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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial inseticida do extrato de
piperina (Piper nigrum L.) sobre operarias de Afta sexdens Forel, 1908
(Hymenoptera: Formicidae), espécie amplamente distribuida em regides
tropicais e reconhecida como praga de elevado impacto agricola e florestal. A
pimenta-do-reino da cultivar Bragantina foi utilizada como matéria-prima para a
extracdo da piperina, por meio da metodologia de Soxhlet com etanol 99,8%,
seguida de purificagdo e isolamento do composto. Foram conduzidos dois
bioensaios de toxicidade todpica, utilizando diferentes concentragdes do extrato
(1, 2,5 e 5%), tendo como controles etanol 92% (1° ensaio) e etanol 70% (2°
ensaio). No primeiro ensaio, observou-se mortalidade total das operarias em até
72 horas, o que sugere toxicidade atribuida ao etanol 92%, e ndo ao extrato de
piperina. No segundo ensaio, com etanol 70%, registrou-se, apds 264 horas de
observagao, mortalidade de 30% no grupo controle e de 46,6, 56,6 e 40% nos
tratamentos com piperina a 1, 2,5 e 5%, respectivamente. Apesar dos indicios
de bioatividade, os resultados foram limitados pela baixa solubilidade da piperina
no solvente empregado, o que impossibilitou a confirmagao de sua eficacia como
agente de controle. Assim, conclui-se que a realizagao de novos ensaios, com
metodologias alternativas de solubilizagdo, é necessaria para validar o uso da

piperina como potencial bioinseticida em programas de manejo agroecologico.

Palavras-chave: formigas-cortadeiras; pimenta-do-reino; extrato botéanico;

controle bioldgico; agroecologia.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the insecticidal potential of a piperine extract (Piper
nigrum L.) against workers of Atta sexdens Forel, 1908 (Hymenoptera:
Formicidae), a species widely distributed in tropical regions and recognized as a
pest with high agricultural and forestry impact. Black pepper of the Bragantina
cultivar was used as the raw material for piperine extraction, employing the
Soxhlet method with 99.8% ethanol, followed by purification and isolation of the
compound. Two topical toxicity bioassays were conducted using different extract
concentrations (1, 2.5%, and 5%), with 92% ethanol (first assay) and 70% ethanol
(second assay) as controls. In the first assay, total mortality of the workers was
observed within 72 hours, suggesting toxicity attributable to 92% ethanol rather
than to the piperine extract. In the second assay, using 70% ethanol, mortality
after 264 hours of observation was 30% in the control group and 46.6, 56.6, and
40% in the treatments with piperine at 1, 2.5, and 5%, respectively. Despite
indications of bioactivity, the results were limited by the low solubility of piperine
in the solvent used, which prevented confirmation of its efficacy as a control
agent. Thus, it is concluded that further assays employing alternative
solubilization methodologies are necessary to validate the use of piperine as a

potential bioinsecticide in agroecological management programs.

Keywords: leaf-cutting ants; black pepper; botanical extract; biological control;

agroecology.
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1. INTRODUGAO

As formigas-cortadeiras sédo insetos amplamente distribuidos na regiao
Neotropical e desempenham um papel ecolégico relevante; contudo,
representam um dos principais desafios para o manejo agricola e florestal na
América do Sul. Como herbivoros generalistas, essas formigas removem grande
quantidade de material vegetal para cultivar seu fungo mutualista, o que afeta
diretamente o crescimento das plantas, a cobertura vegetal e as caracteristicas
do solo (CORREA et al., 2010). A intensa desfolha por formigas-cortadeiras pode
impactar gravemente a produtividade de plantagdes florestais, com redugao do
crescimento de arvores e prejuizos econdmicos relevantes em plantios de Pinus
e Eucalyptus no Brasil (ZANETTI et al., 2014).

Historicamente, o controle de formigas-cortadeiras tem sido realizado
principalmente com o uso de iscas formicidas contendo sulfluramida, principio
ativo caracterizado por sua acao lenta e nao repelente (NAGAMOTO et al.,
2007). Embora eficiente, esse composto tem gerado preocupagao crescente
devido aos impactos ambientais associados ao seu uso. A sulfluramida
(EtFOSA), inclusive, tem sido objeto de regulagéo internacional, tendo sido
incluida na lista de Poluentes Orgéanicos Persistentes da Convencgao de
Estocolmo, que recomenda sua reducdo e, quando possivel, proibi¢ao,
incentivando a adocéo de praticas ambientalmente mais seguras (NIP, 2015).
No Brasil, embora o uso ainda ocorra em situagdes especificas, pesquisadores
tém buscado alternativas sustentaveis, como os 6leos essenciais vegetais, em
consonancia com diretrizes agroecoldgicas e os principios da Convencao de
Estocolmo (PINHEIRO et al., 2025).

Nesse contexto, extratos vegetais vém ganhando destaque como
alternativa viavel no controle de pragas, devido a presenga de metabdlitos
secundarios com atividades inseticidas, fungicidas e repelentes. Esses
compostos atuam por diferentes mecanismos, como a inibicdo da alimentacéo,
interferéncia no sistema nervoso e destruicao da cuticula dos insetos e, por isso,
proporcionam alta eficacia biolégica com baixa toxicidade ambiental (ISMAN et
al., 2008). Além disso, por serem biodegradaveis e menos persistentes no
ambiente, esses extratos s&do compativeis com os principios da agroecologia e
tém sido amplamente estudados em busca de formulagbes eficazes e seguras
(LENGAI et al., 2020).



Dentre os compostos naturais com potencial inseticida, destaca-se a
piperina, um alcaloide presente nos frutos de Piper nigrum L. (Piperaceae), a
popular pimenta-do-reino. Diversas publicagdes recentes ressaltam o amplo
espectro de atividades bioldgicas da piperina, incluindo efeitos antioxidantes,
inseticidas, antifungicos, entre outros (HAQ, 2021). Sua estrutura quimica
permite modificagbes que ampliam sua bioatividade, e seus derivados vém
sendo explorados como candidatos promissores para o desenvolvimento de
pesticidas naturais (LV et al., 2023).

Apesar da ampla gama de estudos envolvendo a piperina, seu uso no
controle de formigas-cortadeiras ainda € pouco explorado, o que representa uma
lacuna significativa na literatura. Considerando o potencial do composto,
associado a urgéncia de substituicdo de pesticidas convencionais e aos avangos
nas técnicas de extragéo e purificacdo de alcaloides, justifica-se a investigagcéo
da toxicidade da piperina frente as operarias de Atta sexdens (LINNAEUS, 1758),
como proposto neste trabalho.

Assim, o presente estudo tem como objetivo avaliar a atividade inseticida
tépica do extrato de piperina, puro e isolado, sobre operarias de A. sexdens,
contribuindo com dados experimentais para o avango de estratégias de controle
mais sustentaveis e ecologicamente seguras. Além disso, espera-se que 0s
resultados possam subsidiar futuras pesquisas sobre formulacbes a base de
compostos naturais e sua aplicagdo em programas de manejo integrado de

pragas (MIP) com enfoque agroecoldgico.

2. FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1. As formigas-cortadeiras

As formigas-cortadeiras pertencem a subfamilia Myrmicinae, tribo Attini e
subtribo Attina. Elas incluem os géneros Afta Fabricius, 1804, Acromyrmex Mayr,
1865 e Amoimyrmex Cristiano et al., 2020 (COLOMBARI et al., 2023). Esse
grupo monofilético € composto por 50 espécies e 19 subespécies (BOLTON,
2025), das quais mais de 60% estédo presentes no Brasil (FORTI; BOARETTO,
1997). No Brasil, as formigas do género Atfta sao popularmente chamadas de
sauvas, enquanto as dos géneros Acromyrmex e Amoimyrmex sao conhecidas
como quenquéns (BRITTO et al., 2016). Esses insetos podem promover

impactos positivos no meio ambiente, contribuindo para o aumento da fertilidade



do solo, e favorecendo o crescimento das arvores. Além disso, alteram
propriedades fisicas e quimicas do solo, colaborando para a dispersdo de
sementes, e promovem a ciclagem biogeoquimica (FARJI-BRENER; SILVA,
1995; SOUSA-SOUTO et al., 2007; SOPER et al., 2019).

No entanto, elas também sdo de grande importédncia econdmica e
representam um desafio significativo para a agricultura, silvicultura e pecuaria
por serem consideradas pragas importantes nas regides tropicais e subtropicais
da Ameérica (OLIVEIRA, 2006). Como herbivoros generalistas, essas formigas
cortam e transportam folhas e outros partes vegetais para o cultivo do fungo
mutualistico Leucocoprinus gongylophorus (Agaricaceae), essencial para as
larvas e operarias das colénias (MONTOYA-LERMA et al., 2012; MUELLER et
al., 2017).

O desfolhamento excessivo causado por essas formigas pode prejudicar
o crescimento das plantas, afetar o regime de luz, modificar as propriedades
fisico-quimicas dos solos e reduzir a quantidade de serrapilheira ao redor dos
ninhos (CORREA et al., 2010). Vinha et al. (2020) estimam que os danos globais
provocados por formigas-cortadeiras resultem em prejuizos de bilhdes de
ddlares por ano, especialmente nas florestas plantadas, local em que o manejo
deve ser feito antes que o nivel de dano econdémico, entre 13,4 e 39,2 m? de

ninhos/ha, seja atingido.

2.2. Métodos de controle de formigas-cortadeiras

Existem muitos problemas relacionados as formigas-cortadeiras e, por
isso, variadas técnicas de controle se desenvolveram ao longo do tempo, como
o controle quimico, muito utilizado desde a década de 50 do século passado
(BOARETTO; FORTI, 1997).

A aplicagao de iscas formicidas é considerada a técnica mais pratica,
eficiente e econdmica, e a sulfluramida (EtFOSA) é o ingrediente ativo mais
utilizado devido as propriedades de nao repeléncia e mecanismo de acgao lenta
(NAGAMOTO et al., 2004). Apesar de eficiente, esse composto € precursor
perfluorooctano-1-sulfonato (PFOS), um poluente organico persistente com
elevado potencial de bioacumulagéo e resisténcia a degradagéo (LOFSTEDT et

al., 2016). Estudos recentes confirmam a conversao de EtFOSA em PFOS em



solos agricolas, reforgando os riscos ambientais associados ao seu uso (GUIDA
et al., 2023).

Assim, existe uma pressao intensa do mercado no intuito de reduzir o uso
de agroquimicos no controle de formigas-cortadeiras (DA SILVA et al., 2021) e
por isso, € necessario buscar por métodos alternativos. Recentemente, o avango
nas estratégias de controle sustentavel de formigas-cortadeiras tem incentivado
a investigacdo de compostos de origem vegetal e métodos biotecnologicos.
Masiulionis e Samuels (2025) destacam, entre as alternativas mais promissoras
e ambientalmente seguras a sulfluramida, o uso de dleos essenciais, fungos
entomopatogénicos e tecnologias como o RNA interferente (RNAI), que podem
contribuir para um manejo mais sustentavel e com menor impacto ecologico.
Paralelamente, estudos como o de Araujo et al. (2022) reforcam o potencial dos
extratos naturais na inibi¢do do fungo mutualistico, essencial a sobrevivéncia das
colénias, sugerindo novos alvos para intervengdes bioldgicas.

Os extratos vegetais sdo ricos em compostos quimicos bioativos que
podem servir como inseticidas naturais eficazes, especialmente aqueles
provenientes dos metabdlitos secundarios das plantas (KHAN et al., 2017).
Pesquisas sugerem que esses compostos podem oferecer diversas ag¢des, como
repeléncia, inibicdo da alimentagdo, atraso no crescimento e na reproducgao,
bloqueio da oviposicao e interrup¢cao do desenvolvimento embrionario, além de
apresentar efeitos neurotoxicos (ISMAN et al., 2008).

Em formigas-cortadeiras, o uso de espécies botanicas como Anacardium
occidentale (Anacardiaceae), Azadirachta indica (Meliaceae), Carapa guianensis
(Meliaceae), Elaeis guineensis (Arecaceae), Eugenia florida e Eugenia
handroana (Myrtaceae), Gleichenella pectinata (Gleicheniaceae) (Faleiros et al.,
2022), Ricinus communis (Euphorbiaceae), Trichilia pallida (Meliaceae) e
Zanthoxylum pohlianum (Rutaceae) ja foi investigado como alternativa para o
manejo desses insetos (OLIVEIRA, 2006; TORRES et al., 2013). Por exemplo,
colénias de A. sexdens tratadas exclusivamente com folhas de gergelim,
Sesamum indicum (Pedaliaceae), apresentaram redugéo significativa no volume
do jardim de fungo, além de mudancas no comportamento das operarias, nos
niveis de umidade das camaras, na consisténcia e na aparéncia do lixo
acumulado (BUENO et al., 1995).



2.3. O extrato de piperina

A piperina é um alcaloide presente nos frutos da pimenta-do-reino
(Piper nigrum L.) e em outras espécies do género Piper, que fazem parte da
familia Piperaceae, popularmente conhecida como pimenta-do-reino. Seu
extrato é frequentemente utilizado em suplementos alimentares e produtos
farmacéuticos devido as suas propriedades bioativas (FRANCA et al., 2021).

A pimenta-do-reino, originaria do sudeste asiatico, apresenta
inflorescéncias em forma de amentilho e suas folhas ndo tém calices nem
corola. Os frutos sdo indeiscentes, apresentando cor verde quando imaturos
e vermelha ao amadurecer. As sementes de P. nigrum contém uma resina
que confere o sabor picante, além de um 6leo essencial, no qual a piperina
€ o componente predominante (CARNEVALLI et al., 2013). A piperina é
encontrada em grande quantidade, especialmente nos frutos, e foi a primeira
amida isolada das espécies do género Piper. Quando extraida em sua forma
pura, a piperina apresenta um rendimento que varia de 5% a 7% (MORAES,
2011).

A piperina corresponde a aproximadamente 98% do conteudo total de
alcaloides, e outros componentes incluem retinol (vitamina A), acido
ascorbico (vitamina C), ferro, potassio, terpenos, flavonas, cumarina,
pironas, flavonoides, fenilpropanoides e cromenos, entre outros (GARCIA et

al., 2000). Sua férmula quimica é representada por C17H19NO3 (Figura 1).

Figura 1. Estrutura quimica da piperina.

o

Em testes de laboratério e campo, a piperina mostrou eficacia no
controle de insetos-praga variados, como Acanthoscelides obtectus (Say)
(Coleoptera, Chrysomelidae), Leptinotarsa decemlineata (Say) (Coleoptera,
Chrysomelidae), Sitophilus zeamais (Mots) e Sitophilus oryzae (L.)
(Coleoptera, Curculionidae) (SCOTT, 2003; LIMA JUNIOR, 2011).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Chrysomelidae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Chrysomelidae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Besouro
https://pt.wikipedia.org/wiki/Curculionidae

Outras pesquisas também demonstraram a eficacia dos extratos
acetbnicos e metandlicos de P. nigrum em concentragdes superiores a 20
mg/mL, resultando em aproximadamente 90% de mortalidade nas lagartas-
da-traga-de-cereais Sitotroga cerealella (Oliv.) (Lepidoptera, Gelechiidae),
com efeitos residuais que duraram de 60 a 90 dias (BOFF; ALMEIDA, 1995).
Além disso, Chahad e Boof (1994) observaram que esses extratos
provocaram uma mortalidade entre 25% e 98% em larvas de Culex
quinquefasciatus Say (Diptera: Culicidae). Efeitos inseticidas também foram
observados em Ascia monuste orseis Godart (Lepidoptera, Pieridae),
Brevicoryne brassicae (L.) (Hemiptera, Aphididae) e Cornitermes cumulans
(Kollar) (Blattodea, Isoptera, Termitidae) (PAULA et al., 2000; MOREIRA et
al., 2005).

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral
Avaliar o potencial de controle do extrato de piperina sobre A.

sexdens.

3.2 Objetivos Especificos
e Obter o extrato de piperina por meio de frutos da pimenta-do-reino (P.
nigrum);
e Avaliar a toxicidade tépica do extrato de piperina sobre operarias de

A. sexdens.

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Materiais

Os materiais e equipamentos empregados no preparo da amostra,
bem como nas etapas de extragdo e purificacdo da piperina, seguiram
aqueles descritos por Lima et al. (2021). O procedimento experimental
baseou-se na extracdo em sistema Soxhlet, utilizando etanol como solvente

extrator, a partir de pimenta-do-reino (Piper nigrum L.).



4.2. Preparo da amostra

A pimenta-do-reino da cultivar Bragantina foi adquirida junto ao Instituto
Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (INCAPER-ES),
no estado do Espirito Santo. Os processos de extracdo e purificacdo foram
realizados no LABCOMAM - CCA/UFSCAR, Araras - SP. As amostras foram
armazenadas em freezer até o momento do preparo. Inicialmente, os graos
foram selecionados manualmente para a remogéao de impurezas, como pedagos
de caule, folhas e particulas minerais (Figura 2A). Em seguida, os gréaos limpos
foram triturados em liquidificador até atingir granulometria adequada ao processo
de extragao (Figura 2B). Apds a trituragdo, uma porgao de 50 g da amostra foi
pesada utilizando-se uma balancga de bancada e um béquer (Figura 2C).

Para o acondicionamento da amostra no sistema Soxhlet, foi
confeccionado um cartucho com duas folhas de papel filtro, fixado com grampos
metalicos, de forma a comportar os 50 g triturados e permitir a adequada
circulagao do solvente no sistema (Figura 2D). O involucro foi entdo lacrado
cuidadosamente para evitar a liberacao de particulas sélidas durante a extragao
(Figura 2E).

Figura 2. Processo de preparagao das amostras. A) Separagao dos graos; B)
Trituragdo dos graos; C) Pesagem da amostra triturada; D) Transferéncia da

~ X A

;‘ '-"-—%‘-\;

o

3
\

[

Fonte: Autoria prépria, 2023.



4.3. Extracao (Soxhlet)

A extragdo da piperina foi realizada por meio do método de Soxhlet,
conforme descrito por Souza (2024), e visa a obtengado de extratos com
maior concentragdo do composto de interesse (LIMA et al., 2021). Para a
montagem do sistema, um baldo de destilagdo com capacidade de 1 litro foi
posicionado sobre uma manta de aquecimento, iniciando-se assim o preparo
do aparato extrator. Em seguida, foram medidos 500 mL de etanol etilico
99,8%, utilizado como solvente extrator, com o auxilio de uma proveta, e
transferidos para o baldo de destilagao (Figura 3A).

Ao baldo de destilagao foram adicionados fragmentos de porcelana
com a finalidade de evitar superaquecimento e ebulicdo abrupta durante o
processo (Figura 3B). Em seguida, o baldo foi acoplado a parte inferior do
extrator Soxhlet, sendo devidamente fixado com suporte universal e garra
metalica para garantir estabilidade do sistema (Figura 3C). O cartucho
lacrado contendo a amostra de pimenta-do-reino foi entdo inserido no
compartimento do extrator, com ateng¢ao para que nao obstruisse o dreno,
assegurando o funcionamento adequado do refluxo (Figura 3D).

A montagem do condensador, componente superior do sistema
Soxhlet, foi realizada com a conexao das mangueiras: uma ligada a entrada
de agua da torneira, na parte inferior, e a outra a saida de agua, localizada
na extremidade superior. A montagem do sistema foi finalizada com a
acoplagem do condensador ao corpo do extrator Soxhlet, completando o
circuito de refluxo. Para garantir a estabilidade e seguranga da aparelhagem,
uma garra adicional foi fixada ao baldo volumétrico, assegurando o correto

posicionamento de todo o sistema durante a extragao (Figura 3E).



Figura 3. Montagem do extrator Soxhlet. A) Baldo destilacdo de manta de
aquecimento; B) Etanol e pedagos de porcelana; C) Montagem do extrator
Soxhlet; D) Acondicionamento do cartucho com a amostra; E) Extrator Soxhlet
completamente montado.
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Fonte: Autoria prc’)pria, 2023.

A extracdo foi iniciada com a abertura do fluxo de agua para o
condensador e o acionamento da manta de aquecimento. Com o aumento da
temperatura, o etanol presente no baldo de destilagdo comecgou a evaporar. O
vapor, ao atingir a superficie resfriada do condensador, se condensava,
acumulando-se no compartimento do Soxhlet, onde passava a interagir com a
amostra contida no cartucho, promovendo a extracido do composto de interesse.
O procedimento teve duragcdo aproximada de 8 horas, correspondendo a 12
ciclos de 30 minutos sob refluxo continuo com etanol (Figura 4A).

Em seguida, o extrato obtido foi concentrado utilizando um rotaevaporador
(Figura 4B), operando a 60 °C, com rotagao de 75 rpm e sob pressao reduzida,
até atingir um volume final de aproximadamente 150 mL. A esse concentrado
foram adicionados 20 mL de solugéo alcodlica de KOH a 10% (v/v). A mistura
resultante foi submetida a agitacdo magnética por 1 hora, a fim de promover a
precipitacdo dos taninos presentes (Figura 4C). Posteriormente, os taninos
precipitados foram removidos por filtracdo simples com o objetivo de eliminar
compostos fendlicos indesejados que poderiam interferir nos ensaios biolégicos
e comprometer a avaliagéo do efeito especifico da piperina. (Figura 4D).



Figura 4. Processo de extragao e filtragdo da piperina. A) Inicio da extragao; B)
Concentragao do extrato; C) Precipitagao dos taninos; D) Filtragdo para remogéao
dos taninos.

Fonte: Autoria propria, 2023.

Com o objetivo de isolar a piperina, foi montado, apds a etapa de filtragao,
um sistema de resfriamento composto por um banho de gelo, um baldo contendo
a solugao concentrada, um funil de adi¢ao para aplicagéo de agua gelada e uma
placa de agitagdo magnética (Figura 5A). A cristalizagao da piperina foi induzida
pela adigédo lenta e controlada de 600 mL de agua gelada, aplicada gota a gota,
até a formagao completa dos cristais no meio reacional (Figura 5B). Os cristais
formados foram entédo separados por filtragdo a vacuo (Figura 5C) e, em seguida,
armazenados a temperatura ambiente para secagem, visando seu uso posterior

na etapa de purificagédo (Figura 5D).
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Figura 5. Processo de isolamento da piperina. A) Sistema de resfriamento para
isolar a piperina; B) Piperina cristalizada; C) Cristais de piperina isolados por
filtracdo a vacuo; D) Cristais de piperina prontos para purificagao.

¥ D
Fonte: Autoria propria, 2023.

4.4. Purificagao

Conforme descrito por Souza (2024), para a etapa de purificagdo, a
piperina previamente isolada foi solubilizada em etanol (Figura 6A), e a solugao
resultante foi submetida a resfriamento em banho de gelo, permanecendo sob
agitacdo magnética constante (Figura 6B). Em seguida, realizou-se a adigao
gradual de agua destilada, até que se observasse a cristalizagdo completa da
piperina (Figura 6C). Os cristais formados foram entdo separados por filtragcao
a vacuo e lavados com agua gelada para remogédo de impurezas residuais
(Figura 6D). Por fim, os cristais foram secos a temperatura ambiente, visando
sua utilizacdo em testes posteriores de caracterizagdo e aplicagao biologica
(Figura 6E).
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Figura 6. Processo de purificagao da piperina. A) Solubilizagdo da piperina; B)
Processo de cristalizagado da piperina; C) Piperina cristalizada; D) Filtragao dos
cristais de piperina; E) Piperina pura isolada.

4.5. Calculo para o volume final das solugées de piperina
O volume final das solugdes do primeiro ensaio foi ajustado para 10 mL
cada. Para isso, procedeu-se da seguinte forma:
e Para asolugao de 1% (m/v), foi pesada uma massa de 100mg de piperina
e adicionado 10ml de etanol 92%;
e Para a solugdo de 2,5% (m/v), foi pesada uma massa de 250mg de
piperina e adicionado 10ml de etanol 92%;
e Para a solugao de 5% (m/v), foi pesada uma massa de 500mg de piperina

e adicionado 10ml de etanol 92%.

Apobs a obtencao e purificagdo da piperina, o composto foi dissolvido em
etanol para o preparo das solugdes experimentais, devido a sua baixa solubilidade
em agua e elevada solubilidade em solventes organicos alcodlicos, caracteristica
amplamente descrita para este alcaloide (GOVINDARAJAN, 2000; SRINIVASAN,
2007). A utilizagéo do etanol como solvente também se justifica por sua polaridade
intermediaria, que favorece a completa solubilizagdo do composto e a obtencao de

solugdes homogéneas, condicdo essencial para a precisdo das concentragdes
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aplicadas nos bioensaios. Além disso, o etanol é amplamente empregado como
veiculo em ensaios bioldgicos por apresentar rapida evaporagao e compatibilidade
com aplicagbes tdpicas em pequenos volumes, sendo comumente utilizado como
solvente-controle em testes toxicolégicos com insetos (ISMAN, 2006).

A mesma quantidade de volume final e 0 mesmo esquema experimental
foram adotados no segundo ensaio; contudo, utilizou-se etanol 70% como solvente.
No segundo ensaio, o etanol 70% foi usado como controle devido a sua capacidade
de induzir mortalidade uniforme nas operarias. Essa concentragao é reconhecida
como a mais eficiente, pois possui maior capacidade de penetragado no tegumento
e menor taxa de evaporagdo quando comparada a solugdes mais concentradas
(MCDONNELL; RUSSELL, 1999).

4.6. Criagao das coldnias de formigas-cortadeiras

As colbnias de A. sexdens com aproximadamente cinco anos de idade
(Figura 7) foram mantidas em uma sala climatizada (T = 24 + 2°C; UR =70 + 10%)
dentro de recipientes plasticos que funcionam como camaras de fungo, com 1 cm
de gesso no fundo para a manutengao da umidade.

Adicionalmente, dois recipientes foram conectados ao sistema principal por
meio de tubos plasticos, formando as camaras destinadas a forrageamento e ao
descarte de residuos. Para alimentagdo das colbnias, foram fornecidas folhas
frescas de Ligustrum lucidum (Oleaceae) e aveia laminada (Poaceae) como
substrato vegetal, além de pedagcos de maca, oferecidos como suplemento

nutricional para as operarias.

Figura 7. Exemplo de col6nia de Afta sexdens mantida no laboratério do GEPEG
- CCA/UFSCar, Araras, SP.

Camara de forrageamento ' Camara de lixo

Fonte: Autoria propria, 2023.
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4.7. Toxicidade tépica sobre operarias de A. sexdens

Foram selecionadas operarias forrageiras provenientes das coldnias
indicadas no item 4.5 (Figura 8A). Para evitar contaminagdes por contato, cada
repeticdo experimental foi individualizada, conforme metodologia descrita por
Nagamoto et al. (2004). As operarias foram alocadas individualmente em
recipientes plasticos de 30 mL, contendo uma camada de 0,1 cm de gesso no
fundo, com a finalidade de manter a umidade adequada ao longo do experimento
(Figura 8B).

Os recipientes experimentais foram previamente submetidos a exposigcao
a luz ultravioleta em capela por 20 minutos, com o objetivo de garantir condi¢coes
assépticas para o ensaio (Figura 8C). Em cada unidade, foi adicionado um pélete
de aproximadamente 1 cm?® do fungo mutualistico oriundo da colénia de origem,
servindo como fonte de alimento para as operarias ao longo do experimento,
sendo substituido sempre que necessario (RAMOS et al., 2019). Além disso, o
gesso no fundo dos recipientes foi previamente umedecido com agua destilada,
visando a manuten¢ao da umidade interna adequada.

No primeiro ensaio, foram utilizadas seis col6nias, das quais foram
selecionadas cinco operarias por colbnia, totalizando 30 repeticbes por
tratamento. Ja no segundo ensaio, foram empregadas dez colénias, com trés
operarias selecionadas por coldnia, resultando igualmente em 30 repetigbes por
tratamento. Em casos nos quais operarias foram encontradas mortas ou
debilitadas antes do inicio do experimento, estas foram substituidas a fim de
assegurar a padronizacao dos testes.

As solugdes contendo piperina foram preparadas com volume final
constante, variando-se apenas a quantidade do composto ativo, de modo a obter
diferentes concentragdes para os tratamentos. O preparo seguiu o seguinte
procedimento:

1. Solugao de 1%: Para essa solucédo, foi adicionado 1% de piperina a um
volume fixo de solvente (etanol), formando uma solugdo com uma
concentracao especifica.

2. Solucao de 2,5%: Nesta solucao, foi adicionado 2,5% de piperina ao
mesmo volume de solvente utilizado na solugédo anterior. Isso aumentou

a concentragao de piperina em comparacao a solucao de 1%.
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3. Solucdo de 5%: Para esta solucédo, 5% de piperina foi misturado ao
mesmo volume de solvente. Isso resultou em uma concentragéo ainda

maior de piperina em relagao as solugdes anteriores.

Os tratamentos foram constituidos por diferentes concentragcdes do
extrato de piperina. No primeiro ensaio, foram testadas as concentragdes de 1,
2,5 e 5%. Em todos os tratamentos, aplicou-se no pronoto de cada operaria um
volume fixo de 0,5 pyL da solucdo correspondente, além do controle, composto
por 0,5 uL de etanol 92%. No segundo ensaio, foram mantidas as mesmas
concentragdes (1, 2,5 e 5%) e o mesmo volume de aplicagao (0,5 pL por
operaria); entretanto, o controle foi substituido por 0,5 uL de etanol 70% para
estabelecer um padrdo. Com a manuteng¢ao do volume total fixo, a variagdo na
quantidade de piperina adicionada possibilitou a formulacdo de solugdes com
concentragdes distintas, permitindo a comparagao dos efeitos do composto em
diferentes niveis de exposicao.

Os tratamentos foram aplicados diretamente no pronoto de cada operaria
utilizando uma micropipeta monocanal de volume variavel (Figura 8D). Apds a
aplicacéao, os recipientes contendo as operarias foram acondicionados em camara
tipo BOD, sob temperatura controlada de 24 + 2°C, sendo realizada a avaliagéo

diaria da mortalidade a cada 24 horas, durante um periodo total de 264 horas.

Figura 8. Procedimentos realizados para os ensaios de toxicidade topica. A)
Recipientes expostos a luz ultravioleta; B) Operarias separadas das coldnias; C)
Operarias nos recipientes plasticos; D) Aplicagdo da solugdo de piperina no
pronoto de uma operaria.

C
Fonte: Autoria propria, 2023.
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4.8. Analise dos dados

Para avaliar a significancia das diferengas na mortalidade das operarias
entre os tratamentos, os dados foram analisados pelo teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis (p < 0,05), uma vez que ndo atenderam aos pressupostos de

normalidade.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Extragao e purificagcao da piperina

A extragcdo realizada a partir de 50 g de grdos de pimenta-do-reino
resultou em 1,8038 g de piperina impura, correspondendo a um rendimento de
3,61%. Posteriormente, a purificacdo desse material proporcionou a obtengéo de
1,1574 g de piperina pura e seca, o que representou um rendimento final de

61,4% apos o processo de purificacéo.

5.2. Avaliagcao do primeiro ensaio de toxicidade topica em operarias de A.
sexdens

No primeiro ensaio, verificou-se que a mortalidade total das operarias
ocorreu em até 72 horas, apesar de o experimento ter sido originalmente
planejado para uma duragao de 264 horas. Observou-se um aumento gradativo
na mortalidade das operarias entre os tratamentos, partindo do controle até a
concentracéo de piperina a 5%. Porém, como a unica variagéo observada entre
os tratamentos foi o tempo até a mortalidade, ndo houve base para a realizagao
de analise estatistica.

As solucdes de piperina foram preparadas com etanol 92%, conforme
protocolos adotados em estudos anteriores (SOUZA, 2024). Sousa et al. (2019)
demonstraram que o uso de etanol puro resultou na morte de um formigueiro do
género Acromyrmex, indicando que a mortalidade observada em seu
experimento nao foi causada pelos compostos testados, mas sim pelo préoprio
solvente. Dessa forma, os resultados obtidos no presente estudo sugerem que
a mortalidade das operarias de A. sexdens no primeiro ensaio pode ser atribuida
principalmente ao etanol 92%, e nao somente ao extrato de piperina pura e
isolada (Tabela 1 e Figura 9).
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Tabela 1. Mortalidade diaria acumulada de operarias de Afta sexdens nos
diferentes tratamentos: extrato de piperina 1%, 2,5% e 5% (m/v) e etanol 92%
(controle). As operarias foram obtidas de seis coldnias (S).

Controle etanol

04/06/2024 24 horas 48 horas 72 horas Mortalidade total
S1 0 0 4 5 5
S2 0 0 5 5
S3 0 0 3 5 5
S4 0 0 0 5 5
S5 0 0 5 5 5
S6 0 1 2 5 5
Total 0 1 14 30 30

Piperina 1%

04/06/2024 24 horas 48 horas 72 horas Mortalidade total
S1 0 1 4 5 5
S2
S3
S4
S5
S6

Total

N N NS
oloa|lo|o|o
o|lo|o|on|on

O 0O|O0O|O|O|O
N O|lO|O|—~|O

24 30 30

Piperina 2,5%

04/06/2024 24 horas 48 horas 72 horas Mortalidade total
S1 0 3 4 5 5
S2
S3
S4
S5
S6

Total

NSRRI NN
alo|o|o|o
alo|o|on|on

O|O0O|O0O|O0O|O|O
N(O(w~|O|O

25 30 30

Piperina 5%

04/06/2024 24 horas 48 horas 72 horas Mortalidade total
S1 0 0 5 - 5
S2 0 1 -
S3 0 1 5 - 5
S4 0 2 5 - 5
S5 0 3 5 - 5
S6 0 3 5 - 5
Total 0 10 30 30 30

(-) Mortalidade totalizada.
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Figura 9. Primeiro ensaio: mortalidade diaria acumulada de operarias de Afta
sexdens nos diferentes tratamentos: extrato de piperina 1%, 2,5% e 5% (m/v) e
etanol 92% (controle).

Mortalidade diaria acumulada

30} Controle etanol 92%
—— Piperina 1%
—— Piperina 2,5%
—— Piperina 5%

251

20

151

Mortalidade (n)

101

4/6 24 horas 48 horas 72 horas
Tempo (horas)

Fonte: Autoria prépria, 2025.

5.3. Avaliagao do segundo ensaio de toxicidade topica em operarias de Afta
sexdens

No segundo ensaio, ndo foram observadas diferencas significativas na
mortalidade das operarias entre os tratamentos, conforme indicado pelo teste de
Kruskal-Wallis (p = 0,3813).

O tratamento controle preparado com etanol a 70% resultou em uma taxa
de mortalidade de 30%. Em relagdo as solug¢des contendo extrato de piperina
nas concentragdes de 1%, 2,5% e 5% (m/v), as mortalidades observadas foram
de 46,67%, 56,67% e 40%, respectivamente. Esses resultados revelam uma
variagao na eficacia do extrato de piperina na inducido de mortalidade entre as
diferentes concentragdes testadas (Tabela 2).

Essa limitagao pode estar associada a menor solubilidade da piperina em
etanol 70%, o que pode ter comprometido a homogeneidade das solugdes e,
consequentemente, a dose efetivamente aplicada. Recomenda-se a utilizacao
de métodos alternativos para garantir a dissolucao eficaz, condicdo essencial
para a realizacao de testes futuros.
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Tabela 2. Mortalidade diaria acumulada de operarias de Atta sexdens nos diferentes tratamentos: extrato de piperina 1%, 2,5% e

5% (m/v) e etanol 70% (controle). As operarias foram obtidas de dez colbnias (S).

Controle etanol
10/06/2024 (24 h ({48 h |72 h |96 h (120 h (144 h (168 h ({192 h [216 h | 240 h | 264 h Total
S1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 3 3
S2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 3 3
S3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1
S4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 2 2
S7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
$10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 7 9 9
Piperina 1%
10/06/2024 (24 h |48 h|72h |96 h (120 h ({144 h (168 h (192 h (216 h | 240 h | 264 h Total
S1 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 3 3 3
S2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1
S3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S4 0 0 0 0 1 1 1 1 2 2 2 2 2
S5 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 2 1 1
S6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 2 2
S7 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 2 2
S8 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 2 2
S9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1
$10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 0 0 0 0 1 1 1 1 8 10 13 14 14
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Piperina 2,5%

10/06/2024 |24 h |48 h ([72h {96 h {120 h |144 h |168 h {192 h |216 h | 240 h | 264 h

Total

17

Total

12

17

12

13

10

Piperina 5%

10/06/2024 |24 h |48 h ([72h {96 h {120 h |144 h |[168 h |[192 h |216 h | 240 h | 264 h

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10
Total

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10
Total
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Figura 10. Segundo ensaio: mortalidade diaria acumulada de operarias de Afta
sexdens nos diferentes tratamentos: extrato de piperina 1%, 2,5% e 5% (m/v) e
etanol 70% (controle).

Mortalidade diaria acumulada

Piperina 1%
—— Piperina 2,5%
— Piperina 5%
I —— Controle etanol 70%

Mortalidade (n)
- - - - N
v ~ ° N w N S
o w o w (=] wv o

N
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o
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10/6 24h 48h 72n  9%h 120n  1a4n  168h  192nh 216h  240h 264h

Tempo (horas)

Fonte: Autoria prépria, 2025.

5.4. Comparativos com outros extratos vegetais e implicagoes

Os resultados obtidos com o extrato de piperina, embora preliminares,
apresentaram niveis de mortalidade iguais ou superiores aos reportados para
outros extratos vegetais, ainda que em condi¢gdes experimentais distintas. Por
exemplo, T. pallida e Z. pohlianum apresentaram mortalidades maximas de
aproximadamente 23% em bioensaios por ingestdo com A. sexdens (TORRES
et al., 2013). Em contrapartida, o presente estudo obteve mortalidade de até
56,6% com a concentracido de 2,5% de piperina, mesmo diante das limitagdes
impostas pela baixa solubilidade do composto no solvente adotado.

Tais evidéncias indicam que, para além da toxicidade direta, os extratos
vegetais podem atuar de forma multifacetada, influenciando o comportamento e
o equilibrio mutualistico das col6nias. A piperina, nesse contexto, apresenta
vantagens importantes: € um alcaloide amplamente disponivel, extraido de
forma eficiente por meio do sistema Soxhlet, e possui reconhecida versatilidade
quimica, que permite modificacdes estruturais capazes de potencializar sua
atividade inseticida.

Zhang et al. (2022) sintetizaram derivados bisamida de piperina que

demonstraram maior eficacia inseticida contra P. xylostella do que a piperina
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original, destacando um composto que causou 90% de mortalidade em bioensaio
a 1 mg/mL. Além disso, derivados éster de piperina também tém se mostrado
promissores acaricidas contra Tetranychus cinnabarinus (Acari, Tetranychidae)
(Boisduval) (LV et al., 2023). Esses resultados reforcam o potencial de uso da
piperina como base para desenvolvimento de bioinseticidas eficazes no controle
de pragas.

Do ponto de vista ecologico e econémico, destaca-se a possibilidade de
obtencao da piperina em larga escala, sem necessidade de cultivos exclusivos,
pois a pimenta-do-reino ja € amplamente produzida no Brasil e no mundo. Essa
acessibilidade fortalece a viabilidade do composto como matéria-prima para
formulacdes de bioinseticidas dentro de uma logica de manejo sustentavel e

agroecologico.

5.5. Perspectivas futuras

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que a piperina apresenta
potencial para uso como bioinseticida; contudo, também evidenciam desafios
que precisam ser superados. Um dos principais entraves observados foi a baixa
solubilidade da piperina em etanol 70%, condigdo que possivelmente limitou sua
disponibilidade e, consequentemente, sua agao sobre as operarias.

Por isso, uma das primeiras medidas para pesquisas futuras seria testar
outros tipos de solventes ou veiculos de aplicagao, compativeis com bioensaios
e com viés ambiental. Ha alternativas promissoras, como os oleos vegetais, as
nanoemulsdes ou até capsulas microscépicas que facilitam a liberacao da
substancia de forma mais eficaz.

Outro caminho importante seria explorar ndo apenas a mortalidade das
operarias, mas também outros efeitos que a piperina pode causar, como
mudangas no comportamento, a forma como cuidam do fungo ou a maneira
como se alimentam. Essas mudangas, mesmo que nao causem mortalidade
imediata, podem potencialmente enfraquecer a colénia ao longo do tempo e
contribuir para o controle de forma gradativa, mas ainda sim eficaz.

Também é interessante pensar na combinacdo da piperina com outros
compostos naturais. Unir diferentes substancias pode criar um efeito mais
potente ou ampliar o alcance do controle, afetando mais de uma fase do ciclo de

vida das formigas ou diferentes espécies. Essas combinag¢des podem ser uteis
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principalmente para reduzir a probabilidade de selecdo de tolerancia ou
adaptagao comportamental.

Por fim, vale reforcar que é essencial testar a piperina em condi¢des de
campo, ja que os ensaios em laboratorio, apesar de importantes, nem sempre
representam exatamente o que acontece em areas agricolas ou florestais. A
realizacdo desses testes permitira verificar a eficiéncia do composto em

situacgdes reais e ajudara a entender como ele se comporta no ambiente.

6. Conclusao

As etapas de extracado e purificagao da piperina foram bem-sucedidas,
demonstrando a viabilidade técnica de obtencdo do composto com relativa
simplicidade.

No primeiro ensaio, a mortalidade das operarias de A. sexdens pode estar
diretamente associada ao uso de etanol 92%, e ndo as solugbes de piperina.
Isso foi evidenciado pelo fato de o controle apresentar taxa de mortalidade de
100%.

No segundo ensaio, os resultados indicaram bioatividade biologicamente
relevante, embora sem diferencga estatistica significativa entre os tratamentos.
No entanto, a baixa solubilidade da piperina em etanol 70% comprometeu o
desempenho do composto, sugerindo que os efeitos observados podem ter sido
subestimados.

A piperina representa uma alternativa promissora, embora ainda em fase
exploratoria. Os resultados aqui apresentados fornecem subsidios para
investigacbes futuras e contribuem para o desenvolvimento de estratégias
alinhadas aos principios da agroecologia, visando a sistemas produtivos mais

equilibrados e sustentaveis.
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