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RESUMO

GRAEBIN, Andressa, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro de 2026.
Além da mortalidade: produtos vegetais e alvos estratégicos em coldnias de
formigas-cortadeiras. Orientador: Raul Narciso Carvalho Guedes. Coorientadores:
Terezinha Maria Castro Della Lucia, Karina Dias Amaral e Patricia Fontes Pinheiro.

As formigas-cortadeiras dos géneros Atta e Acromyrmex constituem importantes
pragas de sistemas agricolas e florestais, cuja complexa organizagdo social e
dependéncia do fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus dificultam o
desenvolvimento de estratégias de controle. Nesse contexto, produtos de origem
vegetal representam fontes promissoras de substancias com potencial inseticida e
fungicida. Esta tese teve como objetivo geral avaliar o potencial de produtos de
origem vegetal para o controle de formigas-cortadeiras, integrando a sintese das
evidéncias disponiveis e a investigacdo experimental de atividades inseticida e
fungicida. No primeiro capitulo, foi realizada uma revisao sistematica e meta-analises
sobre a atividade de fitoquimicos contra formigas-cortadeiras dos géneros Atta e
Acromyrmex e o fungo simbionte L. gongylophorus. Foram incluidos 48 estudos, que
apresentaram ampla diversidade de produtos, organismos-alvo e abordagens
experimentais. As evidéncias indicaram atividade inseticida e fungicida dos
fitoquimicos, incluindo efeitos letais e subletais sobre as formigas e inibicdo do
crescimento e da biomassa do fungo. Entretanto, observou-se elevada
heterogeneidade entre os estudos e limitada disponibilidade de informacdes
quantitativas para alguns parametros, especialmente os relacionados a atividade
fungicida. No segundo capitulo, foram avaliados os efeitos inseticidas e fungicidas
dos dleos essenciais de Salix babylonica, Eugenia uniflora, Melaleuca viminalis,
Zingiber officinale e Piper nigrum sobre operarias forrageadoras e jardineiras de Atta
sexdens e Acromyrmex subterraneus, além de L. gongylophorus. Os 6&leos
apresentaram diferentes perfis quimicos, predominantemente constituidos por mono
e sesquiterpenos, e as respostas variaram conforme a espécie, a casta e o Oleo
avaliado. De modo geral, as jardineiras apresentaram respostas mais evidentes a
exposicdo aos Oleos essenciais. O Oleo de Z. officinale apresentou atividade
fungicida em concentragdes elevadas, enquanto o 6leo de M. viminalis destacou-se
pela maior toxicidade sobre operarias jardineiras, particularmente em comparacao as
forrageadoras. No terceiro capitulo, foi investigado o potencial inseticida de extratos
foliares de Tropaeolum majus sobre operarias forrageadoras e jardineiras de A.
sexdens. Entre os oito extratos avaliados, aqueles obtidos com acetato de etila,
butanol e metanol apresentaram maior atividade e foram



selecionados para o0s ensaios de concentracdo—resposta. A reducdo da
concentracdo foi acompanhada por diminuicdo da intensidade da atividade
inseticida, embora os extratos tenham mantido efeito sobre as operarias nas
menores concentragdes avaliadas. O fracionamento biomonitorado foi direcionado a
amostra de maior atividade, sendo selecionada a fracdo 7-11 do extrato de butanol
para investigagdo quimica. Essa fracdo apresentou aproximadamente 45% de
ésteres, com destaque para o palmitato de etila e o linoleato de etila, que também
foram identificados em proporcdes relevantes no biodiesel utilizado em bioensaio
complementar, associado a aproximadamente 80% de mortalidade. Em conjunto, os
resultados demonstram o potencial de produtos de origem vegetal como fontes de
substancias com atividade sobre formigas-cortadeiras e seu fungo simbionte, além
de evidenciarem a importancia de considerar a diversidade quimica dos produtos, as
diferencas entre castas e os diferentes componentes envolvidos na manutencao das
colénias.

Palavras-chave: formigas-cortadeiras; fitoquimicos; produtos de origem vegetal;
atividade inseticida; atividade fungicida; Leucoagaricus gongylophorus.



ABSTRACT

GRAEBIN, Andressa, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, September, 2026.
Beyond Mortality: Plant-Derived Products and Strategic Targets in Leaf-Cutting
Ant Colonies. Adviser: Raul Narciso Carvalho Guedes. Co-advisers: Terezinha
Maria Castro Della Lucia, Karina Dias Amaral and Patricia Fontes Pinheiro.

Leaf-cutting ants of the genera Atta and Acromyrmex are important pests in
agricultural and forestry systems. Their complex social organization and dependence
on the symbiotic fungus Leucoagaricus gongylophorus make the development of
effective control strategies particularly challenging. In this context, plant-derived
products represent promising sources of compounds with insecticidal and fungicidal
potential. The overall objective of this thesis was to evaluate the potential of plant-
derived products for controlling leaf-cutting ants by integrating a synthesis of
available evidence with experimental investigations into their insecticidal and
fungicidal activities. In the first chapter, a systematic review and meta-analyses were
conducted on the activity of phytochemicals against leaf-cutting ants of the genera
Atta and Acromyrmex and their symbiotic fungus, L. gongylophorus. A total of 48
studies were included, encompassing a wide diversity of products, target organisms,
and experimental approaches. The available evidence indicated insecticidal and
fungicidal activity of phytochemicals, including lethal and sublethal effects on ants
and inhibition of fungal growth and biomass. However, significant heterogeneity
among studies and limited availability of quantitative information for some parameters
were observed, particularly those related to fungicidal activity. In the second chapter,
the insecticidal and fungicidal effects of essential oils from Salix babylonica, Eugenia
uniflora, Melaleuca viminalis, Zingiber officinale, and Piper nigrum were evaluated
against forager and gardener workers of Atta sexdens and Acromyrmex
subterraneus, as well as against L. gongylophorus. The essential oils exhibited
distinct chemical profiles, predominantly composed of mono- and sesquiterpenes,
and the responses varied according to ant species, worker caste, and the oil
evaluated. Overall, gardener workers exhibited more pronounced responses to
essential oil exposure. Zingiber officinale essential oil showed fungicidal activity at
high concentrations, whereas M. viminalis essential oil exhibited the greatest toxicity
to gardener workers, particularly when compared with foragers. In the third chapter,
the insecticidal potential of leaf extracts of Tropaeolum majus was investigated
against forager and gardener workers of A. sexdens. Among the eight extracts
evaluated, those obtained with ethyl acetate, butanol, and methanol exhibited the
greatest activity and were selected



for concentration—response assays. Decreasing concentrations were accompanied
by reduced insecticidal activity, although the extracts remained active against
workers even at the lowest concentrations tested. Bioassay-guided fractionation was
performed using the most active sample, and fraction 7—11 of the butanol extract was
selected for chemical investigation. This fraction contained approximately 45%
esters, with ethyl palmitate and ethyl linoleate as major constituents. These
compounds were also identified in substantial proportions in the biodiesel used in a
complementary bioassay, which was associated with approximately 80% mortality.
Overall, the results demonstrate the potential of plant-derived products as sources of
compounds active against leaf-cutting ants and their symbiotic fungus, while also
highlighting the importance of considering product chemical diversity, differences
among worker castes, and the different components involved in colony maintenance.

Keywords: leaf-cutting ants; phytochemicals; plant-derived products; insecticidal
activity; fungicidal activity; Leucoagaricus gongylophorus.
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INTRODUCAO GERAL

As formigas-cortadeiras dos gé€neros Atta e Acromyrmex estdo entre os principais
insetos-praga de importancia agricola e florestal na regido Neotropical (Fowler 1978; Garret et
al. 2016), devido a intensa atividade de corte e transporte de material vegetal para os seus ninhos
(Mueller et al., 2018). A capacidade de exploragdao dos recursos vegetais (Bacci et al. 2009),
associada a organizacao social e a elevada densidade de individuos nas colonias (Della Lucia
et al., 2014; Zanetti et al., 2008), pode resultar em danos significativos a diferentes espécies
vegetais (Pereira; Santos, 2008; Feitosa-Alcantara et al., 2017), comprometendo a

produtividade de sistemas agricolas e florestais.

As formigas-cortadeiras apresentam uma relagdo mutualistica com o fungo
Leucoagaricus gongylophorus (Holldobler; Wilson, 1990), que constitui a fonte de alimento
fundamental para elas; por isso, sdo conhecidas como formigas cultivadoras de fungos
(Quinlan; Cherrett, 1979; Mikheyev 2008). O material vegetal coletado pelas operarias é
processado e incorporado ao jardim de fungo, estabelecendo uma relacao de dependéncia entre

as formigas e o microrganismo cultivado (Knapp, 1987).

Uma colonia madura de formigas-cortadeiras do género Atfa pode ser caracterizada
como um superorganismo, reunindo mais de 5 milhdes de operarias, uma Unica rainha e uma
organiza¢ao social complexa, marcada por uma divisdo de trabalho altamente especializada,
determinada principalmente pelo tamanho e pela idade das operarias (Holldobler; Wilson,
1990). A organizagdao social das col6nias envolve diferentes castas de operarias, que
desempenham funcdes relacionadas ao forrageamento, transporte € processamento do material
vegetal, cuidados com a prole, e & manuten¢do do jardim de fungo (Della Lucia, 2011). Dessa
forma, a sobrevivéncia da colonia esta associada a integracdo entre as formigas e o fungo
simbionte, de modo que alteragdes em qualquer desses componentes podem interferir na

manutencao da coldnia.

O controle das formigas-cortadeiras € realizado principalmente por meio de iscas toxicas
(Britto et al., 2016), além de pos secos, termonebulizagdo e gases liquefeitos (Gouvéa et al.,
2011). Apesar da importancia dessas ferramentas para o manejo, a utilizacdo de determinados
ingredientes ativos tem sido acompanhada por preocupagdes relacionadas aos efeitos sobre o
ambiente e organismos ndo-alvo (Almeida et al., 2007; Montoya-Lerma et al., 2012), além de

questdes regulatorias (Gandra et al., 2021). A necessidade de alternativas aos métodos
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convencionais tem estimulado a investigacdo de produtos de origem vegetal (Ramos et al.,
2019), especialmente em razdo da diversidade de substancias produzidas pelas plantas (Tlak

Gajger; Dar, 2021) e neste caso 0 nosso pais ¢ beneficiado pela alta diversidade vegetal.

Entre essas substincias encontram-se metabolitos secundarios que podem apresentar
atividade sobre insetos e microrganismos e, consequentemente, potencial para aplicacdo no
manejo de pragas (Silva et al., 2019; Perri et al., 2017; Ramos et al., 2019). A utilizacao de
plantas como fonte de substancias para o controle de insetos pode envolver diferentes tipos de
fitoquimicos, como extratos vegetais (De Souza et al., 2012), dleos essenciais (Oliveira et al.,
2017) e compostos isolados (Santos et al., 2022). Compostos terpénicos, como limoneno,
linalol, a-pineno e timol, apresentam atividade inseticida comprovada e figuram entre os
principais candidatos ao desenvolvimento de bioinseticidas para o controle de formigas-
cortadeiras (Santos et al., 2022; Pinheiro et al., 2025). Essa diversidade de fitoquimicos amplia
as possibilidades de investigagdo, uma vez que diferentes espécies vegetais, estruturas das
plantas, métodos de extracdo e classes de compostos podem apresentar atividades bioldgicas

distintas.

Nesse sentido, o estudo de produtos de origem vegetal representa uma perspectiva
relevante para ampliar o conhecimento sobre alternativas ao controle das formigas-cortadeiras,
considerando a complexidade das coldnias e a interacdo estabelecida com o fungo simbionte.
O aprofundamento das investigagdes sobre diferentes fontes vegetais e seus constituintes
contribuira na identificagdo de substancias com potencial inseticida e fungicida e ainda na
compreensdo dos fatores associados a atividade bioldgica observada. Diante desse contexto,
esta tese teve como objetivo geral avaliar o potencial de produtos de origem vegetal para o
controle de formigas-cortadeiras, integrando a sintese das evidéncias disponiveis e a

investigacdo experimental de sua atividade inseticida e fungicida.

A tese estd estruturada em trés capitulos. O primeiro sintetizou e quantificou as
evidéncias sobre a atividade inseticida e fungicida de fitoquimicos vegetais contra formigas-
cortadeiras dos géneros Atta e Acromyrmex € o fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus.
Foram considerados efeitos letais e subletais sobre as formigas, além da inibi¢do do crescimento
e da biomassa do fungo e da influéncia de caracteristicas botanicas, quimicas e metodologicas
sobre as evidéncias disponiveis. O segundo avaliou o potencial inseticida e fungicida dos 6leos
essenciais de Salix babylonica, Eugenia uniflora, Melaleuca viminalis, Zingiber officinale e

Piper nigrum sobre operarias forrageadoras e jardineiras de Atta sexdens e Acromyrmex
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subterraneus e sobre L. gongylophorus, relacionando as respostas biologicas a composicao
quimica dos 6leos. O terceiro avaliou o potencial inseticida de extratos de Tropaeolum majus
sobre operarias forrageadoras e jardineiras de 4. sexdens, incluindo a triagem de extratos
obtidos com diferentes solventes, a avaliacao dos mais ativos em diferentes concentragdes € o
fracionamento biomonitorado, com o objetivo de relacionar a atividade inseticida ao perfil

quimico dos extratos e fragoes.
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CAPITULO 1
RESUMO

Graebin, Andressa, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Setembro, 2026.
Além da mortalidade: fitoquimicos, colonias de formigas-cortadeiras —
revisio sistematica e meta-analise. Orientador: Raul Narciso Carvalho Guedes.
Coorientadoras: Karina Dias Amaral e Patricia Fontes Pinheiro.

RESUMO

As formigas-cortadeiras estdo entre as principais pragas de sistemas agricolas e florestais
neotropicais, e seu controle depende sobretudo de iscas formuladas com inseticidas sintéticos.
Restri¢des regulatorias e certificadoras, associadas a preocupacdes ambientais € a busca por
alternativas de menor impacto, t€m ampliado o interesse por compostos de origem vegetal. Esta
revisdo sistemdtica e meta-analise sintetizou as evidéncias sobre a atividade inseticida e
fungicida de extratos vegetais, 6leos essenciais e compostos isolados contra formigas-
cortadeiras, sauvas (Atta) e quenquéns (Acromyrmex), € seu fungo simbionte, Leucoagaricus
gongylophorus. As buscas foram realizadas nas bases Scopus ¢ Web of Science, desde o inicio
da indexacdo até 31 de marco de 2026. Dos 229 registros identificados, 48 estudos atenderam
aos critérios de elegibilidade. As publicag¢des, concentradas principalmente no Brasil e mais
frequentes a partir de 2010, envolveram 59 familias botanicas, com destaque para Myrtaceae,
Euphorbiaceae, Rutaceae, Lamiaceae, Apocynaceac e Meliaceae. Extratos vegetais
corresponderam a 46% dos produtos avaliados, seguidos por compostos isolados (33%) e dleos
essenciais (21%). Os terpenos foram a classe quimica mais investigada. Predominaram ensaios
laboratoriais com operarias, enquanto estudos com castas distintas, colonias e fungo simbionte
foram pouco frequentes. A sintese quantitativa revelou baixa frequéncia de estudos que
avaliaram ou relataram DLso € CLso, além de maior frequéncia de avaliagdes de efeitos subletais
em quenquéns do que em sauvas. Entre os terpenos, os estudos que avaliaram efeitos subletais
foram mais frequentes do que os que ndo os avaliaram, sem diferencas entre os géneros de
formigas-cortadeiras. As evidéncias indicam que fitoquimicos podem afetar formigas-
cortadeiras e o fungo simbionte por vias letais, subletais e fungicidas; contudo, a literatura ainda
se concentra em respostas individuais e pouco explora o funcionamento da colonia como
superorganismo. Avangos na area dependem de estudos que integrem castas, transporte e

distribuicao de iscas, efeitos sobre o fungo cultivado e desfechos em nivel de colonia.
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Palavras-chave: formigas-cortadeiras; fitoquimicos; atividade inseticida; atividade fungicida;

Leucoagaricus gongylophorus; terpenos; cienciometria.

1. INTRODUCAO

A interagdo entre plantas e insetos constitui uma das relacdes ecoldgicas mais antigas
dos ecossistemas terrestres, com registros que remontam a mais de 400 milhdes de anos (Lopez-
Carretero et al., 2014; Labandeira et al., 2014). Entre essas relacdes esta a herbivoria, que
embora seja um tipo de interagdo que pode favorecer a ambos os organismos envolvidos,
promove também perdas a atividades de producgdo vegetal. Devido a esse aspecto, ao longo da
evolugdo, as plantas desenvolveram diversos mecanismos de defesa contra herbivoros, entre os
quais se destaca a produgdao de metabolitos secundarios, importantes componentes da defesa
quimica vegetal, capazes de reduzir a herbivoria por meio de seus efeitos toxicos sobre esses
organismos (Howe e Jander, 2008; Taiz et al., 2017). Esses compostos podem ainda apresentar
atividades inseticidas, antifingicas e fagoinibidoras, com efeitos sobre uma diversidade de
organismos, incluindo fungos, bactérias e virus (Ninkuu et al., 2021; Pinheiro et al., 2025). Em
razao dessas caracteristicas, os fitoquimicos tém despertado crescente interesse como fonte de
moléculas bioativas para o desenvolvimento de estratégias mais sustentaveis de manejo de

insetos-praga e menos dependentes de pesticidas sintéticos (Haddi et al. 2020).

A intensificagdo da agricultura e a expansao dos sistemas de producao t€ém ampliado as
oportunidades de dano por diversas espécies de insetos-praga. Entre elas, as formigas-
cortadeiras dos géneros Atta e Acromyrmex constituem os herbivoros polifagos mais comuns
da regido Neotropical e figuram entre as principais pragas de sistemas agricolas e florestais
(Della Lucia et al., 2014). Sua ampla distribuigdo na América do Sul e na América Central,
onde s6 nao ocorrem no Chile, aliada a capacidade de remover grandes quantidades de material
vegetal, explica sua relevancia econdmica (Silva et al., 2019; Zanetti et al., 2014). Nesse
contexto, o controle quimico baseado em inseticidas sintéticos consolidou-se como uma das

principais estratégias de manejo.

Entre as abordagens empregadas, destacam-se as iscas formuladas com sulfluramida,
fipronil e, mais recentemente, isocicloseram, cuja elevada eficdcia tem sustentado sua ampla
utilizacdo no controle de formigas-cortadeiras (Della Lucia et al., 2014; Britto et al., 2016;
Zanetti et al., 2024; Cruz et al. 2026). Contudo, a disponibilidade de ingredientes ativos
compativeis com a certificacdo florestal ¢ limitada. O Forest Stewardship Council (FSC), por

exemplo, restringiu o uso de importantes inseticidas utilizados no manejo de pragas florestais,
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como fipronil, deltametrina e sulfluramida (Lemes et al., 2017). Além das limita¢cdes impostas
pelos o6rgdos certificadores, o uso intensivo de pesticidas esta associado a selecao de populagdes
resistentes, a contaminacdo ambiental, aos efeitos adversos sobre organismos nao-alvo e aos
potenciais riscos a saude humana (Hebling et al., 2000; Boulogne et al., 2018; Guedes et al.,
2016, 2026a,b). A busca por alternativas de controle mais seguras e ambientalmente

compativeis torna-se, assim, necessaria.

Nesse cenario, os fitoquimicos destacam-se como uma alternativa promissora em razao
da diversidade de compostos bioativos sintetizados pelo metabolismo secundario das plantas
(Feitosa-Alcantara et al., 2017). Extratos vegetais (Boulogne et al., 2012; Diaz Napal et al.,
2015), 6leos essenciais (Brito et al., 2020; Melo et al., 2020) e compostos isolados (Godoy et
al., 2005; Hebling et al., 2000) representam importantes fontes de metabolitos secundarios com
potencial para o controle de formigas-cortadeiras e de seus fungos simbiontes. Entre as
principais classes de compostos bioativos destacam-se alcaloides, terpenos e compostos

fenolicos (Van Bael et al., 2011; Infante-Rodriguez et al., 2020).

Essa diversidade quimica ¢ particularmente interessante em formigas-cortadeiras, pois
o alvo de manejo ndo se restringe as operarias individualmente expostas, mas abrange uma
colonia socialmente organizada e dependente de um fungo cultivado. Dependendo do
composto, da formulagdo e da via de exposi¢do, podem ocorrer efeitos inseticidas, fisiologicos
ou comportamentais sobre as formigas, bem como agdo fungistatica ou fungicida sobre
Leucoagaricus gongylophorus, que € o fungo cultivado pelas formigas e que sustenta a nutri¢ao
da coldnia (Melo et al., 2020; Amaral et al., 2018; Dantas et al., 2023; Arayjo et al., 2022). Em
consequéncia, um mesmo fitoquimico pode afetar diferentes componentes do sistema formiga—
fungo, embora a relevancia de cada efeito para a supressdo da colonia ainda dependa de

avaliacdo cuidadosa.

Embora o interesse pelo uso de fitoquimicos no manejo de formigas-cortadeiras tenha
aumentado nas ultimas décadas (Magalhaes, 2025; Pinheiro et al., 2025), a literatura disponivel
retine espécies vegetais, classes de metabdlitos secundérios, organismos-alvo, vias de exposi¢ao
e critérios de avaliagdo bastante diversos. Essa dispersao dificulta ndo apenas a integracdo das
evidéncias, mas também a identificacdo de quais abordagens sdo mais informativas para o
manejo de uma colonia social. Em particular, avaliacdes restritas a mortalidade de operarias
podem ndo captar efeitos sobre comportamento, divisdao de trabalho, manutencdo do fungo

simbionte e funcionamento coletivo da coldnia.
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Nesse contexto, a analise cienciométrica permite caracterizar quantitativamente a
produgdo cientifica, evidenciando padrdes temporais e geograficos, bem como a distribui¢ao
dos estudos entre fontes vegetais, classes de compostos € abordagens experimentais. Associada
arevisao sistematica, essa abordagem possibilita compreender a evolugdao do campo, identificar
concentragdes de pesquisa e apontar lacunas de conhecimento. Neste estudo, a andlise
cienciométrica complementou a sintese das evidéncias sobre a atividade inseticida e fungicida
dos fitoquimicos, permitindo caracterizar como essas pesquisas t€m se distribuido e evoluido

ao longo do tempo.

Diante desse cenario, esta revisdo sistematica e meta-analise foi conduzida para
sintetizar e quantificar as evidéncias disponiveis sobre a atividade inseticida e fungicida de
fitoquimicos de origem vegetal contra formigas-cortadeiras dos géneros Atta e Acromyrmex e
seu fungo simbionte, Leucoagaricus gongylophorus. Foram examinados os efeitos relatados
sobre mortalidade, parametros toxicoldgicos e respostas subletais das formigas, bem como
sobre a inibicdo do crescimento e a biomassa do fungo. Também se investigou como
caracteristicas botanicas, quimicas e metodoldgicas se distribuem entre os estudos e quais
lacunas podem limitar a selecao de fitoquimicos com real potencial de uso em iscas formicidas

ou em outras estratégias de manejo.

Partiu-se das seguintes hipoteses: (i) a producao cientifica sobre fitoquimicos aplicados
ao manejo de formigas-cortadeiras apresentou crescimento temporal, permanecendo
concentrada em determinados paises, familias botanicas e classes de metabodlitos secundarios;
(i1) os estudos apresentam padrdes metodologicos distintos quanto aos organismos-alvo, aos
tipos de produtos vegetais e aos desfechos experimentais avaliados; e (iii) as evidéncias
qualitativas e quantitativas disponiveis sdo heterogéneas quanto a ocorréncia de efeitos
inseticidas e fungicidas, cuja ocorréncia e expressdao variam conforme as caracteristicas do

produto, do organismo-alvo e das condi¢des experimentais.

2. METODOLOGIA
2.1 Estratégia de busca e sele¢cdo dos estudos

Foi realizada uma revisao sistematica da literatura, seguida de meta-analise, para avaliar
a atividade inseticida e fungicida de fitoquimicos de origem vegetal sobre formigas-cortadeiras
dos géneros Atta e Acromyrmex, bem como sobre o fungo simbionte Leucoagaricus

gongylophorus. O estudo foi conduzido e relatado de acordo com as recomendagdes do
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Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) (Page et al.,
2021).

As buscas bibliograficas foram realizadas nas bases de dados Scopus ¢ Web of Science,
abrangendo o periodo desde o inicio da indexacdo de cada base até 31 de marco de 2026. Foram
considerados artigos cientificos originais publicados em inglés, portugués e espanhol, sem

restri¢ao quanto a area tematica.

A estratégia de busca foi elaborada a partir da combinacdo de descritores relacionados
as formigas-cortadeiras, ao fungo simbionte e aos fitoquimicos de origem vegetal, utilizando
operadores booleanos (AND e OR) aplicados aos campos de titulo, resumo e palavras-chave.
A seguinte estratégia foi utilizada: ("Atta" OR "Acromyrmex" OR "Amoimyrmex" OR "leaf-
cutter ant*" OR "leafcutter ant*" OR "leaf-cutting ant*" OR "Leucoagaricus gongylophorus")
AND ("essential oil*" OR "plant extract*" OR "phytochemical*" OR "secondary metabolite*"
OR '"bioinsecticide*" OR "botanical insecticide*" OR "biopesticide*" OR '"natural

insecticide*" OR "phytoinsecticide*" OR "natural molecule*" OR "natural compound*").

Os registros recuperados foram exportados das duas bases de dados e consolidados em
uma unica base para a identificagdao ¢ remog¢ao de duplicatas. Ao término dessa etapa, foram
identificados 229 registros, dos quais 89 correspondiam a duplicatas, resultando em 140 estudos
para a etapa de triagem e aplicacao dos critérios de elegibilidade. O processamento dos registros
e dos documentos em texto completo foi realizado utilizando as ferramentas computacionais
descritas por Dutra et al. (2023), incluindo procedimentos de padronizacdo, identificagdo e
remocao de duplicidades e conversdao dos documentos para formato de texto, de modo a facilitar
sua avaliagdo e a extracdo das informacodes de interesse. O processo de identificagdo, selecao,
elegibilidade e inclusao dos estudos foi apresentado por meio de um fluxograma elaborado

segundo as recomendagdes do PRISMA 2020 (Page et al., 2021).

2.2 Critérios de elegibilidade

Os critérios de elegibilidade foram definidos previamente com base na estratégia PICO
(Populagao, Intervengdo, Comparador e Desfechos), apresentada na Tabela 1, visando
selecionar estudos capazes de responder a pergunta de pesquisa e garantir a consisténcia das

sinteses qualitativa e quantitativa.

Tabela 1. Estratégia PICO utilizada na elaboragdo da pergunta de pesquisa.
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Elemento Descrigao

P (Populagio) Formigas-cortadeiras dos géneros Atta e Acromyrmex e/ou o fungo
u . .
putas simbionte Leucoagaricus gongylophorus.

I (Int i0) Fitoquimicos de origem vegetal, incluindo extratos brutos, extratos
ntervencao . , .. .
fracionados, 60leos essenciais e compostos isolados.

Grupo controle negativo (agua, solvente ou outro veiculo), utilizado para
C (Comparador) P . g‘ .( g . . ) P
comparacao dos efeitos bioldgicos dos fitoquimicos.

Inseticidas: mortalidade (%), dose letal mediana (DLso), concentracao letal

O (Desfechos) mediana (CLso) e efeitos subletais (comportamento, forrageamento,
locomocdo e biologia). Fungicidas: inibi¢do do crescimento micelial (%),

taxa de crescimento e biomassa de Leucoagaricus gongylophorus.

2.3 Selecao dos estudos e extraciao dos dados

Apoés a aplicagdo da estratégia de busca e da remogao dos registros duplicados, os
estudos foram selecionados em trés etapas: (i) leitura dos titulos e resumos; (ii) leitura na integra
dos artigos potencialmente elegiveis; e (iii) aplicacdo dos critérios de inclusdo e exclusdo
previamente estabelecidos. O processo de selecdo foi conduzido por dois revisores
independentes, ¢ as divergéncias foram resolvidas por consenso ou, quando necessario, por um
terceiro revisor. O processo de sele¢dao foi documentado por meio de um fluxograma elaborado

conforme as recomendac¢des do PRISMA (Moher et al., 2009; Page et al., 2021).

Todos os estudos que atenderam aos critérios de elegibilidade e apresentaram pelo
menos um desfecho relacionado a atividade inseticida e/ou fungicida de fitoquimicos de origem
vegetal sobre formigas-cortadeiras dos géneros Atta e Acromyrmex e/ou sobre o fungo
simbionte Leucoagaricus gongylophorus foram incluidos na sintese qualitativa. Para a sintese
quantitativa (meta-analise), foram considerados apenas os estudos que apresentaram
informacdes suficientes para classificar a presenca ou auséncia da avaliacdo ou do relato dos
parametros de interesse, ou que permitissem essa classificacdo a partir das informagdes
disponiveis em tabelas e graficos. Os estudos elegiveis que ndo apresentaram essas informagdes

permaneceram exclusivamente na sintese qualitativa.

Os dados dos estudos incluidos foram extraidos por meio de uma planilha padronizada,
elaborada especificamente para esta revisdo sistematica. Para cada estudo, foram registradas
informacdes sobre os autores € o ano de publicagdo, bem como sobre o pais de realizagao do

estudo ou, quando essa informacao ndo estava disponivel, o pais de origem dos autores com o
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objetivo de caracterizar a distribui¢do geografica das evidéncias. Os paises identificados foram
posteriormente representados em um mapa, o que permitiu visualizar a distribui¢do espacial
dos estudos incluidos na revisdao. Também foram extraidas informacdes referentes a familia e a
espécie botanica, ao tipo de fitoquimico avaliado (extrato vegetal, 6leo essencial ou composto
isolado), ao grupo quimico, ao composto isolado, quando aplicavel, e a parte da planta utilizada.
Em relacdo aos organismos avaliados, foram registrados o organismo-alvo e a unidade
experimental, bem como o sistema experimental empregado (laboratério, semicampo ou

campo) ¢ o método de aplicagao.

Para a caracterizagdo das condigdes experimentais, foram registradas a dose ou
concentracdo utilizada e os respectivos desfechos avaliados. Para os ensaios com formigas,
foram considerados mortalidade, DLso, CLso e efeitos subletais. Para os ensaios envolvendo o
fungo simbionte, foram registradas inibicdo do crescimento micelial, taxa de crescimento e
biomassa fingica. Também foram extraidos os parametros estatisticos disponiveis nos estudos,

incluindo média, desvio padrao, erro padrao, intervalo de confianca e tamanho amostral.

2.4 Analise estatistica

Foram realizadas sinteses quantitativas baseadas em varidveis bindrias para caracterizar
a frequéncia de avaliacdo ou relato dos diferentes parametros e desfechos entre os estudos
incluidos. Em todas as analises, os estudos foram classificados de forma binaria como “Sim”
ou “Nao”, de acordo com a presenca ou auséncia da avaliacdo do parametro ou desfecho de
interesse. A razao de riscos (Risk Ratio — RR) e os respectivos intervalos de confianga de 95%
(1C95%) foram utilizados como medidas de efeito. As estimativas foram combinadas utilizando
um modelo de efeitos aleatorios (random-effects model), considerando a variabilidade entre os
estudos. Nesse contexto, as estimativas combinadas expressam a frequéncia relativa de estudos
que avaliaram ou relataram determinado parametro, e ndo a magnitude bioldgica direta da

toxicidade ou da atividade fungicida dos fitoquimicos.

Para os parametros toxicologicos, foram realizadas sinteses quantitativas bindrias para
CLso € DLso, considerando “Sim” quando o estudo avaliou ou reportou o respectivo parametro
e “Nao” quando nao o avaliou ou ndo o reportou. As analises foram organizadas segundo os

métodos de aplicacdo dos fitoquimicos, incluindo contato, ingestdo e fumigagao.

Para os efeitos subletais, os estudos foram classificados como “Sim” quando avaliaram
esse tipo de efeito e como “Nao” quando ndo o avaliaram. A analise foi realizada inicialmente

de forma global e, posteriormente, segundo o género das formigas-cortadeiras (Atta e
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Acromyrmex). Também foi realizada uma analise de subgrupo considerando os estudos que
avaliaram terpenos, permitindo verificar a frequéncia de estudos que investigaram efeitos

subletais associados a essa classe quimica.

A heterogeneidade entre os estudos foi avaliada pelo teste Q de Cochran e pelos indices
H e 2. O indice I? foi utilizado para quantificar a propor¢do da variabilidade total atribuivel a
heterogeneidade entre os estudos. A variancia entre os estudos (1?) foi estimada pelo método de

DerSimonian—Laird, utilizando-se a variancia inversa para a combinag¢do das estimativas.

Foram excluidos das respectivas sinteses quantitativas os estudos que ndo apresentaram
informacodes suficientes para a classificacdo bindria do parametro ou do desfecho avaliado.
Todas as analises estatisticas foram realizadas no software R versdao 3.5.1 (R Development
Core, Viena, Austria) com os pacotes “meta”, “metafor” e “stats” (R Core Team, 2020;
Schwarzer et al., 2015). Os resultados das meta-analises foram apresentados graficamente por

meio de forest plots.

3. RESULTADOS
3.1 Selecdo dos estudos

A busca nas bases de dados identificou 229 registros, dos quais 89 foram removidos por
duplicidade. Apos a triagem dos 140 registros remanescentes, 91 foram excluidos por ndo
atenderem aos critérios de elegibilidade, resultando em 49 artigos potencialmente elegiveis, dos
quais um ndo estava disponivel para acesso. Assim, 48 estudos foram incluidos na revisao
sistematica e meta-andlise, sendo 40 dedicados as formigas-cortadeiras, 15 ao fungo simbionte
e 7 a ambos os componentes do sistema. Os estudos forneceram dados para as analises de CL,
DL e de efeitos subletais, enquanto, para o fungo simbionte, foram identificados 12 estudos que
avaliaram crescimento fungico e trés que avaliaram biomassa, com ICso reportada em um estudo

para cada parametro (Figura 1).
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Figura 1 - Fluxograma do processo de identificacdo, triagem, avaliacdo da elegibilidade e inclusdo dos estudos na
revisao sistematica, conforme as recomendacdes do PRISMA 2020. Séo apresentados os desfechos avaliados e o
nimero de estudos incluidos em cada sintese: concentragdo letal mediana (CL50), dose letal mediana (DL50),
efeitos subletais e efeitos sobre o fungo simbionte, por meio de meta-analises e sintese descritiva.
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3.2 Caracterizacao da base de evidéncias incluida

Os 48 estudos incluidos na revisao sistematica foram publicados entre 2002 e 2025,
revelando uma tendéncia de crescimento da produgao cientifica sobre o uso de fitoquimicos no
controle de formigas-cortadeiras e do fungo simbionte L. gongylophorus. Embora as primeiras
publica¢des tenham sido esporadicas, o nimero de estudos aumentou a partir de 2010, com
maior concentracdo de publicacdes nos anos mais recentes. Além disso, a maior parte dos
estudos investigou a atividade inseticida sobre formigas-cortadeiras, enquanto um ndmero
reduzido concentrou-se exclusivamente na atividade fungicida. Também foram identificados

estudos que avaliaram simultaneamente ambos os organismos-alvo (Figura 2A).

Os fitoquimicos avaliados foram obtidos de uma ampla diversidade de espécies vegetais
pertencentes a diferentes familias botanicas. Entre as mais frequentemente investigadas
destacaram-se Euphorbiaceae, Myrtaceae, Rutaceae, Apocynaceae, Lamiaceae e Meliaceae,
enquanto as demais familias apresentaram menor frequéncia de ocorréncia (Figura 2B).
Quanto ao tipo de fitoquimico empregado, predominaram os extratos vegetais (46%), seguidos

pelos compostos isolados (33%) e pelos 6leos essenciais (21%) (Figura 2C).
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Figura 2 - (A) Nimero acumulado de estudos publicados entre 2002 e 2025 sobre fitoquimicos avaliados contra
formigas-cortadeiras e/ou o fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus; (B) propor¢do dos tipos de
fitoquimicos avaliados; e (C) familias botanicas mais frequentemente investigadas.

3.3 Distribuicao geografica das evidéncias

Os estudos incluidos na revisao sistematica foram realizados em diferentes paises, com
maior concentracdo de publicagdes no Brasil. Nas Américas, foram identificados estudos
realizados na Argentina, Colombia, Estados Unidos e México, além do Brasil, responsavel pela
maior parcela das publicagdes identificadas (Figura 3). Também foram localizados dois

estudos realizados em Guadalupe (Franga), na regido do Caribe.
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Figura 3 - Distribui¢do geografica mundial dos estudos incluidos na revisao sistematica sobre a atividade inseticida
e fungicida de fitoquimicos de origem vegetal contra formigas-cortadeiras e o fungo simbionte Leucoagaricus
gongylophorus. A localizacdo dos estudos corresponde aos locais de realizagdo das pesquisas ou, na auséncia dessa
informacao, aos paises de origem dos autores.

3.4 Distribuicao botanica

Foram identificadas 59 familias botanicas entre os estudos incluidos na revisao
sistemadtica, distribuidas entre investigagdes conduzidas com os géneros Atta e Acromyrmex,
bem como com o fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus. Observou-se que algumas
familias botanicas foram avaliadas exclusivamente contra um dos organismo-alvo, enquanto
outras estiveram associadas a dois ou mais organismos, sugerindo abordagens de investigacao

distintas na literatura.

As familias Myrtaceae, Euphorbiaceae, Rutaceae, Lamiaceae, Apocynaceae, Meliaceae,
e Asteraceae concentraram o maior numero de estudos, ao passo que as demais foram
representadas por menor frequéncia. A distribuicdo das familias botanicas em relacdo aos

organismos-alvo ¢ apresentada na figura 4.
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Figura 4 - Diagrama de acordes que representa as associagdes entre familias botanicas e organismos-alvo (i.e. Atta,
Acromyrmex e Leucoagaricus gongylophorus), nos estudos incluidos na revisdo sistematica. O comprimento dos
arcos periféricos e a espessura das fai faixas de conexdo sdo proporcionais ao numero de estudos que avaliaram
fitoquimicos de cada familia vegetal contra cada organismo-alvo. Foram incluidos 48 estudos na revisdo
sistematica, sendo representadas na figura 110 associagdes familia botdnica—organismo-alvo.

3.5 Distribui¢io quimica

Os estudos incluidos na revisdo sistematica permitiram identificar 11 grupos quimicos
associados aos fitoquimicos de origem vegetal avaliados em formigas-cortadeiras e
Leucoagaricus gongylophorus. Os grupos quimicos registrados compreenderam terpenos,
alcaloides, aldeidos, cumarinas, ésteres, fenilpropanoides, flavonoides, lactonas, lignanas,
limonoides e organosulfurados. Entre as classes quimicas representadas, os terpenos
predominaram nas associagdes com os géneros de formigas Atta e Acromyrmex, enquanto
também estiveram entre as classes quimicas mais estudadas em relacdo ao fungo

Leucoagaricus. As demais classes apresentaram menor frequéncia de ocorréncia e distribuigao
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mais restrita entre os organismos-alvo. A distribuicdo dos grupos quimicos em relagdo as

familias botanicas e aos organismos-alvo ¢ apresentada na figura 5.
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Figura 5 - Diagrama de relagdes entre familias botanicas, classes quimicas dos compostos isolados e organismos-
alvo (i.e. Atta, Acromyrmex e Leucoagaricus gongylophorus), avaliados na revisdo sistematica. A espessura das
barras e das linhas de conexdo ¢é proporcional ao numero de estudos que associaram cada familia vegetal as
respectivas classes quimicas, compostos isolados e organismos-alvo. Foram incluidos 48 estudos na revisdo
sistematica, sendo representadas na figura 36 associagdes. Um mesmo estudo pode contribuir com mais de uma
familia botanica, classe quimica, composto isolado e/ou organismo-alvo.

3.6 Terpenos predominantes

Em razdo da predominancia dos terpenos entre os grupos quimicos identificados, foi
realizada uma analise detalhada dos compostos pertencentes a essa classe. Os estudos incluidos
na revisao sistematica registraram a avaliacdo de diferentes terpenos sobre os géneros Atta e
Acromyrmex e sobre o fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus. Os compostos isolados
mais frequentemente investigados foram 1,8-cineol, (E)-pinocarveol, a-pineno, B-cariofileno,

B-eudesmol, canfora, calamusenona, citral, elemol, farnesol, isopulegol, limoneno, linalol,
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oxido de cariofileno, p-cimeno e timol, conforme registrado nos estudos analisados. A
distribuicdo desses compostos em relagdo aos organismos-alvo € apresentada na figura 6 ¢ a

estrutura quimica ¢ representada na figura 7.
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Figura 6 - Distribuig¢@o dos principais compostos da classe dos terpenos e suas associagdes com 0s 0rganismos-
alvo (i.e. Atta, Acromyrmex e Leucoagaricus gongylophorus) nos estudos incluidos na revisdo sistematica. A
espessura das barras e das linhas de conex@o ¢ proporcional ao nimero de estudos que avaliaram cada composto
terpénico contra os respectivos organismos-alvo. Foram incluidos 48 estudos na revisdo sistematica, sendo
representadas na figura 25 associagdes. Um mesmo estudo pode avaliar mais de um terpeno e/ou organismo-alvo.
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Figura 7 - Estruturas quimicas dos principais compostos isolados pertencentes a classe dos terpenos identificados
nos estudos incluidos na revisdo sistematica, sobre fitoquimicos avaliados contra formigas-cortadeiras (Atta spp.
e Acromyrmex spp.) € o fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus.

Entre os terpenos selecionados por apresentarem resultados de maior destaque, foram
observados diferentes efeitos sobre as formigas-cortadeiras, incluindo alteragdes
comportamentais, como agressividade, mutilagdo, repeléncia, irritabilidade, desorientagdo e
alteragdes locomotoras, além de atividade inseticida. O citral destacou-se por apresentar efeitos
sobre ambos os componentes do sistema formiga—fungo, com atividade inseticida sobre
Acromyrmex balzani e atividade fungicida e inibi¢ao do crescimento micelial de Leucoagaricus

gongylophorus (Tabela 1).
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Tabela 1 - Terpenos selecionados por apresentarem resultados de maior relevancia quanto aos efeitos subletais,
letais e antifingicos sobre formigas-cortadeiras e seu fungo simbionte.

Composto Organismo-
alvo

p- Atta sexdens

eudesmol  rubropilosa

Atta sexdens /
Acromyrmex
balzani

p-cimeno

Atta sexdens /
Limoneno Acromyrmex
balzani

Atta sexdens |
Acromyrmex
balzani

Linalol

Acromyrmex

1,8-cineol baleani

Acromyrmex

Canfora balzani

Acromyrmex

Isopulegol balsani

Acromyrmex

Timol balzani

Acromyrmex
balzani /
Leucoagaricus
gongylophorus

Citral

Comportamento/
efeito subletal

Agressividade e

mutilacao

Repeléncia e
irritabilidade

Repeléncia e
irritabilidade

Repeléncia e
irritabilidade

Alteragdes
locomotoras

Repeléncia e
alteracdes
locomotoras

Alteragoes
locomotoras

Reducao da

velocidade e
distancia de

caminhada;
desorientagao

Alteragdes no

comportamento

de caminhada

Mortalidade

/ efeito
letal

Atividade
inseticida

Atividade
inseticida

Atividade
inseticida

Atividade
inseticida

Atividade
inseticida

Atividade
inseticida

Atividade
inseticida

Atividade
inseticida

Atividade
inseticida

3.7 Abordagens experimentais empregadas nos estudos

Efeito sobre
o fungo

Atividade
fungicida e
inibicao do
crescimento

micelial

Referéncia

Marsaro et
al. (2004);
Marinho et
al. (2005,
2006)

De Oliveira
etal. (2017)

De Oliveira
etal. (2017)

De Oliveira
etal. (2017)

Silva et al.
(2019)

Silva et al.
(2019);
Brito et al.
(2020)

Melo et al.
(2021)

Dantas et al.
(2023)

Melo et al.
(2020, 2021)

Os estudos incluidos na revisdo sistematica apresentaram diferentes abordagens

experimentais quanto aos organismos-alvo, as unidades experimentais, ao tipo de fitoquimico

avaliado, ao sistema experimental e a via de aplicacdo. As investigagdes foram conduzidas
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predominantemente com operdrias de Atta e Acromyrmex, embora também tenham sido
identificados estudos com rainhas, colonias e o fungo simbionte L. gongylophorus. Em relagao
aos fitoquimicos, foram avaliados extratos vegetais, 0leos essenciais € compostos isolados,
principalmente em condigdes de laboratorio, utilizando diferentes vias de aplicagdo, incluindo
contato, ingestdo, fumigac¢do e incorporagdo ao meio de cultura. A distribuicao das abordagens

experimentais empregadas nos estudos ¢ apresentada na figura 8.
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Figura 8 - Diagrama de relagdes entre organismos-alvo (i.e. Atta, Acromyrmex e Leucoagaricus gongylophorus),
unidades experimentais, tipos de fitoquimicos, sistemas experimentais e vias de aplicagdo avaliados na revisdo
sistematica. A espessura das barras e das e das linhas de conex@o ¢ proporcional ao nimero de estudos que
empregaram cada combinagdo metodoldgica. Foram incluidos 48 estudos na revisdo sistematica, sendo
representadas na figura 24 associa¢des metodologicas. Um mesmo estudo pode contribuir com mais de uma
unidade experimental, sistema experimental e/ou via de aplicag@o.

3.8 Sintese quantitativa das evidéncias
3.8.1 Relato de DLso e CLso

Entre os estudos que avaliaram parametros toxicoldgicos, o método de contato foi o
mais frequente (31 estudos), seguido pela ingestdo (16) e fumigacao (7). Entretanto, a
disponibilidade de estimativas de CLso € DLso foi limitada. Para CLso, 0 parametro foi reportado
em seis dos sete estudos conduzidos por fumigagdo, em um dos 16 por ingestdo e em um dos

31 por contato. Para DLso, nenhum dos estudos conduzidos por fumigacdo apresentou esse
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parametro, enquanto sua presenga foi registrada em um estudo por ingestdo e em um por

contato.

Na sintese quantitativa, a frequéncia de relato de CLso em relacdo a DLso variou entre
os métodos de aplicacdo, com estimativa combinada de RR = 0,12 (IC95%: 0,02-0,60) e
elevada heterogeneidade entre os métodos (I = 76,9%), sem diferenca significativa entre os

subgrupos (P = 0,39) (Figura 9).
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Figura 9 - Frequéncia de estudos que avaliaram ou relataram a concentragdo letal mediana (CLso) e a dose letal
mediana (DLso), de acordo com a via de aplicagdo dos fitoquimicos. “Sim” indica que o parametro foi avaliado ou
relatado no estudo, enquanto “Nao” indica sua auséncia. Foram consideradas as vias de fumigagdo, ingestdo e
contato. As estimativas apresentadas representam a frequéncia relativa de avaliacdo ou relato desses parametros,
nao uma comparagao direta da toxicidade dos fitoquimicos entre as vias de exposigao.

3.8.2 Efeitos subletais

A sintese quantitativa da frequéncia de avaliacdo ou relato de efeitos subletais de
fitoquimicos de origem vegetal sobre formigas-cortadeiras ndo indicou diferenga significativa
na analise global (RR = 1,97; I1C95%: 0,19-20,22), com elevada heterogeneidade entre os
estudos (I? = 90,7%). Na analise por género, a frequéncia de avaliagdo ou relato de efeitos
subletais foi maior nos estudos com Acromyrmex (RR = 7,00; 1C95%: 1,89-25,93), enquanto
os estudos envolvendo A#fa ndo apresentaram diferenga significativa (RR = 0,65; 1C95%: 0,37—

1,12). A diferenca entre os subgrupos foi significativa (P = 0,001) (Figura 10).
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Género = Acromyrmex
Acromyrmex 7.00 [1.89;25.93]
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Atta 0.65[0.37;1.12]
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|
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Figura 10 - Forest plot da meta-andlise da frequéncia de estudos que avaliaram efeitos subletais de fitoquimicos
de origem vegetal sobre formigas-cortadeiras dos géneros Atta e Acromyrmex. Os quadrados representam as
estimativas de razdo de riscos (RR) para cada cada grupo, com area proporcional ao peso relativo da respectiva
estimativa, e as barras horizontais indicam os intervalos de confianga de 95% (IC95%). O losango representa a
estimativa combinada. As estimativas refletem a frequéncia relativa de estudos que avaliaram efeitos subletais e
nao a magnitude bioldgica direta desses efeitos.

A sintese quantitativa da frequéncia de avaliacdo ou relato de efeitos subletais de
compostos pertencentes a classe dos terpenos sobre formigas-cortadeiras indicou maior
frequéncia desses desfechos nos estudos com Acromyrmex (RR = 4,00; 1C95%: 1,11-14,35),
enquanto os estudos conduzidos com Atta apresentaram RR = 5,00 (IC95%: 0,81-31,00).
Apesar das estimativas observadas, ndo foram identificadas diferencas estatisticamente

significativas entre os géneros (P = 0,84), conforme apresentado na figura 11.

Fonte RR (IC 95%) < Nao Sim >
Género = Acromyrmex

Terpenos  4.00 [1.11; 14.35] .

Género = Atta '

Terpenos  5.00 [0.81;31.00] ’ L !
Total 430[1.51:1226] | | j@l |
0.01 0.1 051 2 10 100
RR (IC 95%)

Heterogeneidade: y*1 = 0.04 (P =.84), = 0.0%
Teste para diferengas entre subgrupos: % = 0.04 (P = .84)

Figura 11 - Forest plot da meta-analise da frequéncia de estudos que avaliaram efeitos subletais de terpenos sobre
formigas-cortadeiras dos géneros Atta e Acromyrmex. Os quadrados representam as estimativas de razao de riscos
(RR) para cada grupo, com area proporcional ao peso relativo da respectiva estimativa, e as barras horizontais
indicam os intervalos de confianga de 95% (IC95%). O losango representa a estimativa combinada. As estimativas
refletem a frequéncia relativa de estudos que avaliaram efeitos subletais e ndo a magnitude biologica direta desses
efeitos.

4. DISCUSSAO

Os resultados desta revisdo sistemdtica e meta-analise sustentam parcialmente as

hipoteses propostas. A produgao cientifica sobre fitoquimicos aplicados ao manejo de formigas-
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cortadeiras cresceu ao longo do tempo; contudo, as evidéncias permanecem heterogéneas
quanto aos organismos-alvo, produtos avaliados, abordagens experimentais e desfechos
considerados. Embora os estudos disponiveis indiquem atividade inseticida e fungicida de
diferentes fitoquimicos, expressa por efeitos letais e subletais sobre as formigas e por inibigdo
do crescimento ou da biomassa do fungo simbionte, persistem lacunas metodologicas e
diferengas nas abordagens experimentais de investigacdo que limitam a comparagdo entre

resultados e a transposi¢ao para o manejo em condigdes operacionais.

4.1 Evolucio e distribuiciao das evidéncias

O crescimento da produgdo cientifica observado nesta revisdo acompanha a expansao
do interesse por inseticidas de origem vegetal. Turchen et al. (2020) identificaram um
crescimento exponencial das pesquisas com inseticidas botanicos a partir da década de 1990,
enquanto Collares et al. (2023) destacaram a crescente aten¢do aos fitoquimicos como
potenciais agentes de controle de insetos. De modo compativel, os estudos sobre formigas-
cortadeiras tornaram-se mais frequentes a partir de 2010, possivelmente em resposta tanto a
busca por alternativas aos inseticidas convencionais quanto a maior disponibilidade de
ferramentas analiticas para investigar matrizes vegetais complexas. O desenvolvimento de
técnicas cromatograficas mais sofisticadas, contribuiram para ampliar a capacidade de
separacao, identificagdo e caracterizagdo de compostos presentes em matrizes vegetais,
favorecendo a investiga¢do de metabolitos associados a atividade inseticida (Scott, 2020).

Quanto a distribui¢do geografica, os estudos revelaram forte concentragdo das
evidéncias no Brasil, enquanto paises como Argentina, Colombia, Estados Unidos, Guadalupe
(Franca) e México apresentaram participagdo mais limitada. Esse predominio pode estar
relacionado tanto a distribuicdo neotropical das formigas-cortadeiras e a sua relevancia
econdmica nos sistemas agricolas e florestais da América Latina quanto a maior concentragao
de pesquisadores que atuam nessa area no Brasil (Della Lucia et al. 2014; Melo et al., 2020;
Lemes et al., 2017). Além disso, a elevada diversidade de espécies vegetais na regido
neotropical em geral, e o Brasil em particular, amplia o interesse e as possibilidades de
identificacdo de compostos bioativos com potencial inseticida na regido (Collares et al., 2023;

Magalhaes, 2025).

O padrao observado ¢ consistente com revisdes recentes sobre o uso de produtos
botanicos no manejo de formigas-cortadeiras, que destacam a participagao expressiva do Brasil
em estudos envolvendo 6leos essenciais e controle de formigas-cortadeiras, sobretudo com

sauva-limao Atta sexdens (Pinheiro et al., 2025; Magalhaes, 2025). Ainda assim, a concentragao
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geografica das evidéncias sugere que a diversidade de plantas e de espécies de formigas

explorada permanece aquém do potencial existente na propria regido neotropical.

4.2 Diversidade botanica e quimica

A distribuicao das evidéncias entre as familias botanicas nao foi homogénea. Embora
tenham sido identificadas 59 familias como fontes de fitoquimicos na presente revisao, os
estudos concentraram-se principalmente em Myrtaceae, Euphorbiaceae, Rutaceae, Lamiaceae,
Apocynaceae, Meliacea e Asteraceae. Esse padrao converge com diferentes abordagens da
literatura sobre produtos de origem vegetal. Turchen et al. (2020) identificaram
aproximadamente 190 familias investigadas em estudos sobre inseticidas botanicos, com maior
concentragdo em Meliaceae, Lamiaceae, Asteraceae, Myrtaceae, Rutaceae e Fabaceae,
enquanto Collares et al. (2023) encontraram 34 familias em estudos com fitoquimicos, com

predominancia de Lamiaceae, Asteraceae e Rubiaceae.

Especificamente para dleos essenciais contra formigas-cortadeiras, Pinheiro et al.
(2025) identificaram sete familias, com destaque para Myrtaceae, Euphorbiaceae e Lamiaceae.
Apesar das diferencas de escopo entre os levantamentos, a recorréncia de Myrtaceae,
Lamiaceae e Asteraceae sugere maior interesse investigativo nessas familias como fontes de
compostos bioativos. Essa frequéncia, entretanto, ndo implica maior atividade biologica, pois
pode refletir fatores como disponibilidade das plantas, tradi¢ao de uso, facilidade de obtencao

e interesse quimico prévio.

Os estudos abrangeram diferentes niveis de caracterizacdo dos produtos, incluindo
extratos brutos, 6leos essenciais € compostos isolados. Enquanto os compostos isolados
permitem avaliar mais diretamente a contribuicdo de moléculas especificas (De Oliveira et al.,
2017), extratos e Oleos essenciais apresentam multiplos constituintes, sujeitos a interagdes
aditivas, sinérgicas ou antagdnicas (Ramos et al., 2019; Mendonga et al., 2024; Bakkali et al.,
2008; Nerio et al., 2010). Em formigas-cortadeiras, a maior toxicidade de 6leos essenciais em
relacdo a alguns constituintes isolados reforca que a atividade biologica ndo depende
necessariamente do composto majoritario (Feitosa-Alcantara et al., 2017). Em conjunto, esses
aspectos evidenciam a importancia da caracterizacdo quimica das preparagdes vegetais para
interpretar a atividade bioldgica e identificar os compostos potencialmente responsaveis pelos

efeitos observados.
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4.3 Compostos bioativos

Considerando os compostos bioativos das pesquisas realizadas foi identificado que os
terpenos foram a classe quimica mais frequentemente investigada nos estudos incluidos, com
1,8-cineol, limoneno, linalol, citral, 6xido de cariofileno e B-eudesmol entre os compostos mais
recorrentes. A predominancia dessa classe € consistente com a reconhecida importancia dos
terpenos como metabolitos secundarios associados a defesa vegetal e a atividade bioldgica,
incluindo efeitos inseticidas e fungicidas (Ninkuu et al., 2021; Collares et al., 2023). Entre os
terpenos, compostos como limoneno, linalol, a-pineno e timol estdo entre os mais investigados
e apresentam atividade biologica contra diferentes insetos, incluindo formigas-cortadeiras dos

géneros Atta e Acromyrmex (Pinheiro et al., 2025).

Em formigas-cortadeiras, essa relevancia também pode estar relacionada a propria
defesa quimica das plantas, uma vez que terpenos ¢ outros metabolitos secundarios podem
contribuir para a resisténcia de determinadas espécies vegetais ao ataque dessas formigas
(Marsaro Jr. et al., 2004). Entretanto, a recorréncia de uma classe quimica na literatura ndo
equivale, por si s6, a demonstracdo de superioridade para o manejo. A eficacia pratica
dependera da concentragdo, da formulagdo, da via de exposi¢do, da casta exposta, da espécie
de formiga e, sobretudo, da capacidade do composto alcangar os componentes vulneraveis da
colonia. Assim, avaliacdo de um determinado produto (composto, substancia ou 6leo essencial)

torna a pesquisa complexa ao apresentar diversas variaveis envolvidas.

Embora a mortalidade seja um dos principais pardmetros empregados na avaliacdo da
atividade inseticida, os estudos analisados evidenciam que alguns terpenos apresentam
multiplos efeitos sobre as formigas, combinando toxicidade com alteracdes comportamentais.
O B-eudesmol constitui um dos exemplos mais expressivos: em sauva-limdo, Atta sexdens
rubropilosa, foi associado a inducdo de agressividade, mutilacdo e mortalidade, com respostas
relacionadas a concentragao (Marsaro Jr. et al., 2004; Marinho et al., 2005). Estudos posteriores
envolvendo diferentes espécies de Atta e Acromyrmex mostraram que a resposta
comportamental foi mais evidente nas espécies de Atta, particularmente em A. sexdens
rubropilosa, indicando que a resposta ao composto pode variar entre taxons (Marinho et al.,

2006).

Outros terpenos também apresentaram sobreposi¢cdo de efeitos. O 1,8-cineol, o timol, o
p-cimeno, o limoneno e o linalol foram associados a respostas toxicas e/ou comportamentais
nos estudos avaliados, enquanto o citral se destacou por apresentar atividade sobre as formigas

Acromyrmex balzani e sobre o fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus (Dantas et al.,



41

2023; Melo et al., 2020; Pinheiro et al., 2025). Esses resultados sugerem que a avaliagdo de
fitoquimicos ndo deve se restringir a mortalidade de operarias expostas, pois mudancas
comportamentais podem preceder ou acompanhar efeitos letais e modificar o desempenho
coletivo da coldnia. Neste caso, a fixagdo de um protocolo de avaliagdo de substancias em

coldnias de formigas-cortadeiras torna-se crucial no avango das pesquisas.

Alteragdes na locomocgao, alimentagdo, forrageamento, comunicagdo, agressividade e
interacdo entre individuos podem comprometer o desempenho das operarias e,
consequentemente, atividades essenciais a manuten¢do da colonia (Lee, 2000; Miiller, 2018;
Dantas et al., 2023). Essa caracteristica assume importancia ainda maior em insetos eussociais,
nos quais a organizagdo da colonia depende da cooperacdo e da divisdo de trabalho entre
individuos. Sob essa perspectiva, a colonia deve ser entendida como um superorganismo, no
qual o efeito sobre uma casta ou uma tarefa pode repercutir além do individuo diretamente

exposto (Holldobler; Wilson, 2009; Della Lucia et al., 2014; Li et al., 2020).

A organizacdo das formigas-cortadeiras envolve forrageamento coletivo, transferéncia
de informagdes, divisdo de tarefas, praticas de higiene e manutengdo continua do fungo
cultivado (Holldobler; Wilson, 2009; Della Lucia et al., 2014). Compostos que alteram o
comportamento das operarias podem, assim, interferir em processos indispensaveis a coldnia.
O B-eudesmol, por exemplo, associa alteracdes comportamentais e mortalidade, enquanto o
timol apresenta efeitos sobre a sobrevivéncia € o comportamento de Acromyrmex balzani
(Dantas et al., 2023). O citral, por sua vez, amplia essa perspectiva ao atuar tanto sobre as
formigas quanto sobre o fungo simbionte (Dantas et al., 2023; Melo et al., 2020). A combinagao
de efeitos sobre operarias, fungo e dindmica da colonia merece, portanto, atengdo maior do que

a usualmente dispensada a um tnico desfecho laboratorial.

4.4 Tendéncias metodologicas

A literatura disponivel acerca do tema mostra que poucos estudos realizaram testes
toxicoldgicos padronizados e, quando o fizeram, raramente compararam castas diferentes ou
avancaram além de parametros de mortalidade, como DLso € CLso. Tais parametros sdo
informativos, mas descrevem principalmente efeitos letais sobre individuos expostos. Em
condi¢des de campo, contudo, exposi¢des subletais sdo frequentes e seus efeitos podem

comprometer funcdes criticas sem causar mortalidade imediata (Guedes et al., 2016, 2026a).

Essa limitagcdo torna-se mais importante no caso de insetos sociais, pois o alvo de

controle ndo € uma operaria isolada, mas a colonia, entendida como um superorganismo (Della
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Lucia et al., 2014; Gandra et al., 2016, 2024). O funcionamento das iscas formicidas ilustra bem
essa particularidade. Em aplicagdes de larga escala, especialmente em macicos florestais, as
forrageadoras precisam localizar, aceitar, transportar e distribuir a isca antes que o ingrediente
ativo atinja componentes suscetiveis da colonia, como jardineiras, jardim fingico e¢/ou rainha

(Della Lucia et al., 2014; Gandra et al., 2016; Cruz et al., 2026).

Uma mortalidade rédpida ou um efeito comportamental intenso sobre as forrageadoras
pode, paradoxalmente, reduzir o desempenho da isca, ao impedir que ela alcance esses alvos
no interior da colonia (Gandra et al. 2016; Cruz et al. 2026). Por isso, a toxicidade diferencial
entre castas, particularmente entre forrageadoras e jardineiras, bem como a avaliagdo de efeitos
subletais que ndo impecam o carregamento e a distribui¢do do produto, sdo aspectos centrais

para o desenvolvimento de uma isca efetiva (Della Lucia et al. 2014).

Nesse contexto, a elevada pressdo de vapor e a acao fumigante tendem a ter relevancia
limitada para a l6gica operacional das iscas formicidas. O mesmo vale, em grande medida, para
a ingestdo direta do substrato vegetal forrageado, pois ele ¢ utilizado predominantemente no
cultivo do fungo simbionte. As operarias também podem obter nutrientes diretamente da seiva
vegetal, enquanto as estruturas produzidas pelo fungo constituem importante fonte alimentar
(Della Lucia et al. 2014). Ainda assim, cerca de 40% dos trabalhos catalogados concentraram-
se em a¢do fumigante ou ingestdo, enquanto a toxicidade por contato comparada entre castas,
informacao mais diretamente vinculada ao transporte e a distribuicdo de iscas, permaneceu

pouco explorada (Graebin et al., 2024, 2026; Cruz et al., 2026).

As investigacdes sobre efeitos subletais e avaliagdes em nivel de colonia também foram
pouco frequentes. Nas meta-analises baseadas na frequéncia de estudos que avaliaram esses
efeitos, houve maior frequéncia de estudos sobre efeitos subletais em Acromyrmex do que em
Atta; entretanto, a elevada heterogeneidade recomenda cautela na interpretacdo desse contraste.
Quando considerados apenas os terpenos, classe com maior disponibilidade de estudos, os
efeitos subletais foram significativos e os resultados ndo diferiram entre os dois géneros de
formigas-cortadeiras. Essas estimativas refletem padrdes de relato e avaliacdo na literatura, e

ndo a magnitude comparativa dos efeitos bioldgicos entre géneros ou classes quimicas.

Os estudos com o fungo simbionte também foram escassos, apesar de sua importancia
direta e indireta para a persisténcia da colonia (Della Lucia et al., 2014; Gandra et al., 2016;
Cruz et al., 2026). Um efeito fungicida pode comprometer o jardim fungico, inviabilizar a

manuten¢do da colonia e contribuir para sua supressao (Della Lucia et al., 2014). Apesar disso,
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apenas um dos estudos catalogados estimou a concentrac¢ao inibitéria mediana (ICso) para o

fungo simbionte, indicando que essa dimensdo permanece pouco investigada.

O fungo também pode ser comprometido indiretamente quando fitoquimicos afetam as
jardineiras, responsaveis por sua manuten¢do. Mortalidade elevada nessa casta ou perturbagdes
de suas func¢des podem reduzir o cuidado com o jardim fingico e, consequentemente, o
suprimento alimentar da colonia, contribuindo para seu colapso. Os principais inseticidas e os
mais efetivos empregados em iscas formicidas apresentam esse padrao de supressao de colonia
(Gandra et al., 2016; Cruz et al., 2026). Ainda assim, a interagdo entre toxicidade para
jardineiras, manuten¢do do fungo e desempenho da colonia raramente tem sido incorporada a

investigacao de fitoquimicos.

4.5 Lacunas e perspectivas

Os estudos sobre a acdo inseticida de fitoquimicos em formigas-cortadeiras vém
aumentando, em parte devido a necessidade de alternativas aos inseticidas organossintéticos
atualmente empregados no manejo, como fipronil e sulfluramida. Esses ingredientes ativos
enfrentam restrigdes em sistemas submetidos a certificagdo florestal e, em alguns contextos,
dependem de autorizagdes excepcionais de uso, o que aumenta o interesse por novas opgoes de
controle. A concentracdo das pesquisas na regido neotropical parece decorrer tanto da
distribuicao das formigas-cortadeiras quanto de sua importancia econdmica, especialmente em

sistemas agricolas e nos extensos plantios florestais brasileiros.

Apesar das iscas formicidas constituirem a principal tatica de controle em areas
extensas, uma parcela consideravel do esforco de pesquisa concentrou-se em métodos e
atributos pouco conectados a dindmica de uma isca e ao funcionamento da colonia. Estudos que
comparem a resposta de castas distintas por contato, avaliem simultaneamente efeitos letais e
subletais, examinem o fungo simbionte e acompanhem a trajetdria do efeito em nivel de colonia
ainda sdo incomuns. Essa lacuna parece decisiva, pois uma molécula promissora em bioensaios
individuais pode falhar se a coleta ou o transporte da isca for reduzido antes de alcangar seus

alvos internos.

Os terpenos, classe de fitoquimicos mais estudada, ainda reproduzem limitagdes gerais
observadas na literatura. O predominio de estudos com misturas complexas, extratos e 6leos
essenciais também reduz a capacidade de identificar os compostos mais promissores e de
explorar, de modo racional, formulagdes, doses, combinagdes ou modificagdes estruturais

voltadas ao uso pretendido. Extratos e 6leos podem conservar interagdes biologicamente
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relevantes entre seus constituintes, mas estudos com moléculas isoladas e combinagdes
definidas sdo necessarios para distinguir sinergismos reais de efeitos atribuidos apenas a

compostos majoritarios.

O caminho para o uso sustentavel de fitoquimicos contra formigas-cortadeiras ndo
passa, simplesmente, pela substitui¢do de um ingrediente ativo por outro. Exige reconhecer que
o alvo ¢ uma colonia organizada em castas, sustentada por um fungo cultivado e dependente de
uma rede continua de forrageamento, cuidado e comunicagdo. Fitoquimicos realmente
promissores serdo aqueles capazes de interagir com essa organizagdo sem interromper
prematuramente o transporte da isca ¢ de comprometer, de forma seletiva e mensuravel, os

componentes que sustentam a coldnia.

5. CONCLUSAO

A revisdo sistemdtica mostrou que fitoquimicos de origem vegetal podem produzir
efeitos letais e subletais sobre formigas-cortadeiras dos géneros Atta e Acromyrmex, além de
inibir o crescimento ou reduzir a biomassa do fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus.
Entretanto, os 48 estudos incluidos apresentaram elevada heterogeneidade quanto aos produtos
avaliados, organismos-alvo, vias de exposicdo e desfechos experimentais. Predominaram
ensaios laboratoriais realizados com operdarias isoladas, enquanto estudos envolvendo
diferentes castas, o fungo simbionte e a resposta integrada da col6nia foram pouco frequentes.
A baixa disponibilidade de estimativas de DLso, CLso € ICso também limitou a comparagao
quantitativa entre os fitoquimicos. Assim, embora a literatura demonstre atividade biologica de
diferentes produtos vegetais, as evidéncias disponiveis ainda sdo insuficientes para confirmar
sua eficacia em condi¢des operacionais de manejo. O avanco nessa area requer protocolos
padronizados e estudos que integrem efeitos letais e subletais, respostas de diferentes castas,
transporte e distribui¢do de iscas, atividade sobre o fungo cultivado e desfechos em nivel de

colonia.
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Simple Summary

Leaf-cutting ants are major agricultural pests because they function as highly organized
societies, which makes them difficult to control using methods that target individual
insects. Therefore, control efforts should focus on limiting the worker ants responsible for
feeding the cultivated fungus on which the colony depends. In this study, we tested natural plant
extracts, known as essential oils, from five plant species to evaluate their effects on two leaf-
cutting ant species and their cultivated fungus. We characterized these oils by gas
chromatography—mass spectrometry (GC-MS), which revealed contrasting terpenoid profiles
dominated by mono- and sesquiterpenes. We assessed whether these oils could harm the fungus
or specific worker groups while allowing foraging ants to survive long enough to carry treated
bait back to the nest. Most oils showed limited or inconsistent effects. However, ginger oil
strongly inhibited fungal growth at high concentrations, and bottlebrush oil was particularly
toxic to the workers responsible for maintaining the fungus, while having less effect on foragers.
These findings suggest that some plant-derived compounds may help improve pest control
strategies by targeting key components of ant colonies. Although further refinement is needed,
such approaches could contribute to the development of more environmentally friendly pest
management tools.

Abstract

Social insect pests such as leaf-cutting ants challenge conventional pest management
because effective control must disrupt colony-level organization rather than target individual
insects. Colony persistence depends on the mutualistic association between gardener workers
and their cultivated fungus, Leucoagaricus gongylophorus. Compounds that selectively impair
these components while preserving forager-mediated bait transport may therefore offer
strategic advantages. We evaluated the essential oils of weeping willow (Salix babylonica),
Surinam cherry (Eugenia uniflora), weeping bottlebrush (Melaleuca viminalis), ginger
(Zingiber officinale), and black pepper (Piper nigrum) against two leaf-cutting ant species, Atta
sexdens and Acromyrmex subterraneus, after characterizing their chemical composition by
GC-MS. The oils displayed distinct terpenoid profiles: bottlebrush oil, for instance, was
dominated by 1,8-cineole and a-pinene, while ginger oil was rich in camphene and [3-
phellandrene. Forager and gardener workers were tested separately, along with their symbiotic
fungus. Responses were generally concentration-dependent, although effects varied among oils
and biological targets. Ginger oil exhibited strong fungicidal activity, but only at the highest
concentration tested (100 mg mL™). Bottlebrush oil showed marked toxicity to 4. sexdens
gardeners at concentrations as low as 0.10 mg mL™', while effects on foragers were
comparatively low. The remaining oils produced limited or inconsistent responses. These
findings indicate that caste-selective toxicity and fungal suppression are achievable but not
widespread among essential oils. Bottlebrush oil emerges as a promising candidate for further
investigation, particularly regarding its constituent compounds and potential synergistic
interactions for toxic bait development.

Keywords: leaf-cutting ants; toxic baits; caste-specific toxicity; fungal symbiosis; essential
oils; Atta sexdens; Acromyrmex subterraneus
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1. Introduction

Cooperative brood care, overlapping generations, and reproductive division of labor
define eusociality, the highest level of social organization in animals [1,2]. In eusocial systems,
colony persistence outweighs individual survival, and specialized castes collectively sustain
reproduction, defense, and resource acquisition. Such organization confers ecological success,
but also complicates pest management. In eusocial pests, control strategies must suppress the

colony as a functional unit rather than eliminate isolated individuals.

Leaf-cutting ants exemplify this challenge. Distributed throughout the Neotropics,
species of Atta and Acromyrmex constitute some of the most significant insect pests in
agricultural and forest systems [3—5]. Since the early colonial period in Latin America, these
ants have been regarded as a persistent and costly obstacle to crop and timber production [5].
Their economic impact derives not only from intense herbivory but also from the resilience,

longevity, and structural complexity of their colonies.

Leaf-cutting ant colonies function as integrated biological systems centered on an
obligate mutualism with the cultivated basidiomycete fungus Leucoagaricus gongylophorus.
Leaf fragments collected by the worker ants are added to the fungal garden, where they are
degraded to produce hyphal swellings, the gongylidia, which serve as the colony's primary
nutritional source. In addition to nutrient provisioning, the fungus contributes to the
detoxification of plant defensive compounds that would otherwise impair colony performance
[6,7]. Therefore, colony survival depends on the integrity of this ant—fungus association and on
the minor workers, commonly referred to as gardeners, who maintain the fungal substrate
[5,8,9]. Conquering such a biological “fortress” is not trivial. Management of leaf-cutting ants

depends on suppressing the colony rather than killing exposed individuals [5].

Direct nest treatments are often impractical due to nest size and subterranean
complexity. Consequently, control relies primarily on toxic baits composed of attractive organic
substrates, typically citrus pulp pellets, impregnated with an insecticidal active ingredient, most
commonly sulfluramid or fipronil [5,10]. Effective bait systems require a delicate balance:
foraging workers must remain sufficiently functional to transport the bait to the nest, yet the
active compound must ultimately impair key colony components, particularly the fungus

garden and the minor workers that tend it [5,9,11,12]. Because the queen is deeply protected
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within the nest, suppression of gardeners and fungal symbionts constitutes the main pathway

affecting queen and colony, leading to colony collapse [13,14].

Despite their efficacy, the active ingredients currently used in toxic baits face increasing
regulatory and environmental scrutiny. Fipronil is associated with environmental persistence,
soil contamination, and non-target toxicity [15,16], while sulfluramid may degrade into
persistent perfluorinated compounds subject to international restriction under the Stockholm
Convention [10,15,17,18]. Under certification frameworks such as those adopted by forest
stewardship organizations, the continued use of these compounds often depends on derogation
procedures [15,19]. As a result, forest-certified companies and integrated pest management
programs increasingly seek alternative solutions with reduced environmental footprint,

particularly within the realm of bioinsecticides [5,16,19].

Plants constitute a prolific source of biologically active secondary metabolites, evolved
as part of their innate defense against herbivores and pathogens [20,21]. Among plant-derived
products, essential oils are complex mixtures dominated by terpenoids, phenylpropanoids, and
related volatile compounds whose biological activity reflects both individual constituents and
potential synergistic interactions [22-24]. Essential oils have demonstrated insecticidal,
antimicrobial, and antifungal properties across a range of target organisms, acting through
contact, ingestion, or fumigation in insects, and through membrane disruption and interference
with cellular integrity in fungi [25-27]. Such properties render them plausible candidates for

incorporation into colony-targeted bait systems.

However, research evaluating essential oils against leaf-cutting ants remains
comparatively limited and often focuses on worker mortality without distinguishing between
castes or considering effects on the symbiotic fungus. Given that colony suppression depends
primarily on the integrity of the fungal garden and its attending minor workers, assessing caste-
specific responses and fungitoxic activity is therefore essential when evaluating plant-derived

compounds for bait-based colony management.

We therefore selected five plant species with documented biological activity and distinct
chemical profiles: weeping willow (Salix babylonica), Surinam cherry (Eugenia uniflora),
weeping bottlebrush (Melaleuca viminalis), ginger (Zingiber officinale), and black pepper
(Piper nigrum). These species were chosen based on previous reports of insecticidal and/or
antifungal activity of their extracts or essential oils against agricultural pests and

phytopathogenic fungi, the presence of bioactive terpenoids and phenolics, and their local
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availability for extraction [28-32]. Despite this evidence, their effects on leaf-cutting ants and
the mutualistic fungus Leucoagaricus gongylophorus remain largely unexplored, justifying

their evaluation as candidates for colony-targeted control.

Two economically important leaf-cutting ant species were assessed: the parasol ant (Atta
sexdens) and the quenquém (Acromyrmex subterraneus). Foragers and gardeners were tested
separately, along with the cultivated fungus L. gongylophorus. We hypothesized that essential
oil toxicity would vary with concentration and biological target, potentially revealing
differential susceptibility among worker castes and measurable effects on fungal growth. We
further hypothesized that selective impairment of gardeners and/or fungal development,
coupled with comparatively lower toxicity to foragers, would represent a desirable profile for
potential incorporation into toxic bait systems aimed at colony-level suppression. Thus, this
study moves beyond conventional screening by integrating colony-functional targets with

complex botanical oils.

2. Materials and Methods

2.1 Collection and identification of botanical materials

Plant materials were collected in Minas Gerais and Espirito Santo States, Brazil, and
voucher specimens were deposited in the Herbarium of the Federal University of Vigosa, where
taxonomic identification was performed by specialists following standard herbarium
procedures (Mori et al., 1989). Voucher codes were assigned as follows: weeping willow (Salix
babylonica) — VIC58262; weeping bottlebrush (Melaleuca viminalis) — VIC58261; and
Surinam cherry (Eugenia uniflora) — VIC58260. Ginger rhizomes (Zingiber officinale) were
obtained commercially in Vigosa (MG, Brazil), and black pepper grains (Piper nigrum) were
collected at Agua Boa Farm, Sdo Mateus, Espirito Santo, Brazil (18°4'36"S, 40°02'49"W).

Plant material was cleaned to remove debris, and leaves or rhizomes were chopped into
small fragments immediately prior to hydrodistillation to minimize the loss of volatile

constituents, following standard procedures for essential oil extraction.

2.2 Essential oil extraction and yield

Fresh leaves of weeping willow (S. babylonica), Surinam cherry (E. uniflora) and
weeping bottlebrush (M. viminalis), as well as ginger rhizomes (Z. officinale), were divided into
three 100 g portions for hydrodistillation. For the black pepper, three 50 g portions of dried
peppercorns were used. The samples were homogenized with 1 L of distilled water and

subjected to hydrodistillation for 3 h using a modified Clevenger-type apparatus connected to
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a 2 L round-bottom flask, following established protocols for essential oil extraction carried out

in triplicate [33].

The essential oils of Surinam cherry and ginger were collected by decantation. For the
remaining species, the oils were recovered from the hydrosol (200 mL) by extraction with
dichloromethane (3 x 15 mL). The combined organic phases were dried over anhydrous sodium
sulfate, filtered, and concentrated under reduced pressure. Yields were determined
gravimetrically, and the oils were stored in amber vials at —5 °C until use. Chemical
composition was determined by GC-MS (Shimadzu GCMS-QP2010C Ultra) equipped with an
SPB-5 capillary column (30 m x 0.25 mm x 0.25 um). Helium was used as carrier gas at 1.60
mL min~'. The oven temperature was programmed from 40 °C to 300 °C at 5 °C min™". Injector
and detector temperatures were 220 °C and 300 °C, respectively [34]. Compounds were
identified by comparison of mass spectra with NIST library data and literature references,

supported by calculation of linear retention indices (LRI) relative to n-alkane standards [35].

2.3 Ant colonies

Colonies of the parasol ant (Atta sexdens) and the quenquém (Acromyrmex
subterraneus) were collected in Vigosa, Minas Gerais, Brazil (20°45'14"S, 42°52'54"W) and
maintained under controlled laboratory conditions (25 £ 5 °C; 75 + 5% RH; 12:12 h L:D) as
previously detailed [36]. Colonies were provisioned daily with acalypha leaves (Acalypha
wilkesiana) and water, and they were maintained under controlled conditions of temperature
(25£5 °C), relative air humidity (75+5%), and photoperiod (12h:12h, light/dark). Fungus
gardens averaged approximately 1 L per colony. Colonies were deprived of fresh substrate for

24 h prior to bioassays to standardize physiological conditions [37]

2.4 Toxicity bioassays with worker ants

Toxicity was evaluated separately for foraging (head capsule 2.0-2.2 mm) and
gardening workers (0.8-1.0 mm) from five independent colonies per species. Topical
application was employed as a standardized laboratory exposure method to ensure controlled
dosing. Essential oils were diluted in 0.50% Tween 80 in distilled water at concentrations of
0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, and 1 mg mL™". The control consisted of 0.50% Tween 80 in distilled
water. These concentrations were selected based on previous studies evaluating essential oils
and terpenoid components against insect pests, and on preliminary range-finding assays aimed

at spanning sublethal to clearly lethal exposure levels.
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For each essential oil and caste, five replicates were used, each consisting of 10 workers
and individuals originating from a single colony to preserve colony-level independence.
Individuals were maintained in Petri dishes (10 cm diameter) with water and honey solution
(1:1). Foraging workers received 1 pL of solution applied to the thorax; gardening workers
received 0.5 pL [42]. These volumes were chosen based on preliminary body-mass
measurements and pilot assays, in which gardeners displayed approximately half the body mass
of foragers, so that 0.5 pL in gardeners and 1 puL in foragers delivered a comparable dose per
unit body mass without causing solvent-related mortality or obstructing spiracles and
appendages. Controls received equivalent volumes of solvent solution. Mortality was recorded
daily for seven days, and time-to-death (days) was used for survival analysis. Overall,
concentration-dependent toxicity in quenquém is likely oil- and caste-specific, with clearer
effects likely observed among gardeners than foragers, notwithstanding the use of

body-mass-adjusted volumes to approximate similar dose per unit mass between castes.

2.5 Toxicity bioassays with the symbiotic fungus

The fungus was isolated from nests of the parasol leafcutter ant by removing a small
portion from the youngest part of the garden, a gray-colored region, and then aseptically
transferring it to Petri dishes containing culture medium. The culture medium contained
peptone, sodium chloride, malt extract, glucose, rolled oats, agar, distilled water, and rifampicin
to prevent bacterial contamination. Media were autoclaved at 120 °C and 1.1 atm for 30 min

[38].

The preliminary screening was conducted at 100 mg mL™" (10 plates per essential oil
and 10 control Petri dishes). The screening concentration and subsequent dilution series were
chosen in line with published fungitoxicity assays of essential oils on phytopathogenic fungi
and with our initial range-finding tests. Ginger and bottlebrush essential oils were subsequently
evaluated at concentrations of 0.01, 0.1, 1, 10, and 100 mg mL™", using 10 plates per
concentration for each oil and 10 plates for the corresponding solvent control [39]. Oils were
diluted in 0.50% Tween 80 in distilled water, and 100 pL were spread evenly onto the medium
surface using a Drigalski loop to ensure uniform distribution. Controls received solvent only.
A 1 cm-diameter fungal plug was placed at the center of each plate (10 mL of medium per
plate). Plates were sealed and incubated at 25 + 2 °C for 30 days. Fungal growth was quantified
by measuring colony area using ImageJ [40], and by determining final dry mass after oven-

drying at 28 °C until constant weight.
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2.6 Statistical analyses

Survival analyses of both leaf-cutting ant species (4. sexdens and Ac. subterraneus)
were performed separately for foraging and gardening castes exposed to different
concentrations of essential oils. Time to death (days) was recorded for each individual, and
survival curves were constructed using Kaplan—Meier estimators for each extract-concentration
combination. Analyses were conducted in R using the survival, survminer, multcompView, and
dplyr packages. The Surv() function was used to create survival objects from time and event
(death or censoring) variables. Models were fitted using survfit(), stratified by concentration
within each essential oil. Survival curves were plotted using ggsurvplot(), and global
differences among concentrations were assessed using the log-rank (Peto—Peto) test [41]. When
the global test was significant, pairwise log-rank comparisons among concentrations were
performed and p-values were adjusted using Bonferroni correction to control the family-wise

error rate within each essential-oil x caste x species combination.

Fungal growth area and dry mass were initially assessed for normality (Shapiro—Wilk)
and homogeneity of variances (Bartlett). As assumptions were not met and the Box—Cox
transformation was unsuccessful, treatments were compared using the Kruskal-Wallis test,
followed by multiple comparisons (agricolae package). For essential oils exhibiting
concentration-dependent responses (ginger and bottlebrush), linear regression models were
fitted to evaluate the relationship between concentration (log-transformed) and fungal growth
parameters. Model assumptions were verified prior to interpretation. Results are presented as

regression coefficients, R?, F statistics, and p-values.

3. Results

3.1 Chemical composition, identification, and yield of essential oils

The chemical composition of the essential oils is presented in Table 1. The yield of
essential oil from weeping willow leaves was 0.77% (m/m), with bicyclogermacrene (19.75%),
spathulenol (18.29%), and myrcene (16.02%) as the major constituents. Surinam cherry leaves
yielded 0.82% (m/m), with germacrone (36.57%), ledene (6.39%), and selina-3,7(11)-diene
(2.89%) as the predominant components. In contrast, the essential oil yield from weeping
bottlebrush leaves was lower (0.53% m/m) and was characterized by a strong predominance of
1,8-cineole (75.77%), followed by a-pinene (17.32%) and 3-cyclohexene-1-methanol, a,0,4-
trimethyl (3.00%). The highest yields were obtained from ginger (1.82% m/m) and black pepper
(1.40% m/m). Ginger essential oil was mainly composed of camphene (34.93%), B-
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phellandrene (27.91%), and a-pinene (11.86%), whereas black pepper essential oil was
dominated by cis-caryophyllene (37.27%), limonene (21.41%), and B-pinene (12.67%).

Table 1. Chemical characterization of the essential oils from weeping willow (Salix babylonica), Surinam cherry (Eugenia
uniflora), weeping bottlebrush (Melaleuca viminalis), ginger (Zingiber officinale), and black pepper (Piper nigrum).

. Al Al . °
Contituents (cale)  (lit.) Relative peak area (%)
Weeping Surinam Weepi
ping Ginger Black
willow cherry
bottlebrush (z pepper
S, (E. M. . '
b abyg onica) uniflora) viminalis) officinale) (P. nigrum)
1 a-Thujene 942 924 - - - - 0.55
2 Camphene 945 946 - - - 35.17 -
3 a-Pinene 948 932 0.95 - 17.32 11.95 5.71
4 Sabinene 989 969 13.23 - - - 4.76
5 B-Pinene 991 974 - - 1.74 - 12.67
6 a-Phellandrene 1003 1002 - - - 1.04 -
7 Myrcene 1008 988 - - 0.40 2.72 1.58
8 B-Myrcene 1008 NI 16.02 - - - -
9 [3- Phellandrene 1027 1025 0.37 - - 28.11 -
10 1,8-Cineole 1029 1026 - - 75.77 5.72 -
j Propanoic acid, 2- 05, 9 - - 123 - -
methyl, pentyl ester
12 a-Terpinene 1032 1014 0.12 - - - -
Benzene, 1-methyl-2-
(1-methylethyl)- ) ) ) )
13 (CAS) I-Methyl-2- 1039 NI 0.17
isopropylbenzene
14 Limonene 1044 1024 - - 2141
15 y-Terpinene 1074 1054 0.23 - 0.54 - -
Furan, 3-(4-methyl-3-
16  pentenyl)- (CAS) 1117 1102 0.46 - - - -
Perillen
3-cyclohexene-1-
17 methanol, o,0,4- 1206 1186 - - 3.00 - -
trimethyl
13 3,7-Nonadien-2-one, 1260 NI ) i i 126 )
8-methyl
19 a-Copaene 1392 1374 - - - - 6.24
(-)-Elema-1,3,11(13)-
20 trien-12-ol 1410 - - 0.45 - - -
21 Trans-caryophyllene 1437 1417 13.47 1.45 - - -
22 cis-caryophyllene 1438 1408 - - - - 37.27
23 o-Amorphene 1457 1483 - 0.85 - -



59

24 a-Humulene 1470 1452 0.99 - - - 2.34
25 a-Zingiberene 1480 1493 - - - 10.04 -
26 Farnesene <(E,E)-o-> 1492 1505 - - - 2.51 -
27 Germacrene D 1498 1480 7.22 - - - -
28 Trans-p-Guaiene 1505 1502 - 0.25 - - -
29 B-Sesquiphellandrene 1507 1521 - - - 1.49 -
30 Ledene 1515 1496 - 6.39 - - -
31 Bicyclogermacrene 1515 1500 19.75 - - - -
32 Curzerene 1516 1499 - 1.36 - - -
33 B-Bisabolene 1525 1505 - - - - 3.29
34 5-Cadinene 1540 1522 - - - - 1.81
35 NI 1555 1452 - 4.77 - - -
36 Selina-3,7(11)-diene 1562 1545 - 2.89 - - -
37 Spathulenol 1596 1577 18.29 - - - -
38 Caryophyllene oxide 1600 1582 8.73 - - - 2.36
39 Germacrone 1718 1693 - 36.57 - - -
40 NI 1775 1476 - 24.44 - - -
41 NI 1779 1476 - 20.58 - - -

TR = retention time; Al (calc.) = calculated arithmetic index; Al (lit.) = literature arithmetic index; %Area = relative peak area

calculated from the chromatogram; NI = not identified.
3.2. Toxicity of essential oils to quenquém workers

Among quenquém foragers, survival differed significantly across concentrations when
exposed to black pepper and ginger essential oils (}* > 32.60; d.f. = 5; p <0.005) (Figure 1). In
contrast, no significant concentration-dependent effect was observed for weeping willow,
weeping bottlebrush, or Surinam cherry essential oils (> < 8.97; d.f. = 5; p > 0.11). For
quenquém gardeners, significant differences in survival were detected for all essential oils (y*
>23.8;d.f.=5; p<0.001), except for weeping bottlebrush (x> = 6.0; d.f. = 5; p = 0.31) (Figure
2). Overall, concentration-dependent toxicity in quenquém was oil- and caste-specific, with

clearer effects observed among gardeners than foragers.
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Figure 1. Kaplan—Meier survival curves showing the cumulative survival probability of quenquém forager ants (Acromyrmex
subterraneus) following topical application of essential oils at concentrations of 0, 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, and 1 mg mL™".
Curves sharing the same letter do not differ significantly (p > 0.05).

(A) Black pepper essential ail (B) Ginger essential ol
1.0 104
e — —" = . e
o —o? ! 8 -
£ o] =340 ) 13 2 G64 v R — ab
3 ™ df.=5 T © ab
§ p<0.001 v _fgﬂ . | ab
o A 7 | #ab
8 08+ +ab & 08 =2380
= w df.=5
o 8§ — abc [} : - L 2
% ':‘abr,d % p<0.001 s
5 0.7 B ] 5 074
@ n eb
g g
§ 061 —e— 0.00mgml | 8 081 e 0.00mgml
2 ¥ 0.0001 mg/ml A bed =4 —v— 0.0001 mg/ml
3 a 0.001 mgiml & = 0001 mg/ml
054 —&— 0.01 mg/ml 0.5 @— 0.01 mg/ml
—A— 0.10 mg/ml —A— 0.10 mg/ml
—&— 1.00 mg/m| Bd —&— 1.00 mg/m!
04 - - : - - - - : 04 T T T T : - T -
0 1 2 3 4 5 8 7 [ 1 2 3 4 5 6 7
Days Days
(C) Surinam cherry essential oil (D) Weeping willow essential oil
1.0 4 a
= ilaa = == == ===
> E—.
> a g g @ ab
£ ] ) 03 > ¥*=13042 b - 4
E 09 . 3 g s o —— . £ 097 gi=s
g ¥ =271 o a o p<0.001
] df.=5 g
684 003 i 1 ——
= p<0.00 55 = 0.8 1
3 2 ¢
= g b
g 074 2 07+ o
e ‘—l 5
@ =
c
& 0.8 ®— 0.00 mg/ml +b 8 064  _g— 000 mgmi
5 v 0.0001 mg/ml T v 0.0001 mg/mi
] & 0.001 mgiml (6] - 0.001 mg/mi
0.5 4 4— 0.01 mg/ml 054 —— 001 mgml
4— 0.10 mg/m| —a— 0.10 mg/ml
—&— 1.00 mg/m| —&— 1.00 mg/ml
04 T T T T T T T T 04 . - - - - - T T
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
Days Days

Figure 2. Kaplan—Meier survival curves showing the cumulative survival probability of quenquém gardener ants (Acromyrmex
subterraneus) following topical application of essential oils at concentrations of 0, 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, and 1 mg mL"".

Curves sharing the same letter do not differ significantly (p > 0.05).

3.3. Toxicity of essential oils to parasol leafcutter workers

Among parasol leafcutter workers (Atta sexdens), no significant concentration-
dependent effect was observed for foragers exposed to weeping willow or ginger essential oils

(® < 5.52; df. = 5; p > 0.36). Across treatments, no consistent concentration—mortality
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relationship was detected for leafcutter foragers (y*> < 8.70; d.f. = 5; p > 0.12). In contrast,
gardener survival differed significantly across concentrations for the essential oils of weeping
bottlebrush, black pepper, and Surinam cherry (¥* > 15.7; d.f. = 5; p < 0.008) (Figure 3). Across
treatments, no consistent concentration—mortality relationship was detected for leafcutter
foragers (x> <8.70; d.f. = 5; p>0.12). Thus, at the tested concentrations, essential oils exhibited
limited toxicity toward leafcutter foragers, whereas bottlebrush, black pepper, and Surinam

cherry oils showed insecticidal activity against gardeners.
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Figure 3. Kaplan—Meier survival curves showing the cumulative survival probability of parasol leafcutter worker ants (Atta
sexdens) following in vitro topical application of essential oils at concentrations of 0, 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, and 1 mg mL™".

Curves sharing the same letter do not differ significantly (p > 0.05).



62

3.4. Toxicity of essential oils to the symbiotic fungus L. gongylophorus

In the control treatment, no inhibition of L. gongylophorus growth was observed.
Control values were therefore used as the baseline to estimate inhibition in the essential oil
treatments. The mean fungal growth area in the control was approximately 150 cm?, indicating
normal development and differing significantly from treatments containing essential oils at

100.00 mg mL™" (H=20.18; d.f. = 5; p < 0.001) (Figure 4).

All essential oils significantly reduced fungal growth area and dry mass relative to the
control (Figure 4). Bottlebrush and ginger essential oils completely suppressed mycelial
development at 100.00 mg mL™", resulting in visually undetectable growth and near-zero fungal
biomass, consistent with strong fungicidal activity. Surinam cherry essential oil exhibited
partial inhibition, with a mean growth area of approximately 20 cm?. In contrast, weeping
willow and black pepper oils caused moderate reductions in growth, with mean areas of
approximately 50 cm? and 80 cm?, respectively (Figure 4).
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Figure 4. Effects of essential oils (100 mg mL™") on (A) growth area (cm?) and (B) dry mass (g) of the symbiotic fungus
Leucoagaricus gongylophorus. Comparisons among treatments were performed using the Kruskal-Wallis test (p < 0.05).
Boxplots represent data distribution, with the horizontal line indicating the median; points beyond the whiskers are considered
outliers. The notation “ns” indicates no significant difference among treatments.
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Given their pronounced inhibitory effects at 100.00 mg mL™", bottlebrush and ginger
essential oils were further evaluated in concentration—response assays using lower
concentrations up to the initial screening level. However, bottlebrush essential oil did not
exhibit a significant concentration-dependent effect on fungal growth area or dry mass across
the tested range (Figure 4). In contrast, ginger essential oil significantly reduced fungal growth

area and dry mass at concentrations above 10.00 mg mL™" (Figure 5).
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Figure 5. Effects of essential oils from ginger (Zingiber officinale) and weeping bottlebrush (Melaleuca viminalis) on (A)
growth area (cm?) and (B) mass (g) of the symbiotic fungus Leucoagaricus gongylophorus.

4. Discussion

The growing interest in bioinsecticides reflects societal and regulatory concerns

regarding the environmental persistence and non-target effects of conventional synthetic
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pesticides [23,42]. However, the distinction between ‘natural’ and ‘synthetic’ does not equate
to safety, and both require careful ecological scrutiny [43—45]. While stored-product and
commodity pests dominate the bioinsecticide literature, comparatively little attention has been
directed toward social insect pests such as leaf-cutting ants [46]. Consequently, progress in
developing effective ant baits based on bioinsecticides remains limited, with only a few

preliminary candidates showing potential [11,13,47,48].

The design of toxic ant baits imposes specific biological constraints. Effective
compounds must exhibit low toxicity toward foragers—so as not to prevent bait transport to the
nest—while affecting gardeners, queens, or the symbiotic fungus responsible for colony
nutrition [5,8,14]. Additionally, high vapor pressure, rapid degradation, or excessive acute
toxicity may impair colony-level suppression; for example, overly fast-acting compounds can
kill foragers before they return to the nest, reducing bait intake and limiting downstream effects
on gardeners and the fungus [5,11]. These constraints partly explain the continued reliance on

sulfluramid and fipronil, despite regulatory restrictions and derogations [10].

In this context, we evaluated the bioinsecticidal potential of essential oils from five plant
species against two worker castes, foragers and gardeners, of two leaf-cutting ant species, and
against their symbiotic fungus Leucoagaricus gongylophorus. We hypothesized that toxicity
would be caste-dependent and concentration-dependent, and that fungal growth would be

susceptible to oil exposure. Our results partially support these hypotheses.

Caste-specific responses were evident. Concentration-dependent effects were more
pronounced among gardener workers than foragers, particularly for black pepper and Surinam
cherry essential oils. Ginger and willow oils showed concentration-dependent responses only
in quenquém gardeners, whereas bottlebrush oil affected Atta sexdens gardeners. Importantly,
forager mortality was generally low, a desirable characteristic for bait-based delivery systems.
However, gardener mortality rarely exceeded 50% after seven days, which falls below the
efficacy typically required for registration of conventional insecticides in Brazil [49]. Thus,
although selective activity toward gardeners was observed, the magnitude of insecticidal effects
was limited. Nonetheless, even partial suppression of gardener workers may increase fungal
vulnerability by reducing maintenance and hygiene behaviors, potentially delaying colony

destabilization.

The essential oils evaluated here were dominated by mono- and sesquiterpenes,

including a- and B-pinene, limonene, 1,8-cineole, bicyclogermacrene, germacrone, and
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caryophyllene derivatives. Many of these compounds have been associated with insecticidal,
repellent, or fungitoxic activity, acting through neurotoxicity, membrane disruption, and
interference with cellular integrity [22,25-27]. For example, camphene, germacrone, and
a-humulene have shown significant toxicity towards Lepidopteran and mite pests, while

monoterpenes such as limonene and 1,8-cineole can impair both insects and fungi [50,51].

The relative peak area profiles in Table 1 suggest that oils enriched in monoterpenes, as
in ginger and bottlebrush, may favor stronger acute or fungicidal effects, whereas oils with
higher proportions of sesquiterpenes, such as Surinam cherry, displayed more moderate or
inconsistent responses in our assays [22,23,25-27,50-53]. At the same time, the biological
activity of essential oils arises from the combined action of major and minor constituents,
including synergistic and antagonistic interactions [54], so our GC-MS data should be viewed
as indicative rather than strictly predictive of individual compound effects [22—24,54]. The
relatively modest toxicity observed here suggests that optimization through fractionation,
formulation, or synergistic combinations would likely be required to enhance activity toward

target castes.

Within this framework, some major constituents emerge as likely contributors to the
observed activity. Bottlebrush oil contained high levels of 1,8-cineole and a-pinene, which have
been frequently implicated in insecticidal and fungitoxic effects. Ginger oil was enriched in
camphene and B-phellandrene, compounds that have shown toxicity to lepidopteran larvae and
stored-product pests, whereas black pepper oil was dominated by cis-caryophyllene and
limonene, both associated with insecticidal or repellent properties in other systems. The
stronger fungicidal effect of ginger oil and the caste-biased toxicity of bottlebrush oil are
therefore consistent with the presence of these active terpenoids, although the complex mixture
and potential interactions among constituents preclude definitive attribution to any single

compound [21-23,48].

At the mechanistic level, monoterpenes and sesquiterpenes can act on insects by
disrupting cuticular and cellular membranes, altering ion gradients, inhibiting
acetylcholinesterase and other neural enzymes, and inducing oxidative stress [22,24,27]. In
phytopathogenic fungi, similar compounds interfere with ergosterol biosynthesis and
membrane integrity, leading to leakage of intracellular constituents and impaired growth
[25,26,54]. Numerous studies also indicate that combinations of terpenoids can exhibit
synergistic or antagonistic interactions, so that the efficacy of an essential oil often exceeds

what would be predicted from its major components alone [55]. The moderate but selective
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effects observed here are therefore likely to arise from both the activity of individual

compounds and their interactions within each oil.

An alternative and potentially more promising target for ant bait development is the
symbiotic fungus L. gongylophorus, which sustains colony growth [6]. Essential oils are known
to disrupt fungal membrane integrity, interfere with ergosterol biosynthesis, and alter cell
permeability [22,25]. In our study, only bottlebrush and ginger essential oils completely
suppressed fungal growth at 100 mg mL™'. However, when tested across a broader
concentration range, only ginger oil maintained a significant concentration-dependent effect,

but only at higher doses.

The discrepancy observed for bottlebrush oil between the initial screening and
subsequent concentration-response assays may reflect compositional instability or volatility-
driven changes during storage and handling. As shown in Table 1, bottlebrush oil is dominated
by the monoterpenes 1,8-cineole and a-pinene, which are relatively volatile and susceptible to
oxidative degradation and evaporative loss during storage, heating, or repeated handling. A
reduction in the proportion or absolute amount of these major constituents between the
screening and follow-up assays could plausibly attenuate fungicidal potency, particularly at

lower concentrations.

Essential oil composition is known to vary with extraction method, storage conditions,
temperature, light exposure, and plant phenological stage [27]. Such variability can directly
influence biological activity and highlights the need to monitor chemical stability in bioassay-
driven studies. At the same time, we cannot exclude contributions from experimental variation,
including differences among fungal subcultures and plate-to-plate variability, to the

inconsistent bottlebrush response across assays.

Overall, ginger essential oil demonstrated fungicidal activity at high concentrations and
limited caste-selective insecticidal effects, whereas bottlebrush oil exhibited moderate gardener
toxicity and strong fungal inhibition at the screening concentration. Similar to other studies with
plant-derived products against social insects, the efficacy observed here is lower than that of
established synthetic active ingredients such as sulfluramid and fipronil, which still underpin
most operational bait formulations despite regulatory constraints. This reinforces the notion that
essential oils alone are unlikely to provide complete and reliable suppression of mature leaf-

cutting ant colonies.
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Given the biological complexity and resilience of leaf-cutting ant societies, practical
control strategies will likely require multi-target approaches that disrupt both worker castes and
the symbiotic fungus, and that integrate different modes of action [5,9,11-13]. In this context,
essential oils and their purified constituents may be better positioned as components of
integrated bait systems—either as co-active ingredients, synergists, or fungitoxic additives—
rather than stand-alone replacements for current insecticides [22,24] [21-23,48,54]. Our
findings thus highlight the importance of targeting functionally distinct components of social
insect colonies and provide initial guidance for selecting chemical profiles that merit further

optimization through formulation, fractionation, and synergistic combinations.
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CAPITULO 3
RESUMO

Graebin, Andressa, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Setembro, 2026.
Extratos de chaguinha (7Tropaeolum majus) com atividade inseticida em
sauva-limao (Atta sexdens): fracionamento biomonitorado e caracterizacio
quimica. Orientador: Raul Narciso Carvalho Guedes. Coorientadoras: Karina
Dias Amaral e Patricia Fontes Pinheiro.

A importancia da sauva-limao (Atta sexdens) como praga de sistemas agricolas e florestais,
associada a necessidade de alternativas ao controle convencional, tem ampliado o interesse por
compostos de origem natural com potencial inseticida. Neste estudo, avaliou-se o potencial
inseticida de extratos foliares de chaguinha (7ropaeolum majus) sobre operarias forrageadoras
e jardineiras de sativa-limao, por meio da triagem de extratos obtidos com diferentes solventes
polares e apolares. Os extratos mais ativos foram testados em diferentes concentracdes e
submetidos ao fracionamento biomonitorado. Inicialmente, oito extratos foram avaliados na
concentracdo de 100 mg mL™', dos quais foram selecionados os extratos de acetato de etila,
butan-1-ol e metanol para os ensaios em diferentes concentragdes. Esses extratos foram
avaliados em operdrias forrageadoras e jardineiras nas concentragdes de 100, 50, 25, 10 e 5 mg
mL™'. De modo geral, a reducdo da concentracdo foi acompanhada pela diminui¢do da
intensidade da atividade inseticida, embora os extratos tenham mantido efeito sobre as operarias
mesmo nas menores concentragoes avaliadas. Posteriormente, o fracionamento foi direcionado
para a amostra de maior atividade, a fracdo 7—11 do extrato de butan-1-ol, para aprofundar a
investigagdo quimica. A caracterizagdo quimica dessa fragcdo revelou uma matriz complexa,
com aproximadamente 45% de ésteres, destacando-se o palmitato de etila e o linoleato de etila.
Em razdo dessa composicdo, foi preparado e avaliado um biodiesel obtido pela
transesterificacao alcalina de 6leo de soja com etanol, como matriz enriquecida em ésteres de
acidos graxos. Esses dois constituintes também foram identificados em proporgdes relevantes
no biodiesel utilizado no bioensaio complementar, que resultou em aproximadamente 80% de
mortalidade entre operarias de 4. sexdens. A ocorréncia desses constituintes tanto na fragdao 7—
11 quanto no biodiesel, que apresentou atividade inseticida, sugere sua possivel associagdo com
a bioatividade. Entretanto, a baixa atividade observada nas fracdes avaliadas a 1% ndo permitiu
o prosseguimento da purificacdo até a obten¢dao de compostos isolados. Os resultados indicam

que a chaguinha apresenta potencial como fonte de constituintes com atividade inseticida sobre
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a sauva-limao, destacando os ésteres de acidos graxos como uma classe quimica de interesse

para investigac¢des futuras.

Palavras-chave: formigas-cortadeiras; atividade inseticida; fracionamento biomonitorado;
¢ésteres de acidos graxos.

1. INTRODUCAO

Historicamente, a pesquisa com produtos de origem vegetal, incluindo o isolamento ¢ a
elucidagdo estrutural de substancias, tem demandado esforcos extensivos (Linington et al.,
2019). Nesse contexto, estratégias de isolamento guiadas por bioensaios permitem relacionar
os perfis quimicos de extratos e fragdes aos resultados obtidos nos ensaios, contribuindo para a
identificacdo de compostos potencialmente associados aos efeitos observados (Bucar et al.,
2013). Essa abordagem ¢ particularmente relevante para a detecgdo de compostos presentes em
baixas concentragdes, mas que podem apresentar elevada atividade bioldgica (Kubo; Hanke,
1986). Por essa razdo, o isolamento guiado por bioensaios tem sido amplamente empregado na

prospeccao de substancias naturais com potencial de aplicacdo biologica.

A caracterizacdo quimica de produtos naturais oriundos de plantas possibilita, a
identificacdo de metabolitos secunddrios oriundos de plantas com propriedades inseticidas,
repelentes e fungicidas, ampliando o potencial desses recursos que podem ser empregados no
manejo de pragas (Teixeira et al., 2023; Defago et al., 2017; Biavatti et al., 2002). Entre essas
aplicagoes, a atividade inseticida apresenta interesse para o controle de formigas-cortadeiras,
especialmente na busca por novos produtos de origem vegetal (Bigi et al., 2004). Esse interesse
estad relacionado a importancia econdmica dessas formigas, entre as quais a saliva-limao (Atfa
sexdens) se destaca pelos danos causados em sistemas florestais, decorrentes da remocao de
material vegetal pelas coldnias para o cultivo do fungo simbionte (Magalhaes, 2025; Zanetti et
al., 2014). O cultivo obrigatdrio de Leucoagaricus gongylophorus constitui a base nutricional
das coldnias e representa um dos principais fatores associados ao sucesso ecologico das
formigas-cortadeiras (De Fine Licht et al., 2014; Conlon et al., 2022). Essa associagao esta
diretamente relacionada a obtengao e a selecao dos recursos vegetais utilizados pelas colonias.

A manutencdo dessa associagdo depende de um sistema de forrageamento no qual as
formigas tendem a selecionar preferencialmente plantas com maior valor nutricional e menores
concentragdes de metabolitos secundarios potencialmente prejudiciais ao fungo simbionte ou

as proprias operarias (Saverschek et al., 2010; Silva; Vasconcelos, 2011). Como consequéncia
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desse comportamento, a desfolha promovida por essas espécies pode ocorrer em diferentes
fases do desenvolvimento das culturas (Pereira, 2021), ocasionando prejuizos em dareas
agricolas, reflorestamentos e pastagens (Buteler et al., 2019; Gandra et al., 2016). Esse cenario
reforca a necessidade de estratégias compativeis com as particularidades bioldgicas e
ecoldgicas dessas formigas.

Diante dos impactos associados ao uso de pesticidas sintéticos, a utilizacao de produtos
de origem vegetal representa uma estratégia promissora para o desenvolvimento de alternativas
mais sustentaveis ao controle de pragas em sistemas agricolas e florestais (Brzozowski;
Mazourek, 2023; Meneghetti et al., 2015). Essa perspectiva estd diretamente relacionada aos
mecanismos naturais de defesa das plantas, que respondem a herbivoria por meio de sistemas
complexos e dinamicos, nos quais a defesa induzida constitui um dos principais mecanismos
de protecdo contra insetos-praga (Tlak Gajger; Dar, 2021). A defesa quimica constitui uma
importante dimensdo dessa resposta vegetal.

Dessa forma, os produtos naturais de origem vegetal constituem importantes fontes de
compostos biologicamente ativos (Jacob, 2009; Silva Melo et al., 2024) e podem integrar
estratégias de controle baseadas em biopesticidas, que abrangem agentes de controle de pragas
de origem natural, provenientes de plantas, animais e microrganismos (Godfray et al., 2010;
Jhala et al., 2020). Algumas espécies vegetais destacam-se, portanto, pela diversidade de
compostos bioativos e pelo potencial de suas aplicacdes no controle de pragas.

Nesse contexto, a chaguinha Tropaeolum majus L. (Tropaeolaceae) destaca-se por sua
ampla distribui¢do e importancia alimentar, medicinal e ornamental (Lourenco et al., 2014;
Silva et al., 2011). A espécie apresenta ampla diversidade fitoquimica, incluindo acidos graxos,
compostos fendlicos, flavonoides, carotenoides, terpenoides, filoxantobilinas, vitamina C e
glucosinolatos, destacando-se a glucotropaeolina entre estes wltimos (Frei et al., 2024; Ceslova
et al., 2023; Havlikova et al., 2026). Essa diversidade quimica contribui para o interesse da
espécie como fonte de compostos com potencial de atividade biologica.

O potencial da chaguinha no contexto das interagdes com formigas-cortadeiras vem
sendo investigado ao longo dos ultimos anos, com estudos voltados a avaliacdo da atividade de
seus extratos, de efeitos sobre o comportamento e a organizagdo social das colonias e, mais
recentemente, a investigagdo de possiveis compostos responsaveis por sua atividade (Ribeiro
et al., 2008; Ribeiro, 2011; Gandra, 2018; Graebin et al., 2024). Esses estudos reforcam o
potencial deste vegetal como fonte de substincias bioativas, mas também evidenciam a
necessidade de esclarecer a relacdo entre sua composi¢ao quimica e a atividade inseticida sobre

a sauva-limao, espécie de importancia econdmica em cultivos agricolas e florestas implantadas
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(Della Lucia et al. 2014; Magalhaes, 2025; Zanetti et al., 2014). Diante disso, este estudo teve
como objetivo avaliar o potencial inseticida de extratos de chaguinha (7ropaeolum majus) sobre
operarias forrageadoras e jardineiras de de sauva-limao Atta sexdens, por meio da triagem de
extratos obtidos com diferentes solventes, da avaliagao dos extratos mais ativos em diferentes
concentragdes e do fracionamento biomonitorado, buscando relacionar a atividade inseticida ao
perfil quimico dos extratos e das fragdes obtidas. Para isso, hipotetizou-se que: (i) os diferentes
extratos de chaguinha apresentariam diferentes niveis de atividade inseticida sobre operarias
forrageadoras e jardineiras de satva-limao; (ii) os extratos mais ativos manteriam atividade
inseticida em concentragdes inferiores as empregadas na triagem inicial, ainda que com redugao
da intensidade do efeito toxico; e (iii) o fracionamento dos extratos mais ativos permitiria
direcionar a investigacdo quimica para a identificacdo de constituintes associados a atividade

inseticida.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal

A chaguinha (Tropaeolum majus L.) (Tropaeolaceae) foi cultivada na Universidade
Federal de Vigosa (UFV), no municipio de Vicosa, Minas Gerais, Brasil. A identificacao
botanica foi realizada por especialista, ¢ uma exsicata foi depositada no Herbario da

Universidade Federal de Vigosa sob o numero VIC56925 (figura 1).

Figura 1 - Exsicata de Tropaeolum majus L. utilizada no estudo, depositada no Herbario da Universidade Federal
de Vigosa (VIC), sob o numero VIC56925.
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Foram utilizadas folhas de chaguinha (7. majus), coletadas e posteriormente submetidas
a secagem em estufa com circulagdo de ar, a temperatura de 30-35 °C durante 48 horas
(Maldonado et al., 2024). Apods a secagem, o material vegetal foi triturado até a obtengao de po

homogéneo, adequado aos procedimentos de extragao.

2.2 Obtencao dos extratos

Para a obten¢do de extratos com diferentes caracteristicas de polaridade, o material
vegetal foi submetido a duas estratégias de extracdo: maceracdo isolada e extracdo solido-
liquido sequencial. As extracdes foram realizadas utilizando-se a propor¢ao de 1:10 (m/v) entre
o material vegetal e o solvente extrator, sob agitacdo constante e a temperatura ambiente.
Aliquotas de 100 g do material vegetal pulverizado foram submetidas separadamente a
maceragdo em agua, etanol e metanol. Cada sistema permaneceu em maceragdo durante 72
horas (Vrca et al., 2025), a temperatura ambiente e sob agitagdo constante.

Uma segunda aliquota de 100 g do material vegetal pulverizado foi submetida a extracdo
solido-liquido sequencial, utilizando diferentes solventes em ordem crescente de polaridade.
Inicialmente, o material foi submetido & maceragdo com hexano durante 72 horas. Apos esse
periodo, a mistura foi filtrada e o residuo vegetal foi mantido a temperatura ambiente até a
evaporacao do solvente residual. O residuo foi entdo submetido sucessivamente a maceragao
com diclorometano, acetato de etila, butan-1-ol e metanol, mantendo-se o mesmo periodo de
extracao de 72 horas em cada etapa. Apds cada periodo, a mistura foi filtrada e o residuo vegetal
foi utilizado na etapa subsequente.

Ap6s a filtracdo, os extratos foram concentrados em evaporador rotativo sob pressao
reduzida, com a temperatura de evaporacdo ajustada de acordo com o solvente utilizado,
visando minimizar possiveis alteragdes dos constituintes quimicos. A concentracdo de extratos
vegetais por evaporagdo sob pressdo reduzida ¢ amplamente empregada para a remogao do
solvente e a obtengdo de extratos concentrados, especialmente por permitir a evaporacdo em
temperaturas inferiores ao ponto de ebuli¢do dos solventes a pressdo atmosférica (Zhang et al.,
2018). Os extratos concentrados foram transferidos para recipientes previamente tarados e
mantidos até a completa remocdo do solvente residual. Posteriormente, foram pesados para
determinagdo do rendimento de extracdo e armazenados em frascos de vidro ambar, protegidos

da luz e da umidade, até a realizacao dos bioensaios.

2.3 Obtenc¢ao e manutencio das colonias de satva-limao

As coldnias de satva-limao utilizadas nos bioensaios foram coletadas no municipio de

Vicosa, Minas Gerais, Brasil, entre outubro de 2024 e marco de 2025. Apos a coleta, foram
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transferidas para o Insetario da Universidade Federal de Vigosa, onde foram mantidas sob
condi¢des controladas, seguindo adaptacdes da metodologia descrita por Della Lucia et al.
(1993a). As colonias foram mantidas a temperatura de 25 + 5 °C, umidade relativa de 75 + 5%
e fotoperiodo de 12 h claro:12 h escuro. Durante o periodo de manutengdo, foram fornecidas
diariamente folhas frescas de acalifa (Acalypha wilkesiana Mull. Arg.) como substrato para
manuten¢do do jardim de fungo, além de agua.

Foram utilizadas colonias com aproximadamente 1 L de jardim de fungo, atividade
normal de forrageamento, jardim integro e auséncia aparente de contaminacgao, doencas ou
declinio fisiologico. Antes da realizacao dos bioensaios, o fornecimento de folhas de acalifa foi
interrompido, conforme adaptacdo da metodologia de Nagamoto et al. (2009), visando reduzir

possiveis efeitos de condicionamento alimentar e padronizar as condi¢des dos ensaios.

2.4 Selecao das operarias

Foram utilizadas operarias das castas forrageadora e jardineira de sativa-limao de cinco
colonias. Os individuos foram coletados imediatamente antes da instalacdo de cada
experimento. Foram selecionadas operarias visualmente integras, ativas e sem danos aparentes.
Individuos lesionados, debilitados ou que apresentassem comportamento anormal foram
descartados. A utilizagdo das duas castas permitiu avaliar a resposta de individuos com

diferentes funcdes na organizacao social da colonia.

2.5 Triagem biologica dos extratos

A atividade inseticida dos extratos de chaguinha foi inicialmente avaliada utilizando em
concentragdo unica de 100 mg mL™' (Amaral et al., 2019). Foram avaliados os oito extratos
obtidos pelas estratégias de extra¢do isolada e solido-liquido sequencial. Os experimentos
foram conduzidos separadamente para operarias forrageadoras e jardineiras. Cada bioensaio foi
constituido por cinco repeti¢cdes, sendo cada unidade experimental formada por 10 operarias
acondicionadas em placas de Petri de 10 cm de didmetro, contendo agua e solucdo de mel na
proporcao de 1:1. Os extratos foram aplicados topicamente sobre o torax das operarias com o
auxilio de uma micropipeta automatica. Para as operarias forrageadoras foi utilizado volume de
1 uL, enquanto para as jardineiras foi utilizado volume de 0,5 4L (Graebin et al., 2024). A
definicdo desses volumes decorreu de testes prévios e da afericdo da massa corporal, que
indicaram que as formigas jardineiras apresentavam cerca de metade do peso das forrageiras.
Assim, a aplicacao de 0,5 pL em jardineiras e 1 uL em forrageiras garantiu uma dosagem
proporcional por unidade de massa, evitando tanto a mortalidade associada ao solvente quanto

o bloqueio de espirdculos ou apéndices. Os respectivos grupos-controle receberam apenas o
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solvente utilizado na preparacao das solugdes. A mortalidade foi avaliada diariamente durante
sete dias, periodo que permitiu acompanhar a resposta das operdrias ao tratamento sob
condigdes laboratoriais, nas quais os individuos foram mantidos isoladamente e fora do
ambiente social e do jardim de fungo da colonia. Os resultados dessa etapa foram utilizados

para selecionar os extratos mais promissores para os ensaios de concentragdo—resposta.

2.6 Ensaios de concentrag¢ao—resposta

Os trés extratos previamente selecionados na triagem inicial realizada na concentragao
de 100 mg mL™", foram submetidos a ensaios em diferentes concentragdes (100, 50, 25,10 e 5
mg mL™"), com o objetivo de avaliar a manutencdo da atividade inseticida apos a reducdo da
concentragdo. Os experimentos foram conduzidos separadamente para operarias forrageadoras
e jardineiras, mantendo-se o delineamento utilizado na triagem inicial, com cinco repetigdes e
dez individuos por repeticao. As solucdes foram aplicadas topicamente sobre o torax das
operarias, utilizando-se os volumes correspondentes a cada casta. A sobrevivéncia foi avaliada
diariamente durante sete dias. Os extratos de acetato de etila, butan-1-ol e metanol, previamente
selecionados na triagem inicial, foram posteriormente utilizados nas etapas de prospecgao

biomonitorada, incluindo fracionamento e caracteriza¢ao quimica.

2.7 Fracionamento biomonitorado

Os extratos selecionados foram submetidos ao fracionamento biomonitorado, com o
objetivo de acompanhar a distribuicdo da atividade inseticida durante o processo de separagao
quimica (Bucar et al., 2013). O fracionamento foi realizado por cromatografia liquida em coluna
classica, utilizando 10 g de cada extrato (acetato de etila sequencial, metanol ndo sequencial e
butan-1-ol sequencial), aproximadamente 500 g de silica-gel como fase estacionaria. O extrato
foi previamente solubilizado em diclorometano ou acetato de etila e aplicado sobre a coluna. A
eluicdo foi realizada por meio de um gradiente de polaridade composto por misturas de
hexano:acetato de etila (1:1), procedimento amplamente empregado na separagdo de
constituintes de produtos naturais (Zhang et al., 2018). O gradiente iniciou-se na propor¢ao de
3:1 (v/v; 600:200 mL), seguido por 1:1 (100:100 mL) e, posteriormente, 1:3 (200:600 mL).
Durante o procedimento, o leito cromatografico foi mantido constantemente imerso em
solvente para preservar sua integridade fisica. As fragdes foram coletadas sequencialmente e
devidamente identificadas de acordo com a ordem de eluicao.

As fragoes coletadas foram monitoradas por cromatografia em camada delgada (CCD)
analitica, utilizando os mesmos sistemas de solventes empregados na eluigao da coluna. As

placas foram inicialmente avaliadas sob radiacdo ultravioleta (UV) e posteriormente



80

submetidas a revelacdo quimica por aspersdo com solu¢do de permanganato de potassio
(KMnOs), seguida de aquecimento, conforme procedimentos empregados para a visualizacao
de constituintes em analises cromatograficas de produtos naturais (Bucar et al., 2013; Still et
al.,, 1978). As fragdes que apresentaram perfis cromatograficos semelhantes, considerando
principalmente o nimero de manchas e os valores de Rf, foram agrupadas (Bucar et al., 2013;
Zhang et al., 2018). Apos o agrupamento, os solventes foram removidos sob pressdo reduzida

utilizando evaporador rotativo (Zhang et al., 2018).

2.8 Bioensaios das fracoes

Todas as fragdes obtidas a partir dos trés extratos selecionados foram avaliadas quanto
a atividade inseticida sobre operarias jardineiras de sauva-limdo. Os bioensaios foram
realizados utilizando a concentracdo de 1 mg mL™, com cinco repeti¢des de dez operarias por
tratamento. Cada operaria jardineira recebeu 0,5 pL da solugdo da fracdo aplicada topicamente
sobre o torax (Graebin et al., 2024). As operarias foram mantidas em placas de Petri contendo
agua ¢ solucdo de mel (1:1), nas mesmas condi¢des ambientais descritas anteriormente. A
mortalidade foi registrada diariamente durante sete dias. Os resultados foram utilizados para
acompanhar a distribuicdo da atividade bioldgica durante o fracionamento biomonitorado e

selecionar as fragdes de interesse para caracterizagao quimica.

2.9 Caracterizacao quimica das fracoes

\

As fragdes selecionadas foram submetidas a caracterizagdo quimica por técnicas
cromatograficas e espectroscopicas, incluindo FTIR, CG-EM e RMN. Os resultados das
andlises quimicas foram integrados aos dados dos bioensaios, permitindo investigar a
associacdo entre a composicdo quimica das fragdes e a atividade inseticida observada. As
fracdes foram submetidas a andlise por FTIR para identificagcdo dos principais grupos
funcionais presentes. Os espectros obtidos foram utilizados como informacao complementar as
analises cromatograficas e espectroscopicas subsequentes, contribuindo para a caracterizagao
quimica das fragdes. As fragdes foram analisadas por CG-EM com o objetivo de separar,
detectar e auxiliar na identificagdo dos constituintes quimicos (Yang et al., 2025). Para as
analises, aliquotas de aproximadamente 1-3 mg das amostras foram solubilizadas em
diclorometano e transferidas para frascos apropriados. A identificacdo preliminar dos
constituintes foi realizada mediante comparacdo dos espectros de massas obtidos com
bibliotecas espectrais disponiveis e, quando possivel, com indices de reteng¢ao e dados descritos

na literatura cientifica especializada (Yang et al., 2025; NIST, 2026). As fragdes também foram
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analisadas por RMN como ferramenta complementar para caracterizagdo estrutural dos
constituintes (Huang et al., 2024).

Para as analises de RMN, foram utilizadas aproximadamente 20-50 mg das amostras.
As amostras foram solubilizadas em aproximadamente 700 uL de cloroféormio deuterado
(CDCls) ou outro solvente deuterado adequado e transferidas para tubos de RMN devidamente
identificados. O emprego de solventes deuterados e de espectros de RMN de 'H e '*C constitui
procedimento amplamente utilizado na caracterizagao estrutural de produtos naturais (Nazarski,
2023; Huang et al., 2024). Os dados de RMN de 'H e '3C, combinados aos dados de
espectrometria de massas e as informagdes disponiveis na literatura, foram utilizados em
conjunto com os dados de espectrometria de massas e informagdes da literatura para auxiliar na
caracterizacgdo estrutural dos constituintes (Huang et al., 2024; Robien, 2017). Os compostos
que nao apresentaram quantidade suficiente para realizagdo de bioensaios individuais foram
identificados com base na compara¢io dos dados de RMN de 'H e 13C, de espectrometria de

massas e da literatura disponivel (Huang et al., 2024; Marcarino et al., 2022).
2.10 Relaciio entre composicao quimica e atividade inseticida

Os resultados obtidos nos bioensaios foram comparados aos perfis quimicos das
respectivas fragdes. A caracterizagdo da fracdo 7—11 revelou uma composi¢do complexa,
constituida principalmente por 4cidos graxos, ésteres, alcoois e terpenos, sendo os ésteres a
classe mais representativa, correspondendo a 44,53% da composicdo. Entre os compostos
identificados nessa classe, destacaram-se o palmitato de etila, o linoleato de etila, o linolenato
de etila, o hexadecanoato de butila e o octadeca-9,12,15-trienoato de butila. A elevada
representacdo dos ésteres na fragdo 7—11 levantou a hipotese de que essa classe poderia estar
associada a atividade inseticida observada. Para avaliar essa possibilidade, foi utilizado o
biodiesel como uma matriz enriquecida em ésteres de 4cidos graxos, permitindo verificar se
uma preparacdo com elevada representacdo dessa classe também apresentaria atividade

inseticida.

2.11 Producao e caracterizacio do biodiesel

O biodiesel foi obtido por transesterificagdo alcalina do dleo de soja utilizando etanol e
metoxido de potassio como catalisador. Inicialmente, 50 mL de 6leo de soja comercial foram
transferidos para um baldo de fundo redondo de 250 mL e aquecidos a 60 °C, sob agitacao

magnética. Em seguida, foi preparada uma solucdo catalitica contendo etanol e metdxido de
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potassio, empregando razao molar etanol:6leo de 6:1 e 1,0% (m/m) de catalisador em relagao a
massa do 6leo.

A solugdo etandlica de metdxido de potassio foi adicionada ao Oleo previamente
aquecido, mantendo-se a mistura sob agitacdo constante a 60 °C durante 1 hora. Ao término da
reacdo, a mistura foi transferida para um funil de separacdo e mantida em repouso por
aproximadamente 12 horas, permitindo a separag@o das fases. A fase inferior, correspondente
ao glicerol, foi descartada, enquanto a fase superior, contendo o biodiesel, foi lavada
sucessivamente com agua destilada morna até atingir pH neutro, visando a remog¢ao de residuos
de catalisador, etanol e glicerol. Posteriormente, o biodiesel foi seco com sulfato de sodio
anidro, filtrado e armazenado em frascos de vidro ambar, protegidos da luz, até a realizagdo das
analises quimicas e dos bioensaios. A metodologia foi baseada no procedimento descrito por
Celante et al. (2018) quanto ao emprego do metdxido de potassio como catalisador na producao
de biodiesel.

A composic¢ao quimica do biodiesel foi determinada por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas (CG-EM), visando identificar os ésteres etilicos de acidos graxos
presentes na amostra. A identificagdo dos constituintes foi realizada mediante comparacao dos
espectros de massas obtidos com bibliotecas espectrais ¢ indices de retengdo descritos na

literatura especializada.
2.12 Avaliacio da atividade inseticida do biodiesel

A utilizacdo do biodiesel constituiu uma prova de conceito complementar no estudo,
realizada apés a caracterizagdo quimica indicar que aproximadamente 45% da fracdo bioativa
(fracdo 7—11) era constituida por ésteres de acidos graxos. Diante da impossibilidade de isolar
todos os compostos puros em quantidade suficiente para bioensaios individuais, a escolha do
biodiesel justificou-se por sua caracteristica de matriz-modelo rica e padronizada em ésteres
graxos (>98%), compartilhando constituintes majoritarios (como palmitato de etila e linoleato
de etila) com a fracdo ativa da planta. O objetivo foi investigar experimentalmente se uma
matriz concentrada nessa classe quimica apresentaria atividade inseticida sobre sativa-limao,

fornecendo evidéncias sobre a relagdo entre a fungao quimica éster e a bioatividade.

O biodiesel foi avaliado por aplicacdo tdpica sobre operarias forrageadoras e jardineiras
de sativa-limao, seguindo o mesmo principio experimental empregado nos demais bioensaios.
As operarias foram distribuidas em delineamento inteiramente casualizado, juntamente com os

respectivos grupos-controle. As aplicacdes foram realizadas diretamente sobre o térax



83

utilizando micropipeta automatica, respeitando os volumes estabelecidos para cada casta. Apos
o tratamento, os insetos foram mantidos nas mesmas condi¢des de criagdo descritas
anteriormente e a sobrevivéncia foi monitorada diariamente por 7 dias. Foram consideradas

mortas as operarias que ndo apresentaram qualquer movimento apds estimulo mecanico.

2.13 Analises estatisticas

Os dados de sobrevivéncia das operarias foram submetidos a andlise de sobrevivéncia
pelo método de Kaplan—Meier (Kaplan; Meier, 1958), para obtencdo das curvas de
sobrevivéncia. As curvas foram comparadas pelo teste de log-rank (Peto; Peto, 1972), adotando-
se nivel de significancia de 5%. A normalidade e a homogeneidade dos residuos foram
verificadas utilizando o pacote performance. Quando necessaria, a sobredispersdao dos modelos
foi ajustada e as diferengas entre tratamentos foram avaliadas por contrastes, considerando P <
0,05. As analises foram realizadas no software R, versao 4.2.1, utilizando a interface RStudio,

versao 2022.2.3 (R Core Team, 2022)

3. RESULTADOS
3.1 Atividade inseticida dos extratos de Tropaeolum majus

A atividade inseticida dos extratos de chaguinha foi inicialmente avaliada sobre
operarias forrageadoras e jardineiras de sativa-limao, utilizando diferentes sistemas de extragao,
na concentragdo de 100 mg mL™'. As curvas de sobrevivéncia evidenciaram diferencas na
resposta das operarias aos extratos ao longo do periodo de avaliagdo, tanto para os extratos
preparados em Tween (Figura 2A-2B) quanto para aqueles preparados em acetona (Figura 3A-
3B). Entre os tratamentos, os extratos obtidos com acetato de etila, butan-1-ol e metanol
promoveram as maiores reducdes na sobrevivéncia das operarias e, por apresentarem maior
atividade inseticida na triagem inicial, foram selecionados para os ensaios subsequentes de
concentracdo—resposta. A resposta observada também variou entre as castas, com diferentes
padrdes de sobrevivéncia entre operarias forrageadoras e jardineiras ao longo do periodo

experimental.
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Figura 2 - Curvas de sobrevivéncia de operarias forrageadoras (A) e jardineiras (B) de sauva-limao (Atta sexdens)
apos aplicagdo topica dos extratos de chaguinha (Tropaeolum majus), preparados em Tween, na concentragdo de
100 mg mL™', durante o periodo de avaliagdo. Curvas seguidas por letras diferentes diferem significativamente
pelo teste de log-rank.
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Figura 3 - Curvas de sobrevivéncia de operarias forrageadoras (A) e jardineiras (B) de sativa-limao (A4tta sexdens)
apos aplicacao topica dos extratos de chaguinha (Tropaeolum majus), preparados em acetona, na concentragao de
100 mg mL, durante o periodo de avaliagdo. Curvas seguidas por letras diferentes diferem significativamente
pelo teste de log-rank.

3.2 Efeito da concentracao sobre a atividade inseticida

Apos a triagem inicial dos extratos na concentracdo de 100 mg mL™", os extratos de
acetato de etila, metanol e butan-1-ol, que apresentaram maior atividade inseticida, foram
avaliados nas concentracdes de 5, 10, 25, 50 e 100 mg mL™". Os ensaios foram conduzidos
separadamente com operdarias forrageadoras e jardineiras de sauva-limao, e a sobrevivéncia foi
acompanhada durante sete dias. A resposta a concentragdo diferiu entre os extratos e entre as

castas avaliadas. Para os extratos de acetato de etila e butan-1-ol, foram observadas diferencas
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significativas na sobrevivéncia das operarias entre as concentragdes testadas, enquanto, para o

extrato de metanol, esse efeito foi observado apenas entre as jardineiras (Figuras 4—6).

3.2.1 Extrato de acetato de etila

O extrato de acetato de etila reduziu significativamente a sobrevivéncia das operarias
forrageadoras em funcao da concentracao (y*> = 123,0; gl =5; P <0,001). Ao final de sete dias,
a sobrevivéncia foi de aproximadamente 94% no controle e de 52, 75, 77, 8 e 6% nas
concentragdes de 5, 10, 25, 50 e 100 mg mL™, respectivamente. As maiores redu¢des na
sobrevivéncia ocorreram nas concentragoes de 50 e 100 mg mL™, que apresentaram os menores
valores ao final do periodo experimental (Figura 4A). Entre as jardineiras, também foi
observada diferenca significativa entre as concentragdes (¥*> = 95,5; gl = 5; P < 0,001), com
sobrevivéncia de aproximadamente 86% no controle e reducdo progressiva com o aumento da
concentragdo, atingindo cerca de 40, 34, 30, 12 e 10% nas concentragdes de 5, 10, 25, 50 e 100

mg mL™, respectivamente (Figura 4B).
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Figura 4 - Curvas de sobrevivéncia de operarias forrageadoras (A) e jardineiras (B) de satva-limdo (4tta sexdens)
apos aplicagdo topica do extrato de acetato de etila de chaguinha (Tropaeolum majus), nas concentragdes de 5, 10,
25, 50 e 100 mg mL™', durante o periodo de avaliagdo. Curvas seguidas por letras diferentes diferem
significativamente pelo teste de log-rank.

3.2.2 Extrato de metanol

Para o extrato de metanol, ndo foram observadas diferencas significativas na
sobrevivéncia das operarias forrageadoras entre as concentragdes avaliadas (y> = 7,6; gl =5; P
=0,2). Ao final de sete dias, a sobrevivéncia permaneceu elevada, variando aproximadamente
entre 68 e 90% entre os tratamentos (Figura SA). Em contraste, as jardineiras apresentaram

diferenca significativa entre as concentragdes (x> = 59,7; gl = 5; P < 0,001), com redu¢do da
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sobrevivéncia em relacdo ao controle. Ao final de sete dias, a sobrevivéncia foi de
aproximadamente 90% no controle e de 48, 34, 29, 27 ¢ 34% nas concentracdes de 5, 10, 25,

50 e 100 mg mL™", respectivamente (Figura 5B).
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Figura 5 - Curvas de sobrevivéncia de operarias forrageadoras (A) e jardineiras (B) de sauva-limao (Atta sexdens)
apos aplicacdo topica do extrato de metanol de chaguinha (7Tropaeolum majus), nas concentragdes de 5, 10, 25, 50
e 100 mg mL™', durante o periodo de avaliagdo. Curvas seguidas por letras diferentes diferem significativamente
pelo teste de log-rank.

3.2.3 Extrato de butan-1-ol

O extrato de butan-1-ol apresentou efeito significativo da concentracdo sobre a
sobrevivéncia das operarias forrageadoras (¥* = 50,2; gl = 5; P <0,001). Ao final de sete dias,
a sobrevivéncia foi de aproximadamente 92% no controle e de 63, 78, 35, 36 e 44% nas
concentragdes de 5, 10, 25, 50 e 100 mg mL™, respectivamente (Figura 6A). Entre as
jardineiras, também foi observada diferenca significativa entre as concentragdes (y*> = 63,6; gl
=5; P<0,001), com sobrevivéncia de aproximadamente 90% no controle e de 29, 20, 31, 14 e

33% nas concentracdes de 5, 10, 25, 50 e 100 mg mL', respectivamente (Figura 6B).
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Figura 6 - Curvas de sobrevivéncia de operarias forrageadoras (A) e jardineiras (B) de sauva-limao (Atta sexdens)
apos aplicacao topica do extrato de butan-1-ol de chaguinha (Tropaeolum majus), nas concentragdes de 5, 10, 25,
50 e 100 mg mL™!, durante o periodo de avaliagdo. Curvas seguidas por letras diferentes diferem significativamente
pelo teste de log-rank.

3.3 Fracionamento biomonitorado e atividade inseticida das fracoes

Os extratos de acetato de etila, butan-1-ol e metanol, selecionados nas etapas anteriores
em razdo da atividade inseticida apresentada, foram submetidos ao fracionamento
cromatografico. A separacdo resultou na obtencdo de diferentes grupos de fragoes,
posteriormente agrupados de acordo com a similaridade dos perfis cromatograficos observados
por cromatografia em camada delgada. Os grupos de fragdes obtidos foram submetidos a
avaliacdo da atividade inseticida sobre operarias jardineiras de saliva-limao (Atta sexdens),
permitindo acompanhar a distribui¢do da atividade biologica ap6s a separagao dos constituintes
(Figura 7).

A atividade inseticida variou entre os grupos de fragdes avaliados, com diferentes
padrdes de sobrevivéncia das operarias ao longo do periodo experimental. Algumas fragdes
promoveram reducdo da sobrevivéncia, enquanto outras apresentaram respostas proximas as
observadas no controle. Dessa forma, o fracionamento permitiu identificar grupos de fracdes
com diferentes respostas biologicas, os quais foram utilizados para direcionar as etapas

subsequentes de caracterizagdo quimica.



0.4

0.2 1

0.0

W

x2|:2
%_4 0.

acdes do acetato de etila

$

(g R 1]

z
o T
L=

o
[
A

o
o
.

0.44

0.2 1

0.0 1

9
21
1
1

0

e
v

L

*2=
I =
7.0,

o]

*r—7

acdes do metanol

—T 1

b
v

i

12122

Probabilidade de sobrevivéncia

aAd OO

0

(C) Fragdes do butan-1-ol

1.01

0.8 1

0.6 1

0.4 1

0.2 1

0.0

v

T 1

<

|
$_$

xZ
g.
p

N

.8
1

[@]{]=]

ol

v

ad L

444

0o 1 2

3

4
Dias

controle - agua
controle - acetona
F-12-13
F-14-33
F-34-55
F-56-62
F-63-69
F-70-87
F-88-102
F-103-107
F-108-123

controle - acetona
controle — agua
F-6-9

F-10-35
F-36-57
F-58-137
F-138-159
F-160-215
F-216-272

controle - acetona
controle - agua
F-7-11

F-12-57

F-58-71
F-72-82
F-83-108
F-109-142
F-143-227
F-228-292

Peuddene

F-124-132
F-133-134
F-135-142
F-143-150
F-151-168
F-169-177
F-178-195
F-196-213
F-214-225
F-241-255
F-266-240

88

Figura 7 - Fracionamento biomonitorado dos extratos de chaguinha (Tropaeolum majus) selecionados com base
na atividade inseticida, apresentando os grupos de fragdes obtidos por separacdo cromatografica e os respectivos
resultados dos bioensaios de sobrevivéncia de operarias jardineiras de satva-limao (4tta sexdens).

A fragdo 7-11, obtida a partir do extrato de butan-1-ol de chaguinha e selecionada com

base na atividade inseticida observada nos bioensaios, apresentou um perfil quimico constituido

por diferentes classes de compostos. Os espectros de RMN de 'H e *C indicaram a presenca

de cadeias alifaticas longas, com sinais compativeis com insaturagdes e grupos funcionais

oxigenados. Os dados espectroscopicos também foram compativeis com a presenga de

constituintes da classe dos ésteres graxos. Em conjunto, os resultados indicaram que a fragao

7—11 era constituida por uma mistura de diferentes constituintes quimicos, € ndo por um Unico

composto.
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A caracterizagdo por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM) permitiu a caracterizagdo de diferentes constituintes presentes na fracdo 7-11 (Tabela 1).
Entre os constituintes caracterizados, o acido linolénico apresentou a maior area relativa
individual (20,64%), seguido pelo octadeca-9,12,15-trienoato de butila (13,10%), pelo acido
palmitico (12,37%) e pelo octacosan-1-ol (11,81%). Também foram caracterizados diferentes
constituintes pertencentes a classe dos ésteres, incluindo palmitato de etila, linolenato de etila,
hexadecanoato de butila, citrato de tributila, linoleato de etila e octadeca-9,12,15-trienoato de
butila. Considerando as areas relativas desses constituintes, a classe dos ésteres correspondeu a
44,53% da composi¢do da fracdo 7-11, sendo representada por diferentes tipos de ésteres.
Dessa forma, os ésteres constituiram uma das classes quimicas mais representativas da fragao

selecionada para caracterizagdo (Figura 8; Tabela 1).
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Figura 8 - Cromatograma de ions totais da fragdo 7-11 do extrato de butan-1-ol de Tropaeolum majus,
evidenciando os principais constituintes quimicos detectados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas.
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Tabela 1 - Constituintes quimicos identificados na fracdo 7—11 do extrato de butan-1-ol de Tropaeolum majus,
respectivos tempos de retengdo e areas relativas.

TR (min.) Composto identificado % Area
15,18 Limoneno 0,50
50,56 Isobutanoato de citronelila 0,37
50,78 2-metilpentanal” 0,05
51,44 Histamina 0,04
52,06 Propanoato de citronelila 0,18
54,95 Acido palmitico 12,37
55,87 Palmitato de etila 2,52
59,70 Fitol 2,99
60,42 Acido linoleico 5,77
60,68 Acido linolénico 20,64
61,19 2-cis,cis-9,12-Octadecadieniletanol 0,16
61,39 Linolenato de etila 7,46
61,93 Hexadecanoato de butila 7,47
62,15 Citrato de tributila 7,14
65,67 Octadec-9-ino 0,58
65,88 Linolenato de etila 2,93
66,87 Linoleato de etila 3,91
67,09 Octadeca-9,12,15-trienoato de butila 13,10
67,70 Octacosan-1-ol 11,81

Total 100,00

TR, tempo de retengio; % Area, porcentagem da area relativa do composto no cromatograma®. Constituinte
presente em nim (Azadirachta indica).

3.4 Atividade inseticida do biodiesel

A elevada representacao da classe dos ésteres na fracao 7—11, correspondente a 44,53%
da composi¢cdo, motivou a realizagdo de um bioensaio complementar utilizando biodiesel
obtido a partir de 6leo de soja e etanol, como matriz enriquecida nessa classe quimica. As curvas
de sobrevivéncia evidenciaram diferengas entre os tratamentos ao longo do periodo de
avaliacdo. O biodiesel apresentou o maior efeito sobre a sobrevivéncia das operarias jardineiras,
especialmente na concentragdo de 1%. A sobrevivéncia diminuiu progressivamente ao longo
dos sete dias, atingindo aproximadamente 20% ao final do experimento, o que corresponde a
cerca de 80% de mortalidade. Os demais tratamentos apresentaram diferentes padroes de
sobrevivéncia, variando entre redugdes intermedidrias ¢ maior manuten¢ao da sobrevivéncia ao

longo do periodo de avaliagdo (Figura 9).
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Figura 9 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de sativa-limao (Atta sexdens) submetidas a aplicacao topica de
biodiesel e aos respectivos tratamentos-controle durante sete dias de avaliacdo. Curvas seguidas por letras
diferentes diferem significativamente pelo teste de log-rank.

A caracteriza¢dao quimica do biodiesel foi realizada por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas (CG-EM), permitindo caracterizar os principais constituintes
presentes na matriz e determinar suas respectivas areas relativas no cromatograma (Tabela 2).
A andlise revelou predominancia de ésteres de dcidos graxos, com destaque para o linoleato de
etila (43,95%), seguido pelo palmitato de etila (12,34%), estearato de etila (8,41%) e oleato de
etila (6,49%). Também foram caracterizados o octadecanoato de etila (3,80%) e o icosanoato
de etila (1,49%). Entre os constituintes identificados, o linoleato de etila apresentou a maior
area relativa individual, correspondo a 43,95% da composi¢do da amostra.

Além dos ésteres etilicos de acidos graxos, foi caracterizado um constituinte com area
relativa de 21,79%, identificado como (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato de 2-hidroxi-1-
(hidroximetil)etila. Um constituinte adicional, correspondente a 1,73% da area relativa, foi
detectado no tempo de reten¢do de 16,97 min, porém nao foi identificado (NI). De forma geral,
os constituintes caracterizados foram predominantemente ésteres derivados de acidos graxos,
com o linoleato de etila representando a maior area relativa individual no cromatograma

(Tabela 2).
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Tabela 2 - Constituintes quimicos caracterizados no biodiesel sintetizado a partir de 6leo de soja e etanol,
respectivos tempos de retencdo e areas relativas.

TR (min.) Composto identificado % Area
13,11 Palmitato de etila 12,34
14,14 Linoleato de etila 43,95
14,16 Oleato de etila 6,49
14,20 Estearato de etila 8,41
14,99 Icosanoato de etila 1,49
15,90 Octadecanoato de etila 3,80
16,67 (9Z,12Z)-Octadega-9,1'2-di§n0a.to de 2-hidroxi-1- 21,79

(hidroximetil)etila
16,97 NI 1,73
Total 100,00

TR, tempo de retengdo; % Area, porcentagem da area relativa do constituinte no cromatograma.

3.5 Comparacao entre a fracio de chaguinha e o biodiesel

A comparagao dos perfis quimicos revelou que a fracdo 7—11 e o biodiesel apresentaram
constituintes pertencentes a mesma classe quimica, embora com diferengas na composicao e
nas proporgdes relativas dos ésteres identificados. Na fracdo 7-11, foram caracterizados
palmitato de etila (2,52%), linolenato de etila (7,46% e 2,93%), hexadecanoato de butila
(7,47%), citrato de tributila (7,14%), linoleato de etila (3,91%) e octadeca-9,12,15-trienoato de
butila (13,10%), correspondendo, em conjunto, a 44,53% da composi¢do da fragdo.

No biodiesel, foram caracterizados palmitato de etila (12,34%), linoleato de etila
(43,95%), oleato de etila (6,49%), estearato de etila (8,41%), icosanoato de etila (1,49%) e
octadecanoato de etila (3,80%), além do constituinte identificado como (9Z,12Z)-octadeca-
9,12-dienoato de 2-hidroxi-1-(hidroximetil)etila (21,79%). Esses constituintes corresponderam,
em conjunto, a 98,27% da composicdo da amostra, enquanto 1,73% correspondeu a um
constituinte ndo identificado (NI).

Entre as duas matrizes, palmitato de etila e linoleato de etila foram os Unicos ésteres
identificados em comum. O palmitato de etila apresentou area relativa de 2,52% na fracdo 7—
11 e 12,34% no biodiesel, enquanto o linoleato de etila correspondeu a 3,91% e 43,95%,
respectivamente. Apesar da presenca desses constituintes comuns, as duas matrizes
apresentaram perfis quimicos distintos, caracterizados pela ocorréncia de constituintes
exclusivos e por diferentes proporcdes relativas. Ambas as matrizes apresentaram atividade
inseticida sobre sauva-limao, porém os resultados nao permitem atribuir o efeito a um éster

especifico, uma vez que os constituintes nao foram isolados e avaliados individualmente. A
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atividade observada pode, portanto, estar associada a composi¢ao quimica das matrizes e a acao

conjunta de seus constituintes.

4. DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo forneceram suporte as hipdteses propostas em
diferentes niveis. A Hipdtese I, segundo a qual os diferentes extratos de chaguinha
apresentariam diferentes niveis de atividade inseticida sobre operarias forrageadoras e
jardineiras de sauva-limao, foi sustentada pelos resultados, que evidenciaram diferencas na
resposta biologica entre os sistemas de extra¢ao avaliados. Embora o procedimento de extragao
tenha sido mantido constante, a utilizacdo de solventes com diferentes caracteristicas de
polaridade pode favorecer a extracdo diferencial dos constituintes presentes na matriz vegetal,
uma vez que os fitoquimicos apresentam diferentes afinidades por diferentes solventes
(Lefebvre et al., 2021; Kumar et al., 2023). Na chaguinha, a composi¢ao quimica dos extratos
também pode variar conforme o solvente empregado, favorecendo a obtencdo de diferentes
constituintes (Bazylko et al., 2013; Ceslova et al., 2023; Frei et al., 2024; Lourenco et al., 2012).
Dessa forma, as diferencas de atividade observadas no presente estudo podem estar associadas
a composicdo quimica diferencial dos extratos, ¢ ndo exclusivamente a polaridade dos
solventes. Esses resultados dao suporte a Hipdtese I, embora ndo permitam atribuir as
diferencas observadas a um tUnico fator, dada a complexidade quimica dos extratos e as
possiveis interagcdes entre seus constituintes.

A Hipotese 11, segundo a qual os extratos mais ativos manteriam atividade inseticida em
concentragdes inferiores as empregadas na triagem inicial, foi parcialmente sustentada. A
reducdo da concentragdo dos extratos selecionados foi acompanhada, de modo geral, por
diminuicdo da intensidade da atividade insecticida, embora os tratamentos tenham mantido
efeito sobre as operarias em concentracdes inferiores as da triagem. Esse comportamento sugere
que a intensidade da resposta esta relacionada a quantidade de extrato a qual os individuos sao
expostos. Resultados semelhantes foram observados em estudos com extratos vegetais sobre
formigas-cortadeiras, nos quais a concentracao influenciou a intensidade da resposta toxica e a
sobrevivéncia das operarias (Santos et al., 2013; Silva et al., 2019). Assim, a manutengao da
atividade nas menores concentragdes sustenta parcialmente a hipotese proposta, enquanto a
reducdo da resposta evidencia a importancia da concentragdo na expressao do efeito inseticida.

A resposta diferencial entre as castas também deve ser considerada na interpretacao dos
resultados. No presente estudo, as operarias jardineiras apresentaram, em determinados

tratamentos, maior redugdo da sobrevivéncia em comparagdo as forrageadoras, enquanto estas
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ultimas mantiveram maior sobrevivéncia em algumas condi¢des avaliadas. Essa diferenca entre
castas ¢ particularmente relevante no contexto das formigas-cortadeiras, uma vez que
forrageadoras e jardineiras desempenham fungdes distintas na organizacao da coldnia (Dourado
etal., 2024). As forrageadoras estao principalmente envolvidas no corte e transporte de material
vegetal, enquanto as jardineiras participam de atividades relacionadas ao processamento do
material vegetal e ao cultivo do fungo (Della-Lucia et al., 1993b; Wilson, 1980). Nesse
contexto, a baixa toxicidade sobre as forrageadoras pode ser desejavel em estratégias baseadas
em iscas, pois poderia favorecer o transporte do material tratado para o interior da colonia, onde
o processamento pelas diferentes castas pode contribuir para a transferéncia do ingrediente ativo
entre as diferentes operarias da coldnia (Camargo et al., 2015; Graebin et al., 2024).

A Hipotese III, relacionada a possibilidade de que o fracionamento biomonitorado
permitisse concentrar a atividade inseticida em uma ou mais fragdes, foi parcialmente
sustentada. O direcionamento do fracionamento para a fracdo 7—11, selecionada por apresentar
maior atividade inseticida entre as amostras avaliadas, permitiu aprofundar a relacdo entre
composi¢ao quimica e bioatividade. Entretanto, a redugdo da atividade apos a separagdo
cromatografica, em comparagcdo com o material de origem, sugere que a bioatividade pode
depender da presenga conjunta de diferentes constituintes. Em produtos naturais, a atividade de
uma mistura pode resultar da agdo combinada de seus componentes, € a separacao pode romper
interacdes responsaveis pelo efeito observado no extrato bruto (Caesar; Cech, 2019). Essa
possibilidade também ¢ relevante para produtos botanicos utilizados como bioinseticidas, nos
quais diferentes constituintes podem interagir e modificar a atividade da mistura (Isman; Norris,
2024). Contudo, no presente estudo, essa interpretacdo deve ser considerada apenas uma
possibilidade, uma vez que ndo foram realizados ensaios de combinag¢do ou recombinagao
capazes de demonstrar formalmente efeitos aditivos ou sinérgicos.

A caracterizagdo quimica da fragdo 7—11 forneceu elementos adicionais para interpretar
sua atividade. Os ésteres corresponderam a 44,53% da composi¢dao da fra¢do, incluindo
palmitato de etila (2,52%) e linoleato de etila (3,91%). A possivel participacdo desses
constituintes ¢ apoiada por estudos que relataram atividade bioldgica de compostos
relacionados ao linoleato e ao acido palmitico sobre diferentes artrépodes (Wagan et al., 2018),
atividade inseticida do linoleato de etila sobre a traga-das-brasicas Plutella xylostella (Peng et
al., 2023) e atividade acaricida associada ao palmitato de etila (Mathew; Mathew, 2023). Além
disso, a caracterizagdo fitoquimica do arbusto Isodon rugosus identificou o palmitato e o
linoleato de etila como compostos majoritarios, aos quais os autores atribuem atividade

inseticida em ensaios contra cupins (Heterotermes indicola), formigas-farad (Monomorium
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pharaonis), besouros-da-farinha (7Tribolium castaneum) e carunchos-dos-graos (Rhyzopertha
dominica) (Zeb et al., 2017). Esses achados tornam plausivel a participacdo de ésteres na
atividade da fracdo 7—11, mas a comparagao com sauva-limao precisa de cautela por envolver
diferentes organismos e condigdes de teste.

As propriedades fisico-quimicas desses constituintes também podem contribuir para sua
atividade. A elevada lipofilicidade descrita para o palmitato de etila favorece sua afinidade por
ambientes lipidicos e pode facilitar interagcdes com estruturas ricas em lipidios (Api et al., 2026;
Krishnaveni et al., 2022). Em insetos, essa caracteristica poderia favorecer a interacdo com a
camada lipidica da cuticula e interferir em sua fun¢do de barreira, constituindo uma possivel
via para a acdo de compostos lipofilicos (Padule et al., 2022). Entretanto, esses mecanismos
ndo foram avaliados diretamente em sauva-limao no presente estudo e, portanto, devem ser

considerados hipoteses interpretativas, € nao mecanismos de acao demonstrados.

O bioensaio com biodiesel forneceu evidéncia adicional da associagdo entre uma
composicdo rica em ésteres e a atividade inseticida. O biodiesel apresentou 98,27% de ésteres
de 4cidos graxos em sua composi¢do e provocou aproximadamente 80% de mortalidade em
operarias jardineiras de sativa-limao na concentracdo de 1%. Embora o biodiesel ndo possua
histérico tradicional de uso no controle de formigas-cortadeiras, sua inclusao no estudo atuou
como uma ferramenta metodologica para testar a hipotese da classe quimica. O palmitato de
etila e o linoleato de etila, também identificados na fracdo 7—11, corresponderam a 12,34% e
43,95% do biodiesel, respectivamente, valores superiores aos observados na fragdo, na qual
representaram 2,52% e 3,91%. A atividade observada no biodiesel, associada a elevada
representacdo dos ésteres, fornece suporte a possibilidade de que matrizes enriquecidas nessa
classe quimica apresentem atividade inseticida sobre satva-limao. Entretanto, esse resultado
nao permite atribuir a mortalidade a um tinico composto, uma vez que o biodiesel ¢ uma mistura

complexa e apresenta diferencgas qualitativas e quantitativas em relacao a fracao 7-11.

A comparagdo entre as duas matrizes refor¢a essa interpretagdo. Embora ambas
compartilhem palmitato de etila e linoleato de etila e apresentem atividade inseticida, seus perfis
quimicos sdo distintos, especialmente quanto a proporcao total de ésteres e a composi¢ao dos
demais constituintes. Dessa forma, a maior atividade observada no biodiesel pode estar
relacionada a maior representagdo dessa classe quimica, mas também a composi¢ao global e as
proporgdes relativas dos diferentes componentes. A redugao da atividade apds o fracionamento

também ¢ compativel com a possibilidade de que a resposta biologica dependa da composi¢ao



96

conjunta da mistura. Contudo, essa hipotese ndo permite afirmar a ocorréncia de sinergismo,
pois sua demonstracdo exigiria testes individuais e em combinagdes definidas dos constituintes.

A principal limitagdo para atribuir a atividade a um composto especifico foi a
impossibilidade de testar individualmente os constituintes identificados. Embora o palmitato de
etila e o linoleato de etila estejam presentes em amostras biologicamente relevantes e
apresentem atividade descrita na literatura, eles nao foram isolados e avaliados individualmente
contra sauva-limao. Além disso, a baixa atividade das fragdes na concentracao avaliada (i.e.,
1%) impossibilitou o prosseguimento da purificacdo até a obten¢do de compostos isolados.
Portanto, a presencga desses constituintes deve ser interpretada como uma associagdo quimica
com uma amostra biologicamente ativa, e ndo como evidéncia de causalidade.

Em conjunto, os resultados fornecem suporte as trés hipoteses, embora com diferentes
niveis de evidéncia. Os diferentes sistemas de extracdo produziram respostas inseticidas
distintas, sustentando a Hipdtese [; os extratos mais ativos mantiveram atividade em
concentragdes inferiores, embora com reducdo da intensidade do efeito, fornecendo suporte
parcial a Hipotese II; e o fracionamento biomonitorado permitiu direcionar a investigacao para
uma fragdo biologicamente relevante e caracterizar seus principais constituintes, sustentando
parcialmente a Hipdtese III. Os resultados também apontam os ésteres, particularmente o
palmitato de etila e o linoleato de etila, como constituintes possivelmente associados a atividade
inseticida, mas nao permitem considera-los, isoladamente, responsaveis pelo efeito observado.
Estudos futuros devem avaliar individualmente esses compostos e suas combinagdes,
permitindo determinar suas contribuicdes para a atividade e possiveis efeitos aditivos,

sinérgicos ou antagonicos.

5. CONCLUSAO

Os extratos foliares de chaguinha (7ropaeolum majus) reduziram a sobrevivéncia
de operarias forrageadoras e jardineiras de satva-limdo (4. sexdens), com respostas
dependentes do solvente de extrag¢do, da concentracdo e da casta avaliada. Os extratos de
acetato de etila, butan-1-ol e metanol apresentaram maior atividade na triagem inicial,
embora nem todos tenham exibido uma relagdo concentracdo-resposta linear. O
fracionamento biomonitorado direcionou a investigagdo quimica para a fragdo 7-11 do
extrato de butan-1-ol, na qual os ésteres corresponderam a 44,53% da composi¢ao
caracterizada. Entre esses constituintes, o palmitato de etila e o linoleato de etila também
foram identificados no biodiesel que apresentou atividade inseticida em sativa-limao.

Entretanto, a redugdo da atividade apds o fracionamento e a auséncia de ensaios com 0s
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constituintes isolados ndo permitem atribuir o efeito observado a compostos especificos
nem confirmar a ocorréncia de sinergismo. Assim, os resultados indicam a chaguinha como
fonte potencial de constituintes com atividade sobre a satva-limao e apontam os ésteres de
acidos graxos como classe quimica de interesse para estudos posteriores, incluindo
avaliagdes com compostos isolados, combinagdes definidas e ensaios em condi¢des mais

proximas as da coldnia.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados desta tese demonstram o potencial de produtos de origem vegetal como
fontes de substancias com atividade sobre formigas-cortadeiras e seu fungo simbionte. A sintese
das evidéncias disponiveis mostrou que diferentes fitoquimicos apresentam efeitos inseticidas
e fungicidas, embora a elevada heterogeneidade entre os estudos e a limitada disponibilidade
de parametros quantitativos restrinjam a comparagao dos resultados entre diferentes pesquisas.

Os experimentos com dleos essenciais evidenciaram que a atividade inseticida varia
conforme o produto, a espécie e a casta das formigas, enquanto a atividade fungicida foi
observada para o fungo simbionte em determinadas condi¢des de exposi¢ao. Esses resultados
reforcam a importancia de considerar diferentes componentes da associacdo entre as formigas-
cortadeiras e Leucoagaricus gongylophorus na investigagao de produtos destinados ao controle
dessas pragas.

A investigacdo de Tropaeolum majus demonstrou atividade inseticida de seus extratos
sobre Atta sexdens e permitiu direcionar a investigacdo quimica para uma fracdo associada a
maior atividade. A caracterizagao dessa fragdo indicou a predominancia de compostos da classe
dos ésteres, fornecendo subsidios para o aprofundamento da investigacdo dos constituintes
relacionados a atividade observada.

Em conjunto, os resultados ampliam as evidéncias sobre o potencial de produtos de
origem vegetal para o controle de formigas-cortadeiras e indicam que o avango dessa area
depende da integracdo entre avaliacdo biologica, caracterizagdo quimica e maior padronizagao

dos estudos, considerando as diferencas entre espécies, castas e o fungo simbionte.
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APENDICES
APENDICE A — CARACTERIZACAO QUIMICA DA FRACAO DE ACETATO DE
ETILA (CAPITULO 3)

Tabela A1. Fracdes obtidas da coluna de acetato de etila de Tropaeolum majus e respectivas
técnicas de caracterizagio e principais identificacdes quimicas.

Fracao Técnicas de caracterizacao composllzlsl/lictile)igﬁcagﬁo
12-13 1\ —
14-33 IV, CG-EM Acido palmﬂiti'co; acido
linolénico
34_55 IV, CG-EM Acido palmAiti.co; acido
linolénico
5662 IV, CG-EM Acido palmitico
63-69 IV, CG-EM Acido palmjti‘co; acido
linolénico
70-87 — Nao identificado
88-102 — Nao identificado
103-107 — Nao identificado
108—123 RMN, IV Acidos graxos
124-132 IV, CG-EM Octadec-11-enoato de ctila
133-134 — Nao identificado
135-142 1V, CG-EM 1-Monoacetato de glicerol
143-150 IV, CG-EM 1-Monoacetato de glicerol
1-Monoacetato de glicerol e
151-168 IV, CG-EM 1,2-Diacetato de glicerol
169-177 RMN, IV Mistura complexa
178-195 — —
196-213 — —
214-225 — —
226240 — —
241-255 — —
Nota: IV = espectroscopia no infravermelho; RMN = ressonincia magnética nuclear; CG-EM
= cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas; — = informag¢ao nao disponivel

ou ndo indicada para a fracdo.

Fraciao 12-13

Nao foram identificados constituintes quimicos por CG-EM nas condig¢des analiticas utilizadas.

Fraciao 14-33

Constituintes identificados por CG-EM: 4cido palmitico e &cido linolénico.
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Figura Al. Espectro de FTIR da fracdo 14-33 do extrato de acetato de etila de Tropaeolum

majus.

Fracao 34-55

Constituintes identificados por CG-EM: 4cido palmitico e &cido linolénico.
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Figura A2. Espectro de FTIR da fragdo 34-55 do extrato de acetato de etila de Tropaeolum

majus.

Fraciao 56—62

Constituinte identificado por CG-EM: &cido palmitico.

Transmitancia/%
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Figura A3. Espectro de FTIR da fragdo 5662 do extrato de acetato de etila de Tropaeolum
majus.
Frac¢ao 63—69

Constituintes identificados por CG-EM: acido palmitico e dcido linolénico.
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Figura A4. Espectro de FTIR da fracdo 63—-69 do extrato de acetato de etila de Tropaeolum

majus.

Fragoes 70-87

Nao foram identificados constituintes quimicos por CG-EM nas condig¢des analiticas utilizadas.
Fracoes 88-102

Nao foram identificados constituintes quimicos por CG-EM nas condigdes analiticas utilizadas.
Fragoes 103-107

Nao foram identificados constituintes quimicos por CG-EM nas condig¢des analiticas utilizadas.
Fracao 108-123

Identificagdo quimica: dcido graxo e hidroxila carbonila.

1. Dados de RMN de 'H

RMN de 'H (400 MHz, CDCL): 6 7,41-7,27 (m, 1H), 6,96-6,81 (m, 1H), 5,48-5,35 (m, 3H),
5,39-5,28 (m, 1H), 4,20 (qd, J=11,7; 5,4 Hz, 1H), 4,02-3,82 (m, 2H), 3,80-3,58 (m, 2H), 2,83
(s, 2H), 2,81 (t, J= 10,4 Hz, 1H), 2,36 (td, J = 7,5; 3,6 Hz, 2H), 2,16-2,04 (m, 4H), 2,01 (s,
1H), 1,42-1,25 (m, 17H), 1,33 (s, 4H), 1,00 (t, /= 7,5 Hz, 2H), 0,95-0,78 (m, 2H).

2. Dados de RMN de *C

RMN de *C (101 MHz, CDCl): & 174,42; 132,55; 131,98; 130,25; 130,02; 129,90; 129,38;
128,65; 128,31; 128,25; 128,16; 127,77; 127,12; 115,98; 115,34; 77,23; 70,30; 65,16; 63,34;
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62,37; 34,15; 31,93; 31,53; 29,71; 29,57; 29,36; 29,15; 29,09; 27,20; 27,01; 25,62; 25,54,
24,89, 24,80; 22,69; 22,57; 20,56; 14,28; 14,12.
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Figura AS. Espectro de FTIR da fracdo 108—123 do extrato de acetato de etila de Tropaeolum

majus.

Fracao 124-132

Constituinte identificado por CG-EM: octadec-11-enoato de etila.
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Figura A6. Espectro de FTIR da fracdo 124—-132 do extrato de acetato de etila de Tropaeolum

majus.

Fragao 133-134

Nao foram identificados constituintes quimicos por CG-EM nas condig¢des analiticas utilizadas.

Fracao 135-142

Constituinte identificado por CG-EM: 1-monoacetato de glicerol.
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Figura A7. Espectro de FTIR da fracdo 135-142 do extrato de acetato de etila de Tropaeolum

majus.

Fracao 143-150

Constituinte identificado por CG-EM: 1-monoacetato de glicerol.
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Figura A7. Espectro de FTIR da fragcdo 143—150 do extrato de acetato de etila de Tropaeolum

majus.

Fraciao 151-168

Constituintes identificados por CG-EM: 1-monoacetato de glicerol e 1,2-diacetato de glicerol.

Transmitancia/%
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Figura A8. Espectro de FTIR da fracdo 151-168 do extrato de acetato de etila de Tropaeolum

majus.

Frac¢iao 169-177

Identificagdo quimica: mistura complexa contendo quinonas, lactonas, dcidos graxos, aldeidos,
acidos e ésteres de cadeia longa.

1. Dados de RMN de 'H

1H NMR (400 MHz, CDCI3) 6 9.44 (d, J = 18.6 Hz, 1H), 9.32 (s, 1H), 8.58 — 8.48 (m, 1H),
7.95 (ddt, J =17.3, 11.4, 8.6 Hz, 1H), 7.44 — 7.19 (m, 1H), 6.34 — 6.22 (m, 1H), 6.17 (ddd, J =
12.3,3.7,2.1 Hz, 1H), 5.36 (dt, J = 13.4, 3.7 Hz, OH), 5.32 (s, 1H), 4.52 —4.37 (m, 1H), 4.36 —
4.09 (m, 1H), 4.01 — 3.87 (m, 1H), 3.88 (s, 1H), 3.73 —3.56 (m, 4H), 3.39 (d, J = 1.9 Hz, 2H),
3.20 (d, J =5.3 Hz, 2H), 2.72 - 2.53 (m, 1H), 2.46 — 2.17 (m, 1H), 2.17 - 1.96 (m, 1H), 1.86 —
1.76 (m, 1H), 1.74 — 1.52 (m, 3H), 1.32 (dt, J = 6.6, 3.7 Hz, 1H), 1.31 (s, 1H), 1.33 — 1.03 (m,
10H), 1.06 — 0.76 (m, 3H), 0.88 (s, 3H), -1.62 (s, 1H).

2. Dados de RMN de *C
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13C NMR (101 MHz, CDCI3) & 196.87, 189.80, 177.06, 176.96, 172.28, 171.59, 169.72,
161.29, 160.38, 155.75, 155.38, 151.00, 150.78, 149.73, 149.12, 145.25, 145.04, 142.16,
141.71, 137.92, 137.79, 136.60, 136.35, 136.29, 136.20, 136.08, 135.88, 131.94, 131.68,
130.52, 130.17, 129.15, 129.04, 129.02, 128.80, 128.75, 128.31, 127.80, 127.75, 122.81,
122.58,115.58,105.89, 105.07, 104.45, 104.14,97.52,97.12,93.19, 93.08, 77.25, 66.78, 65.82,
64.70, 53.45, 52.94, 51.52, 51.06, 50.29, 50.14, 50.05, 48.11, 47.98, 45.02, 42.25, 35.24, 33.87,
33.35,31.94,31.91, 30.92, 30.84, 30.56, 29.72, 29.66, 29.60, 29.37, 29.35, 23.13, 23.08, 22.70,
20.87,20.13,19.42, 17.42, 17.40, 14.13, 12.09, 12.02, 11.20.
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Figura A8. Espectro de FTIR da fracdo 169—177 do extrato de acetato de etila de Tropaeolum

majus.

Frac¢ao 178-195
Nao foram identificados constituintes quimicos por CG-EM nas condig¢des analiticas utilizadas.
Fracao 196-213
Nao foram identificados constituintes quimicos por CG-EM nas condigdes analiticas utilizadas.
Fragao 214-225
Nao foram identificados constituintes quimicos por CG-EM nas condig¢des analiticas utilizadas.
Fracao 226-240
Nao foram identificados constituintes quimicos por CG-EM nas condigdes analiticas utilizadas.

Fracao 241-255
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Nao foram identificados constituintes quimicos por CG-EM nas condi¢des analiticas utilizadas.

APENDICE B - CARACTERIZACAO QUIMICA DA FRACAO DE METANOL

Tabela B1. Frac¢oes obtidas da coluna de metanol de 7ropaeolum majus e respectivas
técnicas de caracterizacao e principais identificacoes quimicas.

~ A o s Principais
Fracao Técnicas de caracterizacao . . ~
compostos/identificacio
5 -
6-9 RMN, IV, CG-EM Mistura de ésteres
Acidos graxos, aldeidos
graxos, monooleina,
monolinoleina,
monopalmitoleina, ésteres
graxos de glicerol e derivados
de solketal
Acidos graxos, ésteres graxos,
monoacilglicerdis, lactonas
terpénicas e derivados
oxigenados de terpenos

4-Benzyloxy-2-

58-137 RMN, 1V, CG-EM methylpyridine 1-oxide e

acidos graxos

Acidos graxos, ésteres graxos,

triacilglicerois,
monoacilglicerdis e

diacilglicerois

10-35 RMN, IV, CG-EM

36-57 RMN, IV, CG-EM

138-159 RMN, IV, CG-EM

Nota: IV = espectroscopia no infravermelho; RMN = ressonancia magnética nuclear; CG-EM
= cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas; — = informagao nado disponivel
ou nao indicada para a fragdo.

Fragao 5

Nao foram identificados constituintes quimicos por CG-EM nas condig¢des analiticas utilizadas.
Fracao 6-9

Identifica¢do quimica: mistura de ésteres.

1. Dados de RMN de 'H

"H NMR (400 MHz, CDCl3) § 5.43 — 5.33 (m, 1H), 5.32 (s, 5H), 5.19 — 5.08 (m, 2H), 4.21 —
4.08 (m, 1H), 2.83 (s, 1H), 2.87 — 2.75 (m, 1H), 2.39 — 2.27 (m, 1H), 2.11 (s, 1H), 2.10 — 1.97
(m, 6H), 1.77 (dd, J=4.2, 1.3 Hz, 1H), 1.71 (dt, /= 2.4, 1.3 Hz, 5H), 1.62 (dt, J=3.1, 1.5 Hz,
5H), 1.45 (q, J = 6.0 Hz, 1H), 1.41 — 1.28 (m, 13H), 1.28 (s, 7H), 1.12 — 0.96 (m, 1H), 0.89
(tdd, J=8.6, 6.5, 3.0 Hz, 5SH).

2. Dados de RMN de *C
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BBCNMR (101 MHz, CDCl3) § 135.38, 135.29, 135.24, 135.21, 134.97, 134.90, 131.96, 131.25,
130.24, 130.02, 128.30, 128.25, 128.08, 127.91, 127.76, 127.12, 125.03, 125.01, 124.95,
124.90, 124.54, 124.48, 124.42, 124.27, 124.24, 124.15, 77.24, 72.04, 62.11, 61.22, 59.02,
53.43,39.87,39.78,39.74, 39.38, 37.50, 37.46, 37.44, 37.37,37.31, 36.64, 34.40, 34.03, 32.81,
32.24,32.22,32.20,32.00,31.94,31.92, 31.54, 29.71, 29.68, 29.64, 29.59, 29.50, 29.38, 29.36,
29.34,29.29, 29.19, 29.13, 29.10, 27.99, 27.21, 26.78, 26.72, 26.69, 26.65, 26.42, 26.38, 26.32,
25.70, 25.67,25.63,25.54, 25.05, 24.88, 24.85, 24.81, 24.48, 23.47,23.44,23.37,22.71, 22.63,
22.59, 20.56, 19.76, 19.72, 17.68, 16.37, 16.01, 14.28, 14.13, 14.08.

Principais regioes observadas no espectro de RMN de “C:

Regiao olefinica (6 124—135 ppm): presenca de diversos carbonos sp? associados a estruturas
insaturadas.

Carbonos oxigenados (6 53—72 ppm): sinais compativeis com carbonos ligados a oxigénio,
associados a alcoois, éteres ou ésteres.

Regido alifatica (6 14—40 ppm): predominancia de sinais atribuidos a carbonos de cadeias
hidrocarbonadas.
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Figura B1. Espectro de FTIR da fracdo 69 do extrato de metanol de Tropaeolum majus.

Fracao 10-35
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Identificagdo quimica: 4cidos graxos, aldeidos graxos, monooleina, monolinoleina,
monopalmitoleina, ésteres graxos de glicerol e derivados de solketal.

Constituintes identificados por CG-EM: 4cidos graxos e aldeido graxo.

1. Dados de RMN de 'H

"H NMR (400 MHz, CDCl3) § 5.45 — 5.33 (m, 1H), 5.32 (s, 1H), 5.19 — 5.09 (m, 1H), 4.24 —
4.07 (m, 1H), 2.81 (dt, J=14.3, 6.3 Hz, 1H), 2.41 — 2.29 (m, 1H), 2.16 — 2.04 (m, 4H), 2.01 (s,
1H), 1.73 — 1.56 (m, 3H), 1.49 — 1.36 (m, 1H), 1.40 — 1.29 (m, 5H), 1.28 (s, 7H), 1.14 — 0.95
(m, 1H), 0.95 - 0.79 (m, 3H).

2. Dados de RMN de *C

3CNMR (101 MHz, CDCl3) § 179.30, 179.25, 173.92, 139.94, 135.37, 135.24, 135.21, 131.96,
130.22, 130.03, 128.30, 128.26, 128.07, 127.91, 127.76, 127.12, 125.03, 124.95, 124.90,
124.53, 124.42, 124.39, 124.27, 124.24, 124.15, 123.00, 72.12, 68.38, 65.06, 59.01, 53.42,
39.88,39.78, 39.74, 39.38, 37.44,37.37,37.31, 34.10, 33.98, 33.96, 32.81,32.71, 32.22, 32.19,
32.00,31.94,31.92,29.78, 29.72, 29.70, 29.68, 29.67, 29.65, 29.64, 29.62, 29.61, 29.59, 29.57,
29.45,29.38, 29.36, 29.34, 29.29, 29.26, 29.19, 29.16, 29.13, 29.10, 29.09, 29.04, 27.99, 27.22,
27.19,26.78,26.69, 26.65, 26.41, 26.38, 25.70, 25.65, 25.64, 25.63, 25.54,25.15, 24.88, 24.69,
24.48,23.47,23.44,22.73,22.71, 22.63, 20.56, 19.76, 19.72, 17.69, 16.18, 16.00, 14.28, 14.13,
14.08.

Os dados espectroscopicos sio compativeis com a presenca de:

monooleina;

monolinoleina;

monopalmitoleina;

ésteres graxos de glicerol;

derivados de solketal associados a 4cidos graxos.
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Figura B2. Espectro de FTIR da fragcdo 10-35 do extrato de metanol de Tropaeolum majus.

Fracao 36-57

Identifica¢do quimica: acidos graxos, ésteres graxos, monoacilglicerdis, lactonas terpénicas e
derivados oxigenados de terpenos.

Constituintes identificados por CG-EM: 4cidos graxos e ésteres graxos.

1. Dados de RMN de 'H

"H NMR (400 MHz, CDCls) § 5.45 — 5.33 (m, 1H), 5.32 (s, 1H), 5.19 — 5.09 (m, 1H), 4.24 —
4.07 (m, 1H), 2.81 (dt, J=14.3, 6.3 Hz, 1H), 2.41 —2.29 (m, 1H), 2.16 — 2.04 (m, 4H), 2.01 (s,
1H), 1.73 — 1.56 (m, 3H), 1.49 — 1.36 (m, 1H), 1.40 — 1.29 (m, 5H), 1.28 (s, 7H), 1.14 — 0.95
(m, 1H), 0.95 - 0.79 (m, 3H).

2. Dados de RMN de 2C

BCNMR (101 MHz, CDCls) § 179.30, 179.25, 173.92, 139.94, 135.37, 135.24, 135.21, 131.96,
130.22, 130.03, 128.30, 128.26, 128.07, 127.91, 127.76, 127.12, 125.03, 124.95, 124.90,
124.53, 124.42, 124.39, 124.27, 124.24, 124.15, 123.00, 72.12, 68.38, 65.06, 59.01, 53.42,
39.88,39.78, 39.74, 39.38, 37.44,37.37,37.31, 34.10, 33.98, 33.96, 32.81,32.71, 32.22, 32.19,
32.00,31.94,31.92,29.78, 29.72, 29.70, 29.68, 29.67, 29.65, 29.64, 29.62, 29.61, 29.59, 29.57,
29.45,29.38, 29.36, 29.34, 29.29, 29.26, 29.19, 29.16, 29.13, 29.10, 29.09, 29.04, 27.99, 27.22,
27.19,26.78, 26.69, 26.65, 26.41, 26.38, 25.70, 25.65, 25.64, 25.63, 25.54,25.15, 24.88, 24.69,
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24.48,23.47,23.44,22.73,22.71, 22.63, 20.56, 19.76, 19.72, 17.69, 16.18, 16.00, 14.28, 14.13,
14.08.

Os dados espectroscopicos apresentam caracteristicas compativeis com:
grupos carbonila associados a 4cidos e/ou ésteres;

carbonos oxigenados;

presenca de insaturagoes;

predominancia de carbonos alifaticos.

Em conjunto, os dados sio compativeis com a presenca de:

¢ésteres de acidos graxos;

monoacilglicerois;

lactonas terpénicas;

derivados oxigenados de terpenos.
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Figura B3. Espectro de FTIR da fracdo 3657 do extrato de metanol de Tropaeolum majus.

Fracao 58-137
Identificacdo quimica: 4-benzyloxy-2-methylpyridine 1-oxide e acidos graxos.
Constituintes identificados por CG-EM: 4-benzyloxy-2-methylpyridine 1-oxide e acidos

graxos.
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1. Dados de RMN de 'H

"H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.35 — 7.21 (m, 1H), 7.05 — 6.95 (m, 1H), 5.78 (s, 1H), 5.66 —
5.51 (m, 1H), 5.45 - 5.31 (m, 2H), 5.14 (s, 2H), 4.59 (s, 1H), 4.02 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 2.82 (q,
J=17.3 Hz, 2H), 2.41 — 2.29 (m, 2H), 2.33 (s, 1H), 2.08 (s, SH), 2.14 — 2.00 (m, 5H), 1.70 (s,
3H), 1.69 — 1.55 (m, 7H), 1.33 (s, 17H), 1.28 (s, 17H), 1.00 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 0.88 (dtd, J =
13.6, 7.0, 3.7 Hz, 6H).

2. Dados de RMN de *C

BCNMR (101 MHz, CDCl3) § 179.82, 131.98, 128.77, 128.30, 127.76, 127.42,127.13, 126.11,
124.30, 110.78, 77.23, 56.66, 48.55, 39.74, 33.76, 32.22, 31.94, 29.71, 29.67, 29.50, 29.37,
29.26,29.09, 27.21, 26.42, 25.63, 25.54, 24.71, 23.45, 22.70, 20.56, 14.29, 14.13.

Os dados espectroscopicos sdo compativeis com a presenca de um composto contendo grupo
benzila ligado a oxigénio (PhCH20-), funcdo carbonila e sistema insaturado. A estrutura pode
estar associada a um derivado terpénico benzilado, embora a classificacdo especifica como
monoterpeno, sesquiterpeno ou diterpeno nao possa ser estabelecida apenas com os dados

apresentados.
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Figura B4. Espectro de FTIR da fracdo 58—137 do extrato de metanol de Tropaeolum majus.

Frac¢ao 138-159
Identificagdo quimica: acidos graxos, €steres graxos, triacilglicerois, monoacilglicerois e

diacilglicerois.
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1. Dados de RMN de 'H

"H NMR (400 MHz, CDCls) § 6.21 — 6.11 (m, 2H), 5.39 (dddd, J = 9.5, 8.0, 3.8, 2.2 Hz, 4H),
5.17-5.09 (m, 2H), 4.32 — 4.11 (m, 3H), 3.77 — 3.57 (m, 3H), 2.80 (dq, J=12.2, 6.2 Hz, 3H),
2.36 (td, J= 7.6, 5.4 Hz, 8H), 2.07 (h, J=7.8 Hz, 13H), 1.99 (d, J= 2.8 Hz, 4H), 1.72 — 1.56
(m, 14H), 1.43 — 1.21 (m, 54H), 1.09 (s, 2H), 1.07 — 0.79 (m, 14H).

2. Dados de RMN de *C

BCNMR (101 MHz, CDCls) § 174.40, 174.35, 138.51, 138.04, 137.77, 137.57, 135.87, 135.24,
134.88, 132.93, 132.59, 131.98, 131.32, 130.83, 130.25, 130.03, 129.27, 128.71, 128.56,
128.31, 128.25, 128.09, 127.91, 127.81, 127.12, 125.91, 124.95, 124.43, 123.73, 77.24, 72.94,
72.17,70.29, 65.98, 65.17, 63.34, 48.38,42.51, 39.74,37.26, 37.13, 34.17,34.15, 34.05, 33.82,
31.93,31.54,30.27,29.71, 29.67, 29.60, 29.46, 29.37, 29.35, 29.30, 29.26, 29.16, 29.14, 29.10,
28.97,28.82,28.74,27.21,27.19, 26.68, 26.41, 25.64, 25.54, 25.32, 24.92,24.90, 24.69, 23.45,
22.88,22.70,22.58, 21.63,20.76, 20.56, 16.03, 14.29, 14.21, 14.13, 14.09, 13.12, 12.83, 12.76.
Os dados espectroscopicos sao compativeis com a presenca de:

triacilglicerdis;

monoacilglicerois;

diacilglicerois;

ésteres etilicos ou metilicos de acidos graxos.
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Figura B6. Espectro de FTIR da fracdo 138—159 do extrato de metanol de Tropaeolum majus.

Frac¢ao 160-215
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Constituintes identificados por CG-EM: hidrocarbonetos graxos.

1. Dados de RMN de 'H

"H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.39 — 7.23 (m, 1H), 6.94 — 6.81 (m, 1H), 5.47 — 5.38 (m, 1H),
5.42 — 5.33 (m, 4H), 5.37 — 5.25 (m, 1H), 5.14 (s, 1H), 4.50 — 4.14 (m, 3H), 4.04 — 3.86 (m,
1H), 3.77 — 3.52 (m, 2H), 3.52 — 3.34 (m, 1H), 2.82 (s, 3H), 2.86 — 2.75 (m, 2H), 2.36 (td, J =
7.5,3.2 Hz, 3H), 2.35—-2.26 (m, 1H), 2.09 (dp, J = 13.6, 6.3 Hz, 6H), 2.06 — 1.95 (m, 1H), 1.70
(s, 1H), 1.68 — 1.52 (m, 6H), 1.49 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 1.42 — 1.35 (m, 1H), 1.38 — 1.20 (m,
17H), 1.27 (s, 13H), 1.22 — 1.04 (m, 1H), 1.07 - 0.78 (m, 11H), 0.70 (d, /= 7.2 Hz, 1H).

2. Dados de RMN de 2C

3CNMR (101 MHz, CDCl3) § 140.29, 132.51, 131.98, 130.25, 130.23, 130.03, 128.72, 128.32,
128.24, 128.09, 127.91, 127.78, 127.35, 127.12, 122.17, 115.35, 103.59, 101.18, 77.24, 73.90,
73.61,73.10, 72.40, 71.59, 70.29, 65.15, 63.35, 62.37, 56.76, 55.98, 50.17, 45.84, 42.33, 39.76,
38.87,37.27,36.73,36.15, 34.26, 34.15,31.94, 31.87,31.53, 29.74, 29.71,29.61, 29.37, 29.35,
29.21,29.15, 29.10, 29.06, 27.21, 26.09, 25.63, 25.54, 24.89, 24.30, 23.07,22.70, 22.58, 21.08,
20.56, 19.83, 19.35, 19.04, 18.79, 14.29, 14.13, 14.09, 11.99, 11.86.

Os dados espectroscopicos apresentam:

sinais atribuidos a carbonos anoméricos (~101-104 ppm);

diversos carbonos oxigenados (62—74 ppm);

cadeia alifatica longa;

multiplas insaturagdes.

Em conjunto, essas caracteristicas sio compativeis com a presenca de glicolipidios,
incluindo possiveis:

monogalactosildiacilglicerois (MGDG);

digalactosildiacilglicerois (DGDG);

outros glicolipidios vegetais.
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Figura B8. Cromatograma de CG-EM da fragdo 160-215 do extrato de metanol de 7Tropaeolum
majus, com identificacdo dos principais constituintes quimicos.

Fracao 216-272

Identifica¢do por CG-EM: foram observados dois constituintes com baixa similaridade com a
biblioteca espectral, cujos espectros apresentaram similaridade com compostos descritos como
1-(3-isopropylidene-5,5-dimethyl-bicyclo[2.1.0]pent-2-yl)-ethanone e N-[(1E,3E)-3-
(phenylimino)-1-propenyl]aniline. Dessa forma, os resultados sugerem a presenca de
compostos estruturalmente relacionados a essas referéncias, sem permitir sua identificagdo
definitiva.

1. Dados de RMN de 'H

"H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.49 — 7.31 (m, 3H), 7.34 — 7.24 (m, 3H), 5.38 (p, J = 10.4 Hz,
7H), 2.40 — 2.27 (m, 6H), 2.08 (dt, J = 13.6, 7.3 Hz, 10H), 2.00 (s, 6H), 1.67 — 1.57 (m, 15H),
1.30 (d, /= 19.6 Hz, 69H), 1.04 — 0.78 (m, 16H).

2. Dados de RMN de *C

BCNMR (101 MHz, CDCls) § 146.61, 131.98, 130.26, 129.37, 129.18, 128.83, 128.79, 128.63,
128.32, 128.25, 127.84, 127.78, 127.22, 127.12, 126.49, 116.02, 114.29, 113.22, 86.61, 77.25,
65.03, 49.73,47.83,42.32,35.07,31.93,29.91, 29.71, 29.66, 29.37, 29.10, 27.21, 25.63, 25.55,
25.06, 22.70, 22.58, 20.56, 14.29, 14.13.

Os dados espectroscopicos sio compativeis com:

um anel benzénico substituido; ou



uma mistura de compostos aromaticos relacionados.
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Figura B8. Espectro de FTIR da fracdo 216272 do extrato de metanol de Tropaeolum majus.
APENDICE C - CARACTERIZACAO QUIMICA DA FRACAO DE BUTAN-1-OL

Tabela 3. Fracoes obtidas da coluna de butan-1-ol de Tropaeolum majus e respectivas
técnicas de caracterizagio e principais identificacdes quimicas.

~ A o Principais
Fracao Técnicas de caracterizacao compostos/identificacio
711 RMN, IV, CG-EM Est@res graxos (amdo
linoleico/oleico)
10-57 RMN, IV, CG-EM Acido p.almitlc.:o e acido
linolénico
53 71 RMN, IV D1ac11‘g11ce‘r1deo QG acido
linoleico/oleico
72-82 RMN, IV, CG-EM Acrilato de laurila
83-108 RMN, IV Monolinoleina/Monooleina
109—142 RMN, IV Glicosideo acetilado de acido
graxo
143-227 RMN, IV Derivado de glicerol/agucar
228-292 RMN, 1V, CG-EM y- e B-sitosterol

Nota: IV = espectroscopia no infravermelho; RMN = ressonincia magnética nuclear; CG-EM
= cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas; — = informacao nao disponivel

ou ndo indicada para a fracdo.

Fracao 7-11

Identificacdo quimica: ésteres graxos associados aos acidos linoleico e oleico.
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1. Dados de RMN de 'H

"H NMR (400 MHz, CDCI3) § 8.12 (s, 1H), 5.45 — 5.31 (m, 1H), 5.31 (s, 2H), 5.14 (q, J= 5.0
Hz, 1H), 4.35—-4.23 (m, 1H), 2.81 (ddt, J=14.7,7.9, 4.6 Hz, 1H), 2.42 — 2.27 (m, 1H), 2.16 —
1.96 (m, 3H), 1.81 — 1.57 (m, 3H), 1.50 (tdd, J=7.9, 6.4, 1.9 Hz, 1H), 1.47 — 1.27 (m, 10H),
1.28 (s, SH), 1.06 — 0.77 (m, 6H).

2. Dados de RMN de *C

BCNMR (101 MHz, CDCl3) § 178.57, 165.98, 135.23, 134.25, 131.96, 130.25, 130.23, 130.02,
129.50, 128.29, 128.26, 128.07, 127.91, 127.76, 127.12, 125.04, 124.27, 77.24, 67.78, 62.12,
53.42,39.78,39.74, 39.38, 38.92, 37.46,37.31, 36.64, 34.41, 33.88, 33.86,32.76, 32.22, 31.94,
31.91,31.54, 30.58,29.71, 29.67, 29.60, 29.45, 29.38, 29.36, 29.26, 29.19, 29.16, 29.13, 29.09,
29.05,29.00, 27.21, 26.69, 26.42, 25.70, 25.63, 25.54, 25.01, 24.88, 24.73, 24.71, 24.00, 23.44,
22.98,22.70, 22.63, 22.58, 20.56, 19.72, 16.00, 14.28, 14.12, 14.07, 14.04, 12.10, 11.09.

Os espectros de RMN indicam uma fragdo constituida majoritariamente por cadeias alifaticas
longas, contendo insaturagdes e grupos oxigenados. Em conjunto com os dados de FTIR, essas
caracteristicas s3o compativeis com a presenca de ésteres graxos associados aos acidos linoleico
e oleico.

Principais bandas observadas no FTIR

2960, 2914 e 2852 cm™!: estiramentos v(C—H) associados a grupos alifaticos -CHs e —-CHz—;
1720 cm™: estiramento v(C=0), compativel com grupo carbonila de éster;

1266 cm™: estiramento v(C—0), compativel com fungao éster.
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Figura C1. Espectro de FTIR da fracdo 7—11 do extrato de butan-1-ol de Tropaeolum majus.

Fracao 12-57

Identificagdo quimica: mistura de acidos graxos, com identificagdo por CG-EM de &cido
palmitico e acido linolénico.

1. Dados de RMN de 'H

"H NMR (400 MHz, CDCl3) § 5.48 — 5.28 (m, 2H), 2.87 — 2.76 (m, 1H), 2.41 — 2.27 (m, 1H),
2.16-2.06 (m, 1H), 2.09 — 1.99 (m, 1H), 1.81 — 1.57 (m, 2H), 1.55 - 1.34 (m, 1H), 1.36 — 1.27
(m, 3H), 1.28 (s, 3H), 1.06 — 0.77 (m, 3H).

2. Dados de RMN de *C

BCNMR (101 MHz, CDCl3) § 179.72, 179.66, 166.00, 134.25, 131.97, 130.26, 130.23, 130.03,
129.93, 129.50, 128.36, 128.30, 128.26, 128.17, 128.08, 128.01, 127.91, 127.76, 127.13, 77.23,
67.80, 53.43, 50.14, 39.78, 38.92, 37.25, 34.02, 34.00, 33.96, 32.76, 32.22,31.94, 31.91, 31.54,
30.58, 30.05, 29.71, 29.68, 29.65, 29.60, 29.57, 29.45, 29.37, 29.36, 29.33, 29.25, 29.15, 29.08,
29.04,29.00, 28.71,27.21,27.02, 26.42, 25.63, 25.54, 24.70, 24.68, 24.59, 24.00, 23.44, 22 .98,
22.70, 22.59, 21.09, 20.56, 19.83, 19.72, 19.40, 19.04, 14.28, 14.13, 14.08, 14.05, 11.10.

Os espectros de RMN de 'H e *C indicam uma fracdo rica em cadeias alifaticas longas,
contendo insaturacdes e grupos carboxilicos e/ou é€steres, caracteristicas compativeis com
constituintes de ceras e cuticulas vegetais. Em conjunto com os dados de CG-EM, os resultados
sdo compativeis com uma mistura de acidos graxos, incluindo &cido palmitico e acido
linolénico.

3. Principais bandas observadas no FTIR

3029 cm™: estiramento =C—H, associado a hidrogénios vinilicos, indicando a presenca de
insaturacoes (C=C);

2958, 2932 ¢ 2852 cm™: estiramentos v(C—H) de grupos CHs e CH: alifaticos, compativeis com
cadeias hidrocarbdnicas longas;

1701 cm™: estiramento v(C=0), compativel com carbonila de 4cido carboxilico;

1452 cm™: deformagdo 6(CH:), associada a cadeias alifaticas longas;

1270 cm™: estiramento v(C—0O), compativel com grupo carboxilico;

740 cm™': vibragao de rocking de (CH2)n, compativel com cadeias alifaticas longas e lineares.
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Figura C2. Espectro de FTIR da fracdo 12-57 do extrato de butan-1-ol de Tropaeolum majus.

Fracao 58-71

Principais bandas observadas no FTIR

3397 em™': banda larga de v(O-H), compativel com grupos hidroxila, incluindo possivel
contribuicao de acido carboxilico;

2928 e 2861 cm™: estiramentos v(C—H) de grupos CH: e CHs alifaticos, compativeis com
cadeias hidrocarbdnicas longas;

1739 cm™: estiramento v(C=0), compativel com carbonila de éster;

1715 cm™: estiramento v(C=0), compativel com carbonila de &cido carboxilico;

1457 cm™: deformagdo 6(CH2), associada a cadeias alifaticas longas;

1171 e 1027 cm™*: estiramentos v(C—O), compativeis com fungao éster;

712 cm™': vibragao de rocking de (CHz)n, compativel com cadeias alifaticas longas e lineares.
A presenca simultanea das bandas em 1739 e 1715 cm™ ¢ compativel com a ocorréncia de
diferentes tipos de grupos carbonila, associados, respectivamente, a ésteres e acidos
carboxilicos. A banda em 3397 cm™! também € compativel com a presenca de grupos O—H. Em
conjunto, essas caracteristicas sugerem uma mistura contendo ésteres alifaticos de éacidos
graxos e acidos graxos livres, ambos com cadeias alifaticas longas.

A presenga de diferentes funcdes quimicas pode ser representada por:
R—COO-R': fungao éster;
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R—COOH: funcao acido carboxilico.
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Figura C3. Espectro de FTIR da fracdo 58—71 do extrato de butan-1-ol de Tropaeolum majus.

Fracao 72-82

Identificagdo quimica: acrilato de laurila e 4-benzyloxy-2-methylpyridine 1-oxide,
identificados por CG-EM.

O espectro de RMN de 'H apresenta sinal em & 9,585, compativel com hidrogénio aldeidico,
além de sinais na regido aromatica e de multiplas insaturagdes. Em conjunto, esses sinais sao
compativeis com constituintes contendo estruturas aromaticas conjugadas e cadeias alifaticas
insaturadas.

1. Dados de RMN de 'H

'"H NMR (400 MHz, CDCl3) § 9.585 (s, 1H),7.35 — 7.21 (m, 1H), 7.05 — 6.95 (m, 1H), 6.62 —
6.49 (m, 1H), 6.42 — 6.25 (m, 1H), 6.21 — 6.11 (m, 1H), 5.98 (dt, /=12.9, 11.0 Hz, 1H), 5.81 —
5.64 (m, 1H), 5.40 (ddddd, J = 14.4, 12.2, 8.5, 6.8, 1.9 Hz, 2H), 5.14 (s, 1H), 4.33 — 4.22 (m,
1H), 4.26 — 4.09 (m, 1H), 4.05 — 3.86 (m, 1H), 3.76 — 3.57 (m, 1H), 2.83 (s, 1H), 2.88 — 2.69
(m, 1H), 2.36 (td, J = 7.3, 4.2 Hz, 3H), 2.29 — 2.15 (m, 1H), 2.15 - 1.97 (m, 4H), 1.78 (d, J =
18.1 Hz, 1H), 1.70 (s, 1H), 1.71 — 1.53 (m, 7H), 1.34 (h, J= 8.7 Hz, 14H), 1.28 (s, 17H), 1.09
(s, 1H), 1.06 — 0.79 (m, 9H).

2. Principais bandas observadas no FTIR
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3378 cm™: banda larga de v(O—H), compativel com a presenca de grupos hidroxila;

2914 e 2857 cm™: estiramentos v(C—H) de grupos CH: e CHs alifaticos, compativeis com
cadeias hidrocarbdnicas longas;

1733-1724 cm™': estiramento v(C=0), compativel com carbonila de éster;

1643 cm™: estiramento v(C=C), indicando a presenga de insaturagdes;

1462 cm™: deformagdo 6(CH-), associada a cadeias alifaticas longas;

1185 e 1027 cm™: estiramentos v(C—O), compativeis com fungdo éster;

730 cm™: vibragao de rocking de (CH2)n, compativel com cadeias alifaticas longas e lineares.
O perfil espectroscopico ¢ compativel com uma fracdo rica em ésteres graxos insaturados,
podendo apresentar também contribui¢ao de acidos graxos livres. As caracteristicas observadas
sd0 compativeis com a presenca de constituintes de maior carater alifatico e com possivel

coeluicao de componentes da fragao.
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Figura C4. Espectro de FTIR da fracdo 72—-82 do extrato de butan-1-ol de Tropaeolum majus.

Fracao 83-108

Identificacdo quimica: principalmente 1-monolinoleina (glicerol-1-monolinoleato) ou 1-
monooleina, possivelmente em mistura com isomeros de monoacilglicerdis (2-MAG) e
pequenas quantidades de diacilglicerdis.

1. Dados de RMN de 'H
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"H NMR (400 MHz, CDCl3) & 5.42 (s, 1H), 5.45 — 5.31 (m, 1H), 4.33 — 4.10 (m, 1H), 4.05 —
3.89 (m, OH), 3.78 — 3.58 (m, 1H), 2.81 (dt, J = 14.4, 6.3 Hz, 1H), 2.37 (td, /= 7.5, 4.3 Hz,
1H), 2.16 — 2.06 (m, 1H), 2.05 (d, /= 7.3 Hz, 1H), 1.72 — 1.57 (m, 1H), 1.44 — 1.29 (m, 6H),
1.28 (s, SH), 1.11 (s, 3H), 1.05 — 0.80 (m, 3H).

2. Dados de RMN de *C

BCNMR (101 MHz, CDCl3) § 174.36, 131.99, 130.25, 130.03, 128.31, 128.26, 127.91, 127.78,
127.12, 77.23, 70.29, 65.18, 63.34, 34.17, 34.15, 31.93, 29.71, 29.68, 29.66, 29.61, 29.59,
29.57,29.46,29.37,29.35,29.25, 29.15, 29.14, 29.09, 28.95, 27.22, 25.64, 25.63, 25.54, 24.92,
24.90, 22.70, 20.56, 14.29, 14.13.

3. Interpretacio dos dados de RMN

Os espectros de RMN indicam a presencga de um éster graxo contendo cadeia alifatica longa e
insaturada, associado a um fragmento poliol com trés carbonos oxigenados, compativel com
constituintes do tipo monoacilglicerideos, além da presenca de unidade aromadtica ndo
esterificada.

4. Principais bandas observadas no FTIR

3358 cm™: banda larga de v(O—H), compativel com a presenca de grupos hidroxila;

2924 ¢ 2852 cm™: estiramentos v(C—H) de grupos CH: e CHs alifaticos, compativeis com
cadeias hidrocarbdnicas longas;

1734 cm™: estiramento v(C=0), compativel com carbonila de éster;

1710 cm™: estiramento v(C=0), compativel com carbonila de &cido carboxilico;

1652 cm™: estiramento v(C=C), indicando a presenga de insaturagao;

1462 cm™: deformagdo 6(CHz), associada a cadeias alifaticas longas;

1171 e 1050 cm™*: estiramentos v(C—O), compativeis com fungao éster;

712 cm™': vibragdo de rocking de (CH2)n, compativel com cadeias alifaticas longas e lineares.
5.FTIR

O espectro apresenta bandas compativeis com a presenca simultdnea de fungdes éster e acido
carboxilico, além de insatura¢des e cadeias alifaticas longas. Em conjunto, os dados sdo
compativeis com uma fra¢do mista contendo ésteres de acidos graxos insaturados e 4cidos
graxos insaturados livres.



130

0,90 +
0,85

0,80

Transmitancia/%

0,75 1
17341710

0,70 1

0,65 2624

T | ' T T T
4000 3000 2000 1000

Numero de onda/cm™’

Figura CS5. Espectro de FTIR da fragdo 83—108 do extrato de butan-1-ol de Tropaeolum majus.

Fracao 109-142

Identificacdo quimica: mistura complexa de constituintes altamente oxigenados, com
caracteristicas compativeis com derivados de aglicares e/ou polidis esterificados por acidos
graxos e compostos fenolicos, incluindo possiveis grupos acetila. A amostra foi descrita como
contendo majoritariamente um glicosideo acetilado de &cido graxo.

1. Dados de RMN de 'H

"H NMR (400 MHz, CDCls) § 6.91 — 6.79 (m, 1H), 5.43 — 5.29 (m, 1H), 5.35 (s, 1H), 4.42 —
4.29 (m, 1H), 4.29 — 4.04 (m, 5H), 3.80 — 3.65 (m, 1H), 3.68 — 3.52 (m, 1H), 3.52 — 3.32 (m,
1H), 2.85-2.74 (m, 1H), 2.33 (dq, /=9.1, 6.4 Hz, 2H), 2.11 (s, 5H), 2.14 — 2.04 (m, 3H), 2.05
(s, 3H), 2.07 — 1.89 (m, 1H), 1.72 — 1.54 (m, 2H), 1.49 (s, OH), 1.44 — 1.09 (m, 10H), 1.26 (s,
7H), 1.09 — 0.77 (m, 6H), 0.69 (d, /= 7.1 Hz, 1H).

2. Dados de RMN de *C

BCNMR (101 MHz, CDCls) § 174.53,174.40, 171.27,171.17, 170.85, 170.13, 161.33, 140.29,
132.44, 132.00, 131.97, 130.24, 130.22, 130.02, 129.37, 128.61, 128.30, 128.24, 127.76,
127.21, 127.12, 122.13, 115.99, 115.35, 112.79, 101.16, 79.66, 77.26, 76.22, 73.80, 73.55,
72.30,70.31, 70.25, 68.03, 66.68, 65.20, 65.10, 63.50, 63.35, 62.39, 61.26, 56.74, 56.09, 50.15,
45.82,45.53,42.32,41.04, 39.75, 38.83, 37.26,36.70, 36.15, 34.28, 34.14,33.94,31.93, 31.85,
31.52,30.56, 29.75, 29.70, 29.65, 29.60, 29.37, 29.24, 29.15, 29.09, 28.24,27.20, 26.94, 26.45,
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26.09,25.61, 25.53, 24.96, 24.87, 24.28, 23.06, 22.96, 22.69, 21.06, 21.01, 20.80, 20.76, 20.55,
19.82, 19.33, 19.03, 18.78, 14.28, 14.12, 13.68, 11.98, 11.85.

3. Interpretacio dos dados de RMN

Os espectros de RMN indicam uma fragdo constituida por uma mistura de compostos
oxigenados, apresentando multiplos sinais de carbonila, carbonos oxigenados, sinais associados
a estruturas aromaticas e cadeias alifaticas. Essas caracteristicas sdo compativeis com derivados
de agucares e/ou poliois esterificados por acidos graxos, além de possiveis componentes
fendlicos e grupos acetila.

4. Principais bandas observadas no FTIR

3387 cm™: banda larga de v(O—H), compativel com a presenca de grupos hidroxila;

2928 e 2847 cm™': estiramentos v(C—H) de grupos CH2 e CHjs alifaticos, associados a cadeias
hidrocarbonicas;

1715 cm™: estiramento v(C=0), compativel com carbonila de acido carboxilico;

1614 e 1518 cm™': bandas associadas a vibragdes v(C=C), indicando a presenga de estruturas
insaturadas;

1371 cm™: deformagdo de d(CHs/CHz);

1227 e 1050 cm™: estiramentos v(C—0), compativeis com grupos oxigenados;

597 cm™: banda na regido de deformagdo fora do plano, sem carater diagndstico especifico.

5. Interpretaciao do FTIR

Em conjunto, o espectro de FTIR apresenta caracteristicas compativeis com a presenca de
grupos hidroxila, carbonila, estruturas insaturadas e cadeias alifaticas. A bandaem 1715 cm™ ¢
compativel com carbonila de acido carboxilico, enquanto as bandas em 1614 ¢ 1518 cm™
indicam a presenca de estruturas insaturadas. Esses dados sdo compativeis com a contribui¢ao
de acidos carboxilicos alifaticos insaturados de cadeia longa, incluindo possiveis 4acidos graxos

livres.
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Figura C6. Espectro de FTIR da fracdo 109—142 do extrato de butan-1-ol de Tropaeolum majus.

Fracao 143-227

Identificacdo quimica: derivado de glicerol e/ou agticar contendo grupos hidroxila, associado a
cadeias alifaticas longas. Os dados de RMN sdo compativeis com uma mistura de compostos
oxigenados, incluindo possiveis derivados de agucares e/ou polidis esterificados por acidos
graxos.

1. Dados de RMN de 'H

"H NMR (400 MHz, CDCls) § 5.45 — 5.32 (m, 2H), 4.55 — 4.37 (m, 2H), 4.01 — 3.89 (m, 2H),
3.68 — 3.54 (m, 2H), 3.54 — 3.35 (m, 2H), 2.82 (q, J = 7.6 Hz, 2H), 2.36 (ddd, /=7.6, 6.2, 1.9
Hz, 3H), 2.32 (s, 3H), 2.16 — 2.07 (m, 2H), 2.06 (ddd, /= 7.9, 4.1, 2.1 Hz, 3H), 2.06 — 1.94 (m,
2H), 1.66 — 1.58 (m, 3H), 1.32 (dt, J= 6.6, 4.1 Hz, 8H), 1.28 (s, 47H), 1.24 (s, 3H), 1.26 — 1.13
(m, 2H), 1.10 — 0.91 (m, 7H), 0.94 — 0.86 (m, 14H), 0.90 — 0.75 (m, 13H), 0.82 (s, 27H).

2. Interpretaciao dos dados de RMN

Os espectros de RMN indicam uma fragao constituida por compostos oxigenados, apresentando
sinais associados a grupos hidroxila e cadeias alifaticas longas. Esses dados sdo compativeis
com estruturas derivadas de glicerol e/ou agucares contendo multiplos grupos hidroxila.

3. Principais bandas observadas no FTIR

3349 cm™: banda larga de v(O—H), compativel com grupos hidroxila associados por ligacdes

de hidrogénio;
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2932 e 2857 cm™: estiramentos v(C—H) de grupos CH: e CHs alifaticos, compativeis com
cadeias hidrocarbonicas longas;

1691 cm™: estiramento v(C=0), compativel com carbonila de 4acido carboxilico;

1466 cm™': deformagdo o(CHz), associada a cadeias alifaticas;

1160 cm™: estiramento v(C—0), compativel com grupos oxigenados;

716 cm™': vibragao de rocking de (CH2)n, compativel com cadeias alifaticas longas e lineares.
4. FTIR

O conjunto das bandas observadas ¢ compativel com a presenga de grupos hidroxila, carbonila
e cadeias alifaticas longas. A banda em 1691 cm™ é compativel com grupo carbonila de acido
carboxilico, enquanto a auséncia de uma banda intensa na regido tipica de carbonila de éster
(~1735-1740 cm™) nao fornece evidéncia de predominancia de ésteres nesta fracdo. Em
conjunto, os dados de FTIR sdo compativeis com a presenca de acidos carboxilicos alifaticos
de cadeia longa, incluindo possiveis acidos graxos livres. A presenca de insaturagdes nao pode

ser estabelecida com seguranga apenas a partir deste espectro.
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Figura C7. Espectro de FTIR da fracdo 143—227 do extrato de butan-1-ol de Tropaeolum majus.

Frac¢ao 228-292

Identifica¢do quimica: fitosterois, com identificagdo por CG-EM de y-sitosterol e B-sitosterol.

1. Dados de RMN de 'H
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"H NMR (400 MHz, CDCls3) & 5.38 (dp, J = 14.9, 4.8 Hz, 1H), 3.95 (s, 1H), 2.40 — 2.21 (m,
1H), 2.16 — 1.97 (m, 2H), 1.62 (dd, J = 12.8, 6.2 Hz, 1H), 1.37 — 1.29 (m, 4H), 1.27 (s, 27H),
1.33 - 1.20 (m, 15H), 1.13 — 0.93 (m, 3H), 0.88 (dtd, J=12.4, 6.7, 2.9 Hz, 9H), 0.82 (s, 3H).
2. Interpretaciao dos dados de RMN

O espectro de RMN de 'H indica uma fragdo rica em estruturas alifaticas, apresentando sinal
associado a insaturag¢do e sinal em & 3,95 compativel com carbono ligado a oxigénio. Em
conjunto com os dados de CG-EM, os resultados sdo compativeis com a presenga de fitosterois,
incluindo y-sitosterol e B-sitosterol.

3. Principais bandas observadas no FTIR

3334 cm™: banda larga de v(O—H), compativel com a presenca de grupos hidroxila;

2914 e 2852 cm™: estiramentos v(C—H) de grupos CH: e CHs alifaticos, compativeis com
estruturas de cadeia longa;

1709 cm™: estiramento v(C=0), compativel com grupo carbonila;

1643 e 1614 cm™': bandas associadas a v(C=C), indicando a presenga de insaturagdes;

1064 cm™: estiramento v(C—0), associado a grupos oxigenados;

720 cm™': vibragdo de rocking de (CH2)n, compativel com cadeias alifaticas longas.

4. FTIR

O espectro apresenta bandas compativeis com grupos hidroxila, estruturas alifaticas de cadeia
longa, grupos oxigenados e insaturagdes. A presenca de uma banda de O—H e de uma banda na
regido de C—O ¢ compativel com estruturas contendo funcdo hidroxila, enquanto as bandas em
1643 e 1614 cm™ indicam a presenca de insaturagdes. Em conjunto com os dados de RMN e

CG-EM, o perfil ¢ compativel com a presenca de fitosterois.
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Figura C8. Espectro de FTIR da fracdo 228-292 do extrato de butan-1-ol de Tropaeolum majus.



