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RESUMO

O mel das abelhas sem ferrdo € um produto biolégico muito complexo, com
caracteristicas fisico-quimicas particulares, cuja composicéo varia em funcéo da flora
visita pelas abelhas e das condi¢des climaticas, atualmente é uma atividade que vem
sendo implementada devido a sua importancia como polinizadoras de espécies
vegetais e por contribuir na geracdo de renda para os produtores rurais no médio
amazonas, mas ainda € carente de legislacdo especifica no que se refere as
caracteristicas do mel produzido por essas espécies. Com o proposito de buscar
novos dados e auxiliar nas pesquisas cientificas em relacdo ao mel de abelhas sem
ferrdo, este estudo objetivou avaliar as caracteristicas fisico-quimicas, quimica e
melissopanilégica de méis de meliponas (Melipona seminigra merrillae e Melipona
interrupta Latreille) produzidas em periodos sazonais por meliponicultores rurais na
mesorregido do Amazonas na safra de 2017. As amostras analisadas demonstraram
que, as exigéncias estabelecidas pela legislacao brasileira de Apis mellifera, néo
atendem na totalidade as caracteristicas fisico-quimicas dos méis de meliponas,
destacando a umidade, acidez e os acUcares redutores, sofrendo influéncia nos
periodos sazonais de coleta, principalmente no periodo chuvoso. A andlise
melissopalinologica dos méis das abelhas analisadas indicou a presenca de 32
familias botanicas diferentes. As familias Fabaceae e Myrtaceae foram os principais
tipos polinicos explorados por M. s. merrillae, com ocorréncia consecutiva nos dois
periodos sazonais da regido Amazonica. As abelhas M. interrupta no periodo chuvoso,
apresentaram preferéncias pelas familias Amaranthaceae, Malpighiaceae e Poaceae
(Itacoatiara), porém a ultima familia apresentou uma elevada taxa de ocorréncia em
Urucard, classificada como monofloral. No seco, as espécies analisadas
apresentaram comportamento generalista no uso das fontes de pélen, classificadas
como heterofloral. Quando avaliados os conteddos de flavonoides totais (12,42 a
28,99 FT ug Rutina g* Mel) e a capacidade antioxidante pelo método DPPH (110,43
a 744,23 CEso% mg g1), podemos destacar que apresentaram variacdes significativas
em relacdo as espécies de abelhas, sazonalidades e o local de origem, corroborando
com trabalhos encontrados na literatura, constatando uma correlagéo positiva entre
os teores de flavonoides totais e capacidade antioxidante. Além disso, foram
detectadas por espectrometria de massa acoplada a cromatografia gasosa (CG-MS)
19 compostos volateis nas amostras analisadas. Os resultados demonstraram
semelhancas nas impressdes digitais cromatograficas para os méis das espécies
estudadas de ambos os meliponarios. Os terpenos linalol, seus isbmeros cis e trans
oxidos de linalol e o hidrocaboneto n-octano estiveram presentes praticamente em
todas as amostras. Neste sentido, sdo necessarios novos estudos e gue uma
legislacao especifica seja criada para atender os requisitos de qualidade dos méis de
meliponas, visando fornecer beneficios reais a geracdo de renda para agricultura
familiar dessa regido, contribuindo também na manutencao da diversidade vegetal.

Palavras-chave: 1. Meliponicultura-Amazénia; 2. Quimica; 3. Melissopanilogia;
4. Legislagéo.



ABSTRACT

Honey from stingless bees is a very complex biological product, with particular
physicochemical characteristics, whose composition varies according to the flora
visited by the bees and the climatic conditions, is currently an activity that has been
implemented due to its importance as pollinators of plant species and for contributing
to income generation for farmers in the Amazon region, but it still lacks specific
legislation regarding the characteristics of honey produced by these species. The
objective of this study was to evaluate the physicochemical, chemical and
melissopanilogical characteristics of melipone honeys (Melipona seminigra merrillae
and Melipona interrupta Latreille) produced in periods in the meso-region of Amazonas
in the 2017 harvest. The samples analyzed demonstrated that the requirements
established by the Brazilian legislation of Apis mellifera do not fully meet the
physicochemical characteristics of melipone honeys, highlighting the humidity, acidity
and reducing influences of the seasonal periods of collection, especially in the rainy
season. The melissopalinological analysis of the honeys of the bees analyzed
indicated the presence of 32 different botanical families. The families Fabaceae and
Myrtaceae were the main sources of nectar explored by M. s. merrillae, occurring
consecutively in the two seasonal periods of the Amazon region. The bees M.
interrupts in the rainy season, presented preferences by the families Amaranthaceae,
Malpighiaceae and Poaceae (Itacoatiara), but the last family presented a high
occurrence rate in Urucara, classified as monofloral. In the dry, the analyzed species
presented general behavior in the use of pollen sources, classified as heterofloral.
When the content of total flavonoids (12.42 to 28.99 FT ug Rutin g* Mel) and the
antioxidant capacity by the DPPH method (110.43 to 744.23 EC50% mg g*) were
evaluated, significant variations in relation to bee species, seasonality and place of
origin, corroborating with works found in the literature, showing a positive correlation
between total flavonoid levels and antioxidant capacity. In addition, 19 volatile
compounds were detected by mass spectrometry coupled to gas chromatography
(GC-MS) in the samples analyzed. The results showed similarities in the
chromatographic fingerprints for the honeys of the studied species of both meliponaria.
The terpenes linalol, its cis and trans isoxides of linalool and the n-octane hydrocarbon
were present in almost all samples. In this sense, new studies are needed and specific
legislation is created to meet the quality requirements of meliponas honeys, aiming to
provide real benefits to income generation for family agriculture in this region, also
contributing to the maintenance of plant diversity.

Keywords: 1. Meliponiculture-Amazon; 2. Chemistry; 3. Melissopanilogy; 4. Legislation.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Mapa do estado do Amazonas com a localizacdo das amostras de abelhas

sem ferrdo estudadas. Municipios de Urucara (azul) e Itacoatiara (laranja). ............ 20

Figura 2 - Mel de M. s. merrillae coletado em Itacoatiara (SJA) na estacdo chuvosa

Figura 3 - Mel de M. s. merrillae coletado em Itacoatiara (SJA) na estacao seca....21
Figura 4 - Distribuicédo geral das familias presente nas amostras de méis de meliponas

provenientes de Urucard, AMAZONAS. ..........uuuuuuuummmmmmmmnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnennnnnnn.. 68

Figura 5 - Prancha fotomicrografada dos principais tipos de polens das amostras de
meéis de meliponas coletadas em Urucara, Amazonas, periodo chuvoso (a. Myrtaceae
e b. Poaceae) e seco (c. Anacardiaceae; d. Burceraceae; e. Fabaceae;
f. Lecythidaceae; g. Amaranthaceae e h. Meliaceae). ...........ccccvvvvvvviieiiiiiiiiieiieennnnn. 69

Figura 6 - Distribuicdo geral das familias presente nas amostras de méis de meliponas
provenientes de Itacoatiara (SJA), AMAZONAS. ..........uuuuummmmmummmnnnniiniiiininiineeeeee. 72

Figura 7 - Prancha fotomicrografada dos principais tipos de polens das amostras de
méis de meliponas coletadas em Itacoatiara, Amazonas, periodo chuvoso
(a. Amaranthaceae; b. Myrtaceae; c. Verbenaceae; d. Malpighiaceae; e. Poaceae) e

seco (f. Bignoniaceae; g. Fabaceae e h. Lamiaceae).........ccccccceeeeeieeeeeeveeiiiciee e, 73

Figura 8 - M. seminigra merrillae, obtidas por micrografia eletrénica de varredura. A:

vista ventral. B: vista dorsal. C: vista lateral ...........coo oo, 91

Figura 9 - M. Interrupta, obtidas por micrografia eletronica de varredura. A: vista
ventral. B: vista lateral. C: vista dOrsal. .........ooouuuiiiiiiiiiiiiecice e 92

Figura 10 - Cromatogramas dos compostos volateis das oito amostras de méis
analisadas por CG-MS com seus respectivos picos de retencdo. Os cromatogramas
A, B e C, D representam, respectivamente, as amostras de méis de M. s. merrillae de
Itacoatiara e Urucard nos meses de agosto e setembro. Os cromatogramas E, F e G,
H representam as amostras de méis de M. interrupta de Itacoatiara e Urucara nos

MeSEeS de A0SO € SETEIMDID ... .uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiii i eaaanee 94

Figura 11 - Estruturas quimicas majoritarias encontradas nas amostras de méis de M.

s. merrillae e M. interrupta analisadas por CG-MS..........ccccccviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeee 96


file:///C:/Mestrado%20Mikail%20-%202016/Apresentação%20Final/Dissertação%20Final/Versão%20Final%20-%20PPGCTRA%20-%2027.07.docx%23_Toc520471883
file:///C:/Mestrado%20Mikail%20-%202016/Apresentação%20Final/Dissertação%20Final/Versão%20Final%20-%20PPGCTRA%20-%2027.07.docx%23_Toc520471883
file:///C:/Mestrado%20Mikail%20-%202016/Apresentação%20Final/Dissertação%20Final/Versão%20Final%20-%20PPGCTRA%20-%2027.07.docx%23_Toc520471883
file:///C:/Mestrado%20Mikail%20-%202016/Apresentação%20Final/Dissertação%20Final/Versão%20Final%20-%20PPGCTRA%20-%2027.07.docx%23_Toc520471883
file:///C:/Mestrado%20Mikail%20-%202016/Apresentação%20Final/Dissertação%20Final/Versão%20Final%20-%20PPGCTRA%20-%2027.07.docx%23_Toc520471883
file:///C:/Mestrado%20Mikail%20-%202016/Apresentação%20Final/Dissertação%20Final/Versão%20Final%20-%20PPGCTRA%20-%2027.07.docx%23_Toc520471883

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Comparacao entre cor, Pfund (mm) e absorbancia (nm)............ccccoe....... 34

Tabela 2 - Médias e desvio padrao das caracteristicas fisico-quimicas de méis das
espécies M. s. merrillae e M. interrupta (Apidae: Meliponini), coletados nos periodos

chuvoso e seco, Itacoatiara (SJA) e Urucara, AmMazonas ..........cccccceeeeeeeeeeeeeeeennnnnnnnns 42

Tabela 3 - Concentragces em % (m m™?) de aclcares realizadas por métodos
diferentes em amostras de méis de Meliponas em Itacoatiara (SJA) e Urucara,

MESOITEQIA0 AMAZONICA.......ceeiiuiiiiie e e et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeaaaes a7

Tabela 4 - Médias e resultados das analises qualitativas de Lund e Lugol dos méis
coletados nos periodos seco e chuvoso, municipios de Itacoatiara (SJA) e Urucara,
F 11 F= V40 ] g = ORI 49

Tabela 5 - Espectro de polen, classes de ocorréncia e frequéncia relativa encontrados

nas amostras de méis coletadas no periodo chuvoso, Urucard, Amazonas, Brasil. .66

Tabela 6 - Espectro de pélen, classes de ocorréncia e frequéncia relativa encontrados

nas amostras de méis coletadas periodo seco, Urucara, Amazonas, Brasil. ............ 67

Tabela 7 - Espectro de pélen, classes de ocorréncia e frequéncia relativa encontrados
nas amostras de méis coletadas no periodo de chuva, Itacoatiara (SJA), Amazonas,
=] = U | SRR 70

Tabela 8 - Espectro de pdlen, classes de ocorréncia e frequéncia relativa encontrados

nas amostras de méis coletadas no periodo seco, Itacoatiara (SJA), Amazonas, Brasil.

Tabela 9 - Conteldo das analises de flavonoide totais e capacidade antioxidante

(DPPH) de mE&is de MElIPONAS. .......ccceeiiiiiiiiiiee e 75

Tabela 10 - Constituintes volateis dos méis produzidos pelas espécies M. s. merrillae
e M. interrupta nos meses de coleta do verdo amazbnico (periodo seco) dos

meliponicultores rurais nos municipios de Itacoatiara (SJA) e Urucara- AM............. 93



ABREVIATURAS E SIGLAS

Aa: Atividade de agua

Am: Amazonas

AR: Acucares redutores

CG-EM ou GC-MS: Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
CLso: Concentracao letal mediana
CODEX: Codex Standard For Honey
COVs: Compostos organicos volateis
CuS04.5H20: Sulfato de cobre
DPPH: 2,2-difenil-1-picril-hidrazil

EC: Eletroforese capilar

EG: Gothe

ERT: Microgramas equivalente a rutina
ETOH: Etanol

g: Gramas

HCI: Acido cloridrico

HMF: Hidroximetilfurfural

IAL: Instituto Adolfo Lutz

ICET: Instituto de Ciéncias Exatas e Tecnologia

INMET: Instituto Nacional de Meteorologia

KNa (C4H40s). 4H20: Tartarato duplo de sddio e potassio
La.: Latitude

Lo.: Longitude

MAPA: Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
mEq.kg*: Mil equivalentes por quilograma

MEV: Microscopia Eletronica de Varredura

mg.Kg*: Miligramas por quilograma

mm: Miligramas

NaOH: Hidroxido de sbédio

pH: Potencial hidrogeniénico

SJA: Séo Joao do Araca

TROLOX: 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico
UFAM: Universidade Federal do Amazonas

UFOPA: Universidade Federal Oeste do Para

UFSC: Universidade Federal de Santa Catarina

UV-Vis: Ultravioleta visivel

ML: Micro Litro

uS.cm ™t microSiemens por centimetro

%: Porcentagem



SUMARIO

R0 ] 51U 07-X 0 T 15
2 OBIETIVOS ..o 18
2.1 ODJELVO GEIAI ... 18
2.2 ObjetiVOS ESPECITICOS ...vvvuiieiiie it e e e e e e e e e 18
3 MATERIAL E METODOS ... .ocuiiiiitecte ettt ee et ete ettt eae ettt sae e 19
3.1 Coleta e identificacdo das espécies de Meliponas...........ccccuvveeeeeeeeiiiiiiiiiiieeeeenn. 19
3.2 AMOSIIAS ...ttt e ettt e e ettt e e e e et e e e e et e e e e et e e e eea e e eerna e aaee 19
A REFERENCIAS ... .ottt ettt ettt et e et e eae et et e et e steeeeeteeee e 22

CAPITULO 1 — ESTUDO FiSICO-QUIMICO DE MEIS DE MELIPONAS (Melipona
seminigra merrillae e Melipona interrupta Latreille)y PRODUZIDO POR
MELIPONICULTORES RURAIS NOS MUNICIPIOS DE ITACOATIARA (SJA) E

URUCARA NOS DOIS PERIODOS SAZONAIS DO AMAZONAS........cccccveeeererenn, 25
RESUMO ....ciiiiieiii ittt ettt e e e e e e et e e e e e e e e e s bbbt e e eeeeeesanssnbbseeeeeeeeeenanns 26
L INTRODUGAO ..ottt eaennanes 28
2 MATERIAL E METODOS ..ottt ittt seese et s seese e snenas 30
2.1 AMOSITAS ...t ettt ettt e e ettt e e et et e e e e e e e e e n e e e en e e eerna e aaee 30
2.2 ANAlISES fISICO-QUIMICAS ...vvvuiiei e e e e 30
pZ 00 R |4 1o = T [ S 31
2.2.2 Potencial hidrogenionico (PH) .......ccoeii e 31
2.2.3 Acidez (livre, lactbnica e total) ........cccceeeiiiiiiiiiiiiii e 31
VA O [ V.- PP 32
2.2.5 Condutividade EIELNCA .......ceevviiiiiiiiiiiiiieee e 33
2.2.6 Hidroximetilfurfural (5-HMF)........coooiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 33
F A (O o SRR 34
2.2.8 Atividade diaStasiCa ..........ccevvvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 35
2.2.9 Acucares redutores, acucares redutores totais e sacarose aparente......... 36
2.2.10 Teores de frutose, gliCOSE € SACAIOSE ........ccevvvuiieeiiiiiiieeeiiie e 39
2.2.11 REAGAOD A LUNG.....uuiiiiii e e s 39
2.2.12 REAGAOD A LUQGOL....uuiiiiei e 40
3 RESULTADOS E DISCUSSAOD. .....cciiiiieieeieeeeeee e et ste e 40
3.1 Parametros fisico-quimicos dO MEl ........ccooiiiiiiiiiiiie e, 40

B CONCLUS A ... 50



B REFERENCIAS ....ooc e ettt 51
CAPITULO 2 — QUANTIFICACAO DE FLAVONOIDES TOTAIS, CAPACIDADE

ANTIOXIDANTE E ANALISE MELISSOPALINOLOGICA.......cceoeeeeeeeeeceeeceeeenns 57
1 11V PN 58
L INTRODUGAO ...ttt nnanas 60
2 MATERIAL E METODOS ... .ooiiiiiieecteeteete e ete et ete ettt ettt ste e eee s 61
2.1 Coleta e preparo das @amMOSIIAS ........ccuuuuiiiiieeeieieeiiiiee e e e e e e e e e e e e eaaaa 61
2.2 Analise MeliSSOPaliNOIOQICA. ...........uuriiiiiiieeiiiiie e 62

2.2.1 Preparo do material ..........coooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 62

2.2.2 Montagem das lamiNas..........ccoevviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 63

2.2.3 Fotomicrografia e identificagc@o dos polens dos MEis............cccuvveeeeeeeennnnnns 63
2.3 Quantificacao de flavonoides totais e capacidade antioxidante no mel............... 64

2.3.1 FIaVONOIAES TOLAIS ....uuvuuieeeeieeeieiiiiiie e e e e e et e e e e e e s e e e e e e e e eeennnn s 64

2.3.2 Capacidade antioxidante N0 Mel...........ccovviiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 64
3 RESULTADOS E DISCUSSAO........coiiiiiieiiieiesieietee sttt 65
3.1 Analise MelisSSOPaliNOIOQICA. ..........uuvuiiiiiieeeiiiiiiieeeee e 65
3.2 Quantificacdo de flavonoides totais e capacidade antioxidante no mel............... 74
A CONCLUSAD. .....ccuittiiieieieteie ettt ettt ettt ne s 77
B REFERENCIAS ..ottt sttt ese et et s e e s e nenas 78

CAPITULO 3 - CONSTITUINTES VOLATEIS DE AROMAS DE MEIS DE ABELHAS
SEM FERRAO (Melipona seminigra merrillae e Melipona interrupta Latreille) DA

MESORREGIAO AMAZONICA BRASILEIRA-AM ......coveiuiieieeeeeeeeeeeeee e 83
RESUMO ....cciiiii ettt ettt e e e e e e st e e e e e e e e s s bbb et e e eeeeessannssbbeneeeeaeeeenanns 84
L INTRODUGAO ...ttt eaenn s 86
2 PARTE EXPERIMENTAL....coiii e e et e e e e e 88
2.1 Coleta e identificacdo das espécies de Meliponas..........cccovvvvvvviiiiiieeeeeeeeeivnnnnnnn. 88
2.2 Coleta das amostras de MEIS ........cooeveeeeeeeiiieeeeeeee e 89
2.3 Extrac80o do aroma do MEel ......coooeiiiiieeeeeeee 89
2.4 Analise quimica do aroma por CG-MS ..., 89
2.5 Imagens de Meliponas por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) ............ 90
3 RESULTADOS E DISCUSSAOD. .....ccuiiiiieiieieeeeeeee et 91
3.1 Meliponas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) ........cccoeeevvvvvevvinnnnnn. 91
3.2 Compostos volateis dos meéis de Meliponas..........ccooovvvveieiiiiii 92

A CONCLUSAOD ...ttt 98



S AGRADECIMENTOS ... 99

B REFERENCIAS .......ocoeeieeee ettt ettt ettt te st ea et ee e saeeene s 99
Y o= N 5[ = N 104
F o= N o[ = = SR 105
F Y 2= N 511 =3 o3P 106

ANEXO A o 107



15

1 INTRODUCAO

O ecossistema global se aproxima de uma transicao critica, como resultado da
influéncia humana (BARNOSKY et al, 2012), limitando a capacidade da Terra
(ROCKSTROM et al, 2009) e ameacando sua biodiversidade (MACE, 2014). Aliar a
geracdo de renda a conservacdo da natureza € um dos grandes desafios para o
desenvolvimento humano, particularmente nas regides tropicais (PINTO et al, 2009).
Frente a esta situacao, tendo a maior parcela da Amazdnia em seu territorio, o Brasil
sofre uma pressao internacional para gerar atividades alternativas as predatorias
ligadas a destruicdo de ambientes naturais e a sua biodiversidade (HOMMA, 2013).

De acordo com Drummond (2011), a criacdo de abelhas se enquadra
perfeitamente dentro dos conceitos de diversificacdo e uso sustentavel, pela sua
natureza e conservacgao das espécies, uma das poucas atividades agropecuarias que
preenche todos os requisitos do tripé da sustentabilidade: o econémico porque gera
renda para os agricultores; o social, porque ocupa méao de obra familiar no campo,
diminuindo o éxodo rural; e o ecolégico, porque ndo se desmata para criar abelhas,
muito pelo contrério, as abelhas necessitam das plantas vivas para coletar o pélen e
0 néctar de suas flores, fonte basica de sua alimentacéao.

A criacdo de meliponineos é uma pratica bastante antiga, cujo relato de consumo
data desde periodos pré-colombianos no continente americano, ao qual séo atribuidas
propriedades medicinais (BILUCA et al, 2014; CHUTTONG et al, 2016). Inicialmente
desenvolvida pelos indios, a meliponicultura brasileira (COLETTO-SILVA, 2005), é
uma atividade praticada por pequenos produtores de forma empirica, oferecendo
beneficios ecoldgicos que incluem a preservacdo da espécie e das plantas nativas
pela polinizacdo (SILVA; PAZ, 2012). Essas abelhas comp8em um grupo que nao
possuem glandulas de veneno e seu ferrdao é atrofiado dai o nome de “abelhas sem
ferrao” (CARVALHO-ZILSE et al, 2011).

No Brasil foram catalogadas, aproximadamente 192 espécies de abelhas sem
ferrdo (SILVA et al, 2013; BILUCA et al, 2014; SOUSA et al, 2016; CHUTTONG et al,
2016). A Amazonia € o bioma onde se encontra a maior diversidade (CARVALHO-
ZILSE, 2013), destacando-se a Melipona seminigra merrillae (jandaira-da-amazonia
ou urugu-boca-de-renda) e Melipona interrupta Latreille (jandaira-preta-da-Amazonia
ou jupara), principais espécies manejadas nos estados do Amazonas e Para (VILLAS-
BOAS, 2012; CARVALHO-ZILSE, 2013).
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Em nivel de producdo familiar, o mel € o principal produto obtido da
meliponicultura (DE JONG et al, 2006; CARVALHO et al, 2013), consumido
culturalmente como componente energético e medicinal entre as populacdes
tradicionais da Amazobnia. O excedente deste mel é comercializado de maneira
informal, sem uma cadeia produtiva estabelecida, em todo o territorio brasileiro
(CARVALHO-ZILSE; NUNES-SILVA, 2012; CARVALHO et al, 2013).

O mel produto natural é proveniente das diversas espécies de abelhas
formadoras de colbnias, a partir de exsudatos contendo carboidratos e proteinas
produzidos pelas plantas. Além desses, outros componentes agregam valor
nutricional ao mel, como, as vitaminas, minerais, compostos fendlicos, enzimas,
aminoacidos livres e numerosas substancias volateis e semivolateis conforme a
espécie de abelha e regido (SILVA et al, 2016; KARABAGIAS et al, 2014). Exibem
também uma ampla gama de efeitos biologicos, agindo como antioxidantes naturais
(DA SILVA et al, 2016).

Os compostos fendlicos presentes no mel estdo diretamente relacionados aos
recursos botanicos como poélen, néctar, resina e 6leo fornecidos para as abelhas,
apresentando propriedades bioativas distintas dependendo de suas origens florais
(GHELDOF; WANG; ENGESETH, 2002).

Nesse contexto, € imprescindivel a determinagcédo da origem botanica, realizada
através de andlises baseadas na identificacdo do pdlen pelo exame microscopico
(melissopalinologia), avaliando o resultado da visita das abelhas as flores (BIANCHI,
2011; CASTRO-VASQUEZ et al, 2014). Segundo esta avaliacdo, € possivel
reconhecer a vegetacao apicola-meliponicola regional, identificando as principais
fontes nectariferas e poliniferas utilizadas pelas abelhas, bem como os principais
periodos de producao de néctar e pélen (BARTH, 2005; LUZ et al, 2007).

Outro fator relevante que tem sido investigado € o estudo dos constituintes
volateis que contribui significativamente para o aroma e sabor do mel,
(ALISSANDRAKIS et al, 2005). Esta intimamente associada a origem botanica, com
os habitats de coleta e a fisiologia das abelhas, além do processamento pds-coleta e
condi¢des de armazenamento. A analise dos constituintes volateis do mel € uma das
alternativas para sua tipificacdo, os quais podem ser utilizados como marcadores
qguimicos especificos (CASTRO-VASQUEZ et al, 2014; KARABAGIAS et al, 2014;
VERZERA et al, 2014; SEISONEN et al, 2015), fornecendo informacdes relevantes
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para a promoc¢ao desse produto, além de agregar valor que € convertido em renda
para os meliponicultores (CARVALHO et al, 2006).

Apesar da grande importancia e contribuicdo, sdo escassos 0s estudos que
visem a identidade e os parametros de qualidade do mel das abelhas sem ferrdo
(KARABAGIAS et al, 2014), principalmente na Regido Norte do pais.

As legislagdes vigentes exigem que o mel esteja de acordo com o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), por meio da Instrucdo Normativa n°
11 de 20 de outubro de 2000 no qual estabelecem padrdes de identidade e qualidade
do mel, como maturidade, pureza e deterioragdo. Porém, somente o mel produzido
pelas abelhas africanas do género Apis atende a esses parametros. A necessidade
de estabelecer técnicas analiticas com a finalidade de conhecer a composicao
quimica do mel é de grande importancia, principalmente em prop6r parametros fisico-
quimicos para cada grupo de méis.

A regido Amazbnica possui uma grande diversidade biologica e cultural,
fortemente dependente de fatores ambientais (NODA, 2007; CASTRO et al, 2011).
Em consequéncia apresenta méis com caracteristicas distintas (SOUZA et al, 2006).
Em raz&o desta variacdo, torna-se imprescindivel o conhecimento das caracteristicas
dos méis dos meliponineos, em especial daquelas espécies utilizadas na
meliponicultura para producdo de mel. Além disso, a auséncia de uma legislacéo
especifica para os produtos da meliponicultura (CARVALHO et al, 2013), gera uma
série de dificuldades para o desenvolvimento da atividade na regiéo.

Assim esse trabalho visa conhecer as préticas desta atividade fornecendo uma
ferramenta para a regularizacdo do mel produzido na regido, apontando os beneficios
reais a geracdo de renda para agricultura familiar, contribuindo também na
manutencdo da diversidade vegetal e da flora. Este trabalho é composto por 3
capitulos, organizados da seguinte forma:

Capitulo 1 - Estudo fisico-quimico de méis de Meliponas (Melipona seminigra
merrillae e Melipona interrupta Latreille), produzido por meliponicultores rurais nos
municipios de Itacoatiara (SJA) e Urucara nos dois periodos sazonais do Amazonas.

Capitulo 2 — Quantificacdo de flavonoides totais, capacidade antioxidante e
analise melissopalinoldgica.

Capitulo 3 - Constituintes volateis de aromas de méis de abelhas sem ferréo
(Melipona seminigra merrillae e Melipona interrupta Latreille) da mesorregiéo

Amazobnica Brasileira-Am.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Determinar as caracteristicas fisico-quimicas, quimicas e melissopalinoldgica de
meéis sazonais de Meliponas (Melipona seminigra merrillae Cockerell e Melipona
Interrupta Latreille, 1811), de meliponicultores rurais da Mesorregido do Centro do
Amazonas.
2.2 Objetivos especificos

- Analisar as caracteristicas fisico-quimicas das amostras de méis das abelhas
M. s. merrillae e M. Interrupta Latreille coletadas em Itacoatiara (SJA) e Urucard nos
dois periodos sazonais;

- Identificar e quantificar os aglcares nos méis por eletroforese capilar;

- Quantificar os flavonoides totais presente nos méis;

- Determinar a capacidade antioxidante de méis pelo método do sequestro do
radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH);

- ldentificar as familias vegetais presentes nas amostras de méis in natura

através da analise melissopalinoldgica;

- Determinar por CG-MS os constituintes volateis de aromas de méis de duas
espécies, M. s. merrillae e M. Interrupta Latreille, no periodo de maior producdo da

Mesorregido do Centro do Amazonas-Am.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta e identificacédo das espécies de Meliponas

As espécies coletadas nos meliponarios de Itacoatiara (SJA) e Urucara foram
acondicionadas em “frascos mortiferos” contendo solventes do tipo éter etilico, acetato
de etila e diclorometano. Em seguida, as amostras foram postas em alfinete
entomologico inoxidavel, etiguetadas e acondicionadas com naftaleno moido em
caixas com fundo de poliestireno.

As amostras foram enviadas para o Laboratorio de Bionomia, Biogeografia e
Sistematica de Insetos (BIOSIS), Curadoria de Invertebrados Terrestres - Museu de
Histéria Natural/Zoologia - MHNBA/MZUFBA, Universidade Federal da Bahia, e
identificadas pela Prof2. Dr2. Favizia Freitas de Oliveira. As espécies identificadas
foram Melipona seminigra merrillae Cockerell, 1919 e Melipona interrupta Latreille,
1811.

3.2 Amostras

Foram utilizadas 24 amostras naturais de méis de Meliponas produzidas pelas
espécies jandaira (M. s. merrillae) e jupara (M. interrupta) (Apéndice A e B) em
melipondrios nos municipios de Itacoatiara, mais precisamente em S&o Jodo do Aracé
(La. 03°07°97” S e Lo. 58°17'34" W) e Urucara (La. 02°27°37” S e Lo. 57°43'15" O),
regido Norte, Brasil (Figura 1). A colheita das amostras em cada meliponario foi
realizada durante o periodo chuvoso (janeiro a marco) e no periodo seco (julho a
setembro).

De acordo com Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) o municipio de
Itacoatiara esta localizado no centro oeste do estado do Amazonas, apresenta clima
tropical, tipo Af (clima tropical chuvoso de floresta) segundo classificacao climética de
Koppen e Geiger, com temperaturas meédias anuais de 26.9 °C e pluviosidade
significativa, obtendo médias de 2261 mm. Urucara esté situado ao leste da capital
Amazonense, clima tropical, Am (clima tropical de mong¢é&o) na classificagdo climatica
de Kdppen e Geiger, com temperaturas meédias de 27.4 °C e pluviosidade média anual

de 2089 mm. SO existe uma curta época seca e nao € muito eficaz nessa regiao.



y A

20

Figura 1 - Mapa do estado do Amazonas com a localizagédo das amostras de abelhas

sem ferrdo estudadas. Municipios de Urucara (azul) e Itacoatiara (laranja).
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Fonte: adaptado do IBGE (2017).

Ambos 0s municipios entre os meses de dezembro a maio, apresentam alta
precipitacdo, caracterizando o periodo de chuvas, conhecido também como o inverno
amazonico, sendo margo o més de maior precipitacdo, ultrapassando os 300 mm. O
periodo de precipitacdo mais baixa compreende os meses de junho a novembro, o
qgue induz um caracteristico periodo de seca, conhecido como o verdo amazonico. O
més de setembro é o mais seco, apresentando precipitacdo de 75 mm (ltacoatiara) e
51 mm (Urucara) (FISCH et al, [s.d]).

Os méis coletados foram provenientes de potes operculados de cerumes contido
dentro das colbnias, por meio de succdo com pipetas estéreis ou seringas
descartaveis e individualizadas, com uso de luvas (Figuras 2 e 3). Posteriormente
foram armazenadas em tubo falcon de 50 mL previamente esterilizado com tampa de
fecho hermético, acondicionadas em uma bolsa térmica com gelo e encaminhadas
para os Laboratérios (Alimentos e Quimica) do Instituto de Ciéncias Exatas e
Tecnologia (ICET) da Universidade Federal do Amazonas, em lItacoatiara, onde
procederam as analises fisico-quimicas, sendo que, a analise do hidrometifurfural e a
quantificacdo de frutose, glicose e sacarose nos méis de meliponas pelo método de
Eletroforese Capilar foram realizadas no Laboratorio de Quimica de Alimentos da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). As analises da quantificacdo dos

flavonoides totais, capacidade antioxidante, melissopalinolégica e para o0s
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constituintes volateis de aroma, as amostras foram encaminhadas para a Unidade de
Farmacognosia, Laboratorio de Bioprospeccéo e Laboratorio de botanica taxonémica
e panilogia da Universidade Federal do Oeste do Para (UFOPA), respectivamente.
Além disso, algumas amostras de poélen e abelhas foram fotografadas por Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV) no Laboratério Central de Microscopia Eletronica da

Universidade Federal de Santa Catarina (Apéndice C).

Figura 2 - Mel de M. s. merrillae coletado em Itacoatiara (SJA) na estacédo chuvosa

AN

it

Fonte: Silva (2017).

Figura 3 - Mel de M. s. merrillae coletado em Itacoatiara (SJA) na estacao seca

Fonte: Silva (2017).
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CAPITULO 1 — ESTUDO FiSICO-QUIMICO DE MEIS DE MELIPONAS (Melipona
seminigra merrillae e Melipona interrupta Latreille), PRODUZIDO POR
MELIPONICULTORES RURAIS NOS MUNICIPIOS DE ITACOATIARA (SJA) E
URUCARA NOS DOIS PERIODOS SAZONAIS DO AMAZONAS
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RESUMO

O mel das abelhas sem ferrdo € um produto biolégico muito complexo, com
caracteristicas fisicas e quimicas particulares, cuja composicao varia em funcdo da
flora visita pelas abelhas e das condi¢Bes climéaticas, mas ainda é carente de
legislacdo especifica. Neste trabalho foram analisadas as caracteristicas fisico-
quimicas (umidade, cinzas, pH, acidez, acUcares redutores, glicose, frutose, sacarose,
atividade diastasica, cor, condutividade elétrica, 5-HMF e os testes de Lund e Lugol)
de 24 amostras de méis sazonais das espécies M. s. merrillae e M. interrupta Latreille
provenientes de meliponicultores rurais da mesorregiao Amazoénica. Quanto a esses
parametros, os méis apresentaram niveis de umidade que variaram de 24,27 a
44,73%, pH 3,68 a 4,16, acidez 30,60 a 81,30 mEq kg, cinzas 0,12 a 0,20%,
condutividade elétrica 178,28 a 550,92 uS.cm, cor ambar claro ao ambar escuro, ndo
foi detectada atividade diastasica, assim como auséncia do composto 5-HMF, os
valores através dos métodos titulométricos e por eletroforese capilar para acgucares
redutores variaram de 44,18 a 69,93% e 28,24 a 71,21%, sacarose 0,86 a 5,09% e
0,23 a 0,27%, respectivamente; para frutose 15,62 a 38,54% e glicose 12,62 a 32,67,
ja para os testes de Lund 0,4 a 2,6 mL e Lugol todas as amostras apresentaram
resultados negativos. Os méis de meliponineos analisados apresentaram diferencas
fisico-quimicas em alguns parametros, destacando a umidade, acidez e os agUcares
redutores, sofrendo influéncia dos periodos sazonais de coleta, principalmente no
periodo chuvoso, onde a maioria das amostras ndo atenderam aos critérios de
qualidade estabelecidos pelas legislacdes vigentes, mais encontram-se dentro dos
limites sugerido para os meéis de meliponineos do Brasil. Os resultados obtidos
comprovam que as exigéncias dos critérios de qualidade estabelecidas pela legislacédo
brasileira vigente, para o mel de abelha A. mellifera, ndo atendem a totalidade das
caracteristicas dos méis de abelhas sem ferr&o.

Palavras-chave: 1. Meliponicultura; 2. Mel; 3. Caracterizacdo; 4. Controle de
qualidade.
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ABSTRACT

Honey from stingless bees is a very complex biological product with particular physical
and chemical characteristics whose composition varies according to the flora visited
by bees and climatic conditions, but it is still lacking in specific legislation. In this work
the physicalchemical characteristics (moisture, ash, pH, acidity, reducing sugars,
glucose, fructose, sucrose, diastase activity, color, electrical conductivity, 5-HMF and
the Lund and Lugol tests) of 24 samples of seasonal honeys of M. s. merrillae and M.
interrupta Latreille from the rural meliponicultores of the Amazonian mesoregion.
Regarding these parameters, the honeys had moisture levels that ranged from 24.27
to 44.73%, pH 3.68 to 4.16, acidity of 30.60 to 81.30 mEq kg-1, ash 0.12 a 0.20%,
electrical conductivity 178.28 to 550.92 uS.cm-1, light amber to dark amber, no
diastase activity was detected, as well as absence of 5-HMF compound, values by
titrimetric methods and by capillary electrophoresis for reducing sugars ranged from
44.18 to 69.93% and 28.24 to 71.21%, sucrose 0.86 to 5.09% and 0.23 to 0.27%,
respectively; for fructose 15.62 to 38.54% and glucose 12.62 to 32.67; already for the
tests of Lund 0.4 to 2.6 mL and Lugol all the samples presented negative results. The
meliponine honeys analyzed showed physicochemical differences in some
parameters, highlighting the humidity, acidity and reducing sugars, influenced by the
seasonal periods of collection, mainly in the rainy season, where most of the samples
did not meet the quality criteria established by the laws, but are within the limits
suggested for meliponine honey from Brazil. The results obtained prove that the
requirements of the quality criteria established by the Brazilian legislation in force for
bee honey Apis mellifera do not meet all the characteristics of bee honeys without
sting.

Palavras-chave: 1. Meliponiculture; 2. Honey; 3. Characterization; 4. Quality control.
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1 INTRODUCAO

As abelhas tém sido manejadas pelos homens, desde séculos passados, para
extracao de mel, polen, propolis, cera, entre outros produtos utilizados para consumo
proprio. Nas Ultimas décadas, esta atividade tornou-se rentavel em muitos lugares do
mundo (ANACLETO et al, 2009; NOGUEIRA-NETO, 1997; SOUSA et al, 2013). Duas
grandes linhas de producéo desses produtos sdo destaques no Brasil: a apicultura e
a meliponicultura. A apicultura com a criacdo racional de A. mellifera é amplamente
difundida e estudada, com maior producao e comercializacao de mel e outros produtos
(VIEIRA, 2012). A meliponicultura, por sua vez, € uma atividade de criacdo de abelhas
sem ferrdo (Meliponinae spp.) de facil manejo e necessita de pouco investimento para
sua producao (SILVA; PAZ, 2012), onde, os estudos e comercializagdo ainda séo
recentes em todo o mundo (SOUSA et al, 2013; VILLAS-BOAS, 2012).

O principal produto apicola € o mel, surgi a partir da simbiose abelha-planta
(MENDES et al, 2009; SILVA et al, 2016). O mel pode ser classificado quanto a sua
origem em mel floral ou mel de melato. O mel floral € obtido dos néctares das flores,
e ainda pode ser classificado em: mel unifloral ou monofloral ou mel multifloral ou
polifloral. O mel de melato é formado principalmente a partir de secre¢des de partes
vivas das plantas ou de excrec¢des de insetos sugadores de plantas que se encontram
sobre elas (BRASIL, 2000). Pode ser definido, também, como fluido viscoso,
aromatico e doce (VENTURINI; SARCINELLI; SILVA, 2008), e consiste principalmente
de acucares (predominando a glicose e frutose), agua e outras substancias tais como
proteinas (enzimas), acidos organicos, vitaminas, minerais, compostos fendlicos, e
uma grande variedade de compostos volateis e particulas sélidas derivadas da
colheita do mel (ALQARNI et al, 2012; PONTES; MARQUES; CAMARA, 2007).

O consumo desse nutriente tem aumentado de forma significativa no mundo
todo, em virtude da busca pelo consumo de produtos naturais (BERTOLDI;
GONZAGA; REIS, 2004). Este fator tem impulsionado uma melhoria na qualidade do
mel produzido, visando a seguranca alimentar através de um produto natural, livre de
contaminantes e microrganismos (SCHLABITZ; SILVA; SOUZA, 2010).

Contudo a disponibilidade limitada e o alto preco do mel proporcionaram um
interesse em sua adulteracdo. As formas mais comuns de adulteracdo do mel sédo a
adicdo de edulcorantes baratos e abelhas alimentadas com sacarose, além de

alteracbes esperadas que normalmente ocorram devido as quimicas, incluindo
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fermentacao, oxidagao e processamento térmico, modificando os constituintes do mel
(MOREIRA et al, 2010), por exemplo, 5-Hidroximetilfurfural (5-HMF), que € um produto
de reacdo de Maillard, pode ser formada quando o mel é submetido a tratamento
térmico ou a um longo periodo de armazenamento (TORNUK et al, 2013), tornando-
se volatil e toxico, dependendo da sua concentragéao.

Os parametros fisico-quimicos dos méis sdo considerados Uteis para a deteccéo
dessas possiveis adulteracdes, bem como na confirmacéo das condi¢ces de higiene
na manipulacéo e armazenamento desse produto (PUSCAS et al, 2013). Porém esses
parametros sdo determinados por uma série de fatores, que em conjunto estabelecem
a qualidade do mel produzido. Dentre estes, podem ser citados, o tipo de solo, as
condicBes climaticas, estagio de maturacéo, espécie de abelha, estado fisioldégico da
colonia, processamento, armazenamento, fraudes e principalmente da fonte e da
origem floral do néctar recolhido pelas abelhas (PONTES; MARQUES; CAMARA,
2007; SILVA; QUEIROZ; FIGUEIREDO, 2004).

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, por meio da
Instrugdo Normativa n° 11 de 20 de outubro de 2000 estabeleceu padrdes de
identidade e qualidade do mel, como maturidade (umidade, acuUcares redutores,
sacarose aparente), pureza (sélidos insolGveis em agua, minerais ou cinzas, polen) e
deterioracdo (acidez livre, atividade diastasica e 5-hidroximetilfurfural) (BRASIL,
2000). Contudo, outros parametros, nao incluidos na legislacédo brasileira, como a
condutividade elétrica, pH e solidos soltveis (°Brix) podem auxiliar na garantia da
qualidade.

Apesar da atual legislacdo (BRASIL, 2000) ndo especificar parametros de
identidade e qualidade para méis provenientes de diferentes espécies de abelhas,
sabe-se que tal instrugcdo normativa foi baseada em normatizacdes internacionais
(Codex alimentarius e Mercosul) as quais sdo especificas para mel de Apis mellifera.
Portanto, esses parametros ndo sao totalmente adequados aos méis de abelhas sem
ferrdo, ja que estudos tém demonstrado diferengas nas caracteristicas fisico-quimicas
para este tipo de mel, principalmente quanto a umidade, acUcares redutores, acidez,
5-hidroximetilfurfural (5-HMF) e atividade diastasica. Supbem-se, desta forma, que
tais parametros estabelecidos pela legislacdo nédo sejam aplicados no mel de abelhas
sem ferrdo. Demonstrando, neste sentido, a necessidade de se estabelecer uma
legislacdo especifica para o mel de meliponineos (DARDON-ENRIQUEZ, 2008;
GUERRINI et al, 2008; CHAVES et al, 2012).
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Diante desse impasse, este trabalho objetivou avaliar as caracteristicas fisico-
qguimicas de méis de Meliponas (M. s. merrillae e M. interrupta), principais espécies
manejadas na meliponicultura do estado do Amazonas, de acordo com local de origem
e a sazonalidade, contribuindo com informacdes para o estabelecimento de normas
para seu controle de qualidade, além de servir como subsidio para impulsionar seu
consumo e incentivar cadeia de producdo para a meliponicultura na regido

Amazonica.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

Foram utilizadas 24 amostras de meéis das abelhas (M. s. merrillae e M.
interrupta) obtidas de meliponarios dos municipios de Itacoatiara (SJA) e Urucara,
estado do Amazonas, Brasil. As amostras foram coletadas em cada meliponario
durante o periodo chuvoso (janeiro a marco) e seco (julho a setembro). Os méis foram
coletados por meio de sucgdo com pipetas estéreis ou seringas descartaveis e
armazenadas em frascos de polipropileno do tipo falcon, mantidos ao abrigo da luz,
sob refrigeracéo (gelo) e encaminhadas aos Laboratorios (de alimentos e quimica) do
Instituto de Ciéncias Exatas e Tecnologia (ICET) da UFAM, Itacoatiara, sendo que, a
analise do hidroximetifurfural e a quantificacdo de frutose, glicose e sacarose pelo
método de eletroforese capilar foram realizadas no Laboratério de Quimica de

Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

2.2 Andlises fisico-quimicas

Todas as amostras foram preparadas em triplicatas e adotaram-se o0s
procedimentos estabelecidos conforme recomendac¢fes do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2000), e as normas analiticas do Instituto Adolfo
Lutz (IAL, 2008) que seguem o Codex Alimentarius Commission (1990; 2001), e a
Association of Official Analytical Chemists (1998). Além das normas proposta para mel
de meliponineos do Brasil sugerida por Villas-Bb6as e Malaspina (2005) e Carvalho e

colaboradores (2013) somente para o género Melipona.



31

2.2.1 Umidade

Utilizou-se a metodologia descrita segundo as normas analiticas do Instituto
Adolfo Lutz (IAL, 2008), que consistiu na transferéncia de 3 gotas de mel das amostras
para o prisma do refratbmetro de Abbé e realizou-se a leitura do indice de refracéo
em média a 25 °C. Apos foi realizada uma correcao da leitura do indice de refracéo
em relacdo a temperatura padrdo de 20 °C, de acordo com a nota de rodapé da Tabela

Chataway (Anexo A), e calculou-se a umidade do mel (%).

2.2.2 Potencial hidrogenionico (pH)

Para a determinacao do pH por potenciometria, pesou-se 10 g das amostras de
mel em um béquer de 250 mL e foi diluido em 75 mL de 4gua destilada. Para a tomada
do pH, utilizou-se o aparelho pHmetro digital (modelo PHS-3BW BANTE
INSTRUMENT), previamente calibrado com as solu¢gbes tampao pH 4,0 e 7,0. Em
seguida mergulhou-se o eletrodo na solugéo e foram obtidos os registros do pH e a
temperatura (1AL, 2008).

2.2.3 Acidez (livre, lactbnica e total)

Para essa medida utilizou-se as normas do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008),
sendo que a acidez (livre, lactdnica e total) foi obtida pelo método titulométrico.

Esse procedimento partiu-se do sistema montado para a determinacéo de pH
(pesou-se 10 g da amostra de mel em um béquer de 250 mL sendo dissolvido em
75 mL de agua). Colocou-se um agitador magnético e mergulhou-se o eletrodo na
solugéo, sendo registrado o pH. Com auxilio de uma bureta de 25 mL titulou-se gota
a gota a solucao de hidréxido de sodio 0,05 N até pH 8,5 e anotou-se o volume (V)
gasto. Nesta mesma solugéo, imediatamente adicionou-se 10 mL de NaOH 0,05 N e,
sem demora, titulou-se com solucéo de acido cloridrico 0,05 N até o pH 8,30 (Va). Em
seguida utilizando um béquer de 150 mL adicionou-se 75 mL de agua destilada e
titulou-se com hidroxido de sédio 0,05 N (Vb) até pH 8,5. Os resultados da acidez livre,

lactdnica e total, foram obtidos a partir dos seguintes calculos:
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Acidez livre

(V-V,)x50xf

5 = acidez livre, em milequivalente por kg (mEq Kg)

V =n°de mL de solu¢cdo de NaOH 0,05 N gasto na titulag&o
Vb= n° de mL de solugdo de NaOH 0,05 N gasto na titulagdo para o branco
f = fator da solu¢cdo de NaOH 0,05 N

P = massa da amostra em gramas (g)

Acidez lactbnica

(10-V,) x50xf

= = acidez lacténica, em milequivalente por kg (mEq Kg?t)

V = n° de mL de solucdo de HCI 0,05 N gasto na titulacao
f = fator da solucéo de HCI 0,05 N
P = massa da amostra em gramas (g)

A acidez total em milequivalentes por quilograma (mEq Kg?) foi calculada

através da soma da acidez livre com a lactonica.

2.2.4 Cinzas

O conteudo de cinzas foi determinado por meio de incineracdo em mufla a 550°C
(IAL, 2008).

Em capsulas de porcelana previamente calcinadas e taradas pesou-se 5 g de
mel. Foram adicionados cerca de 5 a 10 gotas de acido sulfarico a 10% v v em cada
capsula e aqueceram-se as amostras em chapa elétrica até as mesmas ficarem
carbonizadas para eliminar os gases e dessa maneira evitar que incendiassem no
interior do forno da mufla. Em seguida submeteram-se as amostras a incineracéo por
mufla a 550 °C por 5 horas. Quando as amostras tornaram-se brancas, foram retiradas
do forno mufla e colocadas para resfriamento em dessecador.

ApOs as capsulas foram pesadas (peso constante) e o teor de cinzas foi

quantificado através da equacgéao abaixo:
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100 x N
P

N (massa em gramas de cinzas) = massa do cadinho com residuo menos massa

= cinzas % m m, onde

do cadinho seco.

P = massa em gramas da amostra

2.2.5 Condutividade elétrica

Foi determinada em uma solucdo de 20 % de mel a 20 °C, utilizando o
Condutivimetro (HANNA INSTRUMENTS, modelo HI 8820N). A analise foi realizada
de acordo com o método International Honey Commission (IHC, 2002). Calibrou-se o
equipamento e pesou-se 10 g de mel em um béquer de 100 mL, adicionou-se 50 mL
de agua destilada e agitou-se para ocorrer a homogeneiza¢édo. Logo apés, colocou-
se a solucdo de mel na célula do condutivimetro, mantida a 20 °C, em repouso durante
alguns minutos até o aparelho estabilizar-se. Em seguida foi feita a leitura e registrado

os valores expressos em microSiemens por centimetro (uS cm?).

2.2.6 Hidroximetilfurfural (5-HMF)

Para a andlise de 5-HMF, as amostras foram preparadas seguindo o método
proposto por Rizelio et al, (2012a) com algumas modificagdes, nas quais as amostras
de mel in natura termicamente tratadas foram pesadas (0,5 g) e dissolvidas em 0,5 g
de 4gua deionizada. Foi adicionada cafeina (padréo interno, 1.S.) e o volume registado
até obter uma concentracéo final de 200 mg L. As solucdes foram filtradas através
de filtros de membrana de 0,45 pm (Millipore, Bedford, MA, EUA) e diretamente
injetadas em equipamentos EC para analise.

Os ensaios EC foram realizados em um sistema de eletroforese capilar (modelo
7100, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA) equipado com um detector de matriz
de diodos e um dispositivo de controle de temperatura mantido a 25 °C. O software
de aquisicao e tratamento de dados foi fornecido pelo fabricante (HP ChemStation®).
No inicio de cada dia, o capilar foi condicionado por lavagem com NaOH 1 mol L
(10 min) seguido de 10 minutos de descarga com agua deionizada e solucédo de BGE

(15 min). Entre as corridas, o capilar foi recondicionado com a solugéo de fundo
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(2 min de descarga). No final de cada dia util, o capilar foi enxaguado com 1 mol L
de NaOH (5 min) e 4gua (10 min) e depois seco com ar (2 min). Nas analises, foram
introduzidas solucdes padrao e amostras na extremidade do capilar mais préximo do
detector e injetadas hidrodinamicamente a 50 mbar por 3 s (1 mbar = 100 Pa) com
presséo negativa (RIZELIO et al, 2012a).

A determinacdo de 5-HMF das amostras de mel foi realizada em um capilar de
silica fundida e revestida de poliimida (Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, EUA),
de 32,0 cm de comprimento total (8,5 cm de comprimento efetivo x 50 um de diametro
interno x 375 um didmetro externo). A voltagem aplicada a separacao foi de 30 kV
com polaridade positiva na extremidade da injecdo, e a aquisicdo dos dados no
comprimento de onda de 284 nm (RIZELIO et al, 2012a).

2.2.7 Cor

A classificacdo de cor dos méis consistiu na medida da absorbancia de uma
solucdo aquosa 50% (m v1) em espectrofotbmetro a 560 nm. Apds a diluicdo, a
solucédo foi deixada em repouso utilizando-se cubetas de vidro, usando-se como
branco, a agua ultrapura. Em seguida determinou-se a absorbancia em
espectrofotometro UV-Vis (modelo LGS 53 BEL Photonics). Os dados obtidos no
espectrofotdometro (em nm) foram transformados em cor usando a escala de cores de
Pfund (BRASIL, 2000) (Tabela 1).

Tabela 1 - Comparacao entre cor, Pfund (mm) e absorbancia (nm)

Cor do Mel Pfund (mm) Absorbéncia (nm)
Branco d’agua 1-8 Até 0,030
Extra branco 8-17 0,030 - 0,060
Branco 17 -34 0,060 - 0,120
Extra ambar claro 34 -50 0,120 - 0,188
Ambar claro 50 — 85 0,188 — 0,440
Ambar 85-114 0,440 - 0,945
Ambar escuro > 114 > 0,945

Fonte: Classificagdo da cor do mel pela Escala de Pfund, elaborada pela Companhia Manufatora
Koehler nos E.U.A.
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2.2.8 Atividade diastasica

A atividade da enzima foi determinada usando uma solucao tamponada de mel
e uma solucdo de amido, que foram incubadas em banho termostéatico e o ponto final
determinou-se por medidas de absorbancia a 660 nm. Este método fundamenta-se na
hidrolise do amido pela enzima presente no mel. Esse procedimento foi realizado de
acordo com as normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008).
As solucdes usadas para se executar o método séao:
a) Solugcédo de amido: Em um frasco Erlenmeyer de 250 mL foram dissolvidos
2 g de amido solavel anidro em 90 mL de agua. Rapidamente, foi levado a
ebulicdo utilizando uma placa aguecedora, agitando a solucdo tanto quanto
possivel. Reduziu-se o aquecimento e manteve em ebulicdo moderada por
3 minutos, cobriu-se, e deixou-se resfriar até a temperatura ambiente.
Transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 mL e completou-se o volume
com agua).
b) Solucdo-estoque de iodo: Foram dissolvidos 4,4 g de iodo ressublimado em
20 mL de &gua contendo 11 g de iodeto de potassio e diluido em um balédo
volumétrico de 500 mL com agua).
c) Solucéo de iodo a 0,00035 M: Foram dissolvidos 20 g de iodeto de potassio e
5 mL da solucdo-estoque de iodo em agua e diluido em um balédo volumétrico
de 500 mL, sendo preparada uma nova solugéo a cada dois dias).
d) Solucdo-tampéo de acetato pH 5,3: Foram dissolvidos 87 g de acetato de
sédio em 400 mL de agua, dentro da capela de exaustéo pipetou-se cerca de
10,5 mL de &cido acético e transferiu-se para um baldo volumétrico de
500 mL e completou-se o volume com agua. Em seguida, usando o aparelho
pHmetro digital, ajustou-se o pH da solucéo para 5,3 com acido acético.
e) Solugéo de cloreto de sddio 0,5 M: Foram dissolvidos 14,5 g de cloreto de
sédio em &gua, transferiu-se para um baldo volumétrico de 500 mL e

completou-se o volume com agua).

Apos, foi realizada a padronizacdo da solucdo de amido, pipetando 5 mL da
solucdo de amido em um béquer contendo 10 mL de agua. Pipetou-se 1 mL desta
solugcdo para vérias provetas de 50 mL, contendo 10 mL da solu¢cdo de iodo

0,00035 M. Em seguida misturou-se bem e determinou-se o volume de agua
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necesséario para a diluicdo da solucdo de amido, para se obter uma leitura de
absorbancia de 0,760 + 0,02, a 660 nm, utilizando como branco a agua. Repetiu-se a
padronizacao a cada nova preparagao da solucédo de amido.

Ligado e ajustado o espectrofotdmetro UV-Vis (modelo LGS 53 BEL Photonics),
para leituras da absorbancia a 660 nm, foi pesado cerca de 10 g da amostra de mel
em um béquer de 50 mL e dissolvido em 15 mL de agua. Em seguida adicionou-se
5 mL da solucdo-tampao e transferiu-se para um baldo volumétrico de 50 mL,
contendo 3 mL da solucéo de cloreto de sédio 0,5 M e completou-se com &gua. Foi
colocada a solugéo de mel em um tubo de ensaio e a solugcado de amido em outro tubo,
levando-o0s ao banho-maria a 40°C. Apos 15 minutos, pipetou-se a solu¢do de amido
e foi depositado no tubo com a solucédo de mel. Cronometrou-se e em intervalos de
5 min (dependendo da atividade da amostra) pipetou-se aliquotas de 1 mL da solucéo
de mel com amido para uma proveta de 50 mL, adicionando rapidamente 10 mL da
solucéo de iodo diluida 0,00035 M e a quantidade de agua destilada conforme descrito
na padronizacdo do amido.

Por ultimo, a absorbancia da solugéo foi medida imediatamente a 660 nm, sendo
utilizada &gua destilada como branco. O procedimento foi repetido tomando aliquotas
de 1 mL da solucdo em intervalos de 5 minutos, até obter um valor de absorbancia
menor que 0,235.

O resultado € calculado e expresso em unidades de Gothe por grama de mel.

300

T = atividade diastasica

x

tx = 0 tempo da reacdo em minutos

2.2.9 Acucares redutores, acucares redutores totais e sacarose aparente

Para a determinacdo dos acUcares redutores, acucares redutores totais e
sacarose aparente do mel seguiram-se o método modificado de Lane & Eynon (1934),
conforme recomendac¢des do Ministério da Agricultura e do Abastecimento (BRASIL,
2000) e do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008).

Antes do procedimento das analises foram preparados os reagentes:

a) Solucao de azul de metileno a 0,2% m v-1: Foram dissolvidos 2 g de azul de

metileno em 1000 mL de agua.
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b) Solucdo de hidroxido de sédio 1 M: Pesou-se 20 g de hidréxido de sodio e
diluido em 500 mL de agua destilada e fez-se a padronizacao).

c) Solucdo-padrédo de acUcar invertido - 10 g L™ Pesou-se 9,5 g de sacarose e
transferiu-se para um bal&o volumétrico de 1000 mL. Utilizando uma capela
de exaustéo pipetou-se 5 mL de HCI e dilui-se em 100 mL de &gua. Manteve
esta solucao acidificada por aproximadamente 3 dias a uma temperatura de
20 a 25 °C. Completou-se o volume com agua, onde a solucéo acida de acucar
invertido a 1% permaneceu estavel por varios meses. Logo apos, pipetou-se
50 mL da solucdo &cida para um béquer de 200 mL e registrou-se o pH.
Imediatamente antes de usar e diluir, foi neutralizado com solucdo de
hidroxido de sédio 1 M e transferido para um baldo volumétrico de 250 mL
completando o volume com agua, obtendo a concentragdo de 2 g L.

d) Solugbes de Fehling modificadas por Soxhlet: solucdo A, foram dissolvidos
69,28 g de sulfato de cobre (CuSO4.5H20) com agua em um bal&o volumétrico
de 1000 mL e completou-se o volume, para a solucdo B foram dissolvidos
346 g de tartarato duplo de sodio e potassio (KNa(CsH40e6).4H20) e 100 g de
hidréxido de sédio em um baldo volumétrico de 1000 mL. Completou-se o

volume e filtrou-se utilizando o papel de filtro qualitativo.

Para a determinacdo dos acucares redutores, pesou-se cerca de 2 g da amostra
homogeneizada de mel em um béquer de 25 mL, diluiu-se com agua e transferiu-se
para um baldo volumétrico de 200 mL completando o volume com agua. Apoés pipetou-
se 50 mL da solucao para um baldo volumétrico de 100 mL e completou-se o volume.
Em seguida pipetou-se 5 mL da solucdo A e B, e 7 mL de agua em um baldo de fundo
chato de 250 mL. Utilizando-se uma bureta de 25 mL presa a um suporte de ferro com
garras metalicas, colocou-se a solucédo de mel diluida e adicionou-se 15 mL no baldo
de fundo chato. Colocou-se a solucdo em chapa aquecedora e foi mantida em ebulicdo
moderada por 2 minutos. Adicionou-se 1 mL de solucéo de azul de metileno enquanto
ainda em ebulicdo e completou-se a titulacdo, dentro de um tempo total de ebulicdo
de 3 minutos, adicionando-se gota a gota a solucéo diluida de mel até a descoloracao
do indicador. Logo apds registrou-se o volume gasto da solucdo de mel (V mL) e

realizaram-se os calculos dos valores de acucares redutores (AR) utilizando a formula:
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2x 1000

. = agcUcares redutores, em acUcar invertido, g 100g™*
XV

P = massa de amostra em g
V = n°de mL da solucéo diluida da amostra gasto na titulacdo

Para determinacdo da sacarose aparente foram utilizados alguns reagentes da
quantificacdo dos acucares redutores e outros foram preparados como:
a) Solucao de &cido cloridrico 5 M: Pipetou-se 207,12 mL de acido cloridrico e
diluiu-se em um bal&o volumétrico de 500 mL.
b) E solucéo de hidroxido de sodio 5 M: Foram pesadas 50 g de hidroxido de

sédio e diluido em 250 mL de agua destilada e fez-se a padronizacéo.

Pipetou-se 50 mL da solucdo de mel obtida na determinacdo de acuUcares
redutores (solugdo de 2,0 g de mel em 200 mL de solucdo) para um béquer de
100 mL. Adicionou-se 25 mL de agua e aqueceu-se, em banho-maria, a solucéo
resultante a 65 °C. Apds, adicionou-se 10 mL de solucdo de acido cloridrico 5 M e
resfriou-se a solucdo até a temperatura ambiente. Posteriormente, neutralizou-se a
solu¢éo com solugéo de hidroxido de sodio 5 M. Transferiu-se a solugdo resultante
para um baldo volumétrico de 100 mL e completou-se com agua. Pipetou-se 5 mL da
solucéo de Fehling A e B para um baldo de fundo chato de 250 mL e adicionou-se
7 mL de agua. Na bureta de 50 mL, colocou-se a solucdo de mel diluida e adicionou-
se, de uma vez, 10 mL no baldo de fundo chato. A solucao foi aquecida e mantida em
ebulicdo moderada por 2 minutos. Por ultimo foi adicionado 1 mL de solucao de azul
de metileno 0,2% (m v') enquanto ainda em ebulicdo e completou-se a titulacéo,
adicionando-se gota a gota a solucao diluida de mel até a descoloragéo do indicador.
Anotou-se o volume gasto da solucéo de mel (V mL) e realizou-se os célculos do valor
de sacarose aparente (SA) utilizando-se a formula:

2x1000
(x—}—C x 0,95 = sacarose aparente, em g 100g*
Px v,

P = massa de amostra em g (gramas)
V1 =n.° de mL da solucéo diluida da amostra gasto na titulacéo
C = n.° de grama de acucar invertido por cento, obtido antes da inversao,

acucares redutores.
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A guantificagdo dos agucares redutores totais, em g 100g?, foi obtida através da

soma dos valores dos agucares redutores com a sacarose aparente.

2.2.10 Teores de frutose, glicose e sacarose

Para as analises de acucares (frutose, glicose e sacarose) as amostras de mel
foram preparadas de acordo com Rizelio et al, (2012b), onde massas de cerca de
2,5 g das amostras foram dissolvidas em agua deionizada em um baldo volumétrico
de 50 mL, o volume foi devidamente aferido, e a solucdo de amostra de mel foram
diluidas na proporgdo 1:10 (v v') em agua deionizada. Ap6s as solucbes foram
filtradas através de filtros de membrana de 0,45 um (Millipore, Bedford, MA, E.U.A) e
injetadas diretamente no equipamento para a analise de EC.

Os ensaios EC partiram-se do mesmo procedimento adotado para analise de
5-HMF. As analises dos acucares foram realizadas em um capilar de silica fundida de
60,0 cm de comprimento total (8,5 cm de comprimento efetivo x 50 um de diametro
interno x 375 um didametro externo). A voltagem aplicada para a separacao foi de
25 kV com polaridade negativa na extremidade da injecdo e o detector ajustado para
o comprimento de onda de 254 nm (detecc¢éao indireta com uma referéncia a 360 nm
para o pico de inversao) (RIZELIO et al, 2012b), os resultados de concentragdo de
acucares foram expressos em % (m m1).

Uma vez que o método de Rizelio et al, (2012a, b) foram validados para
amostras de mel de Apis mellifera, seus parametros de linearidade, efeitos de matriz,
precisdo e exatiddo foram investigadas para o mel de abelhas sem ferrdo. A
adequacao do método ao seu proposito foi feita a partir dos resultados obtidos para
as caracteristicas de desempenho estabelecidas por protocolos de validagéo
(BRASIL, 2011; COMUNIDADE EUROPEIA, 2002; EURACHEM, 1998; THOMPSON,
ELLISON & WOOD, 2002).

2.2.11 Reacéao de Lund

O teste foi realizado pesando, com precisdo, 2 g da amostra diluida em 20 mL
de agua, sendo transferida para uma proveta de 50 mL com tampa. Apés, adicionou-
se 5 mL de solucéo de &cido tanico 0,5 % (0,5 g de acido tanico em 100 mL de &4gua)

e completou-se o volume com agua até 40 mL. Agitou-se para homogeneizar a
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solucdo e deixou-se em repouso por 24 horas. ApOs esse periodo, observou-se a

formacéo ou ndo de precipitado na proveta no intervalo de 0,6 a 3,0 mL (IAL, 2008).

2.2.12 Reacao de Lugol

O teste consistiu em pesar cerca de 10 g de amostra diluido com 20 mL de agua
em um béquer de 50 mL. Em banho-maria fervente foi aquecido por uma hora e,
posteriormente, resfriou-se a temperatura ambiente. Apds, adicionou-se 0,5 mL da
solucéo de Lugol (foi dissolvido 1 g de iodo ressublimado em 10 mL de agua contendo
3 g de iodeto de potassio e diluido para 50 mL com agua e armazenado a solucdo em
frasco ambar) e observou-se o desenvolvimento da cor. Os resultados foram

expressos de acordo com a intensidade de cor das amostras (IAL, 2008).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Parametros fisico-quimicos do mel

Os resultados obtidos para as andlises fisico-quimicas das 24 amostras de mel
de abelhas sem ferrdo, M. s. merrillae e M. interrupta, dos municipios de Itacoatiara
(SJA) e Urucara nos dois periodos sazonais sdo apresentados nas Tabelas 2, 3 e 4.
Os resultados séo apresentados com a média * desvio padrao.

Os valores de umidade encontrado nas amostras analisadas variaram entre
26,47 a 44,73% (M. s. merrillae) e 24,57 a 35,23% (M. interrupta) (Tabela 2). Embora
figure acima do permitido pela legislacdo (20%), satisfaz uma caracteristica basica
dos méis de abelhas sem ferrdo, que € a elevada higroscopicidade. Alves et al (2005)
sustentam que o excesso de agua encontrado é devido a baixa taxa de desidratacdo
do néctar durante o processo de transformacdo em mel. Por outro lado, méis com
elevados teores de umidade estdo mais propensos a fermentacdo por acdo das
leveduras osmofilicas devido a elevada atividade de dgua (Aa). O que podera causar,
consequentemente, alteragBes sensoriais e fisico-quimicas no mel (GUERRINI et al,
2009).

Os altos teores de umidade encontrados em mel de abelhas sem ferréo perfazem

uma caracteristica intrinseca a esse produto, e geralmente oscilam entre 25 e 35%,
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podendo ultrapassar esses limites (CARVALHO et al, 2005; VILLAS-BOAS, 2012).
Assim podemos afirmar que ha uma correlacéo entre a umidade e a sazonalidade,
pois quanto mais intensos os niveis de chuva, maiores os valores de umidade em méis
de M. seminigra, independente do local de coleta (VILLAS-BOAS, 2012), como
constatado nesse trabalho. Souza et al (2004) registram média de 27% de umidade
em méis da mesma espécie coletados em Itacoatiara, Amazonas, no periodo chuvoso
(entre novembro e dezembro).

Os valores encontrados nesse trabalho estdo compativeis aos sugeridos por
Almeida-Muradian et al (2007), de 30,4% para méis de M. seminigra e 26,7% para M.
interrupta, em periodo seco no Amazonas. Chaves et al (2012) e Villas-Bbdas e
Malaspina (2004), obtiveram média de 24,6% em méis de M. compressipes
manaosensis, proximos aos valores de 23,4% obtidos por Vit et al (2006), no
Amazonas. Holanda et al (2012) analisando mel de M. fasciculata do estado do
Maranhdo encontraram valores aproximados de umidade entre 21,5 a 27,5%. Em
Santa Catarina, Serigheli et al (2014) observaram umidade de 22%, 33% e 30,5% para
méis de M. marginata, e de 22%, 30,2% e 31,6% para méis de M. bicolor.

De Sousa e colaboradores (2016) e Silva e colaboradores (2013) ao analisarem
meéis brasileiros de urucu (M. scutellaris) e jandaira (M. subnitida) encontraram valores
entre 23,9 e 28,9% e 22,2 e 24,4% (m m), respectivamente. Assim como Veras
(2012) e Nascimento (2014) apresentaram respectivamente, médias de 28,8% para
mel de M. scutellaris na Bahia e 27,8% em mel de M. seminigra no litoral do Parana.
Os pesquisadores ainda relatam que, mesmo em climas secos e com todos 0s
cuidados necessarios em relacdo ao manejo, o mel de abelhas sem ferrédo permanece
com umidade elevada, apresentando-se diferente do mel de A. mellifera (ALVES et al,
2005; VILLAS-BOAS, 2012).

Dessa forma, todas as amostras apresentaram valores superiores aos
preconizados pela legislagdo brasileira (20%) que visa para o mel de abelha A.
mellifera. Porém, 83% das amostras encontram-se dentro do limite maximo (35%)
sugerido para os méis de meliponineos do Brasil (VILLAS-BOAS e MALASPINA,
2005), e 58% sao compativeis aos valores sugeridos para Melipona (CARVALHO et
al, 2013).
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Tabela 2 - Médias e desvio padrao das caracteristicas fisico-quimicas de méis das
espécies M. s. merrillae e M. interrupta (Apidae: Meliponini), coletados nos periodos
chuvoso e seco, Itacoatiara (SJA) e Urucara, Amazonas

Caracteristicas fisico-quimicas*

Municipios Periodo Espécies
sazonal Umi pH Aci Cin Cond Cor
Chuvoso M.s. 30,40 + 1,25 3,77 + 0,046 64,50 +11,90 0,15 + 0,03 471,00+33,87 Ambar
. seco MM o647+ 1,50 3,88 £ 0,037 43,00 £ 12,60 0,20 £ 0,06 207,00£59,64 _ Ambare
Itacoatiara ambar escuro
(SIA) Chuvoso 35,23 + 3,82 3,76 + 0,020 74,60 + 25,80 0,17 + 0,03 496,83+30,60 Ambar e ambar
. claro
M. interrupta .
Seco 25,47 +1,70 3,95 + 0,015 40,90 + 16,30 0,12 + 0,02 208,80+22,11 Ambar, ambar
claro e escuro
Chuvoso M. s 44,73 +21,62 3,68 + 0,031 81,30 + 48,10 0,13 £+ 0,11 550,92+231,6 Ambar
merrillae Ambar, ambar
Seco 28,47 + 3,00 4,16 + 0,020 31,80 +13,0 0,18 +0,08 274,05+105,0 '
. claro e escuro
Urucara
Chuvoso 25,27 +0,76 3,87 £+ 0,078 59,80 + 6,15 0,12 + 0,02 295,33+22,32 Ambar claro
M. interrupta R
Seco 24,57 + 2,46 4,01 + 0,025 30,60 +14,80 0,15 + 0,04 178,28+69,12 Ambar, ambar

claro e escuro

Valores de referéncia

Brasil (2000)

max 20,0 -

Codex (2001)

max 20,0 -

Villas-Bbas e Malaspina (2005)

max 35,0 -

Carvalho et al., (2013)

méax 30,0 -

méax 50,0  max 0,60 -
méax 50,0 - méx 800
max 85,0 méax 0,60 -
méax 50,0 max 0,60 -

incolor a pardo-

escura

incolor castanho-

escuro

* Valores expressos como média (n = 3) + desvio padrdo de andlise (excecao a andlise de cor).

Valores médios. Umi: Umidade (%); pH: Potencial hidrogenibnico; Aci: Acidez livre (meq kg?);

Cin: cinzas (%) e Cond: Condutividade elétrica (uS cmt).

Fonte: Silva (2017).

Todas as amostras analisadas apresentaram carater acido, tipico do mel, com

valores de pH variando entre 3,68 a 4,16. Enquanto a acidez livre determinada,

obtiveram valores entre 30,60 e 81,30 mEq kg (Tabela 2). De uma forma geral todas

amostras apresentaram similaridades entre os valores médios de pH. Ja em relagcéo

aos valores de acidez apontaram uma grande variacdo, apresentando médias mais

altas no periodo chuvoso e mais baixas no periodo seco, independente da localidade.

Também foi possivel observar que as amostras de mesma espécie de abelha, mas de

origens e floradas distintas, ndo apresentaram diferenca significativa, sugerindo uma

expressiva influéncia da espécie de abelha neste parametro. Esta diferenca de acidez

do mel deve-se provavelmente a possivel variacdo dos tipos de acidos organicos
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presentes nas diferentes fontes de néctar, pela acdo das enzimas mandibulares das
abelhas, como a enzima glicose-oxidase que origina o acido glucénico (OLIVEIRA-
SANTOS, 2011).

Na literatura grandes variacées sdo comumente registradas. Souza et al (2006)
relatam valores de pH variando entre 3,15 e 4,66, e de acidez entre 59 e
109,0 mEq kg em méis de diversas espécies de meliponineos. Em méis da regido
amazonica, analisados por Almeida-Muradian et al (2007) esses valores ficaram entre
3,41 e 4,06, e 20,6 e 25,3 mEq kgt. Também em méis de meliponineos no Parana e
em Santa Catarina, respectivamente, apresentaram variacdes de acidez de 33,96 e
180,82 mEq kg e entre 26,30 e 103,20 mEq kg (BORSATO, 2013; SERIGHELI et
al, 2014). Para méis de M. interrupta, Oliveira et al (2006) encontraram valores médios
de 3,3 para pH e de 91,1 mEq kg'para acidez. Deve-se ressaltar que estudos como
o de Silva e colaboradores (2013), Fuenmayor e colaboradores (2013) e Dardén e
colaboradores (2013) que também avaliaram amostras de mel de abelhas sem ferréo,
encontraram acidez maxima de 59,66, 57,83 e 85,53 mEq kg, respectivamente, o
que sugere ser esta uma caracteristica prépria deste tipo de mel.

A legislacao brsileira ndo apresenta valores de referéncia para pH, apenas para
a acidez. Considerando o definido pela legislacao brasileira e internacional para o mel
de A. mellifera (BRASIL, 2000; CODEX, 2001) como valor maximo de acidez livre igual
ou menor que 50 mEq kg, aproximadamente 83%, das amostras, verdo amazonico,
em localidades distintas, obtiveram valores de acidez dentro dos limites estabelecidos
para méis de abelhas do género Apis, enquanto que apenas 17% das amostras do
periodo de inverno, e 34% delas ndo se enquadram na proposta para o limite de
acidez de méis de abelhas sem ferrdo no Brasil de 85 mEq kg (VILLAS-BOAS e
MALASPINA, 2005).

De acordo com a literatura, os niveis de cinzas em méis de abelhas sem ferrdo
variam de 0,01 a 1,18% para as diferentes espécies de meliponideos (ALMEIDA-
ANACLETO et al, 2009; SOUZA et al, 2006), tendo influéncia do local de origem e do
periodo de coleta dos meéis, sendo também afetadas pela sazonalidade (CARVALHO
et al, 2005). De uma forma geral os valores de cinzas encontrado variaram entre 0,12
a 0,20% (Tabela 2).

Valores proximos aos registrados nesse trabalho sdo apresentados em outras
pesquisas: 0,33% para N. perilampoides, 0,29% para M. quadrifasciata, 0,21% para
M. seminigra (DARDON-ENRIQUEZ, 2008; BORSATO, 2013; NASCIMENTO, 2014).
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Valores inferiores sdo também comumente encontrados, como os de 0,09% para mel
de G. acapulcornis, 0,02% e 0,07% para M. subnitida (DARDON-ENRIQUEZ, 2008;
STRAMM, 2011; SILVA et al, 2012).

A norma brasileira vigente para mel de Apis determina o valor maximo de 0,6%,
0 mesmo sugerido para méis de meliponineos brasileiros (VILLAS-BOAS e
MALASPINA, 2005). Assim, os valores médios de todas as amostras do presente
trabalho encontram-se dentro destes padrdes.

A andlise da condutividade elétrica ndo é exigida pela legislacdo brasileira,
enquanto que a legislacao internacional para méis de A. mellifera determina maximo
de 800,0 uS cm (CODEX, 2001). Os valores de condutividade elétrica encontrados
nas amostras de mel de abelhas sem ferrdo em sazonalidades e origens diferentes
variaram de 207,00 a 550,92 uS cm™ (M. s. merrillae) e 178,28 a 496,83 uS cm™* (M.
interrupta) (Tabela 2).

Desta forma, todos os méis analisados estdo de acordo com 0 que preconiza a
legislacdo internacional. Porém, considerando as espécies e as localidades, os
valores de condutividade tiveram médias bem mais altas no periodo chuvoso e mais
baixo no periodo seco, e os meses de fevereiro e marco, Urucara, obtiveram os
maiores valores, 760,0 e 590 uS cm™! para espécies M. s. merrillae. Observando que
h&a uma correlacdo entre a umidade, a sazonalidade e a condutividade elétrica, pois
quanto mais intensos os niveis de chuva, maiores foram os valores de condutividade
encontrados em méis de M. s. merrillae, independente do local de origem.

Alguns trabalhos realizados registram variacbes préximas aos valores
encontrado, Carvalho et al (2006b) com méis de diferentes espécies de abelhas sem
ferrdo registrando a variacdo de 384,8 a 954,9 uS cm=!; Cavalcante et al (2006),
trabalhando com méis de M. scutellaris obtiveram valor médio de 264,2 uS cm=; e o
de Oliveira et al (2006), que apontaram para condutividade elétrica valor médio de
294 uS cm~ para méis de M. mandacaia. No entanto, alguns autores tém observado
valores de condutividade elétrica, para méis de abelhas sem ferrdo, de diversas
regides, acima do maximo estipulado por tal regulamentacdo, com variacdes entre
0,30 a 2,8 mS cm* (FUENMAYOR et al, 2013; CHUTTONG et al, 2016; DE SOUSA
et al, 2016). Esse parametro tem muita variacdo, tanto em méis de Apis quanto nos
de abelhas sem ferrdo (CARVALHO et al, 2006; CAVALCANTE et al, 2006; SOUZA
et al, 2006).
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Em relacdo a cor dos méis analisados variaram do ambar claro (50 - 85 mm) ao
ambar escuro (>114 mm). No periodo chuvoso (M. s. merrillae) a predominancia total
da tonalidade foi ambar, enquanto que para M. interrupta a tonalidade foi ambar claro.
Em contrapartida, o periodo seco apresentou uma maior variancia na tonalidade das
amostras em relacdo aos meses (julho a setembro), o més de julho a tonalidade
predominante foi ambar claro, agosto o ambar e em setembro o ambar escuro,
independente do local de origem e da espécie (Tabela 2).

Na literatura sdo encontradas referéncias a ocorréncia de praticamente todas as
cores previstas na legislacéo para mel, como registrado por lwama (1977), variando
de praticamente incolor a castanho escuro. Segundo outros relatos da literatura, 0s
meéis de meliponineos sdo mais claros que os méis de A. mellifera (IWAMA, 1997,
CAVALCANTE et al, 2006; ANACLETO et al, 2009). Sabe-se que a coloragéo do mel
depende de vérios fatores, tais como o conteddo de mineral, teor em flavonoides e
produtos de reacédo de Maillard (SANT'ANA et al, 2012).

Dessa forma os resultados da tonalidade dos méis deste trabalho estdo em
conformidade com a legislagéo, que considera aceitaveis variagbes de branca d’agua
a ambar escuro (BRASIL, 2000).

Outros parametros importantes e exigidos pela legislacdo vigente sao os teores
de 5-HMF e atividade diastasica. Nao foi detectada atividade diastasica nas amostras
de méis de M. s. merrillae quanto para M. interrupta. Tal resultado pode ser justificado
pelo fato desta enzima ser considerada como de baixa atividade para méis de abelhas
sem ferrdo, principalmente as espécies de Melipona. Essas enzimas presentes nos
meéis, como diastases, sdo provenientes de fluidos do néctar e secrecdes das
glandulas salivares e da faringe de abelhas (ESCUREDO et al, 2013; SAK-BOSNAR,;
SAKAC, 2012), bem como do pélen, indicando que os valores de atividade diastasica
presente nas amostras de mel dependem da fonte floral e geografica.

Tais resultados estédo préoximos aos observados por diversos autores para méis
de abelhas sem ferrdo, os quais relatam indice diastasico entre 1,6 e 21,3 Goéthe
(GUERRINI et al, 2009; DARDON et al, 2013; FUENMAYOR et al, 2013; VIT, 2013;
CHUTTONG et al, 2016).

De acordo com a legislacao brasileira (BRASIL, 2000) e internacional (CODEX,
2001), o minimo aceito de atividade diastasica € de 8 na escala Gothe, no caso de
méis com baixo conteudo enzimatico devem obter no minimo 3 nessa escala (VILLAS-
BOAS e MALASPINA, 2005), se o teor de HMF n&o exceder a 15 mg Kg?. Esse
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resultado € corroborado com os dados obtidos pelos testes de 5-HMF realizados por
eletroforese capilar que indicaram auséncia desse composto nos méis analisados.

Em geral, estudos com méis de abelhas sem ferrdo, de diversas regides
(Equador, Brasil, Venezuela, Colémbia, Quatemala e Tailandia) tem demonstrado
quantidades de 5-HMF inferiores a 15 mg kg, muitas vezes esse parametro ndo sao
detectados nas amostras analisadas (GUERRINI et al, 2009; SILVA et al, 2013; VIT;
PEDRO; ROUBIK, 2013; CHUTTONG et al, 2016). Autores como Silva et al (2013)
investigaram o contetdo de 5-HMF em nove amostras de méis de abelha sem ferrdo
na regido nordeste da Paraiba, onde as concentragbes encontradas foram baixas
variando de 10,80 a 15,76 mg kg*.

Considerando os parametros de atividade diastasica e 5-HMF como indicadores
de frescor do mel e de possivel aquecimento ou armazenamento prolongado ou
inadequado, € possivel destacar as amostras analisadas como de excelente
procedéncia, por atenderem as exigéncias da legislacdo nacional para mel de Apis,
apresentando niveis de HMF inferiores a 15 mg kg (BRASIL, 2000; BARONI et al,
2009).

Os acucares representam a maior parte da composicdo do mel, destes 75%
monossacarideos (glicose e frutose), 10-15% de dissacarideos (sacarose, maltose,
furanose, isomaltose, matulose, trealose, nigerose e kojibiose), além de pequenas
quantidades de outros acucares (maltotriose e melezitose). Sdo os agucares que
conferem ao mel viscosidade, higroscopicidade, granulacdo e também valor
energético (OUCHEMOUKH et al, 2010; DA SILVA et al, 2016). Sua composicao &
variavel, dependendo principalmente da origem botanica visitada pelas abelhas e
origem geografica (ESCUREDO et al, 2014).

Em relacdo aos resultados obtidos dos agucares através de métodos diferentes,
titulométricos (aglcar redutor e sacarose) e por eletroforese capilar (frutose, glicose e
sacarose) fortalecem quando eles apresentam proximidades de valores,
principalmente dos acucares redutores. Os teores médios para agucares redutores e
sacarose obtidos pelo método titulométricos nas amostras analisadas variaram entre
44,18 a 69,93% e 0,86 a 3,98% (M. s. merrillae) e 52,23 a 68,75% e 1,07 a 5,09% (M.
interrupta), periodos e localidades distintas, respectivamente (Tabela 3).

As concentracdes dos agucares redutores (frutose + glicose) e sacarose obtidos
por eletroforese capilar variaram entre 28,24 a 71,21% e 0,20 a 0,27% (M. s. merrillae)
e entre 55,84 a 63,70% e 0,20 a 0,27% (M. interrupta), respectivamente. Todavia, no
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periodo seco, os valores de sacarose por este método apresentaram valores menores

gue 0,20% em todas amostras, ou seja, menor que o limite de quantificacdo (Tabela

3). A menor e maior concentracdo de acucares redutores e frutose + glicose, por

ambos métodos, estdo presentes nas amostras da espécie M. s. merrillae do

municipio de Urucard, periodo chuvoso e seco, respectivamente.

Tabela 3 - Concentragces em % (m m™) de aclcares realizadas por métodos
diferentes em amostras de méis de Meliponas em Itacoatiara (SJA) e Urucara,
mesorregido Amazonica

Métodos
s Periodo , . . o .
Titulométricos Eletroforese Capilar
Municipios sazonal Espécies p
AR Sacarose ART Frutose Glicose F+G Sacarose
Chuvoso 61,04 +0,38 0,86 £ 0,20 61,87 £+ 0,57 27,28 £+ 0,46 22,26 + 0,71 49,54 + 0,82 0,27 + 0,02
M. s.
merrillae
. Seco 64,48 +1,75 2,00 £ 0,85 66,48 + 2,60 32,75 + 3,0027,50 £+ 2,9560,25+5,92 <0,20
Itacoatiara
(SJA)
Chuvoso 52,23 +7,83 5,09 +3,08 57,31 +6,12 29,71 + 2,00 26,13 + 0,96 55,84 + 2,96 0,27 + 0,01
M.
interrupta
Seco 63,14 +7,18 2,00 £+ 0,12 65,14 + 7,07 31,98 + 4,16 28,48 + 3,28 60,46 +7,41 <0,20
Chuvoso 44,18+19,8 3,98 + 3,45 48,16+16,45 15,62 + 7,06 12,62 + 5,21 28,24+12,2 0,26 + 0,03
M. s.
merrillae
Seco 69,93 +6,42 1,05+0,48 67,98 + 6,0038,54 + 4,17 32,67 +2,7771,21 +6,76 <0.20
Urucara ’
Chuvoso 64,88 +1,22 1,07 +1,14 65,95+ 0,23 33,34 + 8,22 27,84 +6,95 61,28+14,9 0,23 +0,03
M.
interrupta
Seco 68,75 +3,19 2,29+1,27 71,04 +2,8335,01 +3,0828,69+2,0263,70+5,05 <0,20

Valores de referéncia

Brasil (2000)

min 65,0 max 6,0

Codex (2001)

min 60,0 max 5,0

Villas-Bbas e Malaspina (2005)

min 50,0 max 6,0

Carvalho et al., (2013)

min 60,0 méax 6,0

- - - - max 6,0
- - - - max 5,0
- - - - max 6,0

- - - - max 6,0

* Valores expressos como média (n = 3) + desvio padréo de anélise.
AR (Acucares redutores). ART (Ac¢Ucares redutores totais).

F+G (soma dos contelidos de frutose e glicose).

Fonte: Silva

(2017).

Quanto aos resultados das concentracdes de frutose e glicose nas amostras
estudadas variaram entre 15,62 a 38,54% e 12,62 a 32,67 (M. s. merrillae), 29,71 a
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35,01% e 26,13 a 28,69% (M. interrupta), respectivamente (Tabela 3), mostrando que
o contetudo de frutose € maior de que o de glicose em méis de abelhas sem ferréo
mesmo em periodos e localidades distintas. Segundo dados da literatura, méis de
meliponas possuem menor teor em agucares (70%) e gosto mais doce (HOLANDA et
al, 2012), sendo a frutose o agucar predominante no mel de abelhas sem ferrdo (DE
SOUSA et al, 2016).

Na literatura, pesquisadores verificaram uma ampla variacdo dos niveis de
acucares, onde meédias parecidas as registradas nesse trabalho, de 61,49% e
62,83% foram encontradas em méis de M. seminigra no Amazonas, e Souza et al
(2009) observaram grande variacdo de acgucares redutores (50,6 a 93,1%) em méis
de abelhas do género Melipona, como também Oliveira, Ribeiro e Oliveira (2013)
perceberam uma variagdo de 53 a 70,7% em méis de meliponineos. Enquanto para
Almeida-Muradian et al (2007), variou proximas de 60,2 a 61,5% para espécies de
abelhas sem ferrdo da regido Amazonica. Assim como valores similares de sacarose
foram encontrados por Sousa et al (2013) e Aroucha (2012) variando de 1,5 a 10,2%
e de 4,2 a 7,8% em méis de meliponineos do Rio Grande do Norte. Enquanto Souza
et al (2009) observaram uma variacdo da sacarose de 0,2 a 9% em méis de
meliponineos da Bahia, e o mais baixo, 0,18%, para M. seminigra (ALMEIDA-
MURADIAN et al, 2007; BORSATO, 2013).

Dessa forma os resultados dos acUcares redutores apresentados mostram uma
relacdo com a sazonalidade e ndo com o local de coleta. Amostras com maior teor de
umidade do periodo chuvoso, possivelmente apresentam valores de acUcares
redutores mais baixos, de forma que os resultados deste trabalho assemelham-se aos
divulgados pelos autores supracitados. Portanto, a maioria das amostras do periodo
chuvoso, ndo parecem aplicaveis ao valor minimo de 65% estabelecido para mel de
Apis, enquanto que no periodo seco a maioria se apresentam dentro do limite
estabelecido (BRASIL, 2000; CARVALHO et al, 2013) e mais de 75% (métodos
distintos de analises) se enquadram na proposta de meliponineos (VILLAS-BOAS e
MALASPINA, 2005). Para sacarose, todas as amostras acompanham a legislacéo
brasileira, tanto para Apis quanto para as abelhas sem ferrdo, que estabelece um
méaximo de 6% para méis (BRASIL, 2000; VILLAS-BOAS e MALASPINA, 2005;
CARVALHO et al, 2013).

Tais resultados também auxiliam na avaliacdo da vida de prateleira do produto,

uma vez que a cristalizagéo da glicose no mel proporciona uma diminui¢céo dos soélidos
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soluveis, diluindo a solugdo amorfa e consequentemente aumentando a atividade
d’agua (Aa) nos méis. Desta forma, o alto conteudo de Aa pode ocasionar fermentagao
com formacéo de alcool etilico e dioxido de carbono, o que prejudica a qualidade do
mel (VENIR; SPAZIANI; MALTINI, 2010; ESCUREDO et al, 2013; TORNUK et al,
2013). Além do mais, do ponto de vista do consumidor, o estado de cristalizacdo € a
caracteristica com maior impacto sobre a qualidade do mel, o que pode refletir
negativamente na comercializacdo do produto (AL et al, 2009).

Em relagéo aos testes qualitativos, na obtencdo dos dados de adulteracéo ou
para constatagdo que se tratava de um produto in natura foram realizados os testes
de Lund e Lugol nas amostras de mel das espécies M. s. merrillae e M. interrupta, nas
localidades analisadas. A Tabela 4, expressa os resultados obtidos nas analises

qualitativas descritas pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008) de mel puro da Apis.

Tabela 4 - Médias e resultados das analises qualitativas de Lund e Lugol dos méis
coletados nos periodos seco e chuvoso, municipios de Itacoatiara (SJA) e Urucard,
Amazonas

., Periodo L, . Lund* Luaol
Municipios sazonal Espécies g
Chuvoso 1,70 £ 0,52 Negativo
M. s. merrillae
Iltacoatiara Seco 1,42 + 0,22 Negativo
(SJA) Chuvoso 1,43+0,77 Negativo
M. interrupta
Seco 1,95+0,30 Negativo
Chuvoso 0,89 £+ 0,43 Negativo
M. s. merrillae
Seco 1,43 £0,23 Negativo
Urucara
Chuvoso 1,38 +0,18 Negativo
M. interrupta
Seco 1,52+ 0,15 Negativo

Valores de referéncia

Instituto Adolfo Lutz (2008) 0,6 -3,0mL Negativo

* Valores expressos como média (n = 3) + desvio padréo de analise.
Fonte: Silva (2017).

Os méis de ambas espécies de abelhas sem ferrdo analisadas demonstraram
caracteristicas e valores esperados para mel puro, apresentando resultados negativos

para os testes de lugol, indicando que ndo houve a adicdo de amido ou dextrina. O
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teste de lund revelou a presenca de albuminoides em todas as amostras, obtendo um
precipitado que variou de 0,4 a 2,6 mL. Dentre as amostras avaliadas, a espécie M. s.
merrillae, Urucara, periodo chuvoso apresentaram os menores valores, sendo que
essa amostra ja obteve valores altissimo de umidade e condutividade elétrica, além
de baixos valores de pH e agucares redutores.

Apesar da Legislacéo brasileira ndo mencionar estes testes como obrigatorio,
estes se mostram de grande valia para o controle de qualidade do mel. Dessa forma,
os resultados mostram que ndo houve possivel adulteracdo e ndo ocorreu

superaguecimento nas amostras de méis.

4 CONCLUSAO

Os resultados das analises fisico-quimicas das amostras de méis das espécies
mostraram que a maioria encontram-se dentro dos padrbes estabelecidos pela
legislacdo brasileira e internacional para Apis mellifera, porém sofrem influéncia no
periodo sazonal de coleta (chuvoso e seco) apresentando diferencas em alguns
pardmetros analisados, principalmente no periodo chuvoso, destacando-se a
umidade, acidez e os aguUcares redutores, onde a maioria das amostras dessas
analises ndo atendem aos critérios de qualidade estabelecidos pelas legislacbes
vigentes, mais encontram-se dentro dos limites sugerido para os méis de
meliponineos do Brasil.

Dessa forma, entende-se que o0s estudos com abelhas sem ferrdo estdo
relativamente no inicio, sendo necessarios ainda varios testes que vise e assegure
um produto de qualidade, sdo exemplos de outros fatores a ser considerados em
estudos futuros, a influéncia das diferentes floradas no decorrer do ano, do manejo
aplicado pelos meliponicultores, da composicdo do solo e da temperatura de cada
regido. No entanto precisa-se urgentemente de uma fiscalizagdo mais rigorosa dos
méis e uma legislacdo especifica seja criada para atender os requisitos de qualidade
destes produtos, onde busque conhecer a pratica desta atividade visando o

desenvolvimento da meliponicultura no Amazonas.
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RESUMO

Os méis de abelhas indigenas sem ferrdo tém sido bastante consumidos em virtude
de suas propriedades, dentre estas, a capacidade antioxidante tem merecido atencéao,
principalmente devido a presenca de acidos fendlicos e flavonoides. No entanto, esses
compostos estao diretamente relacionados as fontes florais utilizadas pelas abelhas
para coletar o néctar, além de fatores ambientais e sazonais. Assim, este capitulo teve
como obijetivo realizar a quantificacdo de flavonoides totais, capacidade antioxidante
e andlise melissopalinolégica de meéis de abelha sem ferrdo produzido por
meliponicultores rurais no médio Amazonas, em diferentes localidades e periodos
sazonais (chuvoso e seco). A diversidade poliléctica nas laminas indicou a presenca
de 32 familias botanicas diferentes. As familias Fabaceae e Myrtaceae foram as
principais fontes poliferas exploradas por M. s. merrillae, com ocorréncia consecutiva
nos dois periodos sazonais. Além dessas, no periodo chuvoso, sobressairam as
familias Verbenaceae e Amaranthaceae (ltacoatiara) e Verbenaceae e Poaceae
(Urucara). As M. interrupta no periodo chuvoso, registraram preferéncias pelas
familias Amaranthaceae, Malpighiaceae e Poaceae (Itacoatiara), porém a ultima
familia apresentou uma elevada taxa relativa de ocorréncia em Urucard, classificada
como monofloral. No periodo seco, as espécies analisadas apresentaram
comportamento generalista no uso das fontes de pdlen, com abundantes niumeros de
pélens contados, classificadas como heteroflorais. A familia Fabaceae mais uma vez
se destacou como a mais abundante em numeros de pdlens contados. Todas as
amostras apresentaram teor de flavonoides totais e capacidade antioxidante, variando
significativamente em relacdo as espécies de abelhas, sazonalidade e local de origem.
De modo geral, as amostras do periodo chuvoso apresentaram os maiores teores de
flavonoides e consequente atividade antioxidante superior as outras amostras,
demonstrando uma importante correlagéo, indicando que estes compostos podem
contribuir nas propriedades funcionais do mel, sendo uma importante fonte dietética
de compostos antioxidantes. Os resultados comprovam a qualidade do mel, e pode
vim agregar valoracdo ao mel de abelhas sem ferrdo produzido por meliponicultores
da regido Amazonica.

Palavras-chave: 1. Abelhas sem ferrdo; 2. Meliponas; 3. Flavonoides; 4. Antioxidante.
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ABSTRACT

The honey of indigenous stingless bees has been widely consumed due to its
properties, among them, the antioxidant capacity has deserved attention, mainly due
to the presence of phenolic acids and flavonoids. However, these compounds are
directly related floral sources used by bees to collect nectar, in addition to
environmental and seasonal factors. Thus, the objective of this chapter was to quantify
total flavonoids, antioxidant capacity and melissopalinological analysis of stingless bee
honeys produced by rural meliponicultores in the middle Amazon, in different locations
and seasonal periods (rainy and dry). The polylectic diversity on the slides indicated
the presence of 32 different botanical families. The families Fabaceae and Myrtaceae
were the main sources explored by M. s. merrillae, occurring consecutively in the two
seasonal periods. In addition, during the rainy season, the families Verbenaceae and
Amaranthaceae (Itacoatiara) and Verbenaceae and Poaceae (Urucard) stood out. The
M. interrupta in the rainy season registered preferences for the families
Amaranthaceae, Malpighiaceae and Poaceae (Itacoatiara), but the latter family had a
high relative rate of occurrence in Urucard, classified as monofloral. In the dry period,
the analyzed species presented general behavior in the use of pollen sources, with
abundant numbers of pollen counted, classified as heteroflorais. The Fabaceae family
once again stood out as the most abundant in numbers of counted pollens. All samples
showed total flavonoid content and antioxidant capacity varying significantly from the
bee species, seasonality and the source location. In general, the samples from the
rainy season had the highest levels of flavonoids and consequent antioxidant activity
superior to the other samples, demonstrating an important correlation, indicating that
these compounds may contribute to the functional properties of honey, being an
important dietary source of antioxidant compounds. The results confirm the quality of
the honey and aggregate rating can come to honey bees without sting produced by
beekeepers the Amazon region.

Palavras-chave: 1. Stingless bees; 2. Meliponas; 3. Flavonoids; 4. Antioxidant.
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1 INTRODUCAO

O mel é caracterizado por sua composi¢cdo complexa, que varia com a origem
da matéria-prima como néctar ou melada, as espécies de abelhas, as condi¢bes
climaticas, a fonte floral disponivel e as condigcbes de armazenamento (GHELDOF,;
WANG; ENGESETH, 2002). E um alimento natural que contém cerca de 200
substancias (ESCUREDO et al, 2013), que consiste principalmente de acucares, agua
e outros constituintes minoritarios tais como &cidos organicos, vitaminas, minerais,
compostos fendlicos e uma grande variedade de compostos volateis (ALQARNI et al,
2012; CIULU et al, 2011; PONTES; MARQUES; CAMARA, 2007).

Nas regides Norte e Nordeste do Brasil, existem varias espécies de abelhas sem
ferrdo que produzem mel e sdo conhecidas como abelhas indigenas, abelhas nativas,
sem ferr&o ou meliponini (SILVA et al, 2013). No estado do Amazonas, entre as varias
espécies ja identificadas, destacam-se a M. s. merrillae e M. interrupta Latreille
(VILLAS-BOAS, 2012; CARVALHO-ZILSE, 2013), que sido endémicas da Amazonia
Central e sdo importantes polinizadores da Floresta Amazonica.

O crescente interesse no mel produzido por abelhas sem ferrdo provém de sua
composicao, que tem sido associada a propriedades antissépticas, antimicrobianas,
anticancerigenas, anti-inflamatoérias e cicatrizantes (DA SILVA et al, 2013). Dentre
essas propriedades, a capacidade antioxidante tem merecido atencdo especial
associada principalmente a presenca de acidos fendlicos, flavonoides e das enzimas
glicose oxidase e catalase (ALQARNI et al, 2012).

Nos ultimos anos percebe-se uma crescente demanda por produtos naturais
com atividade funcionais na dieta, devido provavelmente aos possiveis efeitos
negativos dos aditivos artificiais na saltde humana (BALTRUSAITYTE;
VENSKUTONIS; CEKSTERYTE, 2007). A atividade antioxidante é uma das mais
importantes fungdes fisioldégicas dos alimentos, prevenindo a ocorréncia de diversas
doencas cardiovasculares, cancerigenas e neuroldgicas (GRANATO; ALEZANDRO;
NAZZARO, 2015).

Das substancias antioxidantes de ocorréncia natural, 0 mel apresenta expressiva
atividade, o qual é atribuida pela presenca dos compostos fendlicos, principalmente
os flavonoides, visto que conseguem inibir a peroxidacao lipidica e a lipo-oxigenase

in vitro. Isto se deve ao fato de que as abelhas ao coletarem o néctar produzido pelas
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plantas transferem os compostos bioativos produzidos pelas plantas para o mel (DA
SILVA et al, 2016).

No entanto, os compostos fendlicos presentes no mel e, logo, a capacidade
antioxidante estéo diretamente relacionadas as fontes florais utilizadas pelas abelhas
para coletar o néctar, além de fatores ambientais e sazonais (ESCRICHE et al, 2011,
BIESAGA; PYRZYNSKA, 2013; ESCRICHE et al, 2014), méis de diferentes origens
florais possuem propriedades bioativas distintas (ALJADI; KAMARUDDIN, 2004). A
origem boténica e geogréfica do mel pode ser avaliada através da melissopalinologia,
que é baseada na identificacdo do pdlen pelo exame microscopico, avaliando o
resultado da visita das abelhas as flores (BIANCHI, 2011; CASTRO-VASQUEZ et al,
2014). Na Amazonia brasileira, poucos estudos melissopalolégicos foram realizados
desde a década de 1980. O forrageio de pdélen tem sido estudado, especialmente no
género Melipona; no entanto, o pélen encontrado no mel de Melipona tem sido pouco
estudado nessa regido (RECH; ABSY, 2011).

Apesar de existirem muitos estudos na literatura sobre mel, sdo escassos sobre
o mel de meliponas, principalmente na regido Norte do Amazonas. Assim, este
capitulo teve como objetivo realizar a quantificacao de flavonoides totais, capacidade
antioxidante e analise melissopalinolégica de mel de meliponas produzido por
meliponicultores rurais da mesorregido do norte do Brasil, em diferentes locais de

origem e periodos sazonais (chuvoso e seco).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e preparo das amostras

Para quantificacdo de flavonoides totais e capacidade antioxidante foram
analisadas 08 amostras nos meses de maior incidéncia de chuva (marco) e de seca
(setembro) de méis de meliponas (M. s. merrillae e M. interrupta) obtidas por
meliponicultores rurais da mesorregido Amazonica. Enquanto que, para analise
melissopalinologica foram utilizadas 24 amostras das mesmas espécies de abelhas e
locais de origem. As amostras coletadas foram armazenadas em frascos do tipo
falcon, mantidas ao abrigo de luz, sob refrigeracdo até a realizagédo das andlises. Para
analises da quantificacdo dos flavonoides totais, capacidade antioxidante e

melissopalinologica, as amostras foram encaminhadas, respectivamente para o
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Laboratorio de Bioprospecc¢éo, Unidade de Farmacognosia e para o Laboratério de

Botanica Taxon6mica e Panilogia da Universidade Federal do Oeste do Para
(UFOPA), Santarém, Estado do Para, Brasil.

2.2 Andlise melissopalinolégica

2.2.1 Preparo do material

Foi adotado o protocolo proposto por lwama e Melhem (1979) que incluiu o uso

de acetolise (ERDTMAN, 1952), procedimento amplamente adotado nas analises

melissopalinolégicas. Sendo seguido as recomendacfes de Jones e Bryant (2004) e

Novais, Absy e Santos (2013) utilizando etanol a 95% (ETOH) para a diluigéo inicial

do mel em um esforgo para reduzir a perda de graos de pdélen durante a eliminacao

do liquido sobrenadante.

Para extrair e montar os grdos de pélen presentes no sedimento de mel, foi

utilizada a técnica de acetdlise descrita por Louveaux et al (1970). Para execuc¢éo da

técnica de acetdlise utilizou-se o seguinte método:

a)

b)

c)

d)

f)

Pesou-se 5 g das amostras de mel em um béquer de 50 mL diluido em 5 mL
de agua destilada morna agitando-o com um bastéo de vidro.
Acrescentou-se 5 mL de alcool etilico P.A (ETOH), agitando a solucéo e
transferindo-os para tubos de ensaio.

Centrifugou-se (Centrifuga 80-2B-15mL) por 15 min a uma velocidade média
de 1500 rpm, descartando-se o liquido sobrenadante.

Pipetou-se 3 - 5 mL de acido acético glacial a cada tubo para desidratacao
antes da acetolise e colocou-se para descansar, no minimo, 03 h. Apés nova
centrifugacéo desprezou-se o sobrenadante.

Adicionou-se a cada tubo cerca de 3 mL de mistura acetolitica (anidrido
aceético + acido sulfarico, 9:1) e colocou-se em ebulicio em Banho Maria
(modelo CENTAURO) durante 2'30” agitando-0 constantemente com um
bastdo de vidro. Centrifugou-se ainda quente e descartou-se o
sobrenadante.

Em seguida, adicionou-se 5 mL de agua glicerinada 50% permanecendo os

tubos em repouso entre 1 - 24 h.
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g) Por fim, apds nova centrifugacéo, desprezou-se o sobrenadante, deixando
os tubos com as aberturas voltadas para baixo sobre papel absorvente para

melhor drenagem do sedimento.

2.2.2 Montagem das laminas

ApoOs o processo de acetdlise, foram preparadas trés laminas a partir de cada
amostra utilizando gelatina glicerinada (SALGADO & LABOURIAU, 1973). Com auxilio
de um estilete contendo um pequeno pedaco de gelatina glicerinada na ponta foram
retirados dos tubos sedimentos (pélen), sendo este depositado sobre a lamina de
microscopia levemente aquecida por uma chapa aguecedora (modelo NOVA), sendo

a lutagem feita com parafina e depositadas para analise microscopica.

2.2.3 Fotomicrografia e identificacdo dos pélens dos méis

Os graos de pdélen das amostras de méis foram fotomicrografados e realizada a
contagem de no minimo 500 graos de pélen por lamina de uma mesma espécie,
utilizando microscéopio modelo Optcam 0400S, o resultado da contagem foi expresso
em percentagem (%). Além disso, algumas amostras de pélen foram fotografadas por
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) modelo JEOL JSM-6390LV no Laboratério
Central de Microscopia Eletrénica da Universidade Federal de Santa Catarina
(Apéndice C).

A identificacdo dos tipos polinicos (devido a heterogeneidade das amostras de
mel, optou-se por identificar todos os pélens apenas ao nivel de familia) baseou-se
nos trabalhos de Louveaux et al (1978), sendo classificados como pélen dominante
(mais de 45% do total de graos de polen contados); polen acessorio (de 15 a 45%) e
polen isolado importante (3 a 15%) e podlen isolado ocasional (menos de 3%)
(LOUVEAUX et al, 1978). O material de referéncia para identificacdo polinica das
familias consistiu na comparagdo com as laminas de referéncia da area de estudo,
com a colecdo de polen da  Palinoteca do link LEPAFE

(www.fecilcam.br/lepafe/palinoteca), bem como na consulta de bibliografias

especializadas.


http://www.fecilcam.br/lepafe/palinoteca
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2.3 Quantificacao de flavonoides totais e capacidade antioxidante no mel

2.3.1 Flavonoides totais

O teor de flavonoides totais nas amostras de mel foi determinado por
espectrofotometria UV-VIS. 2 mL dos extratos do mel na concentragdo 800 mg g
foram transferidos para tubos de vidro, adicionou-se 1 mL de solucdo cloreto de
aluminio 5 % e em seguida 2 mL de metanol em cada tubo e a mistura reacional
permaneceu em repouso por 30 minutos ao abrigo da luz. O branco usando agua
destilada foi preparada nas mesmas condi¢des. O calculo dos resultados foi baseado
em uma curva analitica de sete pontos construida com solucbes de padrdo de
referéncia de rutina em concentracdes de 5 pg mL* a 80 ug mL* (R? = 0,99) e o
resultado expresso em microgramas equivalente a rutina (ERT) por grama de mel. As
analises foram feitas em triplicata e as absorbancias foram medidas em 415 nm
(LAMAISON e CARNAT, 1990).

2.3.2 Capacidade antioxidante no mel

A capacidade antioxidante, referente as substancias presente no mel foi avaliada
através do ensaio do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) de acordo com
método de Rufino et al (2007) com modificacbes. Pesou-se aproximadamente 10 g de
mel em tubos falcon de 15 mL, em 25 °C, e homogeneizou com agua purificada,
atingindo concentracdes apropriadas para o ensaio. Centrifugou-se (Centrifuga
Refrigerada 3-8 K) por 10 min a uma velocidade média de 3000 rpm. Em seguida foi
preparada uma solucdo metanolica de DPPH (pesou-se 3 mg de DPPH em um béquer
de 250 mL e homogeneizou-se com 100 mL de metanol) de forma a apresentar
absorbancia entre 0,6 e 0,7 a 517 nm em espectrofotdmetro UV-visivel (Modelo NOVA
3300 UV).

Para o preparo do meio racional, transferiu-se para tubos de ensaio
concentracOes diferentes da solugcdo das amostras e do metanol (variando de 30 a
990 mg g!) e misturou-se em vortex por 5 segundos. Apés, foram realizadas a adi¢éo
de 2400 pL da solugdo de DPPH nas amostras de diferentes concentragdes na mistura

reacional e centrifugou-se por 10 min a uma velocidade média de 2000 rpm.
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Na comparagédo dos resultados foram utilizados trolox (Sigma) como padrao
antioxidante. A mistura reacional foi agitada, protegida da luz e do oxigénio, e a leitura
da absorbancia foi monitorada até a estabilizacdo de cada reacdo. A atividade de
sequestro do radical foi calculada pela porcentagem de inibicdo do DPPH (% I), onde
Ac é a absorbéancia do controle e Aam a absorbancia da amostra, segundo a equacao:

%I: (Ac — Aam) / Ac X 100

O valor de ICso, ou seja, a concentragdo da amostra que inibiu 50 % do radical
DPPH foi determinada por regressao linear pela curva de porcentagem de inibicdo x

concentracdo da amostra na mistura reacional, para cada uma das amostras.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Anélise Melissopalinoldgica

Nesse estudo, um total de 32 familias boténicas diferentes, foram identificados
a partir das 24 amostras de méis analisadas. Devido a diversidade das fontes de
alimentos visitadas pelas abelhas durante a coleta do néctar, podemos classificar a
maioria das amostras como mel polifloral, entretanto, uma amostra apresentou
elevada frequéncia relativa especifica de uma Unica familia, classificada como
monofloral. De acordo com Alencar (2013), essas abelhas sdo denominadas como
polilécticas, pois elas procuram como diferentes fontes de alimento e variadas familias
botanicas.

O resultado da andlise qualitativa e quantitativa do pélen para as amostras de
meéis dos municipios de Urucara e Itacoatiara (SJA), estdo resumidas na Tabela 5, 6,
7 e 8. Esses dados demostram que varios fatores podem contribuir para essa
diversidade como as mudancas no nicho tréfico ao longo do ano devido a
disponibilidade dos recursos florais, as mudangas climaticas, o desmatamento, a
distancia entre a coldnia e as espécies de flores, além da competicdo exercida por
espécies exoticas e outras espécies de abelhas sem ferrao.

Em Urucara no periodo de chuva as meliponas visitaram 12 familias identificadas
e 2 nao identificadas, apresentando familias polinicas similares mais com diferentes

valores de frequéncia relativa (Tabela 5) (Figura 4).
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Os vegetais mais visitados pela espécie M. s. merrillae quanto ao numero de
tipos de familias foram Myrtaceae (Figura 5a) e Poaceae (Figura 5b), considerados
polens acessoérios (Pa). A espécie M. interrupta apresentou como poélen dominante
(Pd) a familia Poaceae com taxa de ocorréncia de 89,0%, sendo classificada como
monofloral. Barth (1989) argumenta que essas familias polinicas podem ser
classificadas como polen acessoério ou dominante nas analises melissopalinoldgicas.
Logo, a familia Poaceae foi a que mais contribuiu na quantidade de pdlen para as

abelhas estudadas nessa regido no periodo de chuva (Figura 4).

Tabela 5 - Espectro de polen, classes de ocorréncia e frequéncia relativa encontrados
nas amostras de méis coletadas no periodo chuvoso, Urucara, Amazonas, Brasil.

M. s. merrillae M. interrupta
Familia Classes de ocorréncia* Classes de ocorréncia*
FR FR
Pd Pa Pii Pio Pd Pa Pii Pio

Amaranthaceae - - - Pio 0,37 - - - Pio 0,33
Anacardiaceae - - - - - - - - Pio 1,78
Asteraceae - - - - - - - - Pio 0,33
Chrysobalanaceae - - - Pio 1,26 - - - - -
Fabaceae - - Pii - 8,83 - - - Pio 2,43
Lacistemataceae - - - Pio 0,37 - - - - -
Lamiaceae - - - Pio 1,86 - - - Pio 0,39
Malpighiaceae - - Pii - 6,53 - - - Pio 0,72
Malvaceae - - - Pio 0,89 - - - - -
Melastomataceae - - - - - - - - Pio 0,66
Myrtaceae - Pa - - 22,57 - - - Pio 2,24
Ochnaceae - - Pii - 10,17 - - - Pio 0,33
Poaceae - Pa - - 32,0 Pd - - - 89,0
Rubiaceae - - - - - - - - Pio 0,66
Sapindaceae - - - Pio 2,30 - - - - -
Verbenaceae - - Pii - 12,14 - - - Pio 0,53
N&o identificados - - - - 0,74 - - - - 0,60

*Classes de ocorréncia: Pd - pdlen dominante (> 45%); Pa - polen acessério (15 — 45 %); Pii - pdlen
isolado importante (3 — 15 %); Pio - p6len isolado ocasional (< 3%); FR - Frequéncia Relativa (%).
Fonte: Silva (2017).
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Absy et al (1984) constataram que quatorze espécies de abelhas frequentaram
as flores de plantas de Myrtaceae para a coleta de pélen e Marques e Souza (1993)
verificou que esta familia foi a mais procurada para polen em diversos meses pelas
espécies de abelhas da Amazb6nia, M. s. merrillae, M. rufiventris paraensis, M.
compressipes manaosensis, Trigona williana e Frieseomelitta varia.

A flora visitada na mesma regiao pelas meliponas no periodo seco amazonico,
foi representada por 15 familias identificadas e 2 nao identificadas (Tabela 6).
Registramos a presenca de quatro tipos de pélen acessoérios (Pa) considerados muito
frequentes nas amostras da espécie M. s. merrillae, ocorrendo em mais de 75% das
amostras: Anacardiaceae (Figura 5c¢), Burseraceae (Figura 5d), Fabaceae (Figura 5e)

e Lecythidaceae (Figura 5f).

Tabela 6 - Espectro de pélen, classes de ocorréncia e frequéncia relativa encontrados
nas amostras de méis coletadas periodo seco, Urucara, Amazonas, Brasil.

M. s. merrillae M. interrupta
Familia Classes de ocorréncia* R Classes de ocorréncia*  FR
Pd Pa Pii Pio Pd Pa Pii Pio
Amaranthaceae - - - - - - Pa - - 21,21
Anacardiaceae - Pa - - 2452 - Pa - - 18,82
Arecaceae - - - Pio 0,74 - - - - -
Bignoniaceae - - - - - - - - Pio 0,46
Burseraceae - Pa - - 21,44 - - Pii - 10,28
Fabaceae - Pa - - 17,38 - - Pii - 10,05
Lamiaceae - - - - - - - Pii - 2,31
Lecythidaceae - Pa - - 15,71 - - - - -
Lythraceae - - - Pio 2,59 - - - - -
Meliaceae - - - - - - Pa - - 15,13
Melastomataceae - - - - - - - Pii - 10,39
Myrtaceae - - - Pio 12,75 - - - Pio 0,92
Polygonaceae - - - Pio 0,92 - - Pii - 9,24
Rubiaceae - - - - - - - - Pio 0,69
Sapindaceae - - Pii - 3,51 - - - - -
N&o identificados - - - - 0,44 - - - - 0,50

*Classes de ocorréncia: Pd - pdlen dominante (> 45%); Pa - polen acessorio (15 — 45 %); Pii - polen
isolado importante (3 — 15 %); Pio - p6len isolado ocasional (< 3%); FR - Frequéncia Relativa (%).
Fonte: Silva (2017).



68

Por outro lado, aproximadamente 55% das amostras da espécie M. interrupta
sao polen acessorio: Amaranthaceae (Figura 5g), Anacardiaceae e Meliaceae (Figura
5h). Outras familias também foram importantes na contribuicdo de pdélen para essa
espécie como as Burseraceae, Fabaceae, Melastomataceae e Polyganaceae,
classificadas como pdlens isolados importantes (40%). Assim, os dados apontam que
Anacardiaceae, Burseraceae e a Fabaceae se destacaram entre esses tipos com
ocorréncia consecutiva nas espécies analisadas no periodo seco (Figura 4).

Segundo Marques e Souza (1999), as espécies de Anacardiaceae foram
visitadas por varias espécies de meliponineos na regido de Manaus (AM) durante os
meses de agosto a novembro, e pelo padrdo de coleta, apresentam periodos curtos
de floracdo e com a maioria s6 florescendo no periodo seco, o que reforca os altos
valores de frequéncia relativa encontrados no presente trabalho quanto aos meses de

floracdo das espécies analisadas.

Figura 4 - Distribuicdo geral das familias presente nas amostras de méis de meliponas
provenientes de Urucara, Amazonas.
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Figura 5 - Prancha fotomicrografada dos principais tipos de pélens das amostras de
meéis de meliponas coletadas em Urucara, Amazonas, periodo chuvoso (a. Myrtaceae
e b. Poaceae) e seco (c. Anacardiaceae; d. Burceraceae; e. Fabaceae;
f. Lecythidaceae; g. Amaranthaceae e h. Meliaceae).

Fas " o AN

Fonte: Silva (2017).

Para as amostras do municipio de Itacoatiara (SJA) no periodo chuvoso foram
encontradas 16 familias botanicas identificadas e 3 nao identificadas, tendo como
destaques as familias Amaranthaceae e Fabaceae com ocorréncia consecutiva nas
espécies analisadas (Tabela 7) (Figura 6).

Os gréos de podlen que obtiveram maior representatividade perante a espécie M.
s. merrillae, que juntas somaram 82,9% dos graos contados na amostra desse
periodo, estavam presentes nas familias Amaranthaceae (Figura 7a), Myrtaceae
(Figura 7b) e Verbenaceae (Figura 7c) com a classe dos polens acessorios (57,3%),
além dessas, Fabaceae, Lamiaceae e Poaceae apresentaram-se como pélen isolado
importante (25,6%), as demais familias apresentaram baixa frequéncia relativa. Para
espécie M. interrupta, aproximadamente 64% das amostras encontradas sdo pélen
acessorio, representadas pelas familias Amaranthaceae, Malpighiaceae (Figura 7d) e
Poaceae (Figura 7e). A Fabaceae também foi muito importante para essa espécie,
como polen isolado importante (10%) (Tabela 7).
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Tabela 7 - Espectro de pdlen, classes de ocorréncia e frequéncia relativa encontrados
nas amostras de meéis coletadas no periodo de chuva, Itacoatiara (SJA), Amazonas,
Brasil.

M. s. merrillae M. interrupta
Familia Classes de ocorréncia* FR Classes de ocorréncia* FR
Pd Pa Pii Pio Pd Pa Pii Pio

Amaranthaceae - Pa - - 12’7 - Pa - - 28,01
Apocynaceae - - Pii - 3,04 - - Pii - 3,73
Asteraceae - - - - - - - - Pio 2,63
Anacardiaceae - - - - - - - - Pio 1,56
Chrysobalaceae - - - Pio 0,29 - - - - -

Fabaceae - - Pii 10,77 - - Pii - 10,05
Lacistemataceae - - - Pio 2,22 - - - Pio 0,36
Lamiaceae - - Pii - 8,13 - - - Pio 1,10
Malpighiaceae - - - Pio 2,05 - Pa - - 17,76
Malvaceae - Pii - 4,62 - - Pii - 3,18
Myrtaceae - Pa - - 20,83 - - Pii - 4,44
Ochnaceae - - - Pio 2,52 - - Pii - 5,19
Poaceae - - Pii - 6,73 - Pa - - 17,93
Rubiaceae -- - - Pio 2,22 - - Pii - 3,08
Sapindaceae - - - Pio 0,88 - - - -

Verbenaceae - Pa - - 16,73 - - - Pio 1,00
N&o identificados - - - Pio 0,23 - - - - -

*Classes de ocorréncia: Pd - pdlen dominante (> 45%); Pa - polen acessorio (15 — 45 %); Pii - polen
isolado importante (3 — 15 %); Pio - polen isolado ocasional (< 3%); FR - Frequéncia Relativa (%).
Fonte: Silva (2017).

O periodo seco amaz6nico nessa regiao foi relativamente superior ao chuvoso,
obtendo 19 tipos polinicos e trés tipos indeterminados do total de fontes florais
utilizadas pelas abelhas. A familia Fabaceae mais uma vez se destacou como a mais
abundante em numeros de pdlens contados, embora nao possa ser classificada como
polen dominante porque n&o obteve frequéncia superior a 45% (Figura 6).

Avaliando a coleta de recursos do periodo seco por espécie de abelha
verificamos que para M. s. merrillae os tipos de familias mais importantes totalizaram
65,5% de frequéncia do podlen coletado, onde os principais foram Bignoniaceae
(Figura 7f) e Fabaceae (Figura 79g), classificados como pdélens acessorios, além da
Lamiaceae (Figura 7h), considerada polen isolado importante. Para espécie M.

interrupta se destacou como a mais representativa em riqueza de pélens coletados a
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Fabaceae, classificada como pélen acessorio (35,9%), as demais familias presentes
em grande quantidade, porém com baixas frequéncias relativas, foram classificadas

em polens isolados importantes e poélens isolados ocasionais (Tabela 8)

Tabela 8 - Espectro de pdlen, classes de ocorréncia e frequéncia relativa encontrados
nas amostras de méis coletadas no periodo seco, Itacoatiara (SJA), Amazonas, Brasil.

M. s. merrillae M. interrupta
Familia Classes de ocorréncia* R Classes de ocorréncia*  FR
Pd Pa Pii Pio Pd Pa Pii Pio

Acanthaceae - - - Pio 2,76 - - Pii - 4,14
Amaranthaceae - - - - - - - Pii - 6,1

Bignoniaceae - Pa - - 3%’1 - - Pii - 6,86
Bromeliaceae - - Pii - 3,29 - - - Pio 1,96
Euphorbiaceae - - - - - - Pio 0,35
Fabaceae - Pa - - 2296 - Pa - - 35,88
Lamiaceae - - Pii - 12,45 - - Pii - 7,97
Lecythidaceae - - - Pio 1,34 - - - Pio 0,55
Lythraceae - - Pii - 6,69 - - Pii - 3,95
Loranthaceae - - - - - - - - Pio 1,64
Malpighiaceae - - - Pio 0,07 - - Pii - 3,79
Melastomataceae - - - - - - - Pii - 8,04
Meliaceae - - - Pio 2,30 - - - Pio 2,93
Myrtaceae - - Pii - 5,02 - - Pii - 3,47
Plumbaginaceae - - - Pio 0,92 - - - Pio 1,18
Proteaceae - - - - - - - Pii - 3,47
Rubiaceae - - Pii - 5,73 - - Pii - 3,17
Sapindaceae - - Pii - 6,37 - - - Pio 2,82
Violaceae - - - - - - - - Pio 1,48
N&o identificados - - - - - - - - Pio 0,25

*Classes de ocorréncia: Pd - pdlen dominante (> 45%); Pa - polen acessorio (15 — 45 %); Pii - polen
isolado importante (3 — 15 %); Pio - p6len isolado ocasional (< 3%); FR - Frequéncia Relativa (%).
Fonte: Silva (2017).

A andlise polinica dessa area demonstrou uma elevada ocorréncia dos pélens
isolados ocasionais e isolados importantes em todas as amostras. Muitas das vezes
0s graos de polen com frequéncia muito baixa podem entrar na composi¢cao do mel
de forma acidental (MARTINS, 2011). Mas segundo Barth (1970), essa caracteristica
de grande quantidade de pdlen na categoria isolado ocasional, € comum nos méis

brasileiros. Além disso, a presenca de maior numero de pélen isolado pode estar
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relacionada a fatores da propria planta como pequena producdo de polen ou com o
comportamento de coleta da propria abelha.

Em relacéo a presenca da familia Fabaceae nas duas localidades e periodos
sazonais (chuvoso e seco) estudadas pode se dar pelo fato desta ser muito abundante
na Amazonia Brasileira, pois de acordo com um levantamento de dados realizado por
Freitas e Novais (2014) onde analisaram 28 textos publicados entre os anos de 1977
e 2013, citaram 610 tipos de polen, distribuidos em 94 familias botanicas, dos quais
129 pertecem a familia Fabaceae compreendendo o maior nimero de tipos polinicos
encontrados nos trabalhos realizados nessa regido. Isto pode explicar o porqué das
espécies pertencentes a familia Fabaceae terem sido exploradas pelos meliponineos

durante os periodos amazénicos (Figura 6).

Figura 6 - Distribuicédo geral das familias presente nas amostras de méis de meliponas
provenientes de Itacoatiara (SJA), Amazonas.
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Figura 7 - Prancha fotomicrografada dos principais tipos de pélens das amostras de
meéis de meliponas coletadas em Itacoatiara, Amazonas, periodo chuvoso
(a. Amaranthaceae; b. Myrtaceae; c. Verbenaceae; d. Malpighiaceae; e. Poaceae) e
seco (f. Bignoniaceae; g. Fabaceae e h. Lamiaceae).

Fonte: Silva (2017).

De modo geral os graos de pdlens de varias familias estavam presentes em um
grande nimero de amostras de méis de meliponas nos municipios estudados, embora
em niveis geralmente mais baixos. Isso pode ter relagdo com os periodos chuvoso e
seco, no periodo chuvoso houve menor nimero de coleta de tipos polinicos com alta
frequéncia relativa, isso se deve em virtude da baixa floracao e alta precipitacdo nesse
periodo. No seco, observou-se maior floracdo, consequentemente, apresentaram
diversificadas familias polinicas de polens coletados.

Imperatriz e Fonseca et al (1984) enfatizam que, as abelhas tendem a continuar
coletando de espécies que fornecem pequenas quantidades de alimento, pois tais
plantas se tornariam fontes alternativas de recursos troficos para a coldnia e séo
especialmente Uteis quando outros provedores de polen e néctar sdo saturados ou
diminuidos por outros polinizadores. Além disso, a priori, essas fontes secundarias
poderiam, com o tempo, ocupar uma posi¢cao central no suprimento de alimentos.
Dessa maneira, tanto as plantas que fornecem pouco recurso tréfico, quanto as
plantas que fornecem muito recurso durante um pequeno periodo de tempo, sao
importantes para o sustento das abelhas (LOREZON et al, 2013).
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O presente trabalho mostra comportamento parecido ao descrito por Marques-
Souza et al (2007), que estudaram a abelha amaz6nica Scaptotrigona fulvicutis, onde
coletaram os gréos de pdélen de 36 familias distribuidas em 97 espécies, sendo que
apenas 6 familias foram as responsaveis pela parcela significativa da alimentagao
anual desse meliponineo. Semelhante ao encontrado por Marques e Souza et al
(2010), nas coletas de Frieseomelitta variaem numa area de Manaus - AM, obteram
graos de polen de 79 espécies de plantas distribuidas entre 37 familias, sendo que
apenas quatro familias foram as responsaveis por 71% do fornecimento de alimento
para essa espécie.

Outro ponto relevante que legitima esse estudo séo as preferéncias das familias
polinicas encontradas que vao de acordo com Ramalho et al (1990) onde as familias
Anacardiaceae, Lamiaceae, Fabaceae, Melastomataceae, Myrtaceae, Arecaceae e
Rubiaceae, apresentam-se como as principais familias utilizadas pelos meliponineos
e abelhas africanizadas na regido neotropical.

Os dados aqui apresentados sdo inéditos para a regido, necessitando, no
entanto, de um maior estudo melissopalinolégico comparativo com as espécies
vegetais in loco proximas aos meliponarios de nossa investigacdo com os poélens

identificados nos méis de ambas as meliponas.

3.2 Quantificacao de flavonoides totais e capacidade antioxidante no mel

Os valores encontrados na quantificacdo de flavonoides totais e capacidade
antioxidante (DPPH) das amostras de méis de meliponas analisadas, podem ser
observadas na Tabela 9.

No que se refere a quantificacao de flavonoides totais as amostras apresentaram
variacdes significativas em relacdo as espécies de abelhas, sazonalidades e local de
origem, obtendo valores médios entre 12,42 a 27,13 FT pg Rutina.g? mel (M. s.
merrillae) e 13,57 a 28,99 FT ug Rutina.g* mel (M. interrupta) (Tabela 9). O menor
conteudo foi encontrado no periodo seco (M. s. merrillae) e o maior conteido no
periodo chuvoso (M. interrupta), ambas amostras pertenciam ao mesmo local de
coleta (Itacoatiara). Biluca (2014) ao caracterizar méis de abelhas sem ferrdo do
estado de Santa Catarina, também encontrou menor e maior contetdo de compostos
fendlicos totais nas mesmas espécies de abelhas, Melipona scutellaris e Tetragonisca

angustula, que por sua vez eram da mesma localidade.
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Tabela 9 - Conteldo das analises de flavonoide totais e capacidade antioxidante
(DPPH) de méis de meliponas.

. Analises
Municipios Espécies Periodo .
P p sazonal Flavonoides DPPH
totais
Chuvoso 27,13 140,18
M. seminigra
ltacoatiara Seco 12,42 744,23
(SJA) Chuvoso 28,99 110,43
M. interrupta
Seco 13,57 742,81
Chuvoso 15,96 276,54
M. seminigra
Seco 22,08 164,09
Urucara
Chuvoso 18,70 247,85
M. interrupta
Seco 14,17 393,41

* Valores expressos como média (n = 3)
Valores médios: Flavonoides totais (FT ug Rutina g* Mel) e DPPH (CEso% mg g2).
Fonte: Silva (2017).

Vale salientar que esse é um estudo pioneiro, ndo sendo encontrados na
literatura dados relativos a quantificacdo de flavonoides totais de mel produzida pelas
abelhas das espécies M. s. merrillae e M. interrupta no médio Amazonas. Em relacao
a outros meliponideos, cujas informacdes podem ser comparadas as observacgdes do
presente estudo, merece destaque a pesquisa realizada por Aroucha (2012), no
estado do Rio Grande do Norte, detectou teores de flavonoides variando de 1,93 a
2,08 mg QE.100 g* em méis de abelhas do género Melipona, enquanto que, Mesquita
e colaboradores (2012) encontraram valores de 7,78 mg QE.100 g para Melipona
subnitida.

Valores inferiores também foram descritos por Oddo et al (2008) para teor de
flavonoides em méis australianos, com valores entre 8,12 e 12,67 mg 100 g e média
de 10,02 mg 100 g? de quercetina. Em contrapartida, valores superiores foram
encontrados por Ruiz-Navajas et al (2011) ao pesquisarem o teor de flavonoides em
méis de abelhas nativas mexicanas, encontraram valores entre 29,58 e
187,08 mg 100 g* de &cido rutina, com média de 55,74 mg g*.

A capacidade antioxidante foi avaliada pelo método DPPH, baseado no
sequestro de radicais livres pelos antioxidantes presentes em uma amostra, e
utilizando uma curva padréo construida com trolox foi possivel calcular a atividade

antioxidante da amostra em equivalente ao trolox. Os resultados do DPPH variaram
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de 140,18 a 744,23 CEso% mg gt mel (M.s. merrillae) e 110,43 a 742,81 CEso% mg g
mel (M. interrupta) (Tabela 9). Diferiram significativamente entre amostras de distintas
regides e espécies. Resultados similares foram encontrados em meéis da Republica
Tcheca e da india (LACHMAN et al, 2010; SAXENA; GAUTAM; SHARMA, 2010).

Entre os méis analisados as amostras do periodo chuvoso, ambas localidades,
apresentaram maior capacidade antioxidante necessario para reduzir 50% dos
radicais livres, excecao, a espécie M. s. merrillae, Urucard, porém essa amostra vem
apresentando diferengas em outros parametros analisados, destacando a umidade,
condutividade elétrica, acidez e os agucares redutores, ndo atendendo aos critérios
de qualidade estabelecidos pelas legislacfes vigentes.

Os resultados corroboram com trabalhos anteriores, constatando uma
correlacdo positiva entre a capacidade antioxidante e as variaveis de flavonoides
totais. Segundo a literatura a capacidade antioxidante esta diretamente correlacionada
aos teores de fendis e flavonoides totais (CASTRO et al, 2007; CABRAL et al, 2009;
ALVAREZ-SUAREZ et al, 2012; DA SILVA et al, 2013). No entanto, fatores sazonais,
ambientais, processamento e principalmente, a fonte floral usada para coletar o
néctar, podem interferir na composicdo e na atividade antioxidante do mel
(BERTONCELJ et al, 2007; ESCUREDO et al, 2013; LACHMAN et al, 2010).

Em estudo realizado por Silva e colaboradores (2013), com méis de Melipona
subnitida, estado da Paraiba, sdo apresentados resultados de DPPH com valores
entre 10,6 a 12,9 mg EAA 100 g necessarios para reduzir 50% do radical, assim
como Liberato e colaboradores (2013) encontraram valores médios de 13,71 mg EAA
100g? para mesma espécie. Tais valores também foram obtidos por CEso para méis
multiflorais de diversas regides da Africa do Sul variaram de 1,63 a 29,13 mg mL™!
(SILVA et al, 2005). Enquanto que Oliveira et al (2012) detectou que a atividade
antioxidante em méis de Melipona flavolineata foi maior do que em méis de Apis
mellifera L. e Melipona fasciculata.

Dessa forma a quantificacdo da atividade antioxidante pode ser utilizada para
assegurar a qualidade e o possivel potencial terapéutico dos meéis (PEREIRA, 2010).
Vale ressaltar a escassez de trabalhos na literatura que avaliaram os conteudos de
flavonoides totais e a capacidade antioxidante em amostras de méis de abelhas sem

ferrdo no Amazonas, sendo assim necessarias novas pesquisas.
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4 CONCLUSAO

A andlise melissopalinoldgica dos méis das abelhas analisadas indicou a
presenca de 32 familias botanicas diferentes, porém numeros reduzidos de familias
foram responséaveis pela maior parte do pélen coletado.

As familias Fabaceae e Myrtaceae foram as principais fontes poliferas
exploradas por M. s. merrillae, com ocorréncia consecutiva nos dois periodos sazonais
dessa regido. Além dessas, no periodo chuvoso, sobressairam as familias
Verbenaceae e Amaranthaceae (ltacoatiara) e Verbenaceae e Poaceae (Urucard).
Enquanto que no periodo seco, essa espécie apresentou fontes alimentares
diversificadas em ambos municipios analisados, com abundantes niumeros de polens
contados.

Para as abelhas M. interrupta no periodo chuvoso, registraram preferéncias
pelas familias Amaranthaceae, Malpighiaceae e Poaceae (ltacoatiara), porém a tltima
familia apresentou uma elevada taxa relativa de ocorréncia em Urucara, classificada
como monofloral. No periodo seco, assim como a M. interrupta, essa espécie
apresentou comportamento generalista no uso das fontes de polen, classificadas
como heteroflorais. A familia Fabaceae mais uma vez se destacou como a mais
abundante em nameros de pdlens contados.

De modo geral maior numero de tipos de familias polinicas foram coletadas no
periodo seco (julho a setembro), enquanto que no chuvoso (janeiro a marco), foram
registrados menores tipos de familias, porém, com frequéncias relativas mais
significativas.

No que se refere a quantificacdo de flavonoides totais e a capacidade
antioxidante as amostras apresentaram variacdoes significativas em relacdo as
espécies de abelhas, sazonalidades e local de origem.

Os menores teores de flavonoides totais foram encontrados no periodo seco (M.
s. merrillae), consequentemente apresentando menor capacidade antioxidante,
enquanto que os maiores teores de flavonoides totais foram encontrados no periodo
chuvoso (M. interrupta), onde ambas amostras pertencem ao mesmo local de coleta
(Itacoatiara).

Todas as amostras exibiram capacidade antioxidante, assim, a andlise dos
flavonoides totais e a capacidade antioxidante determinada pelo método DPPH,

demonstraram uma significativa correlacdo, indicando que estes compostos podem
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contribuir nas propriedades funcionais do mel, sendo uma importante fonte dietética
de compostos antioxidantes.

Portanto esse estudo vem contribuir para noticiar e agregar valoracéo ao mel de
meliponas produzidas por meliponicultores da regido Amazénica, com o intuito de
repassar para a populacdo um produto de qualidade e com importantes propriedades

antioxidantes.
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RESUMO

Das 400 espécies de abelhas sem ferrdo ou meliponineos catalogadas no mundo,
praticamente a metade dessas espécies vivem no Brasil, em especifico, na floresta
amazonica. No entanto, h4 poucos estudos quimicos e biolégicos dos méis de
meliponineos quando comparados aos das abelhas com ferrdo do género Apis
mellifera. O objetivo deste trabalho foi caracterizar os perfis de compostos organicos
volateis (COVs) das meliponas (M. s. merrillae e M. interrupta Latreille) produzidas por
meliponéarios em duas cidades do estado do Amazonas-Am. Os 19 compostos volateis
detectados nas amostras foram obtidos pelo sistema simultdneo de destilacdo-
extracdo de Nickerson-Likens e das técnicas de cromatografia gasosa e
espectrometria de massa (CG-MS). Os resultados demostraram uma similaridade de
impressfes digitais de COVs nos méis das espécies estudadas em ambos os
Meliponérios. Os terpenos linalol, seus isdmeros cis e trans oxidos de linalol e o
hidrocaboneto n-octano estiveram presentes praticamente em todas as amostras.
Esses compostos organicos volateis apresentaram a maior porcentagem relativa nos
méis analizados, seguidos pelo acetaldeido de benzeno e pelo &lcool 2-etil-hexanol.
Os compostos supracitados indicam ser possiveis marcadores da preferéncia
meliponicola. Os resultados aqui apresentados sdo inéditos tanto para os méis da
regido estudada quanto para a espécie M. s. merrillae.

Keywords: 1. Meliponas; 2. Compostos volateis; 3. CG-MS; 4. Mel; 5. Amazonas.
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ABSTRACT

Of 400 species of stingless bee, or meliponine, catalogued in the world, practically half
of this species live in Brazil, specifically in the amazon rainforest. However, when
compared to studies of honeybees Apis mellifera genus few chemical and biological
studies have been done on the honeys of the meliponine species. The goal of this work
was to characterize the volatile organic compounds (VOCSs) profiles of meliponines (M.
s. merrillae and M. interrupta Latreille) produced of Meliponaries were conducted in
two different mid-region cites in the state of Amazonas-Am. The 19 volatile compounds
detected in the samples were obtained by the simultaneous distillation-extraction
system of Nickerson-Likens and Gas Chromatography Mass Spectrometry (CG-MS)
techniques. The results showed a similarity of VOCs fingerprints in the honeys of the
species studied on both Meliponaries. In almost all samples studied, linalool terpene
and their derivatives cis and trans-linalool oxides, and hydrocarbon n-octane were
present. These VOCs had the highest relative percentage in the analyzed honeys,
followed by benzene acetaldehyde and 2-ethylhexanol alcohol compounds. Through
the results obtained suggest the VOCs as potential markers for the botanical sources.
This reports provides for the first time, information intended to chemical knowledge
both honey stingless bees of the studied region.

Keywords: 1. Meliponines; 2. Volatile compounds; 3. GC-MS; 4. Honey; 5. Amazonas.
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1 INTRODUCAO

O mel como produto natural proveniente das diversas espécies de abelhas
formadoras de colbnias, a partir de exsudatos contendo carboidratos e proteinas
produzidos pelas plantas, & amplamente consumido em todo o mundo. Uma pratica
gue remonta a milénios registrada nas inscricées rupestres pelo homem do paleolitico
(BARONI et al, 2006; KARABAGIAS et al, 2014).

Além desses componentes agregarem valor nutricional ao mel h4 ainda outros
imprescindiveis compostos que tornam particulares as caracteristicas fisico-quimicas
e quimicas desse insumo conforme a espécie de abelha e regido. Dentre a gama de
compostos destacam-se as vitaminas, minerais, enzimas, aminoacidos livres e
numerosas substancias volateis e semi-volateis (SILVA; GAUCHE; GONZAGA;
COSTA e FETT, 2016; BARONI et al, 2006; KARABAGIAS et al, 2014).

As abelhas do género Apis, em especifico das espécies A. mellifera, de origem
europeia e asiatica, sdo as principais espécies produtoras de méis, devido a
domesticacdo desse género ser remota e com alta produtividade, por isso, muito
lucrativo (CARVALHO et al, 2005). No entanto, em regides tropicais e subtropicais do
mundo como as Américas Central e do Sul, Austrélia, Africa, Sudeste Asiatico existem
outras espécies, mais numerosas da familia Apidae pertencentes aos géneros da tribo
Meliponinae. Essas abelhas, formadoras de col6nias, constituem um grupo em torno
de 400 espécies catalogadas. Nao possuem glandulas de veneno e seu ferrdo é
atrofiado resultando na sinonimia de “abelhas sem ferrdo” ou ainda de “abelhas
nativas” (CARVALHO-ZILSE et al, 2011).

Os géneros neotropicais que maior apresentam numero de espécies
catalogadas sdo as Meliponas (65 espécies) precedido pelo género Plebeia (30
espécies) (MICHENER, 2013). Além de produzirem méis com excelente qualidade e
altamente apreciadas pelos seus sabores distintos, e comumente aplicados com fins
medicinais, estas abelhas também oferecem beneficios ecoldgicos. Conforme o local
onde vive, a abelha sem ferrdo € responsavel por 40 % a 90 % da polinizacdo das
arvores nativas. Por isso, possuem funcao destacada na formacao e manutencao das
florestas, contribuindo também para manter a biodiversidade de plantas e animais que
vivem na varzea (SILVA et al, 2013; BILUCA et al, 2014; SOUSA et al, 2016;
CHUTTONG; CHANBANG; SRINGARM; BURGET, 2016).
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No Brasil foram catalogadas, aproximadamente 192 espécies de abelhas sem
ferrdo (SILVA et al, 2013; BILUCA et al, 2014; SOUSA et al, 2016; CHUTTONG;
CHANBANG; SRINGARM; BURGET, 2016). A Amazoénia brasileira € o bioma onde se
encontra a maior diversidade dessas espécies (CARVALHO-ZILSE, 2013), destacam-
se nessa biodiversidade as espécies Melipona seminigra e Melipona interrupta por
serem as principais espécies manejadas pela meliponicultura e, por estarem
profundamente arraigadas na cultura local nos estados do Amazonas e Para. Ambas
atendem, respectivamente, pelas sinonimias de jandaira-da-amazonia ou urugu-boca-
de-renda e de jandaira-preta-da-Amazénia ou jupara (VILLAS-BOAS, 2012;
CARVALHO-ZILSE, 2013)

Além de estudos envolvendo as propriedades fisico-quimicas, quimica,
melissopalinoldgica e as propriedades medicinais do mel como forma de caracteriza-
lo relacionando-o a espécie e a regido, outro fator relevante € o estudo de seus
compostos volateis. Os compostos volateis sdo 0s principais responsaveis pelo aroma
e sabor dos alimentos e podem ser considerados, para o mel, como marcadores
quimicos de sua origem botanica. Estdo presentes no mel em concentragcbes muito
baixas como misturas complexas de diferentes classes quimicas (CASTRO-
VAZQUEZ et al, 2007). Dentre essas classes destacam-se 0S monoterpenos,
norisoprendides, sesquiterpenos, benzenoides, alcoois, ésteres, cetonas e aldeidos
(MANYI-LOH; ANIP e CLARKE, 2011; SILVA et al, 2016).

As diferentes classes quimicas desses compostos, que proporcionam a
caracteristica intrinseca de cada mel em seu aroma, estdo intimamente associadas a
origem botéanica e a area geografica de producao, pois o solo e o clima determinam a
flora apicola/meliponicola (SILVA; LIMA; CAETANO e TORRES, 2017; SILVA et al,
2016).

O grande avanco na identificacdo dos compostos volateis das diversas fontes
naturais na década de 60 do século XX adveio por meio da cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-MS). Essa poderosa técnica de
identificacdo e quantificacdo de compostos proporcionou, até o momento, a detecgao
de aproximadamente seiscentos compostos volateis. Especialistas da area apontam
gue dezenas de compostos ainda serao identificados conforme a aplicagao e o avanco
da técnica (ALISSANDRAKIS et al, 2005, 2007; DE MARIA et al, 1999; JARKOVIC et
al, 2009).
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Sao poucos os estudos desenvolvidos sobre a composi¢cao quimica, atividades
bioldgicas, caracteristicas fisico-quimicas, melissopalinolégica e compostos volateis
de méis de meliponas no Brasil. Paradoxalmente, a regido norte, em especifico, a
floresta amazénica, por apresentar a maior biodiversidade dessas espécies no pais e
no mundo, seus estudos sdo ainda mais raros. A analise dos compostos volateis do
mel sendo uma das alternativas para sua tipificacdo, ao qual podem ser utilizados
como marcadores quimicos especificos fornece informacfes relevantes para a
promocdo desse produto no mercado, agregando valor econdmico convertido em
renda familiar para os meliponicultores (CARVALHO et al, 2006; CASTRO-VASQUEZ
et al, 2014; KARABAGIAS et al, 2014; VERZERA et al, 2014; SEISONEN et al, 2015).

O objetivo dessa pesquisa foi o de contribuir com a ampliacdo do conhecimento
sobre os meliponineos no norte do Brasil ao determinar por CG-MS os constituintes
volateis de aromas de méis de duas espécies do Amazonas, M. s. merrillae e M.
Interrupta, de produtores rurais da Mesorregiao do Centro do Amazonas-Am. Imagens
de ambas as espécies foram obtidas por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)
como contribuigdo ao acervo de imagens da microanatomia ultra estrutural de suas

morfologias.

2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Coleta e identificacdo das espécies de Meliponas

As espécies coletadas nos meliponarios foram acondicionadas em “frascos
mortiferos” contendo solventes do tipo éter etilico, acetato de etila e diclorometano.
Em seguida, as amostras foram postas em alfinete entomol6gico inoxidavel,
etiquetadas e acondicionadas com naftaleno moido em caixas com fundo de
poliestireno.

As amostras foram enviadas para o Laboratorio de Bionomia, Biogeografia e
Sistematica de Insetos (BIOSIS), Curadoria de Invertebrados Terrestres - Museu de
Historia Natural/Zoologia - MHNBA/MZUFBA, Universidade Federal da Bahia, e
identificadas pela Prof2. Dr2. Favizia Freitas de Oliveira. As espécies identificadas
foram Melipona seminigra merrillae Cockerell, 1919 e Melipona interrupta Latreille,
1811.
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2.2 Coleta das amostras de méis

As amostras de méis foram coletadas no periodo de maior producédo segundo os
meliponicultores locais (agosto e setembro de 2017, periodo de precipitacdo
pluviométrica mais baixa caracteristico do periodo de seca - conhecido como o verao
amazonico). As coletas foram realizadas nos meliponarios de dois municipios
localizados na Mesorregido do Centro do Amazonas, Itacoatiara (comunidade Séo
Jodo do Araca, rio Arari) e Urucarg, Estado do Amazonas distantes 100 km entre si,
em linha reta conforme aponta o Instituto Nacional de Meteorologia-INMET.

Um total de 4 amostras de méis foram coletadas, de cada espécie de abelha,
diretamente dos favos das colmeias com maior producdo dos meliponarios
supracitados. Em seguida, armazenados nos frascos coletores na forma de blending.
As amostras foram obtidas por meio de succdo com seringas descartaveis
provenientes de potes operculados de cerumes contidos dentro das colbnias e
armazenadas em vasilhas de poliestireno hermeticamente fechadas e mantidas sob
refrigeracdo a —8 °C até a realizacdo das analises no Laboratério de Bioprospecc¢ao e
Biologia Experimental, Universidade Federal do Oeste do Para (UFOPA), Santarém,

Estado do Para, Brasil.

2.3 Extracédo do aroma do mel

Para obtencdo do aroma, 10 gramas do mel de cada uma das espécies de
Meliponas de seus locais de coleta foram destilados utilizando um microssistema de
hidrodestilagcdo-extragdo simultdnea por “headspace” ndo dindmico (fase gasosa
imediatamente acima da fase sodlida ou liquida, armazenada em recipiente
hermeticamente fechado ndo acoplado diretamente ao CG-MS). Utilizou-se um
extrator tipo Likens-Nickerson (NICKERSON e LIKENS, 1964), n-pentano como
solvente (4 mL) carreador, acoplado a um sistema de refrigeragcédo para manutencao

da agua de condensacéo entre 5-10 °C, durante 2 horas.

2.4 Anélise quimica do aroma por CG-MS

A analise do aroma do mel foi realizada em um sistema CGMS-QP2010 Ultra

(Shimadzu Corporation, Tokyo, Japan) equipado por um cromatografo gasoso,
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espectrometro de massa, auto injetor AOC-20i, com detector de ionizagdo em chamas
(DIC) e sottware GC-MSsolution que inclui um banco de dados das bibliotecas NIST
e ADAMS (ADAMS, 2007; NIST, 2011) Foi utilizada uma coluna capilar de silica
fundida Rxi-5ms (Restek Corporation, Bellefonte, PA) de 30 m x 0,25 mm (diametro)
x 0,25 ym (espessura da pelicula), revestida com 5 % de difenil dimetilpolisiloxano.

As condi¢des de analise foram: temperatura do injetor de 250 °C; programacao
de temperatura do forno de 60-240 °C (3 °C min); hélio (99.995 %) como gas
transportador, ajustado a uma velocidade linear de 36,5 cm sec™? (taxa 1,0 mLmin?);
injecdo no modo split de 1 pL da amostra; razédo split 1:20; ionizagdo por impacto
eletrénico (EIl) 70 eV; temperatura da fonte de ionizacédo e da linha de transferéncia
de 200 e 250 °C, respectivamente. Os espectros de massa foram obtidos por
varredura automatica a 0,3 s, com fragmentos de massas na faixa de 35-400 m/z.

O indice de retencao linear (indice de Kovats) foi calculado em relacdo aos
tempos de retencdo para todos os componentes volateis, utilizando uma série
homoéloga de n-alcanos (IK) Cs-Cao (Sigma-Aldrich), de acordo com a equacéo linear
de Van den Dool e Kratz (1963). Os compostos existentes nos cromatogramas foram
identificados através da comparacao de seus espectros de massas (massa molecular
e 0 padrdo de fragmentacao) com 0s espectros existentes na espectroteca do sistema

e na literatura.

2.5 Imagens de Meliponas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As espécies de abelhas foram fixadas com cola prata na superficie de fita dupla
face aderida em suportes metélicos de 120 mm de didmetro e deixadas em estufa a
vacuo por 24 horas para analise ultra estrutural. As amostras foram metalizadas com
ouro por 120 segundos em recobridora da marca LEICA Modelo EM SCD 500. Em
seguida, acondicionadas em estufa a vacuo até o momento da analise de imagens
por Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV) modelo JEOL JSM-6390LV. As
imagens foram fotografadas com filme Neopan SS 120 Fugi e/ou capturadas
digitalmente utilizando-se o programa DIT (Digital Image Transfer) para um
computador compativel IBM-PC no Laboratorio Central de Microscopia Eletrdnica da
Universidade Federal de Santa Catarina e processadas, posteriormente, com 0

programa CorelDRAW Graphics Suite X8.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Meliponas por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura foram obtidas
apenas para as meliponas operarias. As Figuras 8 e 9 mostram a morfologia de ambas
as espécies M. s. merrillae e M. Interrupta padrdo analogo de outros insetos
himenopteros possuidores de escapo, flagelo e pedicelo. As operarias apresentam um
dimorfismo sexual de dez flagelémeros, conforme consta nas abelhas com ferrdo A.
mellifera e M. quadrifasciata (RAVAIANO et al, 2012; ESSLEN e KAISSLING, 1976).

As sensilas céticas, responsaveis pelo estimulo em reconhecer individuos
invasores do ninho, estdo presentes em todos 0s seguimentos antenais nas duas
espécies como importantes unidades sensoriais que se assemelham a pelos. No
entanto, o maior numero de sensilas em suas antenas parece distinguir a espécie M.
s. merrillae. Ha distintas sensilas distribuidas ao longo do segmento antenal com
funcdes que vao da mecanorreceptora a quimiorreceptora (STORT,1999). Essa
Ultima, sensiveis aos compostos hidrocarbonetos cuticulares auxiliadores na
identificacdo das companheiras operarias de ninho bem como estimuladoras no
desempenho de tarefas especificas na colénia, como desidratagéo de néctar, defesa
do ninho, trabalho com cerume, dentre outras (NOGUEIRA-NETO,1997).

Figura 8 - M. seminigra merrillae, obtidas por micrografia eletrénica de varredura. A:
vista ventral. B: vista dorsal. C: vista lateral
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Fonte: Silva (2017).
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Figura 9 - M. Interrupta, obtidas por micrografia eletrénica de varredura. A: vista ventral.
B: vista lateral. C: vista dorsal.

5kV X25 Cl LCME-UFSC

Fonte: Silva (2017).

3.2 Compostos volateis dos méis de Meliponas

Por meio do processo de extracdo e destilacdo simultanea com o solvente
n-pentano a partir da técnica de Likens-Nickerson obteve-se um total de 19 compostos
volateis conforme expresso na Tabela 10 e Figura 10 com seus respectivos
cromatogramas. Esses, foram identificados nas amostras de méis analisadas dos
meliponineos estudados por cromatografia gasosa associado a espectrometria de
massas (CG-MS), dos quais os valores de Rlcac obtidos neste trabalho estdo
coerentes com os valores encontrados na literatura (ADAMS, 2007).

A técnica empregada por destilacdo a quente na extracdo de compostos volateis
nao esta isenta em oferecer possiveis riscos na producéo de artefatos derivados de
furanos e piranos. Compostos como 2-metil-furano e furfural dentre outros produzidos
pela desidratacdo de aglucares ou mesmo por aminoacidos no mel € um risco a ser
levado em conta. Entretanto, os compostos isofurano e 4-ceto-furano com relativo
baixo rendimento percentual estavam presentes em apenas trés das oito amostras
analisadas, provavelmente, tenham sido originados diretamente da fonte floral e nao
como produtos de reacdes de escurecimento ndo enzimatico. Esse argumento é
fortificado por autores que apontam a formacdo de pequenas quantidades de
derivados do furano em mel processado entre 50 °C a 70 °C por 16 h, o que nao
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corresponde a metodologia da técnica adotada na extracdo desses compostos
volateis (DE MARIA et al, 2003).

A maioria das amostras de mel, independentemente da espécie e area
geografica, mostrou impressfes digitais cromatograficas muito semelhantes para
algumas classes de compostos.

Tabela 10 - Constituintes volateis dos méis produzidos pelas espécies M. s. merrillae
e M. interrupta nos meses de coleta do verdo amazonico (periodo seco) dos
meliponicultores rurais nos municipios de Itacoatiara (SJA) e Urucara- AM

Itacoatiara Urucara
Compostos Rlee Rl M. s. merrillae M. interrupta M. s. merrillae M. interrupta
Ag Set Ag Set Ag Set Ag Set

n-octano 800 800 10,33 5,29 8,17 6,27 1,61 7,19 22,63 10,13
3z-hexenal 805 797 - - - - 1,11 - - -
Etil de Piruvato 806 807 - - - - - - 2,34 -
Etil de Benzeno 867 857 - - - - - - 2,56 -
n-nonano 900 900 - - - - - - 191 -
Pentanona 941 940 - - - - 0,38 - - -
Benzaldeido 959 952 - - 4,73 - - - - -
2-etil Hexanol 1026 1030 - 2,18 - 1,77 - 5,41 6,76 21,58
Acetaldeido de 1042 1036 1663 417 3031 606 - 245 - -
Benzeno
2-etoxi-3-metil Pirazina 1039 1040 - 0,97 - - - - 13,67 -
cis-0xido de Linalol 1071 1067 29,47 10,06 22,27 27,36 43,8 1534 10,02 23,37
trans-oxido de Linalol 1088 1084 10,80 4,42 9,08 11,76 19,51 8,40 - 9,26
Linalol 1104 1095 32,77 67,76 25,44 38,97 31,03 61,21 22,55 29,63
Isofurano 1120 1118 - - - - - - 9,38 6,03
Formato de octila 1130 1127 - - - 4,70 - - - -
2-vinil Anisole 1129 1135 - - - - 1,11 - - -
4-ceto Isofurano 1141 1140 - 2,99 - - - - 8,18 -
Oxido de Nerol 1153 1154 - 2,16 - - 1,45 - - -
y-Eudesmol 1632 1630 - - - 3,11 - - - -

Legenda: Rlcac = Tempo de Retengéo Calculada; Rlit = Tempo de Retencéo da Literatura; Ag = agosto; Set =
setembro.
Fonte: Silva (2017).
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Figura 10 - Cromatogramas dos compostos volateis das oito amostras de méis analisadas
por CG-MS com seus respectivos picos de retencdo. Os cromatogramas A, B e C, D
representam, respectivamente, as amostras de méis de M. s. merrillae de Itacoatiara e
Urucard nos meses de agosto e setembro. Os cromatogramas E, F e G, H representam as

amostras de méis de M. interrupta de Itacoatiara e Urucara nos meses de agosto e setembro
Fonte: Silva (2017).
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Os numeros de compostos volateis detectados nas oito amostras analisadas
variaram entre as espécies e 0s meses em ambas as regides de coleta. O que pode
indicar, possivelmente, flutuacdo na variabilidade e abundancia de espécies vegetais
em florescéncia no pasto meliponicola. A presenca de compostos volateis aromaticos,
terpenos e hidrocarbonetos alifaticos, por exemplo, é uma caracteristica de 6leos
esséncias nas flores e da diversidade das espécies de uma regidao (MANYI-LOH et al,
2011).

Os compostos identificados pertencem a diferentes classes quimicas incluindo
terpenos, hidrocarbonetos lineares, &lcoois, ésteres, cetonas ndo aromaticas,
aldeidos, derivados do benzeno e heterociclicos com anéis furano e pirazina (Tabela
10).

O hidrocarboneto linear n-octano e os monoterpenos linalol e seus isdmeros cis
oxido de linalol (furandide) e trans 6xido de linalol (pirandide) foram detectados
praticamente em todas as amostras de méis analisadas como pode ser verificado na
Tabela 10 e Figura 11. No entanto, a maior porcentagem relativa da presenca desses
compostos volateis coube ao linalol no mel de M. s. merrillae (67,76 % e 61,21 %)
seguido de seu isémero cis oxido de linalol (29,47 % e 43,8 %). Para espécie M.
interrupta foram registrados, respectivamente, (38,97 % e 29,63 %) e (27,36 % e
23,37 %), indicando o estagio de maior floracdo e preferéncia meliponicola
supostamente citrica para as espécies vegetais visitadas pelas abelhas (Tabela 10).

Em trabalhos apresentados por CASTRO-VAZQUEZ et al (2006 a, b, 2007,
2010) demonstraram a relacdo direta da elevada concentracdo de terpenos,
proveniente de flores citricas, como o linalol, principalmente, e seus derivados em 80%
dos méis analisados com sabor e aroma citricos na Espanha. Os autores destacam
com issO em suas pesquisas que nao ha, necessariamente, uma relacao direta da
importancia sensorial dos compostos volateis minoritarios e de suas concentracdes
baixas no mel. Compostos volateis majoritarios e de elevadas concentracdes podem
ser igualmente determinantes para as caracteristicas organolépticas do aroma e sabor
do mel de abelhas, associados a suas espécies e caracteristicas geograficas onde se
encontram.

Os compostos, n-octano, linalol, 6xido de cis-linalol, acetaldeido de benzeno e
benzaldeido estdo entre as substancias mais amplamente distribuidas no reino
vegetal como consta, por exemplo, nas espécies Hipericum tomentosum, Melissa

officinalis L, Cymbobopogon citratus DC, Citrus sp, Acacia sp. (acacia), Anacardium
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occidentale e Croton sp. Esses compostos podem estar presentes no nectar das
flores ou ainda como resultado de possiveis transformacdes bioquimicas enzimaticas
devido o ambiente oxidante dos favos nas colmeias durante a producéo e estocagem
do mel pelas abelhas (DE MARIA et al, 2003, 2005).

Os isbmeros cis e trans Oxidos de linalol que advém do 6,7-linalol via
epoxilinalol, por exemplo, sdo 6xidos que ocorrem naturalmente no mel em detrimento
de certas condic¢des fisico-quimicas ocasionados pelo habitat onde a colmeia se
encontra. Dentre elas, a variacdo da temperatura, umidade, acidez e acao enzimatica
secretada pelas abelhas, provavelmente a hidroxilase, o que aumenta
significativamente a concentracdo desses compostos por meio da degradacao
oxidativa do linalol. A clivagem das ligacdes glicosidicas dos agucares no mel pode

ser outra alternativa na producdo desses compostos (BECK et al, 2016).

Figura 11 - Estruturas quimicas majoritarias encontradas nas amostras de méis de M.
s. merrillae e M. interrupta analisadas por CG-MS

Linalol cis-0xido de linalol trans-o0xido de linalol
OH HO, CHs H3C OH
[
H3C CHj3
n-octano Acetaldeido de benzeno 2—etil hexanol

o)
HsC OH
HBC/\M/A,\CH?’ -
OH 3

Fonte: Silva (2017).

No entanto, a concentracdo desses Oxidos pode artificialmente aumentar
conforme as condi¢gbes de armazenamento e tempo de estocagem do mel (DE MARIA

2003, 2005). Essa ultima opgéo, ndo se remete a nossa pesquisa, Visto que 0S meis
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coletados extraidos diretamente dos favos nas colmeias foram em seguida analisados
por CG-MS.

Vale ressaltar que os méis, comumente comercializados pelos microprodutores
rurais em todo o norte do Brasil como importante fonte de renda familiar, das duas
espécies de Meliponas estudadas, sdo apreciados pelos seus distintos sabores e
propriedades terapéuticas. A ethomedicina amazonense, utiliza os méis in natura no
alivio de dores de garganta e inflamacgdes proveniente de infeccbes como gripes e
resfriados, conforme constatamos in loco. Curiosamente, muitas espécies de plantas
produtores de linalol e de seus derivados sao utilizadas pela aromaterapia e pela
medicina tradicional no alivio de diversos sintomas e enfermidades (BATISTA et al,
2010).

O linalol, o composto de maior concentragdo em todas as amostras de meis
analisadas, apresenta na literatura uma variedade de atividades farmacoldgicas que
justificam o uso do mel pela etnomedicina da Mesorregido Amazonense para fins
terapéuticos, além do alimenticio. Dentre tais atividades a antimicrobiana e
antiinflamatdéria (BEIER et al, 2014; HUO et al, 2013). Esse monoterpeno destaca-se
ainda por apresentar atividade leishmanicida, indutor de apoptose na citotoxidade em
células de céncer em colon retal, antioxidante, com efeitos cardiovasculares e
neuroprotetor dentre outras propriedades. O efeito neuroprotetor foi atribuido em
neuropatologias como mal de Alzheimer com resultados promissores in vivo em
cobaias de laboratério (ANJOS et al, 2013; BURT, S, 2004; CELIK e OZKAYA, 2002;
IWASAKI et al, 2016, SABOGAL-GUAQUETA et al, 2017; WU et al, 2014).

O hidrocarboneto linear n-octano apresentou uma diferenca na porcentagem
relativa somada em todas as amostras de 16,38 % no mel da espécie M. interrupa de
Urucara frente aos 7,22 % de Itacoatiara, e de 4,4 % para a espécie M.s. merrillae. J&
0 composto acetaldeido de benzeno, derivado do benzeno, geralmente encontrado no
Oleo essencial de laranja e lima (CASTRO-VAZQUEZ, 2007), foi detectado em todas
as amostras do meliponario do municipio de Itacoatiara com uma diferenca na
porcentagem relativa de 21,05 % acima do terpenodide trans oxido de linalol. Em
relacdo ao meliponario de Urucara, onde esse composto foi detectado apenas para a
espécie M. s. merrillae no més de setembro com 2,45 %, esse composto aromatico
obteve uma porcentagem relativa total de 57,17 % nas amostras dos méis de ambas
as espécies de meliponas em Itacoatiara, o que pode indicar a preféncia meliponicola

entre as espécies de abelhas (Tabela 10).
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O alcool 2—etil hexanol presente nos méis de ambas espécies de meliponas foi
detectado apenas no mes de setembro nos meliponérios, destacando-se em sua
porcentagem relativa apenas para a espécie M. interrupa (21,58 %) em Urucara. Tanto
o alcool supracitado quanto o hidrocarboneto n-octano sdo compostos volateis
atrativos de abelhas que aumentam a interacdo entre planta e o polinizador. Suas
concentracfes, no entanto, podem ser expressivamente elevadas conforme a
influéncia do microbioma presente no nectar das flores, como fungos e bactérias,
responsaveis diretos pela biossintese desses compostos e ndo, necesserariamente,
advindos do 6leo essencial das flores (BECK et al, 2016, 2017; JAKOBSEN et al,
1995, MANYI-LOH et al, 2011; RERING et al, 2017).

Com base nos resultados obtidos e das consideracfes apresentadas faz-se
necessario ampliar esse estudo por meio da multidisciplinaridade entre as ciéncias
afins como quimica, bioquimica e biologia certificando-se quanto a real fonte da
producdo via biossintese desses compostos volateis presentes no mel dessas
abelhas. O néctar das flores, fonte igualmente importante de compostos volateis para
aromas especificos de méis, torna necessaria sua analise quimica para a identificacéo

da origem floral desses compostos.

4 CONCLUSAO

A determinacdo de compostos volateis em méis permite indicar a preferéncia
meliponicola das abelhas de uma dada regido auxiliando na padronizacdo e controle
de qualidade do produto. Evita possiveis fraudes para a sua comercializacéo, certifica
a credibilidade e valoriza o produto dos meliponicultores rurais, aumentando com isso
a renda familiar e fixando o homem no campo.

Os resultados de nossa pesquisa destacaram os monoterpenos linalol e seus
derivados cis e trans 6xidos de linalol, assim como o hidrocarboneto linear n-octano
como produtos volateis majoritarios nos méis de ambos os meliponarios estudados.
Entretanto, apenas no meliponario de Itacoatiara o composto acetaldeido de benzeno,
comumente encontrado no 0Oleo essencial da laranja, fez-se presente em todas as
amostras analisadas. O mel da espécie M. interrupa, de Urucara, no entanto, foi o
mais rico em tipos de compostos volateis. Os terpenos supracitados presentes
majoritariamente e, em concentracado porcentual nas amostras analisadas, apontam

como sendo méis com aroma e sabor citricos. Os compostos acima citados sao
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possiveis candidatos a marcadores quimicos de suas origens meliponicolas. No
entanto, estudos adicionais sdo necessarios para a caracterizacdo do aroma bem

como a identificacdo da origem floral para os méis da regido estudada.
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Micrografia eletrbnica de varredura da abelha sem ferrdo jandaira (M. s. merrillae) de
meliponarios do municipio de Itacoatiara (SJA), Amazonas, Brasil.
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APENDICE B

Micrografia eletronica de varredura da abelha sem ferrdo jupard (M. interrupta
Latreille) de meliponarios do municipio de Itacoatiara (SJA), Amazonas, Brasil.
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APENDICE C

Micrografia eletrbnica de varredura dos grdos de podlen das amostras de méis
analisadas nos meliponéarios da mesorregido Amazoénica-Am, Brasil.
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ANEXO A

indices de umidade conforme equivaléncia da tabela de Chataway.
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Indice de | Umidade | Indice de | Umidade | Indice de | Umidade | Indice de | Umidade

refragio a % refracio a % refracio a % refragao a %
20eC 200C 200C 200C
1,5044 13,0 1,4961 16,2 1,4880 19,4 1,4800 22,6
1,5038 13,2 1,4956 16,4 1,4875 19,6 1,4795 22,8
1,5033 13,4 1,4951 16,6 1,4870 19,8 1,4790 23,0
1,5028 13,6 1,4946 16,8 1,4865 20,0 1,4785 23,2
1,5023 13,8 1,4940 17,0 1, 4860 20,2 1,4780 23,4
1,5018 14,0 1,4935 17,2 1,4855 20,4 1,4775 23,6
1,5012 14,2 1,4930 17,4 1,4850 20,6 1,4770 23,8
1,5007 14,4 1,4925 17,6 1,4845 20,8 1,4765 24,0
1,5002 14,6 1,4920 17.8 1,4840 21,0 1,4760 24,2
1,4997 14,8 1.4915 18,0 1,4835 21,2 1.4755 244
1,4992 15,0 1,4910 18,2 1,4830 21,4 1,4750 24,6
1,4987 15,2 1,4905 18,4 1,4825 21,6 1,4745 24,8
1,4982 15,4 1,4900 18,6 1,4820 21,8 1,4740 25,0
14976 15,6 14895 18,8 1,4815 22,0
14971 15,8 1.4890 19,0 1,4810 22,2
1,4966 16,0 1,4885 19,2 1,4805 22,4

Nota: na correcdo do indice de refracdo para temperatura diferente de 20 °C:
¢ Adicione 0,00023 ao indice de refracdo para cada grau acima de 20 °C, antes
deusar a Tabela Chataway.
e Subtraia 0,00023 do indice de refracédo para cada grau abaixo de 20 °C antes
de usar a Tabela Chataway.



