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Introducéo

O mel, como produto natural proveniente das diversas espécies de abelhas formadoras
de coldnias, a partir de exsudatos contendo carboidratos e proteinas produzidos pelas plantas, é
amplamente consumido em todo o0 mundo. Uma préatica que remonta ha milénios, registrada
nas inscricdes rupestres pelo homem do paleolitico. Além desses componentes, que agregam
valor nutricional ao mel, ha ainda outros compostos imprescindiveis 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, 0S minerais, as enzimas, 0S
aminoéacidos livres e as numerosas substancias volateis e semivolateis. As abelhas do género
Apis, especificamente das espécies Apis mellifera, de origem europeia e asiatica, sdo as
principais produtoras de méis, devido a domesticacdo desse género ser remota e com alta
produtividade, por isso, algo muito lucrativo (VILLAS-BOAS.,2012; MICHENER et al.,
2013).

No entanto, em regiBes tropicais e subtropicais do mundo, como as Américas Central e
do Sul, a Austrélia, a Africa e 0 Sudeste Asiatico, existem outras espécies, mais numerosas, da
familia Apidae, pertencentes aos géneros da tribo Meliponinae. Essas abelhas, formadoras de
colbnias, constituem um grupo em torno de 400 espécies catalogadas. Ndo apresentam
glandulas de veneno e seu ferrdo ¢ atrofiado, resultando na sinonimia de “abelhas sem ferrdao”,
ou ainda, de “abelhas nativas” (KERATALGIAS et al., 2014; CARVALHO-ZILSE et al.,
2011., 2013).

Os géneros neotropicais que apresentam um nimero maior de espécies catalogadas sao
0 género das Meliponas (65 espécies), precedidos da Plebeia (30 espécies). Além de produzirem
méis com excelente qualidade e altamente apreciados pelos seus sabores distintos, e comumente
usados para fins medicinais, essas abelhas tambéem oferecem beneficios ecologicos. Conforme
o local onde vive, a abelha sem ferrdo é responsavel por 40 % a 90 % da polinizacao das arvores
nativas. Por isso, exercem uma fungé@o destacada na formacdo e manutencdo das florestas,
contribuindo também para manter a biodiversidade de plantas e animais que vivem na varzea.
No Brasil foram catalogadas 192 espécies de abelhas sem ferrdo, aproximadamente. A
Amazonia brasileira é o bioma onde se encontra a maior diversidade dessas espécies. Destacam-
se, nessa biodiversidade, as espécies Melipona seminigra e Melipona interrupta, por serem as
principais espécies manejadas pela meliponicultura e por estarem profundamente arraigadas a
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-Amazoénia
ou jupard (CARVALHO-ZILSE et al., 2011., 2013; CARVALHO et al., 2005).
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Além de estudos envolvendo as propriedades fisico-quimicas, quimicas, palinologicas
e medicinais do mel como forma de caracteriza-lo, relacionando-o a espécie e a regido, outro
fator relevante é o estudo de seus compostos volateis.

A analise dos acucares relacionada a paninologia como fonte de proteina e energia
obtida das flores selecionadas pelas meliponas, bem como de seus compostos volateis, na
producdo de mel podem ser alternativas para sua tipificagcdo, utilizados como marcadores
quimicos especificos, e que fornecem informacdes relevantes para a promocao desse produto
no mercado, agregando valor econdmico, convertido em renda familiar para os
meliponicultores de todo o Brasil (KERATALGIAS et al., 2014; CARVALHO-ZILSE et al.,
2011., 2013).

S0 poucos os estudos desenvolvidos sobre a composicdo quimica, as atividades
bioldgicas, as caracteristicas fisico-quimicas, a palinologia e os compostos volateis de meis de
abelhas sem ferrdo no Brasil. Paradoxalmente, na regido norte, em especifico, a floresta
amazonica, por apresentar a maior biodiversidade dessas espécies no pais € no mundo, seus
estudos sdo ainda mais raros. O que torna justificavel todo e qualquer esforco quanto a
contribuicdo da pesquisa cientifica que possa agregar valor ao estudo das meliponas em
territorio nacional, além dos aspetos econémicos gerando renda a familia do campo, os aspectos
ecolégicos e ambientais na preservacdo da floresta amazbnica e de seu rico bioma
(CARVALHO-ZILSE et al., 2011; CARVALHO et al., 2005).

O objetivo desta pesquisa foi o de contribuir com a ampliagdo do conhecimento sobre
os meliponineos no norte do Brasil, ao determinar algumas caracteristicas quimicas de
compostos volateis de méis de duas espécies, M. seminigra merrillae e M. Interrupta, de
produtores rurais da Mesorregido do Centro do Amazonas-AM. Imagens de ambas as espécies
foram obtidas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), como contribuicdo ao acervo
de imagens da microanatomia ultraestrutural de suas morfologias.

Material e Métodos

As amostras de meis foram coletadas no periodo de maior producdo, segundo o0s
meliponicultores locais (agosto e setembro, periodo de precipitacdo pluviométrica mais baixa,
caracteristica do periodo de seca — conhecido como o verdo amazodnico — de acordo com o
Instituto Nacional de Meteorologia-INMET). As coletas foram realizadas nos meliponarios de
dois municipios localizados na mesorregido central do Amazonas, Itacoatiara, precisamente na
comunidade S&o Jodo do Araca, rio Arari no estado do Amazonas.

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 a analise ultraestrutural. As amostras foram metalizadas com ouro por 120 segundos
em recobridora da marca LEICA Modelo EM SCD 500. Em seguida, acondicionadas em estufa
avacuo até o momento da analise de imagens por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV),
modelo JEOL JSM-6390LV. As espécies de meliponas foram obtidas por doagdo pela UFSC
para a realizacdo dos experimentos. 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 Laboratério Central de Microscopia Eletronica da
Universidade Federal de Santa Catarina, e processadas, posteriormente, com 0 programa
CoreIDRAW Graphics Suite X8.
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Para a 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 hidrodestilagéo-
extracdo simultanea por “headspace” ndo dinamico (fase gasosa, imediatamente acima da fase
solida ou liquida, armazenada em recipiente hermeticamente fechado ndo acoplado diretamente
ao CG-MS). Utilizou-se um extrator tipo Likens-Nickerson, n-pentano como solvente (4 mL)
carreador, acoplado a um sistema de refrigeracdo para manutencdo da agua de condensacao
entre 5-10 °C, durante 2 horas. A analise do aroma do mel foi realizada em um sistema GCMS-
QP2010 Ultra (Shimadzu Corporation) equipado por um cromatdgrafo gasoso, espectrémetro
de massa, autoinjetor AOC-20i, com detector de ionizagdo em chamas (DIC) e software GC-
Mssolution, que inclui um banco de dados das bibliotecas NIST e ADAMS. 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 retencdo linear (indice de Kovats) foi calculado em relacdo aos tempos
de retencdo para todos os componentes volateis, utilizando uma série homologa de n-alcanos
(IK) Cg-Cao (Sigma-Aldrich), de acordo com a equacéo linear de Van den Dool e Kratz.
(KERATALGIAS et al., 2014; CARVALHO-ZILSE et al., 2011., 2013). Os compostos
existentes nos cromatogramas foram identificados através da comparacdo de seus espectros de
massas (a massa molecular e o padrdo de fragmentacdo) com 0s espectros existentes na
espectroteca do sistema e na literatura, no laboratério do Instituto de Saude Coletiva,
Universidade Federal do Oeste do Pard, UFOPA, sob a supervisao e anélise da professora Dra.
Rosa Mouréo.

Resultados e Discussao

As imagens obtidas por Microscopia Eletronica de Varredura foram obtidas apenas para
as meliponas operérias. As Figuras 1 e 2 mostram a morfologia das antenas de ambas as
espécies, M. seminigra merrillae e M. Interrupta, um padrdo andlogo a outros insetos
himenodpteros possuidores de escapo, flagelo e pedicelo. As operarias apresentam um
dimorfismo sexual de dez flageldmeros, conforme consta nas abelhas com ferrdo Apis mellifera
e M. quadrifasciata.

As sensilas céticas, responsaveis pelo estimulo em reconhecer individuos invasores do
ninho, estdo presentes em todos 0s seguimentos antenais nas duas especies como importantes
unidades sensoriais que se assemelham a pelos. No entanto, 0 maior nimero de sensilas em
suas antenas parece distinguir a espécie M. seminigra merrillae.
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Figura 1. M. seminigra merrillae, obtidas por Micrografia Eletronica de Varredura. A: vista
ventral. B: vista dorsal. C: vista lateral.

LCME-UFSC

Figura 2. M. Interrupta, obtidas por Micrografia Eletronica de Varredura. A: vista ventral.
B: vista lateral. C: vista dorsal.

Ha distintas sensilas distribuidas ao longo do segmento antenal com funcdes que vao da
mecanorreceptora a quimiorreceptora. Esta Gltima, sensivel aos compostos hidrocarbonetos
cuticulares, auxiliadores na identificacdo das companheiras operarias de ninho, e também,
estimuladoras no desempenho de tarefas especificas na colénia, como desidratacdo de néctar,
defesa do ninho, trabalho com cerume, dentre outras.

Compostos volateis dos méis de meliponas

Por meio do processo de extracdo e destilagdo simultdnea com o solvente n-pentano a
partir da técnica de Likens-Nickerson, obteve-se um total de 19 compostos volateis, conforme
expresso na Tabela 1, com seus respectivos cromatogramas. Estes foram identificados nas
amostras de méis analisadas dos meliponineos estudados por cromatografia gasosa associado a
espectrometria de massas (CG-MS), cujos valores de Rlcac obtidos neste trabalho estdo
coerentes com os valores encontrados na literatura.

Os compostos identificados pertencem a diferentes classes quimicas, incluindo
terpenos, hidrocarbonetos lineares, alcoois, ésteres, cetonas ndo aromaticas, aldeidos, derivados
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do benzeno e heterociclicos com anéis furano e pirazina. O hidrocarboneto linear n-octano e
0s monoterpenos linalol e seus isémeros cis 6xido de linalol (furandide) e trans 6xido de linalol
(piranoide) foram detectados praticamente em todas as amostras de méis analisadas, como pode
ser verificado na Tabela 1. No entanto, a maior porcentagem relativa da presenca desses
compostos volateis coube ao linalol no mel de M. seminigra (67,76 % e 61,21 %), seguido de
seu isémero cis oxido de linalol (29,47 % e 43,8 %). Para a 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 1).

Tabela 1. Constituintes volateis dos méis produzidos pelas espécies M. seminigra merrillae e
M. interrupta nos meses de coleta do verdo amazonico (periodo seco), dos meliponicultores
rurais nos municipios de Itacoatiara e Urucara-AM

Itacoatiara Urucara
Compostos RlLy Kl M zemmigra M omZerrupio M oSeminigra M mferrupio
Ag  Set Ag S5et  Ag S5et  Ag Set

n-octano 200 BOO 1033 52% 3817 627 1461 7,19 22,63 10,13
3z-haxenal 203 o7 - - - - 1,11 - - -
Etil de Piruvato B0&  BO7 - - - - - - 2,34 -
Etil de Benzeno 867  B3T - - - - - - 2,56 -
N-DRRANG. S00  S00 - - - - - - 1,91 -
Fentannna, 541 40 - - - - 0,38 - - -
Benzaldsidn 939 831 - - 473 - - - - -
2-etil Hezangl 1026 1030 - 2,18 - 1,77 - 541 o676 21,38
Acetaldside de Benzeno 1042 1038 15463 417 30,31 6,06 - 245 - -
Z-etoxi-3-meti]l Piragzma. 1035 1040 - 0,27 - - - - 13,567 -
gig-oxido de Lnalol 107l 1067 2947 1004 2227 2736 438 13,34 10,02 2337
toans=aside de Linalol 1088 1084 1080 442 &08 11,76 18531 B840 - 8,16
Linzlel 1104 1095 32,77 67,76 2344 3897 3103 61,21 2235 2963
Lzofirang, 1120 1118 - - - - - - 2,338 6,05
Formato de gefila 1130 1127 - - - 4,70 - - - -
2winil Amizole 1125 1135 - - - - 1,11 - - -
d-cete [sofurann 1141 1140 - 2,99 - - - - 3,13 -
Oxido de Negal 1133 1134 - 2,18 - - 145 - - -
v-Endezmel 1632 1630 - - - 311 - - - -
Legenda: Bl = Tempe de Eetengiae Calenlada; Bl = Tempo de Betenpio da Liferafura

Ap = agoszto; Sat = zetembro.
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Em trabalhos apresentados por Castro-Vazquez., demonstrou-se 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. Com isso, 0s autores destacam em suas pesquisas que nao ha, necessariamente, uma
relacdo 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
(CASTRO-VAZQUEZ, 2006 a.,b., 2007.,2010.,2014).

Os compostos, n-octano, linalol, éxido 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. (acécia), Anacardium occidentale e Croton
sp. Esses compostos podem estar presentes no néctar das flores, ou ainda, como resultado de
possiveis transformac@es bioquimicas enzimaticas devido ao ambiente oxidante dos favos nas
colmeias durante a producio e estocagem do mel pelas abelhas (CASTRO-VAZQUEZ, 2006
a.,b., 2007.,2010.,2014).

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 etnomedicina amazonense utiliza os méis in natura no alivio de dores de garganta e
inflamacGes provenientes de infec¢bes 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. O linalol, o composto de maior concentracdo em todas as amostras de méis
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 a antiinflamatéria (CASTRO-
VAZQUEZ, 2006 a.,b., 2007.,2010.,2014).
Esse monoterpeno destaca-se também por apresentar atividade leishmanicida, indutor de
apoptose na citotoxidade em células de cancer em colon retal, antioxidante, com efeitos
cardiovasculares e neuroprotetor, dentre outras propriedades. O efeito neuroprotetor foi
atribuido em neuropatologias, como o0 mal de Alzheimer, com resultados promissores in vivo
em cobaias de laboratorio (CASTRO-VAZQUEZ, 2006 a.,b., 2007.,2010.,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. seminigra. J& o composto acetaldeido de
benzeno, derivado do benzeno, geralmente encontrado no 6leo essencial de laranja e lima, foi
detectado em todas as amostras do meliponario do municipio de Itacoatiara, com uma diferenca
na porcentagem relativa de 21,05 % acima do terpendide trans éxido de linalol. Em relacéo ao
meliponario de Urucara, onde esse composto foi detectado apenas para a espécie M. Seminigra,
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 1).
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O élcool 2-etil hexanol presente nos méis de ambas as espécies de meliponas foi
detectado apenas no més 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. No entanto, suas concentragdes podem ser
expressivamente elevadas conforme a influéncia do microbioma presente no néctar das flores,
como fungos e bactérias, responsaveis diretos pela biossintese desses compostos, e nao
necesserariamente, advindos do 6leo essencial das flores.

Com base nos resultados obtidos e das consideragdes apresentadas, faz-se necessario
ampliar esse estudo por meio da multidisciplinaridade entre as ciéncias afins, como quimica,
bioguimica e biologia, certificando-se quanto a real fonte da producédo 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 identificacdo da origem floral desses compostos.

Conclusodes

A determinacdo de compostos volateis em meéis 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 comercializacdo, certifica a
credibilidade e valoriza o produto dos meliponicultores rurais, aumentando, com isso, a renda
familiar, e fixando 0 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 6leo
essencial da laranja, fez-se presente em todas as amostras analisadas. Contudo, o mel da espécie
M. interrupa, de Urucara, foi o mais rico em tipos de compostos volateis. Os terpenos
supracitados, presentes majoritariamente e em concentragdo porcentual nas amostras
analisadas, sdo apontados como méis de aroma e sabor citricos. Os compostos acima citados
sdo possiveis candidatos a marcadores quimicos de suas origens meliponicolas. No entanto,
estudos adicionais sdo necessarios para a caracterizacao do aroma e da identificacdo da origem
floral para os méis da regido estudada.
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