias para
morte dos insetos-praga. Entretanto, insetos adultos desenvolveram habilidades para resistir aos
tratamentos com baixa concentragdo de oxigénio. Como forma de prote¢do, os individuos
fecham os espirdculos garantindo um maior tempo de exposicdo nestes ambientes. Porém,
estudos mostraram que ambientes com concentragdo de CO; superior a 10% fazem com que os
espirdculos permanegam constantemente abertos, enquanto atmosferas com concentra¢do de
CO2 de 60% matam todos os estidgios de desenvolvimento dos insetos em cerca 11 dias
(HAGSTRUM; PHILLIPS; CUPERUS, 2012).

Além da modificagdo da composicao dos gases do ambiente, 0 armazenamento hermético
também pode ser utilizado como forma de protecdo dos graos. Ao longo do periodo deste
armazenamento a composic¢ao dos gases do ambiente ¢ alterada, devido a respirag@o dos graos,
insetos e microrganismos presentes. Assim, a concentragdo de CO2 aumenta e a quantidade de
0 é reduzida (CHAKRAVERTY et al., 2003).

A principal caracteristica, e um dos grandes problemas da atmosfera modificada, ¢ que as
instalagdes do armazenamento devem ser herméticas, caso contrario, o tratamento sera
ineficiente ou muito custoso (CHAKRAVERTY et al., 2003; HAGSTRUM; PHILLIPS;
CUPERUS, 2012; LORINI et al., 2015). Além disso, sabe-se que uma entrada de ar, por
descuido, vazamento ou abertura das instalagcdes quando nao completado o tratamento, faz com
que todo o procedimento tenha que ser repetido. Este ¢ um processo livre de residuos e com
grande capacidade de aumento em sua utilizagdo, principalmente em instalagdes de menor

porte.
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2.2.3.3 Aplicagdo de pos inertes

Pos inertes sdao utilizados como prevengdo para o desenvolvimento de insetos-praga,
como terra diatomadcea, silicas sintéticas, acrogéis de silica, cal e cinzas em geral. Em contato
com 0s insetos estes pds absorvem a dgua do corpo, dessecando-os e levando-os a morte, que
ocorre apos a perda de 60% da agua corporal ou 30% do seu peso (FARONI; SILVA, 2008;
MALIA et al., 2016). A eficiéncia do tratamento de graos com poés inertes ¢ dependente dos
seguintes fatores: capacidade do inseto de reabsorver e obter 4gua pelos alimentos, composi¢ao
da cuticula do exoesqueleto do inseto, capacidade de mobilidade dos insetos, quantidade e
distribuicao de pelos da cuticula, tempo de exposicdo ¢ umidade relativa do ambiente
(FARONI; SILVA, 2008; LORINI et al., 2015).

Os aerogéis de silica também absorvem a camada cerosa do exoesqueleto dos insetos,
mas sua ac¢ao ¢ lenta e leva mais de 20 dias para causar a morte dos adultos (CHAKRAVERTY
et al., 2003). Os silicatos sintéticos e as terras de diatoméceas sdo ativos em taxas muito mais
baixas de aplicacdo do que areia, cinzas e cal, porém possuem alto teor de dioxido de silicio e
sdo caros.

O tratamento com pds inertes ¢ seguro, isento de residuos quimicos e protege o grao
quando aplicado de forma eficiente, bem distribuido e com concentracdes eficazes
(CHAKRAVERTY et al., 2003; GOLOB; FARRELL; ORCHARD, 2002). A concentragao
minima necessaria para um tratamento eficaz com poés inertes geralmente ¢ superior a 5% em
massa (CHAKRAVERTY et al., 2003). Os principais problemas com o uso de pos inertes ¢ que
sua utilizacdo dificulta o escoamento da massa, hd o aumento do angulo de repouso e da
densidade total da massa. Além disso, a aplicacdo dos pds inertes ndo ¢ simples, podendo

ocorrer tratamentos ineficientes (CHAKRAVERTY et al., 2003; FARONI; SILVA, 2008).

2.2.3.4 Tratamentos téermicos

Insetos sdo poiquilotérmicos, ou seja, ndo possuem capacidade de regular sua temperatura
corporal, a ndo ser por meios comportamentais, 0 que os torna sensiveis a diferencas bruscas
de temperaturas (CHAKRAVERTY et al., 2003). Tratamentos com temperaturas acima de
50 °C ou abaixo de 15 °C sdo métodos eficazes de controle e desinfestacdo de insetos-praga.
Sao livres de residuos quimicos e ndo ha populagdes de pragas resistentes ao uso de

temperaturas extremas (HAGSTRUM; PHILLIPS; CUPERUS, 2012). A tolerancia ao
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tratamento térmico ¢ dependente da espécie do inseto, estagio de vida, estado fisiologico e
condi¢des ambientais. Temperaturas acima ou abaixo da faixa 6tima de desenvolvimento dos
insetos geram retardamento no seu desenvolvimento, redugao da reproducao e em alguns casos,
morte. Sabe-se que a qualidade dos graos ¢ mais preservada em tratamentos de refrigeracao,
porém os insetos sdo mais tolerantes ao frio que ao calor. Estoques de grdos tratados
termicamente, assim como os métodos mais utilizados (fumigagdo e inseticida), devem ser
controlados ap6s o processo (CHAKRAVERTY et al., 2003; GOLOB; FARRELL;
ORCHARD, 2002; HAGSTRUM; PHILLIPS; CUPERUS, 2012).

2.2.3.4.1 Refrigeracdo

A redugdo da temperatura pode ocorrer através da aeragdo, resfriamento por ar refrigerado
ou congelamento. O resfriamento da massa de grdos, como visto anteriormente, em algumas
condigdes pode reduzir a temperatura da massa, retardando o desenvolvimento e a taxa de
aumento da populacdo de insetos-praga, entretanto ndo ¢ um método de eliminacdo destas
pragas em sistemas de armazenamento.

O resfriamento de graos armazenados pode ser realizado por ar for¢ado refrigerado e tem
como objetivo reduzir as atividades de microrganismos e insetos-pragas. E um tratamento caro,
pois a refrigeragdo ¢ realizada durante varios dias para se obter resultados significativos. Além
disso, o resfriamento deve ser repetido ao longo do tempo de armazenamento, para manutengao
da temperatura e garantia do tratamento. Dependendo das instalagdes do armazenamento, da
granulometria da massa de graos e do sistema de resfriamento, uma redu¢do da temperatura
para 15 °C pode levar de 2 a 21 dias para acontecer em toda extensdo da massa de graos
(HAGSTRUM; PHILLIPS; CUPERUS, 2012). O uso de tratamentos de refrigeracao
juntamente com inseticidas quimicos € vantajoso, visto que, a degradagao do inseticida ¢ menor
em baixas temperaturas, assim sua concentra¢do na massa de graos pode ser reduzida.

Apesar de ser um método livre de residuos quimicos, a refrigeragdo ¢ eficiente no
retardamento da degradagdo dos graos e da taxa de crescimento de populagdes de insetos-praga.
De maneira geral, grdos mantidos em uma faixa de temperatura entre 13 °C e 15 °C retardam
consideravelmente o desenvolvimento de grande parte dos insetos de produtos armazenados.
Individuos adultos de S. zeamais acondicionados durante trés meses em temperaturas inferiores
a 15 °C diminuiram em trés vezes o numero de individuos da progénie (ILELEJI; MAIER;

WOLOSHUK, 2007). No entanto, a refrigeragdo ndo provoca a morte dos insetos, mas o
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retardamento do desenvolvimento, permitindo que quando os graos forem retirados do estoque
para transporte € comercializacdo, estes insetos retomem o crescimento de sua populagdo
normalmente, degradando o produto (CHAKRAVERTY et al.,, 2003; HAGSTRUM,;
PHILLIPS; CUPERUS, 2012; HALLMAN; DENLINGER, 1998).

O congelamento pode também ser utilizado como processo de desinfestacdo de graos
armazenados, ¢ ¢ mais efetivo que o resfriamento da massa, pois quando aplicado na
temperatura e tempo efetivos leva a morte de todos os estdgios de desenvolvimento de insetos-
praga. Apesar de individuos adultos de pragas de grdos armazenados possuirem grandes
quantidades de 4dgua em seu corpo (em média 70%) o seu congelamento ndo ocorre na
temperatura de congelamento da 4gua, mas sim na temperatura de fusdo dos fluidos corporais
do inseto, na faixa de - 5 °C a - 25 °C (Figura 4) (HALLMAN; DENLINGER, 1998; LEE JR.,
1989). O congelamento deve ser realizado em graos com baixo teor de umidade para evitar
condensagdo da dgua quando a temperatura ¢ restabelecida durante o transporte ou utiliza¢ao

dos grdos. Se a condensacdo ocorrer, 0 meio estard mais suscetivel ao crescimento de fungos

(HAGSTRUM; PHILLIPS; CUPERUS, 2012; HALLMAN; DENLINGER, 1998).

Figura 4: Comportamento e temperatura do corpo e fluido corporal dos insetos com a reducgao
da temperatura.

Temperatura
a do corpo ™~

| Ponto de fusdo do
fluido corporal

Atividade normal

I

RestriamentoT

Fluido super-

refrigerado Prevencio

contra o frio
Ponto de super-_
resfriamento —~¥ . {.*

Tl

Tolerincia
ao frio

Temperatura (°C)

Fonte: Adaptada de Lee Jr. (1989).

Os tratamentos de refrigeracdo devem garantir o resfriamento de toda a massa de graos,
principalmente nos pontos quentes, caso contrario, as pragas migrarao e se desenvolverao nestes
locais. Além disso, os insetos sao capazes, diferentemente de outros animais poiquilotérmicos

de maior porte, de criar diferentes mecanismos fisioldgicos para impedir danos ocasionados em
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temperaturas extremamente baixas. A reducdo da temperatura ambiente causa diversos
impactos nos insetos como redu¢do da atividade enzimatica, alteragdo em suas proteinas (em
alguns casos, desnaturacao), numero de larvas vidveis, desenvolvimento das estruturas durante
a formacgdo do inseto e até a razdo sexual desenvolvidas posteriormente ao tratamento. Estes
efeitos podem ou ndo ser reversiveis, dependendo da temperatura atingida e do periodo de
exposicao. De maneira geral, o individuo adulto ¢ o mais resistente € o ovo ¢ a fase mais
suscetivel a baixas temperaturas. Ainda assim, sdo necessarias duas semanas para
inviabilizacdo do ovo em um ambiente a temperatura de 10 °C e cerda de 9 h a - 10 °C. Além
das condigdes ja citadas, o tempo de aclimatagcdo dos insetos € significativo no aumento da
tolerancia ao frio, insetos expostos a temperaturas baixas (0 °C a 8 °C) podem aumentar de 2 a
10 vezes a sua possibilidade de sobrevivéncia em temperaturas extremamente baixas

(HALLMAN; DENLINGER, 1998)

2.2.3.4.2 Aquecimento

O tratamento a altas temperaturas também pode ser usado para desinfestar frutas secas,
nozes e graos. Temperaturas 5 °C a 10 °C acima da faixa ideal de desenvolvimento dos insetos-
praga pode causar a morte ou afetar consideravelmente a reprodugdo e desenvolvimento dos
mesmos (HALLMAN; DENLINGER, 1998). A principal diferenca entre os tratamentos em
temperaturas extremas ¢ o tempo de exposicao do produto.

Tratamentos em altas temperaturas geralmente necessitam de minutos a algumas horas de
duragdo e temperaturas baixas precisam de alguns dias e até semanas para um tratamento eficaz
(FIELDS, 1992). Porém, quando exposto a altas temperaturas por um periodo prolongado, a
redugdo da qualidade do produto € maior. Sementes tratadas termicamente por longos periodos
perdem seu poder de germinacdo, e o tratamento térmico de farinhas pode interferir na sua
qualidade de panificacdo. Apos o tratamento, a reducdo da temperatura deve ser realizada
rapidamente para evitar estes efeitos e passar rapidamente por faixas de temperaturas propicias
ao crescimento de fungos, garantindo a manutengdo da qualidade do produto
(CHAKRAVERTY et al., 2003; HALLMAN; DENLINGER, 1998)

Mangan et al. (1998) trataram com ar quente forcado diferentes frutas para analisar a
mortalidade de larvas de (4nastrepha ludens) (mosca mexicana da fruta), confirmando que a

larva deve permanecer na temperatura de 45 °C durante 100 min para garantir 100% de
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mortalidade e estimaram tempos de tratamento de 210, 250 e 300 min, para tangerinas, laranjas
e toranja, respectivamente.

Diferentes formas de tratamento em altas temperaturas podem ser aplicadas em graos
armazenados, como leitos fluidizados aquecidos, campo elétrico de alta frequéncia, micro-
ondas e infravermelho. Temperaturas acima de 60 °C controlam infestacdes em poucos
minutos. Assim, métodos de aquecimento capazes de elevar a temperatura dos insetos
rapidamente podem ser mais vantajosos por reduzirem o tempo de exposicao do produto a altas
temperaturas (CHAKRAVERTY et al., 2003; HAGSTRUM; PHILLIPS; CUPERUS, 2012;
HALLMAN; DENLINGER, 1998). De maneira geral, aquecimentos por micro-ondas e
irradiacdo sdo capazes de gerar altas taxas de aquecimento e sdo livres de residuos quimicos,
tornando-os uma alternativa muito interessante para este processo, € por isso vém ganhando
atencdo em pesquisas da area (ABBAS et al., 2011; AHMADY; MOUSA; ZAITOUN, 2016;
DAS; KUMAR; SHAH, 2013; JIAN et al., 2015; MANICKAVASAGAN et al., 2013;
PUROHIT et al., 2013; SINGH; SINGH; KOTWALIWALE, 2012).

A radiagdo divide-se em ionizante ¢ nao-ionizante, ambas livres de residuos quimicos
apds o tratamento. A radiagdo ionizante, com raios gama, produz ions livres e torna as
moléculas extremamente reativas (FARONI; SILVA, 2008; GOLOB; FARRELL; ORCHARD,
2002; LORINT et al., 2015). Esta radiacdo ¢ empregada industrialmente para inibi¢do do
brotamento em batatas e cebolas e de microrganismos em carnes e alimentos em geral. A dose
permitida para utilizacdo em alimentos ¢ de 10 kGy, e ¢ possivel sua utilizagdo no tratamento
de graos armazenados, a qual causa mortalidade e esterilidade dos insetos (LACROIX;
MARCOTTE; RAMASWAMY, 2003). Porém, a sua utilizagdo afeta a germinacdo das
sementes, pode afetar os produtos oriundos de graos tratados e reduzir teores de vitaminas A,
B1, C, E e K, dependendo do alimento tratado e da dose utilizada (LORINI et al., 2015). Além
disso, a populagdo em geral ndo se sente segura em consumir produtos que passaram por
tratamento radioativo.

A radiagdo ndo-ionizante engloba a radiagdo eletromagnética, como ondas de radio,
infravermelho (IV), luz visivel e micro-ondas. As micro-ondas que sdo geradas convertem
energia elétrica em um campo eletromagnético varidvel, com cargas positivas e negativas, que
mudam de dire¢do milhdes de vezes por segundo. Com a alteragdo do campo magnético, as
moléculas polares e ndo polares alternam entre si, acompanhando a variagdo do campo e
interrompendo as ligagdes de hidrogénio entre as moléculas de dgua, gerando calor por atrito.

Materiais com dgua em sua composi¢ao sao altamente afetados pelas micro-ondas. No caso de
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tratamento de graos infestados, este processo tém grande perspectiva de utilizagdo, visto que a
composi¢ao corporal do inseto, e de suas fases iniciais, possuem grande quantidade de agua,
respondendo rapidamente ao aquecimento por micro-ondas (CHAKRAVERTY et al., 2003;
GOLOB; FARRELL; ORCHARD, 2002).

Os tratamentos mais promissores para desinfestacdo em graos sao a utilizagdo de micro-
ondas, infravermelho (IV) e radiofrequéncia (RF) (HAGSTRUM; PHILLIPS; CUPERUS,
2012). A diferenga no teor de agua entre os insetos (acima de 60% em bu) e os graos secos (até
20% em bu) faz com que o aquecimento seletivo por micro-ondas aqueca mais rapidamente as
pragas, elevando sua temperatura, enquanto os graos permanecem em uma temperatura segura

para manuteng¢do de sua qualidade (HAGSTRUM; PHILLIPS; CUPERUS, 2012).

2.2.4 Modelos de morte térmica de insetos-praga de grios armazenados

O entendimento e elucidacdo do comportamento de insetos-praga em temperaturas
elevadas e sua tolerancia a altas temperaturas ¢ fundamental para o desenvolvimento de
processos para tratamento térmico eficientes na desinfestagdo de pragas agricolas, que sdo livres
de residuos quimicos e podem substituir a fumigagao. Alguns estudos ja foram realizados na
area, mas o poder de expansdao do conhecimento nesta 4rea ainda é grande.

Estudos cinéticos de morte de insetos requerem ambientes térmicos experimentais com
temperaturas uniformes, onde todos os individuos sejam expostos as mesmas condigoes.
Portanto, um tratamento térmico de insetos-praga inseridos em seu meio natural, massa de graos
infestada por exemplo, ndo ¢ apropriado para este tipo de estudo, pois 0 meio possuird
gradientes de temperatura e os insetos ndo sofrerdo a mesma injlria, gerando resultados
dispersos e/ou duvidosos (TANG et al., 2007).

O comportamento da curva de morte térmica de insetos em uma temperatura definida
pode apresentar diferentes formas e os modelos utilizados para descrevé-los sao expressos pelo
nimero de individuos sobreviventes (N) em fun¢do do tempo de tratamento (t). Um modelo
muito utilizado para descrever a cinética de morte de insetos esta apresentado na Equagao (2)

(TANG et al., 2007).

2

dNO/No) __ (NOY
dt - N,
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onde N/N, ¢ a razdo do numero de sobreviventes (N) pelo nimero inicial de individuos (Ny),
k ¢ a taxa constante de morte térmica (min~1) e j é ordem da cinética da reagdo. Gazit et al.,
(2004) estudaram a morte térmica de ovos e larvas da mosca Ceratitis capitata ¢ Wang et al.
(2002a) de lagartas de Cydia pomonella no quinto estagio de desenvolvimento (5° instar), em
aquecimento por blocos metalicos, nas temperaturas de 46, 48, 50 e 52 °C, ambos os autores
descreveram seus dados de morte térmica conforme a Equagdo (2), com ordem de reacao de
0,5. Dados de cinética de morte térmica de S. zeamais e S. oryzae, com aquecimento em blocos
metalicos, na faixa de temperatura de 44 °C a 52 °C, foram estudados por Li et al. (2015a) e
Yan et al. (2014), respectivamente. Os dois estudos constataram que o modelo (Equagdo (2)),
com ordem de reacdo igual a zero (j = 0), e comportamento linear da morte dos insetos adultos
ao longo do tratamento. Segundo os autores, o tratamento térmico em blocos metalicos com
taxas de aquecimento superiores a 5 °C min’! representam situacdes de tratamento com
radiofrequéncia e micro-ondas, mas ndo ha trabalhos que comprovem esta relagao.

O modelo logaritmico (Equag¢do (3)) obtido quando j =1 e k = 1/D, originado das
curvas de morte térmica de microrganismos (TDT), também ¢ utilizado para avaliagao de curvas
de morte de insetos. Ben-lalli et al. (2009) utilizaram o modelo para descrever a cinética de
morte térmica de ovos de Ephestia kuehniella no tratamento por imersdo em agua, nas
temperaturas de 46, 54, 60, 65, 70 e 75 °C, e o modelo ndo se ajustou apenas a cinética

experimental a 46 °C.

(S9)-8

em que D (min) é um parametro da equag@o que caracteriza o tempo necessario para se obter
uma redugao logaritmica na populagdo de insetos-praga.

Em estudos microbioldgicos, a suscetibilidade de bactérias a variagdo da temperatura
pode ser descrita pelo valor de z (Equagdo (4)), que representa o aumento de temperatura que
resulta em uma redugdo logaritmica no valor de D. Esta teoria também ¢ aplicada ao tratamento

térmico de insetos (TANG et al., 2000, 2007).
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-1
Z= In Dy, —In Dy,

“4)

Onde Dr, € Dr, € o valor de D experimental determinado nas temperaturas T; ¢ Ty,
respectivamente.

A morte térmica de insetos-praga de graos, em funcdo da temperatura da massa foi
descrita por Zhao et al. (2007a) pelas Equagdes (5), (6) e (7). Os autores estudaram a morte de

individuos adultos de S. oryzae em graos de arroz em aquecimento por micro-ondas.

N(t

_1\50) -1 (T =2 Ty) ®)
Tg—To\%

N(t A7

uo) _ =) (T <T <T,) (6)

N@®) _

onde Ty (°C) ¢ a temperatura do grdo em que os individuos comecam a morrer, T, ¢ a
temperatura em que ocorre 100% da mortalidade, T,(°C) ¢ a temperatura do grao em que todos
os individuos foram mortos, A € o parametro que define a suscetibilidade do individuo ao
tratamento e a ¢ uma constante ajustada ao modelo.

Em entomologia, a transformag¢do Log-Log Complementar (LLC) (Equag¢ao (8)) ¢ muito

utilizada na predicao da mortalidade de insetos (TANG et al., 2007).

In [—ln (NAE:L)>] =—at+b (8)

na qual as constantes a e b sdo parametros do modelo. Jones e Waddell (1997) utilizaram este
modelo para descrever a morte por imersdo em agua quente (43 a 49 °C) de ovos e lagartas de

Cydia pomonella.



59

3 DESENVOLVIMENTO DA PESQUISA

3.1 ESTUDO 1 — DETERMINACAO EXPERIMENTAL E MODELAGEM MATEMATICA
DA MORTE DE SITOPHILUS ZEAMAIS ADULTOS EM CONDICOES ISOTERMICAS

3.1.1 Introducao — Estudo 1

O controle e desinfestagdo de insetos-praga em graos armazenados sdo geralmente
realizados com fumigacdo quimica, aplicados durante o transporte ou armazenamento
(CHAKRAVERTY et al., 2003; GOLOB; FARRELL; ORCHARD, 2002). As principais
substancias quimicas utilizadas (fosfina e brometo de metila) poluem o meio ambiente, deixam
residuos no alimento e apresentam riscos aos trabalhadores. Além disso, os insetos vém
desenvolvendo resisténcia a alguns compostos quimicos (AGRAFIOTI; ATHANASSIOU;
NAYAK, 2019; COLLINS et al., 2005; NAYAK, 2012; SAGLAM; EDDE; PHILLIPS, 2015).

M¢étodos alternativos a fumigacao sdo necessarios para reduzir o ataque ao meio ambiente
e a quantidade de residuos quimicos nos alimentos. Estudos prévios observaram a
suscetibilidade de insetos submetidos a tratamentos fisicos, como a utilizacdo de temperaturas
extremas (DUANGKHAMCHAN et al., 2017; HOU; JOHNSON; WANG, 2016; LAZZARLI;
RIBEIRO-COSTA, 2006; LI et al.,2015a; PAN et al., 2008; PEI et al., 2018b; SINGH; SINGH;
KOTWALIWALE, 2012; VADIVAMBAL; JAYAS; WHITE, 2008; WALE; ASSEGIE, 2015;
YAN et al.,, 2014; ZHOU; WANG, 2016).

Considerando o interesse no tratamento térmico de graos, modelos capazes de prever a
cinética de morte de insetos em diferentes temperaturas sao Uteis para desenvolver e avaliar
técnicas alternativas de tratamento de grdos. Pesquisas tém avaliado alguns insetos-praga
submetidos ao tratamento térmico. Alguns estudos avaliaram o comportamento de morte
térmica de insetos-praga em blocos metélicos aquecidos (HBS) utilizando ajuste de modelos
empiricos (BEN-IALLI et al., 2009; DUANGKHAMCHAN et al., 2017; WANG et al., 2002a,
2002b). Outros estudos desenvolvidos nesta area apresentam as curvas de morte térmica dos
insetos realizadas em HBS e sugerem que baixas taxas de aquecimento (<1 °C min ')
representam aquecimentos por agua e ar quentes e taxas de aquecimento mais altas
(>5°C min"!') simulam aquecimentos por micro-ondas e radiofrequéncia, porém nenhum
estudo de comparagao entre eles foi realizado (LI et al., 2015a; WANG et al., 2002a; YAN et
al., 2014).
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A avaliacdo da tolerancia e do comportamento de insetos-praga submetidos a diferentes
tratamentos térmicos ¢ essencial para o desenvolvimento de processos para o controle de pragas.
Assim, avaliaram-se morte e sobrevivéncia dos insetos-pragas em funcao do bindmio tempo e
temperatura com o objetivo de estabelecer modelos matematicos para a cinética de morte de
insetos adultos de S. zeamais em fungdo da temperatura do ar aquecido para o intervalo entre

46 °C e 62 °C.

3.1.2 Material e Métodos — Estudo 1

3.1.2.1 Obtencgdo, identificagdo e condigdo de criagdo dos insetos

Os insetos-praga de grdos de milho foram gentilmente doados pelo Laboratorio de
Sementes, Setor Palotina, da Universidade Federal do Parand (UFPR). A identificacdo da
espécie, realizada através da disseca¢do do inseto adulto, e o registro de imagens foram
realizados no Laboratério de Pesquisas em Coleoptera (LAPCOL), também no Setor Palotina,
UFPR.

A dissecacdo dos espécimes consistiu na imersao dos espécimes em solucao de hidroxido
de potassio (KOH) 10% fervente, em banho-maria, por 3 min, seguido por um banho em acido
acético glacial por 1 min e dgua para remover qualquer residuo (CARON; MOUSSALLEM;
BORTOLUZZI, 2019). As dissecacdes foram executadas com o auxilio de um microscopio
estereoscopico (Leica, modelo — EZ4, Suica) em glicerina liquida PA. A imagem da larva foi
obtida com uma camera de captura de imagem digital (Motic, modelo — Moticam5, Canadd)
acoplada ao microscopio estereoscopico. As imagens das pecas dissecadas do adulto foram
realizadas com o auxilio de microscopio (Nikon, modelo — E200, Japao) acoplado a camera de
captura de imagem. As imagens da pupa e do adulto foram realizadas com um sistema de
captura que consiste de uma camera (Canon, modelo - EOS 80D, Japao), uma lente macro
(Canon, modelo - MP-E 65mm {/2.8 1-5X, Japdo), uma base vertical (Wemacro 2.0, China),
um trilho automatico de foco sequencial (WeMacro 100 mm, Japao) e um computador com
software Helicon® de processamento de imagem. Apds os estudos morfologicos, o material
dissecado foi fixado em placa de acetato transparente e coberto com uma fina camada de
balsamo do Canadd e depositado na Colecdo Entomologica do Departamento de

Biodiversidade, Setor Palotina, UFPR.
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As matrizes de criacdo dos insetos foram mantidas em recipientes de 5000 mL, no
laboratério em condigdes de temperatura e umidade relativa ambiente (26 °C e 60%) durante o
desenvolvimento do projeto. As matrizes foram constantemente aeradas por revolu¢ao da massa

de graos, e os graos de milho foram trocados a cada 3 meses.

3.1.2.2 Tratamento isotérmico em S. zeamais

O tratamento térmico em insetos adultos de S. zeamais foi realizado com ar quente em
estufa com circulagdo de ar (SOLAB, modelo SL - 102, Brasil), fornecendo a mesma condig¢ao
de temperatura a todos os individuos. No total, 25 insetos adultos, com até 21 dias de vida (apds
a emergéncia) foram colocados em recipientes de polipropileno com capacidade de 350 mL
(Zanella Plasticos, Brasil), com abertura circular (4 cm de diametro) na parte superior, coberto
por tecido perfurado permitindo a troca gasosa. Estes, foram inseridos na estufa em temperatura
e tempo pré-determinados por testes preliminares (Tabela 2). A temperatura interna da estufa
foi registrada por mini data loggers (Testo, modelo - 174H, Alemanha) a cada 1 min. Apods o
tempo de permanéncia na estufa, os recipientes foram retirados e em seguida os insetos foram
transferidos para recipientes de polipropileno a temperatura ambiente contendo graos de milho
(WANG et al., 2002b; YAN et al., 2014). Todos os pontos foram realizados em duplicata e os
experimentos conduzidos em triplicata de forma destrutiva, ou seja, cada ponto experimental
foi realizado individualmente e sequencialmente. Estes experimentos foram conduzidos no

LAPCOL e no Laboratorio de Zoologia da UFPR, Setor Palotina.

Tabela 2: Temperaturas de referéncia e intervalo de tempo entre os pontos experimentais dos
tratamentos térmicos de individuos adultos de S. zeamais em condigdes isotérmicas.

Temperatura de referéncia Intervalo de tempo Tempo total
46 °C 10 min 80 min
50 °C 2 min 22 min
54 °C 2 min 16 min
58 °C I min 9 min
62 °C 1 min 8 min

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

A contagem dos individuos vivos foi realizada logo ap6s o tratamento e posteriormente
uma vez ao dia, durante 6 dias consecutivos, em conformidade com a metodologia utilizada por
Yan et al. (2014). Amostra controle (em duplicata) foi realizada em todos os experimentos, na

qual os insetos foram gerenciados e acondicionados da mesma maneira que as outras amostras,
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porém ndo foram tratados termicamente. O nimero de insetos sobreviventes no controle foi

considerado como o tempo “zero” (t = 0) nos dados experimentais.
3.1.2.3 Modelagem matematica das curvas de morte térmica de S. zeamais

Por analogia com a microbiologia preditiva, a curva de sobreviventes durante o
tratamento térmico sob temperatura constante (populacdo vs tempo) ¢ denominada modelo
primario ou modelo cinético (WHITING; BUCHANAN, 1993). Pode-se determinar um modelo
primario para representar cada tratamento isotérmico e os parametros do modelo primario sdo
dependentes da temperatura de cada tratamento. A equacdo que representa a dependéncia dos
parametros do modelo primario com a temperatura ¢ denominada modelo secundario. Portanto,
a curva de sobrevivéncia de cada tratamento térmico ¢ a base para desenvolver modelos
cinéticos preditivos de morte térmica para qualquer temperatura na faixa investigada (46 °C a
62 °C). Experimentos a 48 °C e 52 °C foram usados para validar o modelo preditivo. O ajuste
dos modelos primario e secunddrio aos dados experimentais foi realizada com o sofiware

Matlab® R2011b (versdo 7.13, MathWorks, Natick, MA, EUA).
3.1.2.3.1 Modelos cinéticos de morte térmica de S. zeamais

Os modelos matematicos ajustados aos dados experimentais de cinética de morte de S.
zeamais foram os modelos sigmoides de Weibull, Fermi e Gompertz. Para todos os modelos
S(t) representa a razao de sobreviventes pela populagdo inicial de insetos em fun¢ao do tempo
de processo (t).

O modelo de Weibull ¢ representado pela Equacao (9).
t a
S(t) =exp [— ([_3) ] 9)

onde a (adimensional) ¢ o fator de forma e § (min) é o tempo caracteristico, também chamado
de fator de escala (MCKELLAR; LU, 2004).
A distribui¢cdo de Fermi, Equagdo (10), descreve um comportamento sigmoide simétrico

(MCKELLAR; LU, 2004; PELEG, 2006).
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1+ exp(_kmax tL)

S(t) B 1+ exp[kmax(t - tL)]

(10)

na qual kg, (min~1) representa a velocidade maxima especifica de morte e t;, (min) é
aproximadamente o tempo em que a populagdo inicial foi reduzida a metade.
O modelo de Gompertz, representado pela Equagao (11), descreve uma curva sigmoide

assimétrica (MCKELLAR; LU, 2004; NAKASHIMA; ANDRE; FRANCO, 2000).

S(t) = E + Cexp{—exp[—k(t — t))]} (11)

na qual E (adimensional) é o valor da assintota superior, t, (min) é o tempo em que a
velocidade especifica de morte (k (min~!)) é maxima e C (adimensional) representa a
diferenca entre a assintota inferior e superior. No caso do presente estudo, C ¢ a diferenca entre
a fragdo inicial e final de insetos vivos no tratamento (MCKELLAR; LU, 2004; NAKASHIMA;;
ANDRE; FRANCO, 2000).

Neste estudo a morte dos insetos foi analisada em condi¢des isotérmicas e com os dados
adimensionalizados (S(t)). Desta forma, os parametros E ¢ C do modelo de Gompertz
(Equagdo (11)) representam valores constantes, visto que a andlise dos tratamentos térmicos
deste estudo ocorre até a morte total da populacdo de insetos avaliada. Assim, os valores da
assintota superior (E) sdo proximos a 1 (S(0)) e as diferengas entre as assintotas superior e
inferior (C) sdo proximas a - 1. Portanto, o modelo de Gompertz ajustado aos dados
experimentais no presente estudo € representado pela Equagdo (12), o qual considera os

parametros E e C da Equacdo (11) constantes e iguais a 1 e - 1, respectivamente.

S(t) =1 — exp{—exp[—k(t — t))]} (12)

A Equacdo (12) ¢ denominada de modelo de Gompertz ajustado (GOM.j) neste

documento.
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3.1.2.3.2 Modelos secundarios

Apos os ajustes e estimagao dos parametros do modelo cinético, trés modelos secundarios
(Tabela 3) foram avaliados para descrever o comportamento dos parametros dos modelos
cinéticos obtidos nos processos isotérmicos em fun¢do da temperatura dos processos. Os
valores das temperaturas médias experimentais foram utilizados para o ajuste dos modelos

secundarios.

Tabela 3: Modelos secundarios avaliados para descrever a influéncia da temperatura nos
parametros do modelo cinético de morte térmica de adultos de S. zeamais.

Modelo Equacao
Tipo b
c=aexp(—= 13
Arrhenius P ( T) (13)
Raiz quadrada Ve =a(T —b) (14)
1
Racional —=aT+b (15)
c

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Na Tabela 3, c¢ representa o parametro de interesse do modelo (k, k4, € ty, por
exemplo), T ¢ a temperatura na qual o inseto foi submetido, € a e b sdo constantes do modelo
secundario (MCKELLAR; LU, 2004; RATKOWSKY et al., 1983).

Experimentos a 48 °C e 52 °C foram realizados, conforme metodologia descrita no

item 3.1.2.2, e utilizados para validar o modelo preditivo.
3.1.2.3.3 Analises estatisticas

Os indices estatisticos coeficiente de determinacio ajustado (R2 ;)» raiz do erro quadratico

médio (RMSE), fator bias e fator de exatiddo foram utilizados para analisar os ajustes dos
modelos cinético e secundario e a capacidade preditiva (validagdo) dos mesmos
(MONTGOMERY, 2012; ROSS, 1996). As equacdes referentes aos indices estatisticos estdo

apresentadas na Tabela 4.
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Tabela 4: Indices estatisticos utilizados para comparagio e validagdo dos modelos cinéticos e

secundarios.
Indice
Equacao
estatistico
— 2
R2 R2 =1 ( n—1 )(1 [Z(ypred - ypred)(yobs - yobs)] > (16)
aj aj — 7\ _ - _ 2 _
n=p +1 E(ypred - ypred) Z(yobs - yobs)2
2
RMSE RMSE = Z(yobs_ypred) (17)
n—p
1 Te oDS
Fator bias bias = 102(%#}/”) (18)
Fator de (llOg (Ypred/YObs)|> (19)

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Onde y,ps ¢ 0 valor observado nos experimentos, y,,s ¢ 0 valor médio observado em
uma condi¢do experimental, Y, .q € 0 valor predito pelo modelo, n € o niimero de pontos
experimentais e p ¢ o nimero de pardmetros do modelo.

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software Matlab® R2011b

(versao 7.13, (MathWorks, Natick, MA, EUA).

3.1.3 Resultados e Discussido — Estudo 1

3.1.3.1 Identifica¢do da espécie do inseto-praga

Baseado no estudo morfologico detalhado de Sitophilus spp. (S. zeamais e S. oryzae),
realizado por Devi et al. (2017), fo1 possivel confirmar que os espécimes utilizados neste estudo
formam uma populacdo de S. zeamais, conforme comprovam o formato de trés estruturas da
genitalia: 1) forma da espermateca (Figura 5 a), no qual a glandula acessoria ¢ distante da base
do ducto; 2) apice da espicula da genitalia feminina (Figura 5 b), no qual forma margem apical
largamente emarginada; 3) apice do tergito 8 do macho (Figura 5 ¢) com emarginagao estreita

e pouco nitida. Mais informacgdes sdo apresentadas no Apéndice A, ao final deste documento.
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Figura 5: Imagens da (a) espermateca, (b) espicula da genitalia feminina e (c) apice do tergito
8 do macho, de espécimes dissecados que comprovam ser a espécie S. zeamais (Coleoptera:
Curculionidae).

0,5mm

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

3.1.3.2 Temperatura do tratamento isotérmico

As temperaturas de referéncia utilizadas nos tratamentos foram de 46, 50, 54, 58 e 62 °C
(Tabela 2) e os valores das médias experimentais registrados de temperatura e umidade relativa

(UR) do ar estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Valores experimentais das temperaturas e umidades relativas do ar quente durante o
tratamento térmico de S. zeamais correspondentes as temperaturas de referéncia.

Temperatura de Valor experimental & Desvio Padrao

referéncia (°C) Temperatura (°C) UR (%)
46 46,4 +0,2 18,3+ 0,6
50 49,8+ 0,3 15,0+ 0,7
54 53,7+£0,2 12,4+0,2
58 58,0+0,3 8,0£0,2
62 61,8+0,3 8,0+0,1

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Os dados experimentais das temperaturas registradas durante os tratamentos estdo

apresentados na Figura B - 1, no Apéndice B deste documento.
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3.1.3.3 Comportamento da sobrevivéncia de individuos adultos de S. zeamais ao tratamento

por ar quente

Na Figura 6 sdo apresentadas as curvas de morte térmica dos insetos adultos submetidos
ao aquecimento isotérmico. Os resultados apresentados referem-se ao sexto dia de analise de
sobreviventes. Todos os dados experimentais das réplicas estdo apresentados no Apéndice C

(FiguraC - 1).

Figura 6: Dados experimentais médios e desvio padrao das curvas de morte térmica de S.
zeamais nas temperaturas de referéncia iguais a (m) 46 °C, (0) 50 °C, (¢) 54 °C, (A) 58 °Ce
(@) 62 °C.
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).

E possivel observar um comportamento sigmoide para a morte da populagio de S.
zeamais ao longo do tempo de processo, em todas as temperaturas estudadas. No inicio do
tratamento, os insetos sofrem aquecimento e adaptam-se ao novo ambiente. Portanto, a
populacdo inicial do inseto nao decaiu nesse periodo e € caracterizada como uma fase de atraso
(manuten¢ao da populagdo inicial). O tempo de adaptacdo (fase de atraso) foi de
aproximadamente 20 min a 46 °C, 10 min a 50 °C, 6 min a 54 °C, 3 min a 58 °C ¢ 2 min a
62 °C. Posteriormente, ocorreu um periodo de répida reducdo da populagdo, quando foi
observada a velocidade maxima de mortalidade. Por fim, a velocidade de morte térmica ¢
reduzida (cauda) até a morte completa de toda a populagdo de insetos. Foi observada uma
reducdo de aproximadamente 80% da populagdo inicial a 46 °C ap6s 50 min de tratamento no

presente estudo.
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Li et al. (2015a) trataram insetos adultos de S. zeamais em blocos metalicos aquecidos
(taxas de aquecimento de 5 °C min™') e obtiveram comportamento linear na cinética de morte.
Segundo os autores, o tratamento realizado simula condi¢des de tratamento térmico em micro-
ondas ou por radiofrequéncia, porém nao validaram experimentalmente esta suposi¢ao.

O tempo necessdrio para a supressdo total da populagdo de insetos foi de
aproximadamente 70 min a 46 °C, 22 min a 50 °C, 14 min a 54 °C, 8 min a 58 °C ¢ 7 min a

62 °C (Figura 7).

Figura 7: Tempo de processo observado para mortalidade total da populagao de insetos

adultos de S. zeamais submetidos a diferentes condi¢des isotérmicas.
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Como esperado, o aumento da temperatura reduz o tempo de processo para a mortalidade
completa da populacdo de insetos. Nota-se que a reducdo do tempo de processo para supressao
total dos insetos.

Li et al. (2015a) avaliaram a morte térmica de S. zeamais sob tratamento isotérmico em
um sistema de blocos metalicos aquecidos (HBS, taxa de aquecimento de 5 °C min™) e
observaram periodos de 165, 40, 14 e 4 min para a eliminag¢do completa da populagao de insetos
a 46, 48, 50 e 52 °C, respectivamente. No mesmo estudo, Li et al. (2015a) analisaram a morte
de insetos adultos de S. zeamais submetidos a uma taxa de aquecimento de 1 °C min'! e
relataram uma mortalidade de 55% dos individuos apds 52 min de tratamento a 48 °C (22 min
para aquecer os insetos a 48 °C e 30 min, mantendo-os nesta temperatura).

O aumento da temperatura do ar diminuiu a fase de atraso (manuten¢do da populagdo

inicial) e aumentou a taxa de mortalidade da populacao de insetos. Acima de 54 °C, a redugdo
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da populagdo de S. zeamais ¢ rapida (<20 min). Um aumento na temperatura de 46 °C para
50 °C reduz em mais de 70% o tempo para suprimir a populagdo de S. zeamais. Aumentos de
4 °C a partir de 50 °C reduzem o tempo de morte total dos insetos entre 20 e 30%. Um aumento
na temperatura de tratamento de 54 °C para 62 °C resulta em um processo 50% mais rapido.
A temperatura tem grande influéncia na morte dos insetos adultos. Pequenas variagdes de
temperatura (~ 4 °C) podem reduzir o tempo de processamento em aproximadamente 60%. Os
tratamentos com ar quente a temperaturas acima de 54 °C eliminam todos os individuos em até
15 min. De acordo com a literatura insetos-praga morrem quando atingem temperaturas
superiores a 52 °C (CHAKRAVERTY et al, 2003; GALLO, 2002; HALLMAN;
DENLINGER, 1998). Assim, podemos concluir que a fase de atraso observada neste estudo,
em temperaturas superiores a 52 °C, refere-se ao aquecimento dos insetos até esta temperatura.
Presume-se que em temperaturas superiores a 62 °C, o periodo de aquecimento seja reduzido a
um tempo minimo de aquecimento dos insetos, ou que seja tdo pequeno que nao possa ser

observado e registrado experimentalmente.

3.1.3.4 Modelagem matematica da morte térmica de insetos adultos de S. zeamais submetidos

ao aquecimento por ar quente em diferentes temperaturas

3.1.3.4.1 Modelos cinéticos de morte térmica da populagdo de S. zeamais submetidos a

diferentes condigdes isotérmicas

O comportamento da curva de sobrevivéncia dos insetos submetidos ao aquecimento ¢é
muito semelhante ao observado em curvas de inativagdo microbiana (MCKELLAR; LU, 2004;
PELEG, 2006). Muitos modelos sdo utilizados para descricdo e conhecimento do
comportamento populacional de microrganismos ou para elaboracdo de modelos preditivos de
crescimento e inativacdo, que permitem prever o comportamento da populagdo em diferentes
condi¢des ambientais (T, pH, atividade de dgua, presenca de sais, 4cidos e conservantes, entre
outros) ndo analisadas experimentalmente, auxiliando em estudos e desenvolvimento de formas
de controle, inativagdo ou crescimento da populacao de interesse (MCKELLAR; LU, 2004;
PELEG, 2006; WHITING; BUCHANAN, 1993). Estes modelos podem ser aplicados para a
analise de sobrevivéncia de insetos-praga submetidos a diferentes tratamentos para sua

eliminagdo, como sugerido no presente estudo.
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Os modelos de Weibull (WBL) (Equacao (9)), Fermi (FER) (Equagao (10)), e Gompertz
ajustado (GOM.,j) (Equagdo (12)) foram ajustados aos dados experimentais para a descri¢cao do
comportamento sigmoide da cinética de morte da populagdo de individuos adultos de S. zeamais
submetidos ao aquecimento por ar quente nas temperaturas constantes de 46, 50, 54, 58 ¢ 62 °C.
O ajuste de modelos aos dados experimentais auxilia na compreensdo e entendimento das
mudangas nas respostas dos individuos em fun¢ao do tempo, para um determinado conjunto de
condi¢des ambientais.

Os indices estatisticos resultantes da comparacdo entre os valores experimentais e os

valores obtidos a partir dos modelos ajustados estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6: Valores dos indices estatisticos utilizados para comparacdo dos modelos de Weibull
(WBL), Fermi (FER) e Gompertz ajustado (GOM3;) ajustados aos dados experimentais de
cinética de morte térmica de individuos adultos de S. zeamais em cada condicao de

temperatura.
Indices estatisticos
T Modelo R2, RMSE Fator bias Fator exatidao
WBL 0,9899 0,045 0,954 1,131
46 °C FER 0,9915 0,039 0,978 1,090
GOM,;; 0,9864 0,050 1,018 1,068
WBL 0,9906 0,039 1,104 1,153
50 °C FER 0,9910 0,038 1,183 1,221
GOM,; 0,9871 0,045 1,260 1,232
WBL 0,9928 0,038 0,918 1,143
54 °C FER 0,9934 0,037 1,036 1,035
GOM,; 0,9911 0,042 1,073 1,086
WBL 0,9877 0,047 0,915 1,155
58 °C FER 0,9908 0,041 0,936 1,110
GOM,; 0,9921 0,038 0,981 1,070
WBL 0,9880 0,051 0,039 26,471
62 °C FER 0,9914 0,043 0,708 1,477
GOM,; 0,9931 0,038 0,888 1,177

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Os trés modelos representaram bem o comportamento das cinéticas de morte térmica,
com valores de RMSE abaixo de 0,051 e de Rﬁj acima de 0,986 em todas as temperaturas
analisadas. Apesar disso, os fatores de bias e exatidao foram inadequados para a configuragdo
do modelo WBL a 62 °C. Esta discrepancia nos indices estatisticos pode ser decorrente da

compara¢do dos dados na parte final da curva de sobreviventes (cauda), onde os valores
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ajustados e experimentais tendem a zero. Assim, se estes valores ndo estiverem na mesma
ordem de grandeza, resulta em um fator de bias e de exatidao desproporcionais.

Os valores dos fatores de exatiddao, bias ¢ RMSE para o modelo de WBL ficaram
relativamente acima dos valores obtidos para os modelos GOM;; e FER, na maioria das
condi¢des isotérmicas.

O ajuste de um modelo capaz de representar os dados experimentais da cinética de morte
térmica ¢ fundamental para o desenvolvimento de modelos preditivos que descrevam a morte
dos individuos em condi¢des nao analisadas experimentalmente. Desta forma, uma comparagao
mais aprofundada dos ajustes dos modelos FER e GOM,; foi realizada.

Na Figura 8 sdo apresentados os ajustes para os modelos GOM,; e FER juntamente com
os residuos dos ajustes na temperatura de 58 °C. No Apéndice — D sdo apresentados os dados
da morte térmica de S. zeamais e os residuos dos ajustes de GOM,; ¢ FER em todas as condigdes
isotérmicas. Os dois modelos apresentaram boa concordancia com os dados experimentais,
porém em todos os tratamentos observam-se residuos relativamente maiores para o modelo
GOM,;. Além disso, o modelo FER representou melhor a fase de supressao total da populagao
de insetos (cauda). Assim, o modelo FER foi utilizado como modelo cinético para descrever a
morte térmica de insetos adultos de S. zeamais submetidos ao aquecimento por ar quente nas

temperaturas de 46, 50, 54, 58 ¢ 62 °C.

Figura 8: (a) Ajustes dos modelos sigmoides GOM,; (.__.) e FER ( __ ) aos dados
experimentais (A ) e (b) residuos dos ajustes dos modelos GOM,; (m) e FER (®) na
temperatura de referéncia de 58 °C.
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).
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O modelo FER apresentou boa concordancia com os valores experimentais, com baixos
valores de RMSE e residuos, associados a valores de Rij proximos a 1 (> 0,99). Na Figura 9

sdo apresentados os ajustes do modelo FER aos dados experimentais de morte térmica de

individuos adultos de S. zeamais para as temperaturas de 46, 50, 54, 58 ¢ 62 °C.

Figura 9: Ajustes do modelo FER (linhas) aos dados experimentais (simbolos) de morte

térmica de S. zeamais nas temperaturas de referéncia de 46 °C (_._, m),50°C (_—, 0),
54°C(_...,4),58°C(_._,A)e62°C(...,H®).
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).

O modelo proposto descreveu de maneira eficiente o comportamento da morte de insetos
adultos de S. zeamais sob condi¢des isotérmicas. A utilizagao de tratamento térmico € efetiva
na morte de insetos adultos de pragas de graos e pode ser uma boa alternativa a desinfestagao
quimica. Porém, nota-se que grande parte dos estudos realizados na area sao abordados através
do aquecimento em blocos metélicos (HBS), simulando situa¢des de aquecimento em 4gua e ar
quente ou aquecimento por micro-ondas (GAZIT et al., 2004; HILL, 2002; LI et al., 2015a;
TANG et al., 2000, 2007; WANG et al., 2002a, 2002b; YAN et al., 2014). Desta forma, uma
analise do comportamento destes insetos submetidos a tratamentos de aquecimento seletivo faz-
se necessaria para mais esclarecimentos.

Hou, Wu e Wang (2019) avaliaram a cinética de morte térmica dos besouros Cryptolestes
pusillus e T. confusum em HBS, com taxa de aquecimento de 5°C min' em faixa de
temperatura entre 46 °C e 54 °C. Os autores obtiveram comportamento linear de morte dos
insetos. A mortalidade total dos individuos a 46 °C foi observada no tempo de tratamento igual

a 166,3 min para C. pusillus e de 67,9 min para 7. confusum.
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Os modelos ajustados aos dados experimentais estimaram parametros de morte térmica
para as cinéticas avaliadas. Os valores dos parametros e os respectivos intervalos de confianga

(95%) sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7: Valores dos pardmetros a (fator de forma), § (tempo caracteristico), k
(velocidade de morte), t), (tempo em que k ¢ maxima), K4, (velocidade maxima de morte),
t; (tempo em que a populagao inicial foi reduzida a metade), obtidos pelo ajuste dos modelos
WBL, GOM,; e FER aos dados experimentais de morte térmica de S. zeamais em condi¢des

isotérmicas.
WBL GOM,; FER
(:(;) a B k ty Kinax 9}
(min) (min™1) (min) (min™1) (min)

4,26 46,57 0,11 38,35 0,15 42,53

1 (3,07;5,45)  (4425;48.89) (0,07;0,14)  (35,93,40,78)  (0,11;0,18)  (40,69; 44,37)
6,27 16,08 0,45 14,03 0,62 15,05

> (5,00;7,54)  (15,67;16,49)  (034;0,56) (13,58, 14.48)  (0,49;0,74)  (14,68; 15,42)
6,79 9,72 0,78 8,54 1,06 9,15

> (4,80;8,77)  (9,40;10,03)  (0,55;1,01)  (822,8.86)  (0,79;134)  (8,85;9,44)
4,14 5,27 0,94 4,32 1,30 4,80

> (3,04:523)  (5,02;5,53)  (0,74;1,14)  (4,12,451)  (1,00;1,60)  (4,60; 5,00)

. 7,63 3.87 1,76 3,40 2,56 3,68

@411;11,16)  (3,71;4,03)  (1,31;12.21)  (3.26,3.54)  (1,71;3,41)  (3,51;3.,83)

*Intervalos de confianga (95%) estdo apresentados entre parénteses.
Fonte: Elaborada pela autora (2020).

A partir da andlise dos parametros apresentados na Tabela 7, pode-se afirmar que a
temperatura possui grande influéncia no tempo de reducao da populacao de insetos vivos, pois
um aumento de 8 °C (de 46 °C para 58 °C) reduziu o tempo de morte de metade da populagao
inicial (t;) de 42,5 min para aproximadamente 9 min. E um aumento de 54 °C para 62 °C na
temperatura de tratamento reduziu 60% deste tempo (t;).

Estudos de morte térmica de insetos adultos da mesma espécie submetidos a aquecimento
elétrico em bloco metalico, sem circulacao de ar, obtiveram periodos para reduc¢ao da populagao
a metade iguais a 90 min para temperatura de tratamento de 46 °C (LI et al., 2015a). No mesmo
estudo, ha uma reducdo de 60% no tempo necessario para morte de metade da populacao,
quando a temperatura ¢ elevada de 48 °C para 50 °C. Estudos realizados com inseto-praga de

arroz (S. oryzae) apresentaram eliminacdo de metade da populacdo de individuos adultos em
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23 min durante o tratamento a 46°C em blocos metélicos aquecidos sem circulagdo de ar (YAN
et al., 2014).

A velocidade méaxima de morte também ¢ influenciada pela temperatura, k,,,, € maior
em temperaturas mais elevadas. O valor de k,,,, quase dobrou quando a temperatura de
tratamento passou de 58 °C para 62 °C. Estudos de morte térmica de insetos-praga adultos de
milho e arroz, em blocos metélicos aquecidos, apresentaram comportamento linear ao longo do
tempo, caracterizando assim uma velocidade de morte térmica (k) constante (LI et al., 2015a;
YAN etal., 2014). Os autores obtiveram valores de k para S. zeamais e S. oryzae iguais a 0,0061
e 0,0169 min™! para temperatura de tratamento de 46 °C e iguais a 0,0635 e 0,2598 min™! para
50 °C, respectivamente.

O aumento da temperatura do ar resulta em processos mais eficientes na eliminagdo de
insetos adultos de S. zeamais, com elevadas taxas de morte térmica e fases de atraso curtas.
Porém, cabe ressaltar que tratamentos térmicos reduzem a qualidade dos alimentos e que o
bindmio tempo-temperatura ¢ fundamental na manutenc¢ao das caracteristicas fisico-quimicas e

nutricionais do produto.

3.1.3.4.2 Modelos secundarios

Na Tabela 8 sdo apresentados os parametros dos modelos que descrevem a velocidade
maxima de morte térmica (k,,,4, ) € 0 tempo necessario para a mortalidade de 50% da populacao

(t;) em fun¢do da temperatura.

Tabela 8: Coeficientes do modelo secunddrio para S. zeamais baseados no modelo FER.

Parametros do Coeficientes do modelo secundario® Indices estatisticos
Modelo © . 2
modelo cinético a b R RMSE
-0,337 20,25 1,366
k ? > 4 >
) max (-0,817; 0,144) (-5,791; 46,3) 0,499 (min’'?)
Racional
¢ 0,016 -0,752 0.979 0,015
L (0,013; 0,020) (-0,962; -0,542) ’ (min)
K 2032,0 415,20 0.937 0,480
Tipo max (-6034,0; 1,01 10%) (179,10; 651,20) ’ (min?)
Arrhenius 1,42 10* -584,30 2,305
193 -4. -4 . 0,979 :
(4,86 10%; 7,71 10%) (-792,10; -376,40) (min)
0,071 39,95 0,115
. 2 2 4 b
Raiz Kmax (0,041; 0,100) (33,66; 46,24) 0.93 (min""2)
quadrada — - -
t, O modelo ndo ajustou aos dados experimentais

*Intervalos de confianga (95%) estao apresentados entre parénteses.
Fonte: Elaborada pela autora (2020).
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A partir do modelo FER, obtido para descrever o comportamento da morte térmica de
insetos adultos de S. zeamais sob diferentes condigdes isotérmicas, foram ajustados modelos
secundarios que retratam a mudanga nos valores dos parametros do modelo FER com a variagado
da temperatura de tratamento. Os modelos da raiz quadrada (Equacdo (14)) e racional
(Equagdo (15)) mostraram melhor capacidade de representar a influéncia da temperatura nos

parametros Kk,,,, € t;, respectivamente. Tais ajustes apresentaram valores de Rﬁj >0,93 e

RMSE < 0,12. Esses ajustes sao apresentados na Figura 10.

O ajuste dos modelos secundarios evidencia a influéncia da temperatura no
comportamento de morte dos insetos, onde um aumento linear na temperatura resultou em um
aumento quadratico da velocidade maxima de morte térmica dos insetos (Figura 10b). O mesmo
aumento na temperatura do processo resulta em um aumento linear no inverso do tempo no qual
a populagédo reduziu a metade (1/t;), na faixa de temperatura de 46 °C a 62 °C (Figura 10a).
Li et al. (2015a) e Yan et al. (2014) obtiveram um comportamento exponencial crescente da
velocidade de morte térmica constante (k) de insetos-praga com a elevacao da temperatura, e
ajustaram a equagdo de Arrhenius para descrever este comportamento. Esta avaliacdo reforga a

influéncia da temperatura na mortalidade dos insetos.

Figura 10: Influéncia da temperatura sobre os parametros (a) t; € (b) k;pqx- A linha continua
representa o ajuste e os pontos sdo os valores dos parametros obtidos pelo modelo FER.
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).

3.1.3.4.3 Validacao do Modelo

O modelo de Fermi e os modelos secundarios da raiz quadrada e racional foram utilizados

para predizer o comportamento da morte térmica de S. zeamais submetidos ao aquecimento
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isotérmico na faixa de temperatura entre 46 °C e 62 °C. Curvas cinéticas experimentais nas
temperaturas de referéncia de 48 °C e 52 °C foram obtidas para valida¢ao do modelo preditivo.

Através dos modelos secundarios foram obtidos valores para o parametro k,,,, iguais a
0,3300 min! e 0,6782 min™' e para o pardmetro t, iguais a 27,07 min e 11,81 min para as
temperaturas de 48 °C e 52 °C, respectivamente. A predigao da cinética de morte pelo modelo
FER foi comparada com os dados experimentais (ndo utilizados para determinar os parametros

do modelo) e esta apresentada na Figura 11.

Figura 11: Curvas cinéticas de morte térmica de S. zeamais preditas (linhas) pelos modelos
FER e secundarios, e validadas com dados experimentais (pontos) nas temperaturas de
referéncia de 48 °C (A, __)e 52°C (o, __).
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).

O modelo proposto predisse bem a morte de insetos adultos em ar quente, para a faixa de
temperatura de 46 °C a 62 °C. Na Tabela 9 sdo apresentados os indices estatisticos de

comparacao entre a predi¢cdo e os dados experimentais.

Tabela 9: Indices estatisticos da predi¢ao de morte de individuos adultos de S. zeamais por ar
quente nas temperaturas de referéncia de 48 e 52 °C.
Indices estatisticos

Temperatura

Rflj RMSE Fator bias Fator de exatiddo
48 °C 0,9967 0,025 1,104 1,106
52°C 0,9491 0,080 1,297 1,366

Fonte: Elaborada pela autora (2020).
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As temperaturas experimentais médias foram de 48,1 £0,2°C e 51,6 £0,2 °C, ¢ as
umidades relativas de 14,9 + 0,4% e 13,4 = 0,1%, durante os tratamentos térmicos por ar quente
nas temperaturas de referéncia de 48 e 52 °C, respectivamente. Os dados experimentais da
temperatura ao longo do tratamento estdo apresentados no Apéndice B (Figura B - 1).

O modelo apresentou uma excelente capacidade preditiva da morte térmica de insetos
adultos de S. zeamais, com valores de RMSE baixos (< 0,081) e bons valores para o coeficiente
de determinacgao ajustado (> 0,949). O modelo FER descreveu bem os dados experimentais em
condigdes isotérmicas (modelo primario), e a dependéncia dos parametros com a temperatura

foi bem descrita pelas equacdes da raiz quadrada e racional (modelos secundarios).

3.1.4 Conclusao — Estudo 1

O tratamento por ar quente em temperaturas superiores a 46 °C ¢ capaz de eliminar insetos
adultos de S. zeamais em poucos minutos de processo. A supressdo completa dos insetos S.
zeamais pode ser alcancada submetendo-os a 46 °C por 70 min, 50 °C por 22 min, 54 °C por
14 min, 58 °C por 8 min ou a 62 °C por 7 min.

O modelo do tipo Fermi como modelo primario e as equacdes da raiz quadrada e racional
como modelos secundarios sao adequados para construir um modelo preditivo para a morte de
populagdes de S. zeamais em processos térmicos, na faixa de temperatura entre 46 °C e 62 °C.

Os processos de aquecimento podem ser usados como uma alternativa aos tratamentos de
fumigagdo para matar insetos que infestam graos. Estudos adicionais sdo importantes para
considerar heterogeneidades de temperatura e condi¢cdes nao-isotérmicas. O modelo preditivo
apresentado neste trabalho ¢ ferramenta 1til para o projeto destes tratamentos.

Um modelo com boa predi¢@o para o comportamento da morte de pragas de graos € capaz
de auxiliar no desenvolvimento de tratamentos térmicos (isotérmicos e ndo-isotérmicos) para
desinfestagdo de graos. O desenvolvimento e utilizacdo destes modelos preditivos ainda ¢
escasso na literatura, e ¢ um grande desafio para a area de estudo. Desta maneira, o modelo
preditivo proposto neste estudo ¢ uma ferramenta util para o crescimento da tecnologia e

pesquisa na area.
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32 ESTUDO 2 - ESTUDO DA DESINFESTACAO DE GRAOS DE MILHO POR
AQUECIMENTO EM MICRO-ONDAS — ANALISE EXPERIMENTAL E MODELAGEM
MATEMATICA

3.2.1 Introducio — Estudo 2

Os graos de cereais t€ém grande importancia econdmica e nutricional. Sdo fontes de
proteinas, carboidratos, vitaminas e minerais, ¢ importantes na alimentagdo humana e animal.
Além disso, alguns graos sdo amplamente utilizados na producdo de energia renovavel
alternativa (CHAKRAVERTY et al., 2003; TANG et al., 2007). O armazenamento de graos
pode ocorrer por meses antes de sua utilizagdo, tornando-os suscetiveis a ataques de pragas, o
que provoca reducdo da qualidade e perdas significativas. A atividade dos insetos causa
aquecimento local na massa de graos e gera gradientes de umidade e temperatura, permitindo
o desenvolvimento de fungos, bactérias e o ataque de pragas secundarias (CHAKRAVERTY
etal., 2003; GOLOB; FARRELL; ORCHARD, 2002). Os danos causados pelos insetos podem
resultar em perdas de até 30% dos graos armazenados (GOLOB; FARRELL; ORCHARD,
2002).

Sitophilus zeamais (Motschulsky) (Coleoptera: Curculionidae), o gorgulho do milho, ¢
uma das principais pragas de graos armazenados. Seu principal alvo ¢ o milho, mas também
ataca arroz, trigo, cevada, centeio, sorgo, alimentos processados a base de cereais e outros graos
(GOLOB; FARRELL; ORCHARD, 2002; LAZZARI; LAZZARI, 2012; LORINI et al., 2015;
MASON; MCDONOUGH, 2012). Os insetos S. zeamais, diferentes de outros insetos-praga,
causam danos ao grao em todos os seus estagios de desenvolvimento (CHAKRAVERTY et al.,
2003; GOLOB; FARRELL; ORCHARD, 2002).

O grau de infestagdo de uma massa de graos ¢ definido pelo nimero de insetos vivos por
massa amostral (LAZZARI; LAZZARI, 2012). Na comercializacdo de graos, quando insetos
vivos estdo presentes na amostra, os graos sao rejeitados e podem ser submetidos novamente a
tratamento efetivo de desinfestacdo (CODEX ALIMENTARIUS COMISSION, 1985; FAO,
1994; HILL, 2002).

Os tratamentos fisicos sdo processos alternativos para o uso de produtos quimicos na
desinfestagdo de graos. Alguns desses métodos sdo atmosfera modificada, manipula¢do da
pressdo e tratamentos térmicos (DAS; KUMAR; SHAH, 2013; KUMAR et al., 2017;
MOHAPATRA; KAR; GIRI, 2015). Temperaturas extremas (< 0 °C ou > 80 °C) podem ser
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letais para os insetos em todas as fases da vida, mas também podem afetar a qualidade fisico-
quimica dos graos. Temperaturas brandas, entre 40 °C e 70 °C, podem ser letais para muitos
insetos, mas sdo dependente das espécies, estagio de vida e condi¢cdes do ambiente (umidade
relativa, temperatura, tipo de grao) (BEN-LALLI et al., 2013; FIELDS, 1992; GALLO, 2002).

Alguns estudos avaliaram a desinfestagdo de insetos-praga por tratamento térmico,
englobando aquecimento de graos com agua quente, ar quente, irradiacdo por micro-ondas,
radiacao infravermelha (IR) e radiofrequéncia (RF), bem como a eficacia desses tratamentos
foram investigados (BEN-LALLI et al., 2013; GAZIT et al., 2004; HOU; LING; WANG, 2014;
HUANG; CHEN; WANG, 2015; JONES; WADDELL, 1997; LAY-YEE etal., 1997; Ll et al.,
2015b; MANICKAVASAGAN et al., 2013; PAN et al., 2008; VERGHESE; NAGARAJU;
SREEDEVI, 2011; YANG et al., 2018; ZHOU; WANG, 2016). A maior parte destes estudos
descreve o efeito das variaveis do processo na mortalidade dos insetos e na qualidade dos graos,
como teor de umidade, propriedades de moagem, germinagdo de sementes ¢ qualidade das
farinhas (AHMADY; MOUSA; ZAITOUN, 2016; HALVERSON et al., 1996; PUROHIT et
al., 2013; VADIVAMBAL et al.,, 2010; ZHOU et al., 2015). Em todos estes estudos,
temperaturas mais altas tendem a aumentar a taxa de mortalidade, reduzindo o tempo de
processo e diminuindo a capacidade germinativa das sementes e alguns parametros de qualidade
do produto.

A partir do exposto, o presente estudo tem como objetivo avaliar e ajustar modelos
matematicos que descrevam a cinética de desinfestagao de S. zeamais, em estagio imaturo (larva
de 3° e 4° instares — L3 e L4) e adulto (<21 d), em graos de milho utilizando o aquecimento

por micro-ondas.

3.2.2 Material e Métodos — Estudo 2

3.2.2.1 Aparato experimental

O micro-ondas comercial (LG, modelo — MS4297DIR(A), China) utilizado nos
experimentos possui volume interno de 42 L, poténcia maxima nominal de saida do magnetron
de 1200 W e frequéncia das ondas ao redor de 2450 MHz. Um recipiente cilindrico de
polipropileno foi adaptado dentro do forno, sobre o prato giratdrio, para permitir a utilizagao
do sistema como um tambor rotativo (MONTEIRO et al., 2015). Uma representacao do aparato

experimental estd apresentada na Figura 12.
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Figura 12: Tlustrag@o esquematica do sistema de aquecimento de micro-ondas.
A

Sistema rotativo

=i 0,

——  Motor com controle
de velocidade

Fonte: adaptado de Monteiro, et al. (2018).

3.2.2.2 Preparagdo das amostras e condi¢des de desinfesta¢do por micro-ondas

A avaliacdo da desinfestagdo de S. zeamais em grdos de milho submetidos ao
aquecimento por micro-ondas foi realizada no Laboratério de Propriedades Fisicas de
Alimentos (PROFI), do Centro Tecnologico da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC). O procedimento experimental descrito neste item foi realizado para os dois estagios
de desenvolvimento de S. zeamais avaliados no presente estudo: larval tardio (L3 e L4) e inseto
adulto. Um esquema do procedimento realizado esta apresentado na Figura 13.

Graos de milho foram adquiridos em mercado local (Florianopolis - SC) e congelados a
- 16 °C em freezer doméstico (Consul, modelo — CHA31BBBNA, Brasil) por pelo menos 30 d
a fim de garantir a morte ou inativagdo de qualquer praga que possa estar presente nos mesmos
(HALLMAN; DENLINGER, 1998; ZHAO et al., 2007a). Os graos de milho foram previamente
descongelados em dessecador a temperatura ambiente (25 °C) por 24 h antes de sua utilizagdo
nos experimentos.

A infestagdo dos grios foi realizada de maneira diferente para cada estagio de
desenvolvimento do inseto e a descri¢do desta etapa serd abordada separadamente nos itens
subsequentes. Para a realiza¢do dos experimentos foi utilizada uma massa de grios proxima a
200 g. Os recipientes contendo graos de milho infestados foram inseridos na cavidade do micro-
ondas e os tratamentos foram realizados em trés densidades de poténcia nominal distintas
(1,2°Wg!, 3 °Wgle 6 °Wg!), em intervalos de tempo pré-determinados e rotagio do tambor
de 16 rpm. Imediatamente apds o tratamento, a temperatura superficial dos graos foi aferida
com o auxilio de um termometro de infravermelho (Fluke, 62 max+, EUA). Posteriormente, os

graos de milho infestados e tratados foram transferidos para recipientes plasticos a temperatura
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ambiente, com abertura circular (4 cm de didmetro) na parte superior, coberto por tecido

perfurado permitindo a troca gasosa.

Figura 13: Fluxograma das etapas desenvolvidas para a avaliagdo da desinfestacdo de S.

zeamais em graos de milho por aquecimento em micro-ondas.
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Os recipientes foram acondicionados em camara incubadora BOD (Dist, modelo —
VB27/28/40/46R, Brasil) na temperatura de 27,5 °C £0,7 °C e umidade relativa igual a
70,1% = 8,9%, condi¢des ideais para o desenvolvimento da espécie (CHAKRAVERTY et al.,
2003; HUIL 2006). O tempo de acondicionamento deu-se até o momento da andlise dos
individuos. Cada ponto experimental foi realizado de maneira destrutiva, para posterior analise
do comportamento temporal de desinfestacdo. Amostras-controle foram manejadas da mesma
forma e foram rotacionadas no equipamento sem o uso de micro-ondas, durante o tempo
maximo de processo do referente tratamento. Os resultados obtidos das amostras-controle
foram considerados como tempo de tratamento igual a zero (t = 0) nos resultados. Todos os

experimentos foram realizados em triplicata.



83

3.2.2.3 Desinfestagdo de insetos adultos de S. zeamais em grdos de milho por aquecimento em

micro-ondas

A infestacdo dos graos foi realizada com a inser¢do de 40 individuos adultos de S.
zeamais, com até 21 d de vida (apds a emergéncia) € 200 g (199,8 g £ 0,29 g) de graos de milho
para cada ponto experimental. Os graos foram tratados termicamente em micro-ondas nas
condic¢des de densidade de poténciade 1,2 W g!,3,0 W g e 6,0 W g! nos intervalos de tempo
apresentados na Tabela 10. A contagem dos individuos vivos foi realizada logo ap6s o
experimento e diariamente durante 7 d, em conformidade com a metodologia utilizada por Yan

et al. (2014), a mesma utilizada nos tratamentos isotérmicos do presente estudo (Estudo 1).

Tabela 10: Intervalo de tempo entre os pontos experimentais da desinfestagao de insetos
adultos de S. zeamais em aquecimento por micro-ondas.

Densidade de poténcia Intervalo de tempo Tempo total
1,2Wg'! 30s 180 s
3,0Wg'! 10s 60 s
6,0 W g'! 5s 35s

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

3.2.2.4 Desinfestagdo de larvas de S. zeamais em grdos de milho por aquecimento em micro-

ondas

Um estudo preliminar do ciclo de vida do inseto S. zeamais foi realizado nas condigdes
de incubacao (27 °C e 70% UR), ideais para o desenvolvimento destes insetos (RITA DEVI et
al.,2017; VADIVAMBAL et al., 2010). A partir disto, o experimento foi conduzido na seguinte
sequéncia: oviposi¢do, incubagdo, tratamento em micro-ondas, incubacdo e analise. Um
esquema destes experimentos esta apresentado na Figura 14.

A obtencao dos graos de milho infestados foi elaborada através da oviposicao. Para tal,
20 insetos adultos com até 21 d selecionados aleatoriamente foram colocados juntamente com
40 graos de milho em recipiente com abertura circular permitindo a troca gasosa. As amostras
foram acondicionadas em camara incubadora BOD (Dist, modelo — VB27/28/40/46R, Brasil),
a275°C+0,7°C e UR de 70,1% = 8,9% por 7 d. Posteriormente, os insetos adultos foram

retirados e os graos de milho ovipositados foram agrupados, para formacao de um lote, e
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condicionados em BOD por mais 16 d, periodo necessario para que os insetos atingissem

estagio larval de 3° (L3) ou 4° (L4) instar.

Figura 14: Esquema representativo das etapas realizadas no tratamento de desinfestagdo de
graos de milho infestados com larvas tardias (L3 e L4) de S. zeamais por aquecimento em
micro-ondas.
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).

A quantidade de gros infestados foi determinada em estudos preliminares através da
realizacdo de experimentos. Estimou-se que a oviposi¢do ocorreria em cerca de 50% dos graos
e que os ovos viaveis ao desenvolvimento seriam apenas 25% dos grios ovipositados, e que
cada grio desenvolveria apenas um inseto. As estimativas foram baixas para garantir a
emergéncia de no minimo 40 insetos por ponto experimental.

Para o tratamento em micro-ondas, 320 grdos de milho infestados com estagio larval
tardio (L3 e L4) foram colocados em recipientes de polipropileno, e a massa total de 200 g
(199,96 g+ 0,13 g) de grdos foi completada com milhos previamente descongelados
(25 °C/24 h) e livre de pragas. Os recipientes contendo os grdos infestados com larvas de S.
zeamais foram entdo tratados em micro-ondas nas condi¢des de densidade de poténcia de
1,2Wgl 30Wg!e6,0W g! nos intervalos de tempo apresentados na Tabela 11. Apds o

tratamento e aferi¢do da temperatura, os grios tratados foram transferidos para recipientes de
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polipropileno a temperatura ambiente e novamente incubados em BOD por mais 22 d. Este
periodo de incubacao foi definido com base em estudos preliminares da emergéncia dos insetos
adultos a partir da oviposicdo realizada, garantindo que todos os ovos vidveis se
desenvolvessem e os insetos emergissem dos graos. Apds este periodo a contagem do nimero
de individuos adultos emergidos foi realizada. O tempo total para realiza¢do de um experimento

foi de 45 d.

Tabela 11: Intervalo de tempo entre os pontos experimentais da desinfestagdo de larvas de S.
zeamais por aquecimento em micro-ondas em cada condicdo de densidade de poténcia.

Densidade de poténcia Intervalo de tempo Tempo total
1,2Wg! 20s 120 s
3,0Wg'! 10s 50s
6,0 W g'! 5s 35s

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

3.2.2.5 Determinagdo da umidade dos grdos

A umidade em base seca, X, (g g!), do grio de milho foi aferida em estufa a temperatura

de 105 °C por 24 h (MAPA, 2009), e calculada através da Equagao (20).

Xps = — (20)

em que m,, (g) ¢ a massa de dgua presente na amostra e removida na estufa e my, (g) ¢ a massa
de solidos secos da amostra.

A umidade dos graos foi avaliada antes e apds a desinfestacdo total dos grdos por
aquecimento em micro-ondas a 1,2 W g, 3,0 W g e 6,0 W g'!. Os resultados da triplicata das
analises foram avaliados estatisticamente através do teste de Tukey a nivel de significancia

99%, com o auxilio do software R, versdo 3.6.0 (The R Foundation for Statistical Computing).

3.2.2.6 Modelagem matematica da desinfesta¢do de S. zeamais em grdos de milho por

aquecimento em micro-ondas

O processo de desinfestacdo dos graos de milho por micro-ondas ocorre em condicdes

nao-isotérmicas, portanto as curvas de desinfestagdo foram representadas por modelos
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logisticos considerando a probabilidade de sobrevivéncia dos insetos quando uma massa de
graos infestados ¢ submetida ao aquecimento seletivo por micro-ondas. Os modelos de
probabilidade sao utilizados geralmente quando o resultado de interesse ¢ dicotdmico, ou seja,
possui apenas dois resultados possiveis. No presente trabalho as varidveis resposta sdo:
sobrevivéncia ou morte dos insetos submetidos ao tratamento. A probabilidade esta relacionada
a possiveis variaveis preditoras por alguma fung¢ao matematica utilizando técnicas de regressao.
Desta maneira, a equagao de regressao esta geralmente relacionada as probabilidades de log ou
logit do resultado de interesse (MCKELLAR; LU, 2004; MONTGOMERY, 2012; TANG et
al., 2007). A funcgao logit, utilizada para descrever os dados de desinfestacdo em micro-ondas,

esta representada na Equagao (21).

P;
logit(P;) = In [1 — Pi] =7 21

em que P; ¢ a probabilidade do resultado de interesse. E sua expressdo pode ser representada
como alguma funcdo Z, que descreve os efeitos das varidveis independentes (MCKELLAR;

LU, 2004; TANG et al., 2007). Desta maneira, podemos representar a Equagado (21) como:

1
Trexp(—z) 1 (22)

A regressao logistica utilizada para descrever a desinfestagdo de larvas e insetos adultos

de S. zeamais pode ser descrita pela Equacdo (23)

1
1+ exp [—(a + bx)] (23)

S(x) =

na qual S(x) representa a probabilidade (P;) de sobrevivéncia da populacdo de S. zeamais
avaliada (razdo de sobreviventes ou emergidos). A expressdo (a + bx) foi utilizada para

descrever a fung¢do Z, considerando a simplicidade da equacado e sua objetividade em descrever
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o processo fisico. A probabilidade de sobreviventes foi avaliada para duas varidveis

independentes (x): tempo de processo (t) e temperatura dos graos (Ty).

Os indices estatisticos utilizados para analisar o ajuste dos modelos foram R? j» RMSE,

fator bias e fator de exatiddo. Estes indices foram descritos anteriormente no item 3.1.2.3.3.
3.2.3 Resultados e Discussiao — Estudo 2

3.2.3.1 Desinfestagdo de S. zeamais nas fases larval e adulta em grdos de milho por

aquecimento em micro-ondas

As cinéticas de desinfestagdo dos graos de milho sob aquecimento em micro-ondas sao
apresentadas na Figura 15. Um comportamento sigmoide é observado ao longo do tempo de
processo. Os resultados apresentados para a desinfestagdo de insetos adultos sdo referentes ao

sétimo dia de analise.

Figura 15: Curva cinética de desinfestacdo de insetos (a) adultos e (b) larvas de S. zeamais em
graos de milho por aquecimento em micro-ondas nas densidades de poténcia nominais de (®)
12Wgl (m)3,0Wgle(¢)6,0Wgl
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).

O inicio do processo ¢ marcado pela manutencdo da populagdo inicial (fase de atraso),
seguido de uma reducao rapida e atingindo a morte total da populacao de insetos presentes na
massa de graos. A reducdo da populagdo de S. zeamais em estagio larval foi mais rapida que a
de adultos, ou seja, o estagio larval ¢ mais suscetivel ao aquecimento em micro-ondas. Vale

ressaltar, que um processo de desinfestacdo deve ser eficiente para todos os estagios de



88

desenvolvimento da praga alvo. Desta maneira, uma desinfestagdo em micro-ondas, nas
condigdes avaliadas, quando observada a mortalidade dos insetos adultos, ha garantia de
mortalidade de larvas tardias (L3 e L4). Estudos para o ovo, larvas de 1° e 2° instares e pupas
sdo importantes para complementagdo da avaliagdo.

Os resultados da desinfestacdo nas 3 condi¢des de densidade de poténcia avaliadas
sugerem que a densidade de 3,0 W g! ¢ interessante para este fim, visto que a relacio entre o
tempo de processo ¢ a densidade de poténcia ¢ a melhor entre os casos avaliados.

O tempo experimental para a desinfestacdo completa de milho em micro-ondas esta
apresentado na Tabela 12. O tempo para desinfestagdo total da populagdo de insetos adultos em
grios de milho reduziu em 3 vezes quando a densidade de poténcia aumentou de 1,2 W g™! para
3,0 W g'!, e reduziu em aproximadamente 5 vezes quando o aumento foi de 1,2 W g! para
6,0 W g'!. Para a fase larval o aumento da densidade de poténcia de 1,2 W g™! para 3,0 W g’!

também resultou em uma redugdo de 3 vezes no tempo de processo.

Tabela 12: Tempo de processo necessario para desinfestagdo completa de insetos S. zeamais
em grdos de milho por aquecimento em micro-ondas.

Densidade de poténcia Estagio de desenvolvimento Tempo para desinfestacio total

Adulto 180 s

1,2Wg'!
Larval 120 s
Adulto 60 s

3,0Wg'!
Larval 40 s
Adulto 35s

6,0 W g'!
Larval 35s

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Purohit et al. (2013) avaliaram a desinfestacdo de C. maculatus em graos de feijao mungo
por aquecimento em micro-ondas industrial. Os autores observaram desinfestagdo completa dos
estagios imaturos (ovo, larva e pupa) e 90% de mortalidade dos individuos adultos quando
aplicada densidade de poténcia de 6 W g! por 42s. Barbosa et al. (2017) obtiveram
desinfesta¢do total de larvas de C. maculatus em 50 graos de feijdo-caupi em 120s de
tratamento na poténcia de 400 W em forno micro-ondas.

A desinfestacdo de insetos adultos de Callosobruchus chinensis L. foi avaliada em grao-
de-bico, feijdo-mungo e feijdo-guandu com tratamento térmico em micro-ondas. A
desinfestagdo total destes graos ocorreu quando submetidos por 240 s em densidade de poténcia
de 1,4 W g'! em todos os grios. Ja para a condicdo de 3,5 W g'!, o tempo de processo necessario

para mortalidade total foi de 100 s em grao-de-bico, 90 s em feijao-guandu e 70 s em feijao-
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mungo (SINGH; SINGH; KOTWALIWALE, 2012). El-Naggar e Mikhaiel (2011) avaliaram a
desinfestagdo de larvas e adultos de diferentes insetos-praga em farinha e grdos de trigo
utilizando micro-ondas em temperaturas médias constantes, ¢ obtiveram mortalidade total para
os dois estadgios de desenvolvimento quando 7. confusum foi submetido por 20 s a 55 °C,
Lasioderma serricorne por 30 s a 55 °C e Corcyra cephalonica por 40 s a 45 °C.

Vadivambal et al. (2010) avaliaram a desinfestagdo em micro-ondas industrial de 50 g de
graos de milho contendo 10 individuos (estagios larval tardio e adulto) de S. zeamais. Os autores
obtiveram desinfestacdo total dos grios quando os grios foram submetidos por 28 sa 10 W g1,
na qual a temperatura dos graos atingiu cerca de 63 °C. Além disso, os autores constataram uma
mortalidade de 63% da populacdo em estdgio larval e de 77% para insetos adultos, quando
submetidos ao aquecimento em micro-ondas por 28 s a 6 W g'l. O presente estudo observou
uma mortalidade de mais de 90% para os dois estagios de desenvolvimento tratados em micro-
ondas por 30 s na mesma condi¢do de densidade de poténcia (6 W g!). A desinfestagdo ¢
consideravelmente maior no presente estudo.

O processo de desinfestagdo de graos por micro-ondas avaliado neste estudo, confirma
que esta ¢ uma alternativa muito promissora na area, visto que tratamentos de fumigagao
quimica levam até 4 semanas para sua completa eficacia. Além disso, o processo avaliado ¢
isento de residuos quimicos.

A temperatura superficial dos graos registrada durante o processo de desinfestacdo esta
apresentada na Figura 16. Nota-se que o aquecimento dos graos se deu de maneira linear ao

longo do tratamento, em todas as condigdes avaliadas.

Figura 16: Evolugao temporal da temperatura superficial dos graos de milho durante o
processo de desinfestacdo de S. zeamais nas fases adulta (a) e larval (b) por aquecimento em
micro-ondas a (¢) 1,2 W g, (m)3,0Wgle(4)6,0Wg
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A temperatura dos graos foi semelhante quando utilizadas as mesmas condigdes de
processo. Na condigdo de 6,0 W g'! a taxa de aquecimento para o processo de desinfestacdo de
insetos adultos foi maior que a da larva. Nesta condi¢do de tratamento o tempo de processo para
a desinfestacdo dos dois estagios de desenvolvimento € préximo, ratificando a maior resisténcia
do adulto.

Avaliando os dados de razao de sobreviventes (Figura 15) e temperatura dos graos (Figura
16), nota-se que a partir do momento que os graos ultrapassam uma determinada temperatura
(temperatura critica), ocorre a eliminagdo da maior parte da populacao de insetos. Esta analise
fica mais evidente quando relacionamos a razao de sobreviventes em funcdo da temperatura

dos graos, conforme apresentado na Figura 17.

Figura 17: Curva de desinfestacdo de insetos (a) adultos e (b) larvas de S. zeamais em graos
de milho em funcdo da temperatura superficial dos graos durante o aquecimento por micro-
ondas nas densidades de poténcia de (¢) 12 W g!, (m)3,0Wg'le(¢)6,0Wg!

(a) i (b)
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*Dados representados pela média experimental + desvio padrao.

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

A temperatura critica observada para a mortalidade nas fases adulta e larval foram de
aproximadamente 60 °C e 55 °C, respectivamente. A probabilidade de haver insetos
sobreviventes em temperaturas superiores a critica ¢ inferior a 0,06. A desinfestacdo de graos
de milho por aquecimento em micro-ondas de S. zeamais nas fases larval (3° e 4° instar) e adulta
depende da condi¢do de temperatura e os insetos adultos sdo mais resistentes ao aquecimento
que a fase larval tardia (L3 e L4). Os resultados obtidos sdo similares aos observados por
Vadivambal et al. (2010) em desinfestagdo de milho em micro-ondas industrial, os autores

observaram uma temperatura critica de morte para os insetos (larva e adulto) igual a 63 °C a

80
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10 W g !'ede55°C al2W g!, mas os autores ndo observaram diferengas significativas na
desinfestagdo dos dois estagios de desenvolvimento. Cabe ressaltar que Vadivambal et al.
(2010) avaliaram a mortalidade dos insetos adultos logo apos o tratamento térmico, esta
metodologia pode ter afetado os resultados de mortalidade dos mesmos, visto que em condigdes
altas de temperatura estes insetos podem entrar em estagio de estivagdo. Como protegdo a altas
temperaturas, os insetos cessam suas atividades e movimentos, podendo ser considerados
mortos se avaliados apenas seus movimentos, € com o retorno de temperaturas favoraveis eles
retomam suas atividades. Este comportamento foi observado durante a execugdo do presente
estudo, tanto nos tratamentos em temperatura controlada (Estudo 1), quanto na desinfestagao
dos graos de milho (Estudo 2).

A temperatura maxima atingida nos grdos durante a desinfestagdo por micro-ondas
observada no presente estudo ¢ branda (< 70 °C) e o tempo de tratamento ¢é rapido (< 3 min),
sendo estas boas condi¢des para a manutencao da qualidade dos graos. Ainda assim, um estudo
mais aprofundado das possiveis alteragdes nas caracteristicas fisico-quimicas dos graos ¢
importante.

Zhao et al. (2007a) observaram comportamento sigmoide para desinfestacdo de ovos e
adultos de S. oryzae em tratamento por micro-ondas. Os autores tiveram resultados similares
aos do presente estudo em relag@o a temperatura critica de morte de S. oryzae, de 55 °C para os
adultos e de 54 °C para as larvas. Yu, Shrestha e Baik (2017) observaram a completa
desinfestacdo de 7. castaneum em sementes de canola em temperaturas superiores a 80 °C,
quando 250 g foram aquecidas por radiofrequéncia (1,5 kW e 27,12 MHz). Os autores também
obtiveram um comportamento sigmoide para a desinfestacdo das sementes em funcdo da
temperatura dos graos. Pei et al. (2018a) obtiveram mortalidade total de S. zeamais e T.
castaneum em arroz quando submetido durante 110s a 60 °C em aquecimento por
infravermelho sob intensidade de 2780 W m™? em uma amostra de 100 g de grios com 50
individuos.

Uma anélise do consumo de energia pelo processo de desinfestagdo por micro-ondas foi
realizada avaliando o mesmo conjunto de dados em relacao a energia especifica do processo
(Figura 18), que ¢ o consumo de energia por massa de grdos (¢ = P t/my).

O maior consumo de energia do processo ocorreu na densidade de poténcia de 6 W g!
para a desinfestacdo total dos dois estagios de S. zeamais em graos de milho. O consumo de
energia necessario para desinfestagdo completa dos insetos ficou entre 0,042 - 0,050 kW h kg !

para os adultos e entre 0,033 — 0,050 kW h kg™ ! para as larvas. A melhor condi¢io experimental
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avaliada foi a 3,0 W g’!, na qual é necessario um consumo de energia de 0,033 kWh kg™! para

desinfestacio total das larvas e de 0,042 kW h kg ! para os insetos adultos de S. zeamais, e com

tempo de processo inferior a 1 min.

Figura 18: Energia especifica do processo para a desinfestacdo de (a) insetos adultos e (b)
larvas durante aquecimento por micro-ondas em densidades de poténcia de 1,2 W g'! (e),
30Wg! (m)e6,0Wg!(e).
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*Dados representados pela média experimental + desvio padrao.

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Zhao et al. (2007a) avaliaram a desinfestacdo de S. oryzae em graos de arroz em forno
micro-ondas industrial em poténcias entre 9,4 kW e 15,0 kW e observaram que a morte da
populacdo de insetos adultos e ovos ocorreu quando o consumo de energia foi igual ou superior
a 0,02kW hkg!. A capacidade de tratamento do sistema avaliado pelos autores era de
400 kg h~'a 1200 kg h™!. Apesar do consumo de energia menor obtido por Zhao et al. (2007a),
¢ importante ressaltar que a densidade de poténcia avaliada pelos autores pode variar entre
7,81 x10°3 W g-1¢0,0375 W g !, e como observado no presente estudo, menores densidades

de poténcia tendem a resultar em menores consumos de energia.

3.2.3.2 Umidade dos graos

A umidade dos graos foi avaliada apos a desinfestacdo total dos dois estagios de
desenvolvimento do inseto. A variagdo da umidade em relagdo a densidade de poténcia usada
no processo estd apresentada na Figura 19.

Observa-se uma pequena tendéncia a redu¢do da umidade do grao apds a desinfestagao

em todos os casos avaliados. Porém essa redugio de umidade nio ultrapassou 0,013 g g!. A

0,08
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manuten¢do da umidade do grio apods a desinfestacdo em micro-ondas ¢ pertinente. Com o
tratamento estudado garante-se a desinfestacao da massa de graos sem alteracao significativa
em sua umidade (p > 0,01). A manutencao da umidade dos graos durante a desinfestacdo ¢

conveniente para o processo, pois ndo altera sua composi¢ao centesimal.

Figura 19: Umidade (bs) do grao avaliada antes e ap6s o processo de desinfestagdo total de
individuos adultos de S. zeamais em aquecimento por micro-ondas.
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Zhou e Wang (2016) avaliaram a mortalidade de S. oryzae em arroz em tratamento por
radiofrequéncia, e também nao obtiveram diferenca significativa (p > 0,05) entre as umidades
dos graos antes e apds 6 min de tratamento a 50 °C (27,12 MHz e 6 kW). J& Zhao et al. (2007b)
obtiveram uma diferenca significativa (95%) na umidade de grdos de arroz tratados
termicamente em micro-ondas (2450 MHz, 15 kW). Vadivambal, Jayas e White (2007)
observaram uma perda de cerca de 2% de umidade em graos de trigo durante a desinfestacao

de T. castaneum, C. ferrugineus e S. granarius por aquecimento em micro-ondas durante 28 s

alowgl

3.2.3.3 Modelagem matematica da desinfesta¢do de grdaos de milho infestados com S. zeamais

por aquecimento em micro-ondas

O modelo logistico (Equagao (23)) foi ajustado para a descri¢do das curvas de cinéticas

de desinfestacdo de larvas e adultos de S. zeamais em graos de milho por aquecimento em
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micro-ondas e em fungdo da temperatura dos graos, nas condi¢des de densidade de poténcia de
12Wgl30Wgle60Wgl

3.2.3.3.1 Modelagem matematica da cinética de desinfestacdo de graos de milho em

aquecimento por micro-ondas

O modelo ajustado e os dados experimentais estao apresentados na Figura 20 para os dois
estagios de desenvolvimento do inseto S. zeamais. O modelo logistico apresentou boa
concordancia com os dados experimentais, descrevendo todas as etapas de reducdo das
populagdes larval e adulta durante o tratamento de desinfestagdo em micro-ondas. Na condig¢ao
de 1,2 W g! 0 modelo logistico nio descreveu fielmente o inicio da supressio da populagio em
estagio larval (Figura 20b), mas nesta condi¢do o modelo estimou a manuten¢ao da populagao
por um tempo de processo maior, ou seja, 0 modelo estd na zona de segurancga, garantindo uma

boa utilizacao do mesmo.

Figura 20: Ajuste do modelo logistico aos dados experimentais da desinfestagdo das fases de
desenvolvimento (a) adulta e (b) larval de S. zeamais em graos de milho por aquecimento em
micro-ondas nas densidades de poténciade 1,2 W g (o, __),3,0Wgl(m,__)e
6,0 Wg ' (4, .).
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Os parametros do modelo logistico e os indices estatisticos estdo apresentados na Tabela
13. Os ajustes apresentaram valores de Rij > 0,99 ¢ RMSE < 0,04 para todos os casos

avaliados. O parametro b apresentou uma reducao no seu valor quando houve aumento da

densidade de poténcia do processo nos dois estdgios de desenvolvimento.
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Tabela 13: Parametros e valores dos indices estatisticos do modelo logistico ajustado aos
dados experimentais de desinfestacdo de S. zeamais em graos de milho por aquecimento em
micro-ondas.

Parametros* Indices estatisticos
Densidade Estagio de
Fator Fator
de poténcia desenvolvimento a b R%; RMSE
bias exatidao
22,80 -0,208
Adulto 0,9980 0,023 0,585 1,739
(9,21;36,40)  (-0,322; -0,094)
1,2 Wg'!
44,83 -0,886
Larval 0,9933 0,035 1,042 1,054
(31,19; 58,47) (-1,157;-0,615)
12,91 -0,327
Adulto 0,9984 0,019 0,934 1,081
(9,21;16,62)  (-0,420; -0,234)
3,0 wWg!
29,62 -0,583
Larval 0,9980 0,020 1,081 1,085
(22,75, 36,50) (-0,717; -0,448)
12,90 -0,558
Adulto 0,9980 0,021 0,912 1,121
(10,75; 15,06) (-0,650; -0,467)
6,0 W g!
34,20 -0,667
Larval 0,9925 0,036 1,027 1,027

(22,14 46,26)  (-0,918; -0,436)

*Intervalos de confianca estdo apresentados entre parénteses.

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

O parametro a do modelo logistico € maior para o processo de desinfestacdo da larva e o
parametro b € negativo para os dois estagios de desenvolvimento, representando a declividade
da curva. Valores maiores em moddulo, porém negativos, foram observados para b, indicando
que a desinfestacao ocorre de maneira mais drastica a partir do inicio da redu¢do da populacgao.

Os dados experimentais e ajustados foram representados graficamente e estdo
apresentados na Figura 21.

O modelo aplicado para descrever a desinfestacdo de milho com estagio larval e adulto
de S. zeamais apresentou boa concordancia com os dados experimentais, na qual os pontos estao
proximos da linha de igualdade. Na Figura 21 d, € notavel a diferenga entre os dados ajustados
e experimentais no inicio da redugdo da populagdo de larvas discutidos e avaliados
anteriormente (Figura 20). Os residuos dos ajustes do modelo estao apesentados no Apéndice E

(Figura E - 1), ao final deste documento.
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Figura 21: Comparagao entre os dados experimentais e ajustados para a desinfestagcdo da fase
adulta (a, b, ¢) e larval (d, e, f) de S. zeamais em graos de milho por aquecimento em micro-
ondasa 1,2 Wg'(e,),3,0Wg!(m)e6,0Wg! ().
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).
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Ben-Lalli et al. (2013) descreveram um modelo de transferéncia de calor acoplado a

mortalidade de E. kuehniella para desinfestacdo de tdmaras em aquecimento por ar quente €

obtiveram boa concordancia com os dados experimentais. Os autores propuseram um modelo



97

que engloba o aquecimento por convecc¢do e micro-ondas, utilizando modelo de morte térmica
para inseto sugerido por Ben-Lalli ett al. (2011), similar ao modelo proposto no Estudo 1 do
presente trabalho.

Duangkhamchan et al. (2017) avaliaram a desinfestagcdo de ovos de S. zeamais em arroz
pelo aquecimento por infravermelho. A cinética de desinfestacdo apresentou um
comportamento exponencial € o0 modelo melhor ajustado foi uma cinética de reagdo de ordem
0,5. A desinfestagdo completa do arroz (50 g de arroz com taxa de infestagdo de 2 : 5) ocorreu

apods 3 min a temperatura de 50 °C e ap6s 2 min para as temperaturas de 55 °C e 60 °C.

3.2.3.3.2 Curva de desinfestacdo de graos de milho infestados com larvas e adultos de S.

zeamais em relagdo a temperatura dos graos

A avaliagdo da desinfestag¢ao de S. zeamais em micro-ondas revelou que a supressdo dos
individuos ¢ totalmente dependente da temperatura e independente das condi¢des de densidade
de poténcia ou histérico tempo —temperatura. Desta maneira, o modelo logistico
(Equagdo (23)) também foi ajustado a todos os dados de desinfestagdo em fungdo da
temperatura (S(7)). O ajuste levou em consideragdo as trés condi¢des de densidade de poténcia
conjuntamente, representando a desinfestagao em relagdo a temperatura dos graos. O modelo

ajustado e os dados experimentais estdo representados na Figura 22.

Figura 22: Dados experimentais (simbolos) e ajustes do modelo logistico (linhas) para a
relacdo entre a razdo de sobreviventes de larvas (A, — _ ) e adultos (e, __ ) de S. zeamais e a
temperatura dos graos durante a desinfestagdo por aquecimento em micro-ondas em todas as
condi¢des de densidade de poténcia avaliadas.
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Um modelo que descreva a reducao desta populagdo de pragas em relacao a temperatura
dos graos ¢ uma ferramenta muito 1til para a avaliagdo do processo de desinfestacdao, podendo
ser usado para a confirmacao da desinfestagdo no momento do tratamento, garantindo assim a
eficiéncia do processo, ou como um indicador de que os graos necessitam de reprocesso.

Na Figura 22 ¢ evidenciado que a fase adulta ¢ mais resistente ao aquecimento por micro-
ondas que o estagio larval tardio (L3 e L4). O inseto adulto pode utilizar de mecanismos de
defesa comportamentais e fisioldgicos podendo contornar ou minimizar possiveis lesdes
resultantes do aquecimento (GALLO, 2002; HALLMAN; DENLINGER, 1998). Além disso, a
estrutura da larva ¢ mais sensivel que o exoesqueleto do inseto adulto. Por outro lado, devemos
levar em consideragdo o aquecimento seletivo dos insetos nas diferentes fases de
desenvolvimento. A estrutura e a composi¢ao dessas duas fases sao muito distintas, o que pode
resultar em uma taxa de aquecimento diferente para estes dois estdgios quando submetidos a
aquecimento seletivo como as micro-ondas. Portanto, um estudo mais detalhado das
propriedades dielétricas e aquecimento seletivo ¢ interessante para a elucidacao das curvas de
aquecimento dos insetos nas diferentes fases de seu ciclo de desenvolvimento.

Alguns estudos avaliaram as propriedades dielétricas de insetos-praga ¢ de graos, frutas
e vegetais e outros deles também simularam o comportamento da temperatura de insetos em
diferentes amostras quando submetidos a aquecimentos seletivos como micro-ondas,
radiofrequéncia e infravermelho (HUANG; CHEN; WANG, 2015; NELSON, 2001, 2015;
NELSON; TRABELSI, 2011; WANG et al., 2003; YAN et al., 2016; YU; SHRESTHA; BAIK,
2019). Os resultados mostram que a taxa de aquecimento em insetos pode ser 1,5 vezes maior
que o alimento. O modelo desenvolvido no presente estudo complementa a literatura e podera
auxiliar em analises mais rapidas e eficazes do aquecimento e desinfestagdo por tratamentos
térmicos em diferentes processos e alimentos.

Zhao et al. (2007a) avaliaram a mortalidade de ovos e adultos de S. oryzae em arroz
submetidos ao aquecimento por micro-ondas e observaram que os ovos sao mais suscetiveis ao
tratamento que os insetos adultos. Os autores também observaram um comportamento sigmoide
de supressao dos insetos quando avaliados em relagao a temperatura de processo.

Diante do exposto, tratamentos térmicos com aquecimento seletivo, como micro-ondas e
radiofrequéncia sdo alternativas promissoras. Sua utilizagdo ¢ livre de residuos quimicos e

permite um aquecimento menor na massa de graos, atingindo temperaturas criticas de morte
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menores para insetos-praga quando comparados a aquecimentos como ar quente, além de
resultarem em taxas de aquecimento superiores € em tratamentos mais rapidos.

Os parametros e indices estatisticos do ajuste da curva de desinfestagdo em relagdo a
temperatura dos graos estdo apresentados na Tabela 14. Os ajustes realizados descreveram

muito bem os dados experimentais, com valores de R2 ; superiores a 0,992 ¢ RMSE inferiores

a 0,04.

Tabela 14: Parametros e valores dos indices estatisticos do modelo logistico ajustado aos
dados experimentais de desinfestagdo de S. zeamais em fun¢do da temperatura dos graos de
milho, por aquecimento em micro-ondas.

Estagio de Parametros* Indices estatisticos
desenvolvimento a b R2, RMSE Fator bias Fator exatidao
27,42 -0,492
Adulto 0,9922 0,040 0,933 1,154
(21,7; 33,15) (-0,594; -0,391)
36,32 -0,7162
Larval 0,9929 0,035 1,023 1,082

(30,61;42,03)  (-0,829; -0,604)

*Intervalos de confianca estdo apresentados entre parénteses.

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

O parametro a apresentou valores menores para a desinfestacdo do inseto adulto em
fun¢do da temperatura. Ja o parametro b foi maior, porém negativo, para as larvas, evidenciando
a maior suscetibilidade das larvas ao tratamento térmico avaliado.

A comparacao entre os dados ajustados e experimentais sao apresentados na Figura 23.
Observa-se que os dados ajustados e experimentais estdo muito proximos da linha que
representa a igualdade deles, demostrando que o modelo € representativo.

Um modelo em func¢do da temperatura dos graos, que descreva bem a desinfestacao ¢
extremamente Util em tratamentos térmicos para este fim. Modelos como os propostos podem
ser utilizados em processos de desinfestagcdo térmica, com elevadas taxas de aquecimento, de
maneira integrada com um sistema de aquisi¢do de dados de temperatura. Caso a temperatura
de desinfestacdo nao tenha sido atingida, os graos podem passar por reprocesso imediato,
garantindo a mortalidade dos insetos e reduzindo gastos e perdas decorrentes de uma

desinfesta¢do incompleta.
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Figura 23: Comparag¢ao entre os dados experimentais e ajustados para a desinfestacdo das
fases (a) adulta e (b) larval de S. zeamais em graos de milho em fun¢do da temperatura dos
graos por aquecimento em micro-ondas.
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Os residuos dos ajustes do modelo estdo apesentados no Apéndice F (Figura F - 1), ao

final deste documento.

3.2.4 Conclusao — Estudo 2

O uso de micro-ondas para o aquecimento por micro-ondas na a desinfestacdo de milho
¢ capaz de eliminar estagio de desenvolvimento imaturo e adulto de S. zeamais em poucos
segundos de processo. A mortalidade completa de insetos adultos e larvas neste estudo ocorreu
quando os grios infestados foram submetidos as densidades de poténcia de: 1,2 W g™ por 180 s,
3,0Wg! por 60s ou 6,0 Wg! por 35s. A desinfestagdo dos insetos ¢ dependente da
temperatura dos graos atingida durante o processo de aquecimento em forno micro-ondas. E o
modelo logistico proposto ajustou-se bem aos dados de desinfesta¢do cinética e em relagdo a
temperatura durante o processo.

O aquecimento em micro-ondas mostrou-se um processo eficiente e efetivo na eliminagao
de insetos em diferentes estagios de desenvolvimento, sendo um processo alternativo possivel
ao uso de fumiga¢do quimica. Os modelos propostos no estudo auxiliam na compreensao do

tratamento e na avaliacao da eficiéncia da desinfestagdo em relacdo a temperatura dos graos.
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3.3 ESTUDO 3 — AVALIACAO DAS MUDANCAS BIOQUIMICAS DOS INSETOS
ADULTOS DE S. ZEAMAIS DURANTE A DESINFESTACAO POR AQUECIMENTO EM
MICRO-ONDAS

3.3.1 Introducao - Estudo 3

Os insetos sdo organismos poiquilotérmicos, ou seja, ndo possuem capacidade de
regulagdo da temperatura corporal. Desta maneira, sdo extremamente vulneraveis a varia¢ao de
temperaturas. Apesar disso, grande parte dos insetos possuem uma série de respostas
comportamentais, fisiolégicas e bioquimicas capazes de inibir ou minimizar possiveis lesdes
provocadas por variacdo extrema de temperatura. De maneira geral, estes mecanismos sao
eficientes em curto periodo de exposi¢do a temperaturas extremas (GALLO, 2002;
HALLMAN; DENLINGER, 1998; NEVEN, 2000; TANG et al., 2007).

As respostas comportamentais de defesa a variagcdes de temperatura podem ser desde um
mecanismo de resfriamento evaporativo para controle da temperatura corporal, tremores para
seu aquecimento e permanéncia em estagio de estivagdo, que ¢ uma fase de letargia induzida
capaz de reduzir as atividades do organismo para resistir a periodos de temperatura elevada
(GALLO, 2002; HALLMAN; DENLINGER, 1998). Além disso, alguns insetos sdo capazes de
sintetizar proteinas que auxiliam na protecdo das moléculas, as proteinas de choque térmico
(HSP), como resposta ao aquecimento. Estas proteinas sdo capazes de interagir de maneira
reversivel com outras proteinas e sua funcdo € auxiliar na sintese, montagem e desdobramento
das proteinas. Além disso, as HSP facilitam o redobramento de proteinas danificadas
termicamente ¢ podem auxiliar na eliminag¢do de proteinas cujos danos ndo sdo reparaveis
(CASTRO et al., 2013; HALLMAN; DENLINGER, 1998; TANG et al., 2007).

O objetivo do presente estudo foi avaliar mudancas na umidade e na concentracdo de
proteinas totais dos insetos adultos durante um processo de desinfestacao térmica eficiente para

larvas e adultos de S. zeamais utilizando micro-ondas como fonte de aquecimento.

3.3.2 Material e Métodos — Estudo 3

3.3.2.1 Método de Bradford para quantificacdo de proteinas totais nos insetos S. zeamais

submetidos a desinfestagdo de grdaos de milho por aquecimento em micro-ondas
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A condic¢do experimental de 3,0 W g! foi utilizada para a avaliacdo das alteracdes no
perfil eletroforético de proteinas totais nos insetos adultos, devido ao seu baixo consumo de
energia (menor entre os avaliados) e rapido tempo de processo (< 1 min).

A desinfestacao foi realizada da mesma maneira que a descrita no item 3.2.2.3. Os tempos
de tratamento avaliados nesta condi¢ao foram: 30 s, 40 s, 50 s, 60 s e ndo tratados (controle)
(em destaque na Figura 24). Os tempos de processo foram selecionados para que
representassem os principais eventos observados na cinética de desinfestagdo. Assim, em
t = 30s ¢ o tempo maximo de tratamento onde a populacdo inicial ¢ mantida. O perfil de
reducdo da populagao também foi avaliado (t = 40s e t = 50 s) e o tempo de processo onde
ocorre mortalidade total da populagdo (t = 60 s). Insetos sem tratamento (t = 0 - controle)

foram utilizados como referéncia na analise.

Figura 24: Cinética de desinfestacdo de insetos adultos de S. zeamais em micro-ondas na
densidade de poténcia de 3,0 W g™'. Nos pontos experimentais em destaque () foi realizada a
dosagem de proteinas totais dos espécimes adultos.
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).

A quantificagdo de proteinas totais nos insetos adultos foi realizada pelo método de
Bradford (BRADFORD, 1976). Nesta analise, 40 individuos foram utilizados em cada condi¢ao
experimental avaliada. Logo apds o tratamento, os individuos foram macerados em gelo com
500 pL. de agua mili-Q para extracdo das proteinas. As amostras foram centrifugadas com
auxilio de centrifuga (Eppendorf, modelo 5804R, pais) a 11000 rpm por 30 min a 4 °C. O

sobrenadante foi retirado para quantificacdo de proteinas.
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A amostra do sobrenadante foi diluida 10 vezes. Uma solug@o contendo 10 uL. da amostra
diluida (diluigao 10x), 15 uL de dgua mili-Q e 250 uLL de reagente de Bradford foi utilizada
para a leitura da quantidade de proteinas totais presentes nas amostras. A curva padrao foi
construida com albumina de soro bovino (BSA) para determinagdo de proteinas na faixa entre
0 pg e 20 pg de proteina.

As leituras de absorbancia foram realizadas com o auxilio de leitor de absorbancia
TECAN (Infinite pro, EUA) em comprimento de onda de 595 nm. A concentragdo de proteinas

foi calculada com base em cada unidade de inseto (ug proteina inseto™).

3.3.2.2 Eletroforese unidimensional (SDS-PAGE) das proteinas dos insetos S. zeamais

submetidos a desinfestagdo por aquecimento em micro-ondas

As proteinas foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% em
condi¢des desnaturantes (SDS —PAGE). As amostras foram preparadas com 20 pL do
sobrenadante separado por centrifugacdo (conforme descrito no item 3.3.2.1 acima) e 10 pL de
solugdo-tampao (Tris-HCI 200 mM, pH 6,8, glicerol 20% (v/v), bromofenol blue 0,1% (m/v),
SDS 2,5% (m/v) e 4gua destilada) Essa amostra foi homogeneizada com auxilio de vortex
(Vertex) e uma aliquota de 20 pL foi aplicada em cada pogo do gel. Os géis foram submetidos
a uma voltagem constante e igual a 150 V em sistema Tetra Mini-PROTEAN III (Bio-Rad,
EUA). Apos a separagdo das proteinas, os géis foram corados com corante azul de Comassie
Blue R 1% (m/v) em agitacdo por 12 h, seguido de remocao de coloracdo em solucao de etanol
25% (v/v) e acido acético 5% (v/v) sob agitacdo por 12 h. A eletroforese foi realizada em

triplicata.

3.3.2.3 Termogravimetria dos insetos de S. zeamais submetidos ao tratamento de desinfestacao

em micro-ondas

Analises termogravimétricas (TGA) foram realizadas em insetos adultos de S. zeamais.
Duas amostras foram analisadas, insetos sem tratamento de desinfestacdo (t = 0) e insetos
submetidos a desinfestagdo na condi¢do de densidade de poténcia de 3,0 W g! durante 60 s
(tempo necessario para a morte completa dos insetos nesta condicdo). Os ensaios foram

realizados em duplicata.
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A andlise foi realizada utilizando cadinho de platina e condi¢ao experimental de vazao de
gés nitrogénio de 50 mL min™! e taxa de aquecimento de 5 °C min™' até a temperatura de 300 °C.
A aquisicdo dos dados de massa durante o aquecimento foi registrada, assim como a

termogravimetria derivada (DTG).

3.3.3 Resultados e Discussiao — Estudo 3

As analises realizadas nos insetos tratados nas condi¢des de desinfestagdo referem-se a

desinfestacio de grios de milho na condi¢do de densidade de poténcia de 3,0 W g,

3.3.3.1 Perda de dgua do inseto adulto de S. zeamais pelo aquecimento

Na Figura 25 sdo apresentados os dados de perda de massa dos insetos submetidos ao
aquecimento de temperatura ambiente até 300 °C. A perda de 4gua pelo inseto adulto ¢
observada entre 60 °C e 125 °C. O pico pode ser visto na curva DTG préximo a 100 °C tanto

no inseto adulto ndo tratado termicamente quanto no submetido a desinfesta¢io (3,0 W g! por
60 s).

Figura 25: Evolucgao da massa do inseto adulto de S. zeamais (—, — _) e derivada primeira
da curva TGA (DTG) (..., ........ ) em relagdo a temperatura. (a) Inseto nao submetido a
desinfestagio e (b) inseto submetido & desinfestagio em micro-ondas por 60 sa3 W g,

24 50 24 50
@ | (b)
20 0 0
2 50 S
50 = =
@16 | o %
g ~ £ 100 &
=t 100 O 5 [$)
212t w2 -150 &
= 150 £ = £
o | % -200 %
1205 250 5
ar i 250 1 300
0 i 1 i 1 i 1 i 1 i 1 i 1 i 1 _300 0 i 1 i 1 i 1 i 1 i 1 i 1 i 1 _350
20 60 100 140 180 220 260 300 20 60 100 140 180 220 260 300
temperatura (°C) temperatura (°C)

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

A eliminacdo da 4gua no corpo dos insetos ocorreu em temperatura préxima a 100 °C e
correspondeu a cerca de 40% da massa inicial deles. A umidade em base seca dos insetos

adultos submetidos a desinfestagio foi de 0,714 g g £ 0,013 g g'! e para os insetos ndo tratados
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foi de 0,896 g g! + 0,044 g g''. As umidades dos insetos avaliados ndo apresentaram diferenca
em um nivel de significdncia de 95%. Desta maneira, conclui-se que a desinfestagdo por micro-
ondas nao provoca desidratacao significativa nos insetos adultos e sua morte ndo deve estar
relacionada a perda de dgua pelo corpo do inseto, visto que a quantidade de dgua perdida nos

insetos adultos e os tratados em micro-ondas ¢ significativamente igual.

3.3.3.2 Concentragdo de proteinas totais do inseto adulto de S. zeamais

A concentragdo total de proteinas totais dos insetos submetidos ao tratamento de
desinfestagdo foi avaliada pelo método de Bradford. O perfil eletroforético destas proteinas foi
analisado através de géis de eletroforese (SDS-PAGE). A avaliagdo das proteinas dos insetos
submetidos ao tratamento de desinfestagdo foi avaliada quanto a concentracao total de proteinas
presentes nos individuos adultos pelo método de Bradford. Adicionalmente, estas proteinas
foram avaliadas através de géis de eletroforese (SDS - PAGE). As amostras utilizadas foram
originadas dos experimentos de desinfestagdo por micro-ondas na densidade de poténcia de
3,0 W g'l, nos tempos de tratamento 30 s (A30), 40 s (A40), 50 s (A50), 60 s (A60) e nio

tratados (controle - AC), como detalhado no item 3.3.2.1.

3.3.3.2.1 Quantificagdo das proteinas

A quantidade total de proteinas dos insetos adultos esta apresentada na Figura 26.

Figura 26: Concentracdo de proteinas totais por inseto durante a desinfesta¢ao de graos de

milho em micro-ondas na densidade de poténcia de 3,0 W g\,
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*Dados apresentados como média + desvio padrdo para cada analise realizada.
Fonte: Elaborada pela autora (2020).
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Nota-se uma tendéncia a redugdo na quantidade de proteinas totais nos insetos ao longo
do tempo de desinfestacdo. Esta reducdo na concentracdo de proteinas totais pode estar
associada a degradacao de proteinas pela acdo do aquecimento durante a desinfestagcdo. Vale
ressaltar também que o método de Bradford ndo ¢ capaz de detectar proteinas de baixa massa
molar (<5 kDa) (LABORATORIES, [s.d.]; MOORE et al., 2010; ZAIA; ZAIA; LICHTIG,
1998).

Uma analise estatistica foi realizada para avaliar a diferenca entre os valores obtidos
(Tukey, 95%). Houve diferenca significativa entre a quantidade de proteina dos insetos tratados
em micro-ondas por 60 s e os insetos submetidos a desinfestagao por 30 s, 40 s, 50 s e o controle
(Figura 26). Para melhor elucidagdo, realizou-se a eletroforese 1 D (SDS - PAGE) destas

amostras.

3.3.3.2.2 Eletroforese

A Figura 27 apresenta a imagem do gel de eletroforese. Os insetos adultos submetidos a
desinfestagdo em micro-ondas por 30 s (A30) e 40 s (A40) apresentaram um perfil de proteinas
proximo aos insetos ndo tratados (AC). Durante a desinfestacdo a temperatura da massa de
graos foi menor que 50 °C nos primeiros 40 s de processo (Figura 16a) e a populagdo de insetos
manteve-se totalmente viva neste periodo. Aos 40 s de tratamento a mortalidade atingiu cerca
de 50% da populacao inicial (Figura 24) e a temperatura dos graos ficou em torno de 56 °C. As
réplicas dos géis estdo apesentadas no Apéndice G (Figura G - 1) ao final deste documento.

A partir de 50 s de tratamento de desinfestagdo, na densidade de poténcia de 3,0 W g,
quando a temperatura dos graos € proxima a 70 °C, as proteinas de maior massa molar (topo da
coluna) comecgam a desaparecer, ao passo que bandas com menor massa molar surgem nos géis
analisados. Estas bandas podem ser fragmentos das proteinas de maior massa molar que foram
degradadas em fun¢do do aquecimento por micro-ondas. Além disso, a apari¢do destas bandas
de proteina pode caracterizar a producao de proteinas de choque térmico (heat shock proteins -
HSP), o que deve ser confirmado através de técnicas adicionais de analise ndo realizadas neste

trabalho.
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Figura 27: Gel de eletroforese para os insetos adultos submetidos a desinfestagdo em micro-
ondas a 3,0 W g'! durante 30 s (A30), 40 s (A40), 50 s (A50), 60 s (A60) e controle (AC).

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Tungjitwitayakul et al. (2015) avaliaram HSP em S. zeamais em todos os estagios de
desenvolvimento. Os autores observaram um aumento na expressao de HSP90 em todos os
estagios de desenvolvimento e de HSP70 nas fases ovo, larval e adulta quando os insetos foram
submetidos a 40 °C por 60 min. Em todos os casos, os insetos adultos apresentaram um nivel
de expressdao de HSP muito maior que as outras fases, apresentando niveis até 10 vezes maiores
para estas proteinas.

A morte dos insetos adultos submetidos a desinfestacao de graos milho por aquecimento
em micro-ondas pode ter ocorrido devido a desnatura¢do e degradacdo das proteinas do
organismo do inseto. Além disso, os insetos podem ter produzido proteinas de choque térmico
como forma de se protegerem do aquecimento gerado pelo forno micro-ondas. Vale ressaltar
que o presente estudo avaliou de maneira geral a expressao das proteinas nos insetos € que um
estudo mais minucioso, identificando as proteinas que foram suprimidas e as geradas, ¢ de
grande importancia para melhores conclusdes e confirmacdes nesta area de estudo. Técnicas
como os géis nativos (condi¢cdes ndo desnaturantes), Western Blotting e uma anéalise protedmica

poderiam ser muito uteis para futuros trabalhos nesta area.
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3.3.4 Conclusao — Estudo 3

Uma analise geral de mudangas que possam ter causado a morte dos insetos adultos de S.
zeamais foi realizada e observou-se que ndo houve alteragdo na umidade do inseto adulto de S.
zeamais durante a desinfestacdo de graos de milho por aquecimento em micro-ondas (condi¢do
de 3,0 W g). Por outro lado, mudangas significativas nos perfis de proteina dos insetos adultos
foram observadas. Proteinas de elevada massa molar foram suprimidas ao longo do processo, €
proteinas com menor massa molar aumentaram sua expressdo durante a desinfestacdo em
micro-ondas. Estudos mais aprofundados nas alteragdes bioquimicas dos insetos sdo

importantes para a elucidagdo da mortalidade dos insetos e para auxiliar em trabalhos futuros.
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4 CONCLUSOES GERAIS E SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

4.1 CONCLUSOES

A desinfestacdo de graos armazenados por tratamentos térmicos, livres de residuos
quimicos, € pertinente para o controle de pragas, sendo possivel, em temperaturas relativamente
brandas e intervalos de tempo relativamente curtos, ndo impactar na qualidade geral dos graos
de milho.

A cinética de morte dos insetos adultos submetidos a condigao isotérmica com circulagao
de ar quente foi elucidada no presente trabalho. O modelo matematico preditivo proposto nesta
tese ¢ capaz de descrever a mortalidade de uma das principais pragas de graos acondicionados
na faixa de temperatura critica para sua eliminagdo (46 °C — 62 °C). O modelo proposto foi
validado experimentalmente em duas condigdes de temperatura dentro deste intervalo,
demonstrando elevada capacidade preditiva.

A desinfestacao por uso de micro-ondas mostrou-se um tratamento rapido e eficiente,
sendo possivel extrapolar a potencial utilizacdo em maiores escalas e em processos continuos.
O aquecimento seletivo por micro-ondas resultou na desinfestagdo completa dos graos de milho
sem alterar a umidade do produto. A avaliagdo experimental e ajustes de modelos matematicos
aos dados da sobrevivéncia dos insetos (larva e adulto) evidenciou a dependéncia Unica da
mortalidade dos insetos em relagdo a temperatura dos graos para aquecimento em micro-ondas.

O comportamento bioquimico dos insetos submetidos aos tratamentos de desinfestagao
por micro-ondas indica uma mudanca no perfil das proteinas. Ainda, foi evidenciada a produgao
de proteinas de choque térmico, um mecanismo de defesa destes organismos. Porém, proteinas
de elevada massa molar foram reduzidas durante o tratamento por micro-ondas. A quantidade
de 4gua no corpo dos insetos nao se alterou ao longo do tratamento.

A desinfestagdo por aquecimento seletivo como o micro-ondas ¢ um processo emergente
capaz de eliminar larvas e insetos adultos em graos de maneira rapida e eficiente, sem a presenca
de residuos quimicos e os modelos propostos nesta tese sdo extremamente Uteis e aplicaveis a

compreensdo ¢ melhoria dos processos de desinfestacao de graos por tratamentos térmicos.
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4.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Avaliar a desinfestagdo por micro-ondas em graos de milho infestados com: ovo, pupa
e larvas de 1° e 2° instares de S. zeamais;

e Avaliar a morte térmica e gerar modelos de predicdo de morte térmica para outras
espécies de insetos-praga;

e Simular a desinfestagdo de S. zeamais por aquecimento com circulagdo de ar quente em
condi¢do nao-isotérmica utilizando o modelo preditivo proposto;

e Avaliar a desinfestacdo em micro-ondas de outros graos e espécies de insetos-praga;

e Identificar as proteinas que sdo produzidas e suprimidas durante a desinfestagao;

e Avaliar as alteragdes bioquimicas que ocorrem nos insetos durante a desinfestacao por

micro-ondas, em diferentes estagios de desenvolvimento.
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APENDICE A - IDENTIFICACAO DA ESPECIE Sitophilus zeamais

Figura A - 1: Imagens (a) dorsal, (b) lateral e (¢) ventral do inseto adulto de S. zeamais.

*A escala das imagens ¢ de 2 mm.
Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Figura A - 2: Comparagao entre as imagens das pegas internas dos espécimes dissecados
(a, c, e) e do estudo morfoldgico realizado por Devi et al. (2017) (b, d, f). Imagens da espicula
da genitalia feminina (a, b), 8° tergito do macho (c, d) e espermateca (e, f).

20 pm

Fonte: Elaborada pela autora (2020) e adaptada de Devi et al. (2017).
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APENDICE B —- DADOS EXPERIMENTAIS DA TEMPERATURA DO AR QUENTE

Figura B - 1: Temperaturas experimentais médias (+ desvio padrdo) dos tratamentos térmicos
de individuos adultos de S. zeamais com ar quente nas respectivas temperaturas de referéncia.
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APENDICE C - DADOS EXPERIMENTAIS DAS TRIPLICATAS DE MORTE
TERMICA DE S. zeamais POR AR QUENTE

Figura C - 1: Dados das triplicatas experimentais (Valor médio + Desvio padrdo) de morte
térmica de S. zeamais por ar quente nas temperaturas de (a) 46 °C, (b) 48 °C, (c¢) 50 °C, (d)
52 °C, (e) 54 °C, (f) 58 °C e (g) 62 °C.
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APENDICE D - AJUSTES E RESIDUOS DOS AJUSTES DOS MODELOS GOMa; E
FER PARA A CINETICA DE MORTE TERMICA DE S. zeamais EM CONDICOES

ISOTERMICAS

Figura D - 1: Ajustes dos modelos sigmoides aos dados experimentais e residuos dos ajustes
dos modelos de Gompertz ajustado ( - .., m) e Fermi ( —, ®) nas temperaturas de: 46 °C
(a, b), 50°C (c, d), 54 °C (e, 1), 58 °C (g, h) e 62 °C (i, j).
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APENDICE E — RESIDUOS DOS AJUSTES DO MODELO LOGISTICO PARA A
CINETICA DE DESINFETACAO DE S. zeamais EM MICRO-ONDAS

Figura E - 1: Residuos dos ajustes do modelo logistico ajustado a cinética de desinfestacao de
S. zeamais na fase adulta (a, b, c¢) e larval (d, e, f) em graos de milho por aquecimento em
micro-ondasa 1,2 W g' (e),3,0 Wg'! (m)e6,0W g (¢).
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).
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APENDICE F — RESIDUOS DOS AJUSTES DO MODELOS LOGISTICO PARA A
DESINFETACAO DE S. zeamais EM MICRO-ONDAS EM FUNCAO DA
TEMPERATURA

Figura F - 1: Residuos dos ajustes do modelo logistico de desinfestagcdo de S. zeamais, em
funcdo da temperatura na fase (a) adulta e (b) larval em graos de milho por aquecimento em
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).
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APENDICE G — GEL DE ELETROFORESE DOS INSETOS ADULTOS DE S. zeamais
SUBMETIDOS A DESINFESTACAO EM MICRO-ONDAS (3 W g?)

Figura G - 1: Géis de eletroforese 1- D (SDS - PAGE) das amostras dos insetos adultos
submetidos a desinfestagio em micro-ondas a 3,0 W g'! durante 30 s (B30, C30), 40 s (B40,
C40), 50 s (B50, C50), 60 s (B60, C60) e controle (AC, CC) das réplicas experimentais (a) A e
(b) B.

Fonte: Elaborada pela autora (2020).
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