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RESUMO

A estrutura de producao de mel no Estado do Parana encontra-se dispersa em um grande ntimero de
pequenos produtores. Em 2019 o estado participou com 16% da producdo de mel nacional,
superado apenas pelo Rio Grande do Sul, que alcanga o montante de 20% da produgdo. O Brasil,
apesar do vasto potencial para a producdo apicola e de ser reconhecidamente um dos paises
exportadores de mel de alta qualidade, contribuiu, nos tltimos anos, com apenas 4% do volume das
exportacdes globais do produto. O estudo da relagdao entre o pasto apicola e a composicao do mel,
incluindo suas propriedades fisico-quimicas e compostos bioativos, contribui para o entendimento
da influéncia da paisagem no entorno das colmeias nas propriedades nutricionais e nutracéuticas do
mel. O mel aparece também como produto importante para monitoramento da biodiversidade,
principalmente polinizadores, muito além de sua importancia especificamente no contexto
produtivo. O presente estudo teve como objetivo caracterizar os méis provenientes da regido oeste
do Parana, em termos de suas caracteristicas fisico-quimicas e de antioxidantes, avaliando a
influéncia de caracteristicas botanicas e geograficas da regido nesse produto das abelhas. Foram
avaliadas amostras de méis provenientes de 15 apidrios localizados nos municipios de Santa
Terezinha, Sdo Miguel do Iguagu, Matelandia, Sdo Pedro do Iguagu, Alvorada do Oeste, Diamante
do Oeste e Foz do Iguagu, coletados em trés periodos distintos do ano, correspondentes a safra de
soja, milho e florada silvestre, totalizando 45 amostras. Foram realizadas andlises de atividade
antioxidante e compostos bioativos, sendo os dados obtidos submetidos a analise multivariada de
componentes principais (PCA). Adicionalmente realizou-se a analise palinologica dos méis. Quanto
as andlises fisico-quimicas, a acidez dos méis ficou na faixa de 26 a 40 Meq/kg e valores de pH em
torno de 3,20 a 4,60. As amostras apresentaram percentual de umidade entre 19 a 21%
demonstrando o estdgio de maturagdo do mel. Em relacdo a determinagdao de HMF (5-
hidroximetilfurfural) os valores encontrados foram entre 3,71 a 62,32 mg/kg e furfural entre 1,72 a
2,50 mg/kg. Com relagdo aos antioxidantes analisados obteve-se um teor de fenolicos em torno de
52 a 200 mg EAG/100g™!, flavonodides entre 3 a 6x10* mg EAG/1007!, valores de DPPH variando
entre 2,66 a 5,62 mMol et 100!, ABTS de 0,83 a 2,89 mMol EAG/100"! e ferricianeto com valores
de 40 a 179 mg EAG/100°!. A analise palinolégica evidenciou um predominio de pdlen oriundo de
outros tipos polinicos, em detrimento ao pdlen de milho/soja. Por meio dos resultados obtidos,
considerando analise fisico-quimica e atividade antioxidantes por meio de analise por PCA e PCoA,
foi possivel perceber que os componentes fisico-quimicos ndo apresentam relagdo direta com a
origem geografica e/ou botanica, mas sim com as acondi¢des higiénico-sanitdrias pelas quais o mel
estava sujeio. A época de coleta dos méis (safra de soja, safra de milho ou entressafra/ vazio
sanitario) e a distancia entre os apiarios influenciaram significativamente os compostos bioativos
presentes no mel.

Palavras-chaves: Agricultura; Apicultura; Antioxidantes; Mel; Pélen; Manejo de Colmeias.



ABSTRACT

The honey production structure in the State of Parana is dispersed among a large number of small
producers. In 2019, the state contributed 16% of the national honey production, surpassed only by
Rio Grande do Sul, which reached 20% of the production. Brazil, despite its vast potential for
beekeeping production and being recognized as one of the countries that exports high-quality
honey, has contributed, in recent years, only 4% of the volume of global exports of the product. The
study of the relationship between bee pasture and the composition of honey, including its physical-
chemical properties and compounds bioactives, contributes to the understanding of the influence of
the landscape surrounding the hives on the nutritional and nutraceutical properties of honey. Honey
also appears as an important product for monitoring biodiversity, especially pollinators, far beyond
its importance specifically in the production context. The present study aimed to characterize honey
from the western region of Paran4, in terms of its physicochemical and antioxidant characteristics,
evaluating the influence of botanical and geographical characteristics of the region on this bee
product. Honey samples from 15 apiaries located in the municipalities of Santa Terezinha, Sdo
Miguel do Iguagu, Matelandia, Sao Pedro do Iguagu, Alvorada do Oeste, Diamante do Oeste and
Foz do Iguagu were evaluated, collected in three different periods of the year, corresponding to the
soybean and corn harvests and wild flowering, totaling 45 samples. Analyses of antioxidant activity
and bioactive compounds were performed, and the data obtained were subjected to multivariate
principal component analysis (PCA). Additionally, palynological analysis of the honeys was
performed. Regarding the physicochemical analyses, the acidity of the honeys was in the range of
26 to 40 Meq /kg and pH values around 3.20 to 4.60. The samples presented a moisture percentage
between 19 and 21%, demonstrating the honey's maturation stage. Regarding the determination of
HMF (5- hydroxymethylfurfural), the values found were between 3.71 and 62.32 mg /kg and
furfural between 1.72 and 2.50 mg /kg. Regarding the antioxidants analyzed, a phenolic content of
around 52 to 200 mg EAG/100g ! was obtained- and flavonoids between 3 and 14 mg EAG/100 -
I DPPH values ranging from 2.66 to 5.62 mMol et 100 !, ABTS from 0.83 to 2.89 mMol EAG/100
-I'and ferricyanide with values from 40 to 179 mg EAG/100 -! - The palynological analysis showed a
predominance of pollen from other pollen types, to the detriment of corn/soybean pollen. Through
the results obtained, considering physicochemical analysis and antioxidant activity through PCA
and PCoA analysis, it was possible to perceive that the physicochemical components do not have a
direct relationship with the geographic and/or botanical origin, but rather with the hygienic-sanitary
conditions to which the honey was subjected. The time of honey collection (soybean harvest, corn
harvest or off-season/sanitary break) and the distance between the apiaries significantly influenced
the bioactive compounds present in the honey.

Keywords: Agriculture; Beekeeping; Antioxidants; Honey; Pollen; Beehive Management.



RESUMEN

La estructura productiva de la miel en el Estado de Parand se encuentra dispersa entre un gran
numero de pequefios productores. En 2019, el estado participé con el 16% de la produccion
nacional de miel, superado solo por Rio Grande do Sul, que alcanz6 el 20% de la produccion.
Brasil, a pesar del gran potencial para la produccion apicola y de ser reconocido como uno de los
paises exportadores de miel de alta calidad, contribuy6, en los ultimos afios, con solo el 4% del
volumen de las exportaciones globales del producto. El estudio de la relacion entre el pasto de las
abejas y la composicion de la miel, incluidas sus propiedades y compuestos fisicoquimicos.
bioactivos, contribuye a la comprension de la influencia del paisaje que rodea las colmenas sobre
las propiedades nutricionales y nutracéuticas de la miel. La miel también aparece como un producto
importante para el seguimiento de la biodiversidad, especialmente de los polinizadores, mucho mas
alld de su importancia especificamente en el contexto productivo. El presente estudio tuvo como
objetivo caracterizar mieles de la region occidental de Parand, en términos de sus caracteristicas
fisico-quimicas y antioxidantes, evaluando la influencia de las caracteristicas botanicas y
geograficas de la region en este producto apicola. Se evaluaron muestras de miel de 15 apiarios
ubicados en los municipios de Santa Terezinha, Sao Miguel do Iguagu, Matelandia, Sdo Pedro do
Iguacu, Alvorada do Oeste, Diamante do Oeste y Foz do Iguagu, recolectadas en tres periodos
diferentes del afo, correspondientes a cultivos de soja, maiz y flores silvestres, totalizando 45
muestras. Se realizaron analisis de actividad antioxidante y compuestos bioactivos, siendo los datos
obtenidos sometidos a analisis multivariado de componentes principales (PCA). Ademas se
realizaron andlisis palinologicos de las mieles. En cuanto a los andlisis fisicoquimicos, la acidez de
las mieles estuvo en el rango de 26 a 40 Meq /kg y los valores de pH rondaron los 3,20 a 4,60. Las
muestras presentaron un porcentaje de humedad entre 19 y 21%, demostrando el estado de
maduracion de la miel. En cuanto a la determinacion de HMF (5- hidroximetilfurfural), los valores
encontrados estuvieron entre 3,71 y 62,32 mg /kg y furfural entre 1,72 y 2,50 mg /kg. En cuanto a
los antioxidantes analizados, se encontré un contenido fenolico de alrededor de 52 a 200 mg
EAG/100g ! flavonoides entre 3 a 6x10 * mg EAG/100 - valores de DPPH que oscilan entre 2,66
y 5,62 mmol et 100 - ABTS de 0,83 a 2,89 mmol EAG/100 ! y ferricianuro con valores de 40 a
179 mg EAG/100 -' . El andlisis palinoldgico mostré un predominio de polen de otros tipos de
polen, en detrimento del polen de maiz/soja. A través de los resultados obtenidos, considerando
analisis fisicoquimicos y actividad antioxidante mediante analisis PCA y PCoA, se pudo dar cuenta
que los componentes fisicoquimicos no tienen relacion directa con el origen geografico y/o
botanico, sino con las condiciones higiénico-sanitarias. por el cual la miel fue contaminada. La
temporada de recoleccion de miel (cosecha de soja, cosecha de maiz o fuera de temporada/vacio
sanitario) y la distancia entre los apiarios influyeron significativamente en los compuestos
bioactivos presentes en la miel.

Palabras clave: Agricultura; Apicultura; Antioxidantes; Miel; Polen; Gestion de colmenas.
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1. INTRODUCAO

A medida que mais terras sio usadas para produzir intensivamente produtos agricolas
necessarios para uma populacdo humana crescente (Harrison et al., 2014 ), hd uma necessidade
crescente de servicos ecossistémicos exigidos por essas culturas, especialmente a polinizagao de
polinizadores selvagens e abelhas Apis mellifera (Apis mellifera).

A producao de mel gera renda local a partir da produgao de mel cru e seus derivados,
juntamente com servicos de polinizacdo que se traduzem em rendimento agricola ( Aneni et al.,
2016 ; Medina-Cuéllar et al.; 2018 ; Potts et al., 2010a , 2010b). O Estado do Parana se manteve
como um dos principais produtores nacionais de mel, com 7.844 toneladas produzidas pela
espécie Apis mellifera em 2020, o que representa 15,2% de toda produg@o nacional. A atividade ¢
importante na geragdo de emprego e renda, na diversificacdo da propriedade rural e nos beneficios
sociais, econdmicos e ecoldgicos que proporciona. A apicultura caracteriza-se pela exploragdo
econdmica e racional da abelha Apis mellifera, atividade que ¢ realizada em todo o territdrio
brasileiro (IBGE, 2022). A regido oeste do Parana € considerada o celeiro do Estado e,
concomitante a essa producdo exacerbada de graos, tem forte presenga da apicultura, esta ultima
levada a frente por pequenos, médios e grandes produtores. Como outro ponto importante da
realizacdo de ambas as atividades na regido, a alta produtividade de grdos torna necessaria a
observagao dos efeitos deletérios das substancias utilizadas no manejo e colheita dos graos sobre a
biodiversidade local, dinamica das populagdes de Apis mellifera, bem como a composicao do mel
(Geiger, 2010; Sek et al, 2023).

A composicdo do mel ¢ bastante variavel e depende principalmente da fonte floral. No
entanto, certos fatores externos também desempenham um papel importante, como fatores sazonais,
ambientais ¢ do proprio processamento do produto (Sek et al, 2023). O mel ¢ uma solugdo
supersaturada de acucares, dos quais frutose (38%) e glicose (31%) sdo os principais contribuintes.
Este alimento natural ¢ produzido em quase todos os paises e amplamente consumido como
alimento. A popularidade deste complexo doce natural tem aumentado nos Ultimos anos devido as
alegacdes de beneficios a satde, sendo considerado um ingrediente desejavel em produtos
alimenticios (Tang, 2021). O mel contém inumeros compostos, como acidos organicos, proteinas,
aminoacidos, minerais, flavonoides, polifenois, vitaminas (4cido ascorbico) e compostos aromaticos
(Schifer, 2019).

Considerando a regido oeste do Parand, foram considerados como analises relevantes as que
relacionam as propriedades do mel tal como os parametros fisico-quimicos como a cor, umidade,
hidroximetilfurfural, pH e acidez livre, também foram analisados os compostos bioativos
(compostos fenodlicos e flavonoides) e atividade antioxidante. As amostras de mel sofrem influéncia

quanto a sua origem fitogeografica e possuem potencial antioxidante (Fikadu, 2020 Royo et al,


https://besjournals-onlinelibrary-wiley.ez350.periodicos.capes.gov.br/doi/10.1111/1365-2664.14397#jpe14397-bib-0025
https://journals-sagepub-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/doi/10.1177/03091333221093757#bibr5-03091333221093757
https://journals-sagepub-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/doi/10.1177/03091333221093757#bibr5-03091333221093757
https://journals-sagepub-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/doi/10.1177/03091333221093757#bibr52-03091333221093757
https://journals-sagepub-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/doi/10.1177/03091333221093757#bibr66-03091333221093757
https://journals-sagepub-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/doi/10.1177/03091333221093757#bibr67-03091333221093757

2022).

Os compostos bioativos, sofreram variacdo, de acordo com a época da colheita do mel,
devido ao tipo de florada, uma vez que esta interfere diretamente na sua coloragdo (Galhardo,
2021). Em estudos realizados na Regido Oeste, durante os periodos de coletas houveram mudangas
na intensidade da coloracao do mel, ja que as amostras coletadas em setembro, outubro e novembro
caracterizaram-se por tonalidades mais claras, que de acordo com as literaturas ocorre uma redugao
dos compostos bioativos e atividade antioxidante (Melo et al., 2018; Bansch et al., 2020). Ao
analisar a biodiversidade percebeu-se que nos periodos de verdo a disponibilidade de plantas
visitadas ¢ maior e consequentemente trouxe nos estudos um maior percentual de bioativos no mel
(Ferreira et al., 2020)

Neste contexto, a andlise palinologica fornece informacdes de forma a determinar a época
de permanéncia de colmeias em determinado local por meio da determinagao das floradas de mata
nativa da regido e de areas de recuperacgdo florestal para fins de conservagdo e producao (Galhardo,
2021; Marcolin et al., 2021) com o intuito de auxiliar os apicultores locais a definirem estratégias de
exploracao racional e de conservagdo dos remanescentes florestais e areas de reflorestamento do
Oeste paranaense (Fikadu, 2020; Tonelli, 2022).

Com relagdo aos objetivos do desenvolvimento sustentavel (ODS) ¢ importante destacar a
tematica com a ODS 15, que faz referéncia a vida terrestre, onde proteger, recuperar € promover o
uso sustentavel dos ecossistemas terrestres, gerir de forma sustentavel as florestas, combater a

desertificagdo, deter e reverter a degradacdo da terra e deter a perda de biodiversidade (ONU, 2024)

1.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar os méis provenientes da regido oeste do Parand, buscando relagdes entre
caracteristicas botanicas e geograficas da regido com parametros fisico-quimicos e da atividade

antioxidante dos méis analisados.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas do mel Apis mellifera da regido oeste do Parana;

e Auvaliar as caracteristicas bioativas antioxidantes do mel Apis mellifera da regido oeste do
Parana;

e Comparar as caracteristicas fisico-quimicas e bioativas do mel, considerando a regiao Oeste
do Parana;

e Fornecer subsidios para a discussdao da gestdo da paisagem da regido, considerando o papel
polinizador das abelhas, a pratica tanto da agricultura de larga escala quanto da apicultura,

bem como a importancia do mel no monitoramento da biodiversidade.



2. MATERIAIS E METODOS
2.1 REAGENTES E EQUIPAMENTOS

Acido galico (C7H¢Os, MM 170,12 g/mol, 99%, Neon), carbonato de sodio (Na.CO3,MM
105,99 g/mol, 99%, Exodo Cientifica), metanol PA (CH30OH, MM 32,04 g/mol, Sal-R), Reagente
fenolico de Folin-Ciocalteu (2 N, IMBRALAB), cloreto de aluminio (AlCl3, MM133,34 g/mol,
99%, Dinamica), Acetona PA (C3HsO, MM58,08 g/mol, Synth), Quercetina (Ci5sH100O7, MM302,23
g/mol, 99%, Sygma-Aldrich), DPPH (CisH12N5Os, 2,2-difenil-1-picrilhidrazila, MM394,32 g/mol,
99,9%, Sygma-Aldrich), ABTS (4cido 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico, sal
diamonico, CisH16N206S2, MM414,42 g/mol, 99%, Sygma-Aldrich), Etanol PA (CoHsO, MM46,07
g/mol, Sal-R), Persulfato de potéassio (K2S20s, MM270,32 g/mol, 99%, Dindmica) Reagente Trolox
(C14H1804, MM250,29 g/mol, 99%, Sygma-Aldrich), Fosfato monobasico de potassio (KH2POs,
MM136,09 g/mol, Neon), Fosfato bibédsico de potéassio (KHPO4, MM174,18 g/mol, Exodo
Cientifica), Acido cloridrico 37% PA (HCI, MM36,46 g/mol, CRQ), Acido tricloroacético
(CoHC130,2, MM163,39 g/mol, 99,2%, Neon), Ferricianeto de potassio (K3Fe(CN)s, MM329,24
g/mol, 99%, Sinergia Cientifica), Cloreto férrico (FeCl;, MM162,20 g/mol, 99,5%, Dinamica),
Solugdo tampdo acetato de sodio (300 mmol/L!, pH 3,6), Sulfato ferroso (FeSOs, MM151,91
g/mol, 99%, Dinamica), TPTZ (2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazina, CisHi2N4, MM284,32 g/mol, 99%,
Sygma-Aldrich), Agua destilada (Tipo II, 18,1 MQ cm %, PurelabOption Q system), pHmetro
(Ohaus, Starter 3100M), cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC) empregando uma bomba
de dois pistdes, desgaseificador, amostrador automatico acoplado a um detector de fluorescéncia
(FLD) (Modelo DionexUltiMate 3000, Thermo Scientific, Alemanha), Espectrofotometro UV-Vis
(Thermo Fisher Scientific, Evolution 201), tubos cilindricos de vidro de 10 cm com didmetro
interno de 1,2 mm, cubetas de vidro de 10 mm de caminho o6tico, Glicerina CzHsOs MM92,09
g/mol !, Acido sulfirico concentrado H2SOs MM 98,07 g.mol!, Anidro acético C4HsO3 MM
102,09 g.mol"!, Acido Acético Glacial CH;COOH MM 60,05 g.mol .

2.2 AMOSTRAGEM

2.2.1 Area de estudo
O estudo foi realizado no extremo da regido Oeste do Parana, originalmente coberta, em

maior parte, por Floresta Estacional Semidecidual (FES), conforme classificagdo da vegetagdo
proposta por Veloso et al. (1991). Trata-se de uma formacgao representada por florestas variaveis
fisionomicamente, constituidas por elementos arboéreos (perenifolios ou deciduos), além de
elementos arbustivos, lianas e epifitas. Esta relacionada em toda a sua area de ocorréncia a um

clima de duas estagdes definidas, uma chuvosa ¢ outra seca, em latitudes menores, ou entdo a uma



acentuada variacdo térmica, especialmente em latitudes maiores que 24°S. Tais caracteristicas
climaticas sdo apontadas como fatores determinantes de uma forte estacionalidade foliar dos
elementos arbdoreos dominantes, como resposta ao periodo de deficiéncia hidrica, ou a queda de
temperatura nos meses mais frios (Veloso et al. 1991).

O clima da regiao ¢ classificado como CFA deKd&ppen, subtropical imido, mesotérmico,
com verdes quentes, geadas pouco frequentes, com tendéncia a concentragdo de chuvas em meses
de verdo e sem estagdo seca definida, e uma precipitacdo anual de 1600 mm (Monteiro, 1968). A
regido esta incluida no terceiro planalto do Parana conforme Balhana (1969). De acordo com
Balhana (1969), a vegetagao da regido ¢ a mesma que cobre grande parte do territorio paranaense,
especialmente no oeste e regides do norte do estado. A topologia do SH ¢ predominantemente
composta de relevo levemente ondulado (70%), seguido de relevo ondulado (20%) e ondulado forte
(10%). A vegetagao proxima ao lago de Itaipu, elemento central na paisagem da regido, tem em
média, 200 pés de largura por aproximadamente oitenta quildmetros de comprimento, € possui
manchas de vegetacdo ciliar em rios bacias hidrograficas e Reserva Legal (Gajardo-Rojas, 2022).

A éarea de estudo e os pontos amostrais de méis coletados foram nos municipios de Foz do
Iguacu (n=7), Santa Terezinha de Itaipu (n=4), Sdo Miguel do Oeste (n=1), Sdo Pedro do Iguagu
(n=1) e Matelandia (n=2). Na Figura 1 encontra-se disposto os pontos amostrais que foram gerados

pelo Software QGIS QGIS 3.32.2 com a bases catalografica oriundas do IBGE (2021).

740000 750000 760000 770000 780000 790000 800000 810000 820000

ASES 7240000

7230000 et

7220000

7210000

7200000
Ameérica do Sul

Brasil
7180000

Bl 7170000

Legenda

7160000 7170000 7180000 7190000 7200000 7210000 7220000 7230000 7240000

740000 750000 760000 770000 780000 790000 800000 810000 820000 ® Amostras

Map data ©2015 Google

Figura 1 - Localizagdo das amostras de méis coletadas neste estudo obtidas pelo Software QGIS
QGIS 3.32.2.

Foram coletadas 45 amostras de méis na regido Oeste do Parana em 15 diferentes apidrios



durante o ano de 2022. Foram realizadas trés coletas, sendo elas apos a florada da soja safra
2021/2022 (coleta 1 - janeiro/2022), a safra de milho (coleta 2 - maio/2022), e o periodo de vazio
sanitario (coleta 3 - dezembro/2022). Esta ultima safra foi compreendida pelo vazio sanitario até
depois do plantio da soja safra 2022/2023, isto pois, naquele periodo houve uma escassez de agua e
recursos florais fazendo com que as abelhas nao produzirem mel suficiente para ser retirado. A safra
de mel do ano de 2021/2022 ficou comprometida por conta de um vendaval que atingiu a regido e
destruiu as plantagdes, e dessa forma ocorreu um atraso no calendério agricola vigente.

As amostras foram coletadas pelos proprios apicultores, de modo que um mesmo apiario,
constituido como um ponto amostral, possuia varias colmeias. Assim, os méis das varias colmeias
eram retirados, centrifugados, e blends de 500 gramas do mel de cada apiario ¢ que foram
destinados para andlise. Apos o envase, esses méis foram levados para o Laboratério de Estudos
Interdisciplinares em Meio Ambiente e Alimentos (LEIMAA), situado no Parque Tecnoldgico
Itaipu, onde foram armazenados em temperatura ambiente e ao abrigo de insolacdo/ luz direta até o

momento das analises.

2.3 CARACTERIZACAO DOS MEIS

2.3.1 Analises fisico-quimicas
2.3.1. 1 Acidez livre

A acidez livre foi determinada usando titulagdo potenciométrica de acordo com o método
oficial 962.19 (AOAC, 2016). Empregou-se uma solu¢do padronizada de NaOH, 0,0500
mol.L,adicionadaa uma solu¢do contendo 10 g de mel dissolvido em 75 mL de 4gua ultrapura até
um pH de 8,5. Uma titulagdo substituindo a amostra de mel por dgua ultrapura foi usada como

branco. Os resultados foram expressos em miliequivalentes (Meq) de acido.kg de mel.

2.3.1.2 Medigao de pH
O pH foi determinado em uma solucdo de 10 g de mel em 75 mL de dgua destilada com um

medidor de pH Ohaus, Starter 3100M, de acordo com o método oficial 962.19 (AOAC, 2016).

2.3.1.3 Condutividade Elétrica
O valor da condutividade elétrica de uma solugdo aquosa de 20% (m/v) de amostras de mel

foi determinado usando um medidor de condutividade (Ohaus, Starter 3100M) com um eletrodo

previamente calibrado a 25 °C de acordo com o método conforme AOAC (2016).

2.3.1.4 Solidos soluveis totais (°Brix)

O teor de solidos soluveis totais (°Brix) foi medido usando o refratdmetro (Instruterm, MA-

800). As amostras de mel foram colocadas no prisma apos a estabilizagdo da temperatura da


https://www-sciencedirect.ez350.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S2212429219303323?via%3Dihub&bib7

amostra em 20 °C de acordo com o método citado na AOAC (2016).

2.3.1.5 Atividade diastasica
Para a determinagdo da atividade da diastase, 5 g de cada amostra de mel foram pesadas e

adicionadas a 1,5 mL de NaCl 0,5 mol/Le diluidas com 4gua destilada em um volume total de 25
mL. Uma aliquota de 10 mL desta solugdo foi adicionada a 5 mL de solugdo padrdo de amido
preparada pela adicdo de 1 g de fécula de batata em 100 mL de 4gua destilada. Essa mistura foi
incubada a 40 °C por 15 minutos em banho termostatico. Aliquotas de 0,5 mL dessa solu¢do foram
retiradas a cada 5 min e adicionadas em tubos ja contendo 0,5 mL de solugdo de iodo 0,7 mol L,
(0,18 g de iodo ressublimado e 20 g de iodeto de potdssio para 1 L de 4agua destilada ). A
absorbancia em Espectrofotometro UV-Vis (Thermo Fisher Scientific, Evolution 201) da mistura
foi medida a 660 nm. Este procedimento foi repetido até que a absorbancia da solucao fosse <0,2. A
curva de absor¢do versus tempo (min) foi preparada e o tempo necessario para atingir a absorbancia
de 0,235 foi obtido. A atividade da didstase correspondeu a 300/tempo para atingir uma absorbancia
de 0,235. Seu valor foi expresso em unidades Gothe/g de mel conforme AOAC 958.09 (AOAC,
2016).

2.3.1.5 Hidroximetilfurfural (HMF) e furfural
Para as analises de HMF e furfural, 2 g de cada amostra de mel foi solubilizada em 10 mL

de 4gua ultrapura correspondendo a 20% (m/v). Uma aliquota de 500 pL desta solugdo foi colocada
em um frasco volumétrico e uma quantidade de 100 pL da solugdo FDCA (Acido 2,5
furandicarboxilico) de padrdo interno foi adicionada a solugdo. O vial foi entdo preenchido com
1000 pL de agua ultrapura, que correspondeu a uma solu¢do composta por 10% (m/v) de mel. Apds
a homogeneizacdo, as amostras foram filtradas usando filtro hidrofilico de politetrafluoretileno
(PTFE) de 0,22 pm e foram entdo submetidas a analise por HPLC. As amostras foram analisadas

em triplicatas e os resultados obtidos tabulados, tal como citado em Godoy et al (2022).

2.3.2 Anélise de compostos fenolicos e capacidade antioxidante
2.3.2.1 Composto Fenolicos

A anélise de compostos fenolicos totais baseou-se na deteccdo da presenga de substancias
reduzidas pelo reagente de Folin-Ciocalteu, a partir de adaptacdes da metodologia de Singleton e
Rossi (1965). O reagente de Folin-Ciocalteu foi diluido em proporg¢do 1:1 (v/v). A solugdo saturada
de carbonato de sodio foi produzida através da diluicao de 35 g do sal em 100 mL de agua destilada,
utilizando apenas o sobrenadante. O preparo da curva analitica foi realizado a partir da dissolugdo
de 22,12 mg de acido galico em 100 mL, em uma concentragdo final de 200 mg L.

A partir desta solucdo, diluigdes foram realizadas, e os pontos da curva foram preparados


https://www-sciencedirect.ez350.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/potassium-iodide

nas concentragdes entre 25 mg Le 150 mg L. Uma aliquota de 250 pL de cada solugdo padrao foi
transferida para um tubo de ensaio, seguido da adi¢do de 250 pL do reagente Folin-
Ciocalteudiluido, 500 pL da solucao saturada de Na;COs e 4 mL de agua destilada. Os tubos foram
agitados e mantidos em temperatura ambiente sob protecdo de luz por 25 minutos, €, na sequéncia,
centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm. Para o branco da andlise substituiu-se o volume da
solugdo padrao por dgua destilada, e 0 mesmo volume foi utilizado de amostra de mel a 10% (v/v)
A determinagdo da absorbancia foi realizada em espectrofotometro UV-Vis (Thermo Fisher

Scientific, Evolution 201) a 725 nm.

2.3.2.2 Flavonoides
A deteccdo de flavonoides consistiu na reacdo de complexa¢do do antioxidante com o metal

aluminio baseando-se na formacdo de um complexo colorido. Para essa andlise adaptou-se o
método proposto por Dowd (1959), descrito a seguir. A solucdo de cloreto de aluminio 5% foi
preparada pela diluicdo de 5 g do sal em 100 mL de metanol, sob agitagdo magnética, utilizando
somente o sobrenadante. O preparo da curva analitica foi realizado pela dissolu¢do de 10 mg de
quercetina em uma mistura de 2 mL de metanol e 3 mL de acetona, perfazendo uma concentracao
final de 2000 mg L.

A partir dessa solugdo, diluigdes foram realizadas e 6 pontos da curva foram preparados nas
concentracoes entre 10 e 100 mg L. Transferiu-se 500 pL. de cada solugdo padrao para um tubo de
ensaio, seguido da adigdo de 250 pL de AICl; 5% e 4,25 mL de metanol. Os tubos foram
homogeneizados ¢ mantidos a temperatura ambiente sob protecdo de luz por 30 minutos. Foi
preparado um branco substituindo a aliquota da solugdo padrdao por metanol, € 0 mesmo volume foi
utilizado de amostra de mel. A leitura de absorbancia foi determinada pelo espectrofotometro UV -

Vis (Thermo Fisher Scientific, Evolution 201) a 425 nm.

2.3.2.3 DPPH - 2,2-difenil-1-picrilhidrazila
O ensaio da captura do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) foi realizado através da

reacdo de oxidagdo do DPPH com a amostra analisada. O potencial antioxidante da amostra ¢
proporcional ao descoloramento da solucdo de DPPH, apresentando uma faixa de mudancga de cor
purpura ao amarelo. A metodologia utilizada foi baseada na proposta por Kirigaya et at. (1971),
descrita a seguir.

A solucao de DPPH foi obtida a partir da dissolu¢ao de 4,7 mg do composto quimico em um
baldo de 100 mL completado com metanol. Pipetou-se 100 puL. da solugdo 10% da amostra de mel
nos tubos de ensaio, seguidos pela adicdo de 4 mL da solugdo de DPPH. Os tubos em triplicata
foram homogeneizados e mantidos a temperatura ambiente por 30 minutos. Para o branco analitico

utilizou-se apenas metanol. Toda a andlise foi feita sob protecao de luz. A leitura da absorbancia foi



feita pelo espectrofotometro UV-Vis (Thermo Fisher Scientific, Evolution 201) a 517 nm, e os

resultados foram apresentados por meio de curva analitica.

2.3.2.4 Atividade antioxidante pelo método ABTS
A avaliacdo da atividade antioxidante da amostra foi analisada pelo método envolvendo o

radical 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS), seguindo a metodologia descrita
por Rice-Evans e Miller (1994), com adaptacdes. Para desenvolver a pratica € necessario gerar a
espécie estavel ABTS™, feita pela oxidagdo do composto ABTS.

A solugdo de persulfato de potassio 2,45 mmol L' foi produzida pela dissolugdo de 33,1 mg
do sal em agua destilada utilizando um baldo volumétrico de 50 mL com volume completado com o
solvente. Para a solugdo tampdo fosfato 5 mmol L' de pH 7,4 foi dissolvido 870,9 mg de fosfato
bibasico de potassio e 680,6 mg de fosfato monobdésico de potassio em um baldo volumétrico de
1000 mL com agua destilada, o pH foi aferido com o auxilio de um pHmetro. O cation radicalar
ABTS"" foi preparado pela diluicdo de 10 mg de ABTS em 2,6 mL da solugdo de persulfato de
potassio 2,45 mmol L e reservada por 16 horas sob prote¢ao de luz para depois ser diluida com a
solugdo tampao fosfato até obter uma absorbancia entre 0,680 e 0,720 medida no espectrofotometro
UV-Vis (Thermo Fisher Scientific, Evolution 201) a 734 nm.

O preparo da curva analitica foi realizado pela dissolucdo de 0,025 g de Trolox (4cido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico) dissolvido em etanol em um baldao de 50 mL até
completar seu volume, com concentragao final de 2000 mmol L. A partir dessa solugao, dilui¢des
foram realizadas e 6 pontos da curva foram preparados nas concentracdes entre 100 e 1500 pumol L
!, Uma aliquota de 2 mL da solugéo do cation radicalar ABTS™ foi transferida para tubos de ensaio
seguida da adi¢ao de 20 pL das solugdes padrao Trolox. Os tubos foram homogeneizados e
mantidos a temperatura ambiente e sob protecdo da luz por 6 min. Foi preparado um branco
substituindo a aliquota da solucdo padrdo pela solugdo tampdo fosfato, e o0 mesmo volume foi
utilizado de amostra de suco de uva integral diluido. A leitura de absorbancia foi determinada pelo

espectrofotometro UV-Vis a 734 nm.

2.3.2.5 Poder de reducao pelo ferricianeto de potassio
A andlise do poder de reducdo utilizando ferricianeto de potassio estd relacionada com a

capacidade de reduzir o ion Fe*' para Fe?". Para essa analise utilizou-se a metodologia de Berker et
al. (2007). A solugdo de ferricianeto de potassio 1% (m/v) foi preparada pela diluicdo de 2 g do sal
em 2 mL de solugdo HCI 1 mol L dissolvidos em agua destilada em um baldao volumétrico de 200
mL até completar o seu volume. O 4cido tricloroacético foi diluido a uma solugdo de 10% (m/v) em
agua destilada. Para a solug¢do tampao fosfato dissolveu-se 1,36 g de fosfato monobésico de potéassio

e 1,74 g de fosfato dibasico de potassio em agua destilada em um baldo volumétrico de 200 mL. A



solucao de cloreto férrico foi produzida pela dissolucao de 0,10 g de FeCl3.6H,O em 1 mL de
solugdo de HCl 1 mol L levados para um baldo volumétrico de 100 mL completado com agua
destilada.

A construgdo da curva analitica foi feita através de 6 niveis de concentragdao partidos da
dilui¢do da solugdo padrdo de 4cido galico 200 mg L, igual ao descrito em compostos fenolicos.
Adicionou-se 1 mL da solugdo padriao a tubos de ensaio, seguido de 2,5 mL de solugdo tampao
fosfato 50 mmol L e 2,5 mL de solugado de ferricianeto de potassio. Os tubos foram levados a banho
de aquecimento a 50 °C por 20 minutos e logo depois, adicionou-se 2,5 mL de solucdo de acido
tricloroacético 10% (m/v) e levou-se os tubos para centrifugacdo em 3000 rpm por 10 minutos onde
retirou-se 2,5 mL do sobrenadante e transferiu para outros tubos para que fosse adicionado 2,5 mL
de agua destilada e 0,5 mL de solucao de cloreto férrico. Foi preparado um branco substituindo a
aliquota da solugdo padrdo por dgua destilada, € o mesmo volume foi utilizado de amostra de mel.
A leitura de absorbancia foi feita imediatamente pelo espectrofotometro UV-Vis (Thermo Fisher

Scientific, Evolution 201) a 700 nm.

2.4 ANALISE PALINOLOGICA

As andlises melissopalinologicas foram realizadas no Laboratério de Pesquisa
Multidisciplinar, Campus Senador Helvidio Nunes de Barros, da Universidade Federal do Piaui.
Para cada amostra foram preparadas laminas de mel, em triplicata e a fresco, conforme o protocolo
adaptado de Louveaux, Maurizio eVorwohl (1978): 10 g de mel solubilizada em 10 mL de 4gua
destilada, posteriormente centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos. O liquido sobrenadante foi
descartado e o sedimento de cada tubo de ensaio foi corado com fucsina basica e despejado nas
laminas. Para a fixa¢do do material, utilizou-se gelatina glicerinada. Foi utilizado o sofiware ZEN
core 2.0 vinculado a uma camera de captura de imagens acoplada a microscopio Optico, para as
medi¢des dos didmetros polar e equatorial de até 25 graos de polen de cada tipo polinico (Glycine
max (soja)e Zea mays (milho) presentes nas amostras. Dessa maneira, foi possivel estabelecer a
forma e o tamanho dos graos de podlen, o que permitiu a identificacdo dos tipos polinicos por meio
da comparagdo com o material descrito na Base de Dados Palinolégicos (PalDat).

Para a andlise da predominancia, foram contados todos os graos presentes nas amostras e
distribuiu-se os tipos Glycine max € Zea mays quantitativamente nas categorias propostas por
Louveaux, Maurizio eVorwohl (1978): pdélen dominante (PD > 45% do total de graos), polen
acessorio (PA 16 a 45%), polen isolado importante (PII - 3 a 15%) e pdlen isolado ocasional (P1IO <
3%).

2.5 ANALISES DE DADOS



2.5.1. Anélise de paisagem
As varidveis de paisagem foram obtidas com utilizacdo do programa QGIS 3.28.11 (QGIS

Association, 2023), onde se gerou um mapa de usos de solo através de shapefiles disponibilizados
pelo projeto MapBiomas Mata Atlantica Trinacional <https://bosqueatlantico.mapbiomas.org/pt/>,
referente ao ano de 2022. A paisagem foi caracterizada de acordo com as categorias previamente
disponiveis na mesma base de dados (codigos de legenda  disponivel em
https://bosqueatlantico.mapbiomas.org/en/legend-codes/). As varidveis de uso de terra de interesse
eram duas, "formacdes florestais" e "cultivos anuais". A quantificagdo das duas varidveis foi
realizada em buffers de 4 km de raio construidos a partir de cada um dos pontos amostrais. O
tamanho do buffer foi definido a partir de uma estimativa da distancia de forrageamento estimada
para as abelhas Apis mellifera L., ainda que tais estimativas sejam muito discrepantes
(Visscher&Seeley, 1982). Quando se considera que alguns trabalhos trazem que as abelhas A.
mellifera apresentam uma distancia média de forrageamento a partir do ninho inferior a 1 km
(Waddington et al. 1994), proximo a 1,5 km (Steffan-Dewenter& Kuhn, 2003) ou 2 Km (Pahl et
al.,2011), enquanto outros reportam valores proximos a 5 km (Visscher&Seeley, 1982;
Southwick&Buchmann, 1995), 10 km (Beekman&Ratniecks, 2000) ou mesmo superiores (Eckert,
1933), avaliamos que a distancia escolhida seria capaz de representar tanto a amplitude relatada em
literatura quando o habito que as abelhas tém de forragearem mais fortemente em recursos

proximos ao ninho, hipdtese lancada ja ha muito tempo (Ribbands, 1951; Couvillon et al., 2014).

2.5.2. Autocorrelagao espacial
Considerando a possibilidade de haver autocorrelagdo espacial nos dados (i.e. amostras mais

parecidas simplesmente por virem de apidrios mais proximos), construimos uma variavel espacial
através de uma andlise de coordenadas principais de matrizes vizinhas (PCNM), a partir das
coordenadas geograficas de cada um dos apiarios, utilizando a distancia maxima entre eles como
critério de truncamento (Dray et al., 2006). Entendemos que a necessidade de considerar o
componente puramente espacial torna-se particularmente importante considerando eventuais

similaridades floristicas no pasto apicola em areas mais proximas.

2.5.3. Anélise estatistica
Medidas extremas (outliers) em cada uma das variaveis fisico-quimicas e relacionadas aos

antioxidantes/ compostos bioativos foram inspecionados diretamente em graficos de box-plot,
considerando a distancia interquartilica, e em graficos Q-Q (visando, neste Ultimo caso, & deteccao
de desvios severos de normalidade que pudessem comprometer a analise de PCA). No caso da
PCA, quando um outlier era encontrado, a medida extrema era substituida pela média daquela

variavel, como forma a se evitar a perda de dados para todaa amostra em questao.



Utilizou-se uma analise de componentes principais (PCA) para reducdo da dimensionalidade
das wvariaveis relacionadas aos antioxidantes/compostos bioativos, utilizando-se a matriz de
covariancia. Importante ressaltar que como as variaveis foram medidas em unidades com escalas de
variagdo completamente diferentes, procedeu-se a transformagao Z das variaveis, com o objetivo de
trazé-las a uma mesma unidade de variagao (variaveis de média igual a zero e desvio padrao igual a
um). No caso das varidveis fisico-quimicas, considerando que uma delas deveria, no nosso
entendimento, ser considerada como categorica (furfural), utilizou-se uma analise de coordenadas
principais (PCoA), a partir de uma matriz de similaridade construida pelo indice de Gower,
utilizando a corre¢do de Cailliez (da Silva et al., 2022). Os escores dos pontos amostrais para o
primeiro componente da PCA (PCAIl) e para a primeira coordenada da PCoA (PCoAl) foram
retidos e utilizados como varidveis capazes de medir a similaridade dos pontos amostrados quanto,
respectivamente, aos compostos bioativos e varidveis fisico-quimicas dos méis neles coletados.
Importante ressaltar que, no banco de dados, as amostras estavam individualizadas tanto em termos
do apiario de origem quanto das trés coletas que foram realizadas em cada um dos locais.

Assim, teriamos duas variaveis resposta, (i) PCAl (correspondendo aos compostos
bioativos) e (ii)) PCoA1 (varidveis fisico-quimicas), além de quatro variaveis preditoras de interesse,
(1) coleta, (ii) percentual de floresta e (iii) percentual de areas de monocultura nos buffers, além (iv)
da primeira coordenada da PCNM (PCNM1, a variavel geografica/ puramente espacial).

Considerando que sdo quatro preditores selecionados, uma abordagem de sele¢do de
modelos, utilizando o critério de informagdo de Akaike (AIC) (Burnham& Anderson, 2002), foi
utilizada para defini¢do do melhor modelo entre os quinze modelos possiveis (todas as combinagdes
possiveis dados os quatro preditores) capazes de explicar a variagdo de cada variavel resposta.
Como forma de reduzir o risco de multicolinearidade, utilizamos os fatores de inflacao de variancia
(VIF) de cada um dos modelos (O'Brien, 2007). Valores de VIF menores do que 5 (Mason et al.
1989) foram considerados como indicativos de que a multicolinearidade, no caso das varidveis
quantitativas, nao seria um problema de fato para o modelo em questdo.

Selecionado o modelo, procedeu-se as analises de modelos lineares (GLM) apropriadas, a
depender da selecdo de modelos, com inspecdo da normalidade dos residuos de cada regressao
através do teste de Shapiro-Wilk.

Todas as andlises foram realizadas em ambiente R (R Core Team, 2023), pacotes ape
(Paradis&Schliep, 2019), car (Fox &Weisberg, 2019), Ilme4 (Bates et al.,, 2015), Imtest
(Zeileis&Hothorn, 2002), RVAideMemoire (Herve, 2023) e vegan (Oksanen et al.,2022).

3. RESULTADOS



3.1 Analises Fisico-Quimicas
A Tabela 1 apresenta os resultados referentes as propriedades fisico-quimicas de méis em

trés periodos agricolas distintos, referente ao ano de 2022.

Tabela 1 — Resultados das anélises fisico-quimica em méis de Apis mellifera da regido Oeste do

Parana coletados em trés diferentes safras no ano de 2022.

Analises Resultados Legislagao
(minimo — maximo)

Acidez livre (Meg/kg) 26 - 40 <300 (-2
Condutividade Elétrica (uS/cm) 3x104-6.10% 2,0x10%*a 8,0x104 12
pH 3,20 - 4,60 3,00 a 4,704-2)
Teor de Umidade (%) 19 -20 <2042
Determinag¢do de HMF (mg/Kg) 3,71 -62,32 <6012
Determinagdo de Furfural (mg/Kg) 1,72 -2,5 n.d.1-?

n.d.= ndo determinado; Meqg/kg=miliequivalente por quilograma; mg/kg=miligrama por
quilograma; uS/cm=microsiemens por centimetro; pH=potencial hidrogenidénico — 1= Codex, 2023;

2 =MAPA, 2000.

Os valores obtidos para as propriedades fisico-quimicas contribuem para a compreensao dos
resultados alcancados nas analises e demonstram, com relagdo a analise de acidez e pH, que os
valores foram similares aos obtidos na literatura (Gregorio, 2021; Santo et a.l, 2018, Molan, 2023).
A acidez em méis ocorre devido ao processo natural de fermentagdo e estd relacionada a sua
eficacia antibacteriana, o que ocorre devido a presenca de certos acidos organicos ¢ a agao da
enzima glicose oxidase, que origina o 4cido gluconico, um agente antibacteriano extremamente
potente (Abadio et al., 2010). A umidade ¢ considerada outro importante pardmetro de qualidade
utilizado para determinar o grau de maturagdo do mel (Rodriguez et al., 2004; Mouhoubi-Tafinine
et al., 2018; Da Silva et al., 2022), em que méis com alto teor de agua pode ser resultado de colheita
prematura. A umidade afeta a densidade, sabor, cor, cristalizagao e fermentacao do mel. M¢éis de
abelhas Apis mellifera sao considerados para consumo quando seu teor de umidade ¢ inferior a 20%
(Royo, 2022; CODEX, 2000). As amostras analisadas nesse estudo ficaram dentro do limite
recomendado, que seria menor ou igual a 20%, representando o estdgio de maturacdo do mel
(Tabela 1).

Considerando o teor de HMF, 3 (trés amostras- 20%) apresentaram valores inferiores ao

limite méximo permitido, de 60 mg /Kg (Codex, 2023; MAPA, 2000). O aumento do teor de HMF



ocorre devido ao tratamento térmico e/ou armazenamento excessivo (Godoy, 2022; Da Silva et al.,
2016). Teores de HMF inferiores a 10 mg/kg indicam amostras de méis frescos (Codex, 2023;
MAPA, 2000), resultado observado em 12 (dez) amostras (80%), referindo-se a amostras de alta
qualidade. Todas as amostras (Tabela 1) estavam em conformidade com a Instru¢do Normativa
Brasileira n° 11/2000, com relagdo a norma Codex Alimentarius (2000), que permite que esse valor
chegue a 80 mg/ Kg em paises tropicais.

Com relag@o ao Furufural (FF) nenhuma amostra apresentou valores maiores de 3 mg/kg,
demonstrando apenas o limite de deteccdo proposto pelo método, levano em consideragdo que o

Furufural ¢ obtido por meio da decomposi¢ao do Hidroximetilfurural.

3.2 Analise de antioxidantes
A Tabela 2 apresenta os resultados de fendlicos, flavonoides e atividade antioxidante,

considerando a amostragem realizada em trés coletas distintas, em trés periodos agricolas, referente

ao ano de 2022.

Tabela 2 — Resultados das analises de antioxidantes em méis de Apis mellifera da regiao Oeste

do Parana coletados em trés diferentes safras no ano de 2022.

. Resultados .
Andlises ' ' Literatura
(minimo — maximo)

Fenolicos (mg EAG 100 g™!) 52 - 100 26100 M
Flavonoides (mg EAG 100g") 3.10%-6.10* 2,0.10% a 8,0.104 34
DPPH (mMol et 100g™") 2,66 - 5,62 25,45 a 294,267
ABTS (mMol et 100g™") 0,83 - 2,89 <206
Ferricianeto (mg EAG100 g'!) 40-179 <6023

mg EAG 100'= miligrama por extrato de 4cido galico, mMol= milimol. 1 = Silva et al.,2016, 2 =
Nascimento et al., 2018; 3 = Bueno-Costa et al., 2016; 4 = Lianda et al., 2012; 5 = Kadri et a., 1
2016; 6 = Almeida et al., 2016; 7 = Galhardo, 2021; Jaafar, 2017; 8 = Shahidi, 2015.

Os compostos fendlicos presentes no mel, principalmente os dcidos benzoico e cindmico e
seus ¢ésteres e flavonoides, derivam do néctar floral, pdlen e propolis (Silva et al., 2016), foram os
mais abundantesencontrados nas amostras de mel analisadas.

Com relagdo ao teor de flavonoides, no estudo de Nascimento et al (2018) o conteudo total
de flavonoides (TFC) foi em média 0,70 + 0,67 mg EAG 100! g de mel. Em méis do Sul do Brasil
variou entre 2,97 € 10,46 mg EAG 100 g! (Bueno-Costa et al, 2016). Kadri et al (2016), e Lianda et
al (2012), no entanto, relataram menores valores em méis do Sudeste do Brasil (3,30 € 3,63 ¢ 0,00 ¢

4,27 mg EAG/100g, respectivamente).


https://www-sciencedirect.ez350.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S2212429219303323?via%3Dihub&bib23
https://www-sciencedirect.ez350.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S2212429219303323?via%3Dihub&bib21
https://www-sciencedirect.ez350.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0023643818300161?via%3Dihub&bib40

Considerando os valores de DPPH encontrados, tem referéncia a faixa de 9,13 — 41,76
mMol EAG 100g 1 para méis do Norte do Brasil, relatada por Almeida et al (2016); Galhardo
(2021). A capacidade antioxidante também foi avaliada pela capacidade de eliminagdo de radicais
livres (ABTS) como um fator determinante e obtivemos valores tal como cita Jaafar (2017); Shahidi

(2015), demonstrando a capacidade que a amostra tem de descolorir o radical ABTS.

3.3 Analise Palinolégica
Com relagdo a analise palinologica, por meio dos resultados obtidos € possivel ter uma base

da influéncia das culturas de milho e soja, em relagdo as plantas visitadas pelas abelhas. Por meio
da Figura 2-4 ¢ possivel estabelecer uma relacdo das plantas visitadas com as rotagdes de culturas

da area de estudo.
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Figura 2 — Analise do pdlen presente nas amostras da Coleta 1.
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Figura 3 — Analise de polen presente nas amostras da Coleta 2.
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Figura 4 - Analise de polen presente nas amostras da Coleta 3.

Ao analisar individualmente as amostras conforme as coletas, percebe-se uma baixa
presenca de pdlen referente ao milho e a soja, portanto ndo sdo polens determinantes e de grande
representatividade nas plantas visitadas pelas abelhas. Em algumas amostras nenhum dos dois
polens foi encontrado, em outras uma quantidade bastante pequena, que pode ter relagdo com agdo

de ventos e até mesmo chuva que promoveu o aparecimento dos pdlens em questao.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

No caso da PCoA, que levou em consideracdo as varidveis relacionadas aos fisico-
quimicos, as duas primeiras coordenadas retiveram mais de 43% da variacdo (PCoAl: 25,23%;
PCoA2: 17,93%), conforme a Figura 5. Os dois primeiros componentes da PCA retiveram mais de
63% da variacdo nos dados (PC1: 33,77; PC2: 30,57%) conforme a Figura 6. Os maiores /oadings
em relacdo ao PCl, i.e., a contribuicdo de cada uma das varidveis originais para o primeiro
componente, estdo associados, respectivamente, 8 ABTS (0,617) e compostos fenolicos (0,596). A
ordenacdo das amostras, em termos das variaveis fisico-quimicas e daquelas relacionadas aos

compostos bioativos, podem ser encontradas, respectivamente, nas Figs. 5 e 6.
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Figura 5. Andlise de coordenadas principais (PCoA) de amostras de méis coletadas no oeste do
Parana, considerando a variacdo de suas caracteristicas fisico-quimicas. As cores nos circulos
destacam a época da coleta (azul claro: apos floragdo da soja; azul intermedidrio: florada do milho;

azul escuro: vazio sanitario.
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Figura 6. Andlise de componentes principais (PCA) de amostras de méis coletadas no oeste do
Parand, considerando a variacdo dos compostos bioativos das amostras. As cores nos circulos
destacam a época da coleta (azul claro: apds floracdo da soja; azul intermediario: florada do milho;

azul escuro: vazio sanitario.

Uma questdo interessante, também, ¢ que os escores das amostras para PC1 e PCoAl nao
estdo correlacionados (r = -0,237; p = 0,116), o que evidencia uma ordenagdo completamente
diferente das amostras em termos de suas caracteristicas fisico-quimicas e de compostos bioativos.

A selecdo de modelos mostrou que o melhor modelo para explicar a variagdo nas
caracteristicas dos méis quanto aos seus compostos bioativos foi aquele que considerava a época de
coleta e a variavel espacial (o0 PCNM1) (ver Tabela 3). No caso das varidveis fisico-quimicas, o
modelo de menor AIC foi aquele que incluia o percentual de floresta, percentual de monocultura e a

variavel espacial (0o PCNM1) (ver Tabela 4).



Tabela 3. Modelos preditores para analise da variacdo dos compostos bioativos em méis coletados
na regido oeste do Parand (escores do PC1). k: nimero de pardmetros do modelo; AICi: valor de

verossimilhanga do modelo segundo critério de informacdo de Akaike.

Variaveis k AICi
Coleta+tPCNM1 2 106,75
Coletatpercentual de floresta+percentual de monocultura+PCNM 1 4 106,77
Coletat+percentual de florestatPCNM1 3 107,08
Coletatpercentual de floresta+percentual de monocultura 3 107,49
Coleta 1 107,60
Coletat+percentual de monocultura+PCNM 1 3 108,75
Coleta+percentual de monocultura 2 109,18
Coletat+percentual de floresta 2 109,19
PCNM1 1 146,82
Percentual de monocultura 1 147,75
Percentual de floresta 1 147,75
Percentual de florestatPCNM 1 2 148,20
Percentual de floresta+percentual de monocultura 2 148,35
Percentual de monocultura+tPCNM1 2 148,82
Percentual de floresta+percentual de monocultura+PCNM1 3 149,36

Tabela 4. Modelos preditores para andlise da variagdo das caracteristicas fisico-quimicas de méis
coletados na regido oeste do Parana (escores da PCoAl). k: nimero de parametros do modelo;

AICi: valor de verossimilhan¢a do modelo segundo critério de informagao de Akaike.

Variaveis k AlICi
Percentual de floresta+percentual de monocultura+tPCNM1 3 -37,51
Percentual de floresta+percentual de monocultura 2 -38,64
Percentual de monocultura+PCNM1 2 -39,04
Percentual de florestatPCNM1 2 -39,46
PCNM1 1 -39,77
Percentual de monocultura 1 -40,17
Percentual de floresta 1 -40,43
Coleta 1 -67,67
Coletatpercentual de floresta+percentual de monocultura+PCNM 1 4 -70,05
Coleta+percentual de floresta+percentual de monocultura 3 -70,13
ColetatPCNM1 2 -70,22
Coleta+percentual de monocultura+PCNI1 3 -71,00
Coletatpercentual de monocultura 2 -71,08
Coleta+percentual de floresta 2 -71,65
Coletat+percentual de florestatPCNM1 3 -71,94

O modelo selecionado como melhor preditor para os compostos bioativos mostrou-se, de
fato, capaz de explicar a variagdo dos méis a partir de tais varidveis (r> = 0,633; F341 = 23,62; p =
4,86E-09). Ou seja, a época de coleta dos méis (safra de soja, safra de milho ou entressafra/ vazio

sanitario) e a distancia entre os apidrios influenciaram significativamente os compostos bioativos



presentes no mel.

J& no caso das variaveis fisico-quimicas, o modelo escolhido ndo explica significativamente
a ordenagdo dos méis no espago multivariado (r> = 0,083; F341 = 1,241; p = 0,307), sugerindo que a
estruturagdo da variagdo fisico-quimica dos méis ndo passa por variaveis da paisagem, pela época

de coleta nem pela distancia entre os apiarios.

4. DISCUSSAO

Os resultados encontrados apontam para existéncia da estruturacdo do perfil de compostos
bioativos/ antioxidantes nas amostras, com base na época de coleta a na proximidade entre apiarios;
por outro lado, ndo encontramos evidéncia de estruturacao do perfil das variaveis fisico-quimicas do
mel, apontando para questdes mais idiossincraticas, relacionadas as praticas do beneficiamento do

proprio mel.

Nao surpreende que a época de coleta dos méis ao longo do calendario agricola/ apicola
anual tenha influenciado o perfil de antioxidantes. Quando consideramos os resultados das analises
melissopalinologicas onde se percebe que os méis apresentaram poucos graos de pélen de milho e
soja, independente da época de coleta, ¢ possivel assumir que eventuais diferengas no perfil de
antioxidantes estejam principalmente relacionadas as variagdes na dindmica da flora apicola. A
Floresta Estacional Semidecidual (FES), formagao vegetal onde se deu o estudo, ¢ reconhecida pela
sazonalidade climatica que determina a perda de folhas em individuos arboreos como resposta ao
déficit hidrico ou queda de temperatura nos meses mais frios e/ou secos (Veloso et al., 1991).
Associada a sazonalidade do clima, encontramos uma marcada sazonalidade nos padroes
fenologicos das espécies vegetais (e.g. Morellato& Leitao-Filho, 1992) e alta variacao estrutural e
floristica dessas florestas (do Vale et al., 2009). De qualquer forma, ainda que a hipotese de que tal
estruturacdo sazonal seja bastante forte, com o pico da floragdo ocorrendo no inicio da estagdo
chuvosa, tenha sido proposta ha muito tempo, alguns estudos mostram uma dindmica bastante
particular em floras locais de FES no Brasil, mesmo casos em que ndo ha sazonalidade marcada na
fenologia vegetal em termos de floragdo (Bencke, 2005; Rubim et al., 2010). Ha evidéncias obtidas
em areas de FES no estado do Parana apontando, inclusive, um pico de flora¢ao no inicio da estagao
chuvosa (Mikich& Silva, 2001). Se tal fendmeno também ocorre na regido de estudo, ¢ possivel
assumir um impacto bastante direto desse pico de florescimento de plantas principalmente nos
perfis dos méis correspondentes a safra silvestre (dez/2022) e mesmo apds o pico de floragdao da
soja (jan/2022). Tem-se, assim, um contexto onde se espera que haja uma variacdo pronunciada na
oferta de recursos florais para as abelhas ao longo do tempo, o que se refletiria nos perfis de
compostos bioativos, Bencke (2005), por exemplo, observou haver uma baixa sincronia

interespecifica de floracdo em espécies vegetais de duas areas de FES no sul do Brasil, o que sugere



que algumas espécies concentrem o pico de florescimento em épocas especificas do ano, o que
reforca o cendrio proposto. Por fim, em termos da sazonalidade, hd que se considerar ainda um
possivel efeito da sazonalidade climatica da regido na propria saude e comportamento das colonias
de Apis mellifera (Guimaraes-Cestaro et al., 2017; Alburaki et al., 2022), com possiveis impactos na

dinamica de produgao de mel pelas abelhas.

Nao se pode perder de vista, entretanto, a discussdo dos resultados em termos da
biodiversidade da regido, principalmente no que diz respeito as abelhas nativas. Se a flutuagdo na
riqueza e abundéancia de abelhas nativas responde diretamente a disponibilidade de recursos florais
(e.g. Rocha-Filho &Garofalo, 2014), os padroes fenologicos de espécies tdo associadas as flores
deveriam responder de uma maneira minimamente acoplada. Nessa dire¢do, Margatto et al. (2019),
por exemplo, observaram, em um estudo no oeste do Parana, que o pico de abundancia das abelhas
das orquideas (Apidae, Euglossini) também ocorre no inicio da estacdo chuvosa. Ou seja, € bem
razoavel esperar que abelhas meliferas e nativas respondam a variabilidade na dinamica de floragdo
das plantas da regido e, considerando o comportamento altamente generalista de Apis mellifera (e.g.
Hung et al., 2018), os impactos nas abelhas nativas sdo esperados na dinamica de espécies isoladas
e mesmo nas redes de interacdo polinizador-planta (Rabeling et al., 2019). E quando se fala em
polinizadores, temos que pensar também nestes organismos como importantes pressdes de selecdo
na fenologia das plantas (Genini et al., 2021). Assim, o mel aparece como importante fonte de
monitoramento de tais interagdes, considerando as possibilidades de andlises melissopalinologicas e
mesmo das novas abordagens baseadas no estudo de fragmentos de DNA encontrados no mel (e.g.

Wirta et al., 2023).

Ainda com relacdo a variacdo do perfil de compostos bioativos, percebeu-se que o
componente espacial (i.e. a simples localizagdo dos apidrios) também fez parte do melhor modelo
de explicacdo. Entendemos que tal resultado também se relaciona com a propria disponibilidade da
flora apicola, principalmente em termos qualitativos. Os fragmentos de floresta estacional
semidecidual, o principal elemento distintivo do entorno dos apidrios, sdo caracterizados por uma
elevada heterogeneidade regional em termos de espécies arboreas (Lopes, 2010), com a presenca de
muitas espécies raras e exclusivas, além da alta diversidade beta (Carneiro et al., 2016). Assim,
apiarios mais proximos disporiam de floras apicolas mais parecidas. Interessante considerar também
que a similaridade floristica entre fragmentos de FES também ¢ bastante relacionada ao estagio
sucessional da comunidade vegetal (Lopes et al., 2012), o que reforga a possibilidade de que areas
mais proximas, compartilhando fragmentos de idades mais parecidas, sejam ainda mais similares
em termos floristicos. O que reforga tal interpretacdo ¢ o fato de que alguns dos apidrios de onde

obtivemos os méis sao muito proximos, havendo, inclusive, uma alta sobreposicao entre alguns



buffers. E possivel considerar, inclusive, o efeito do plantio de plantas apicolas pelos apicultores,
uma pratica que reforcaria a similaridade floristica entre areas proximas. Por fim, pensando
especificamente na safra de mel relacionada ao vazio sanitario, o florescimento menos previsivel de
plantas ruderais no solo em descanso, também contribuiria para uma identidade local particular das
plantas visitadas pelas abelhas. O resultado aqui encontrado também ¢ interessante em termos de
valorizar a importancia do contexto espacial na assinatura dos compostos bioativos dos méis,
reforcando a importancia de estudos que avaliem a possibilidade de indicagdo geografica por

procedéncia do mel do oeste paranaense (Tonelli et al., 2022).

Um resultado que julgamos bastante surpreendente ¢ que o percentual de area de floresta nos
buffers nao apareceu no melhor modelo para explicar a variacdo nos compostos bioativos,
sugerindo que a estruturacdo dos compostos bioativos em termos da flora apicola se dé mais por
questdes qualitativas (tipo de recurso) do que quantitativa (quantidades destes recursos). Em um
estudo bastante importante realizado na regido, Tonelli et al. (2022) observaram uma maior
diversidade na flora apicola de uma area de relevante interesse ecologico (matas ciliares no entorno
do reservatério da usina de Itaipu) quando comparada a flora de duas outras areas em um contexto
mais simples de paisagem. Considerando que alguns dos apiarios de onde provieram as amostras
analisadas no presente trabalho se encontravam nesse tipo de ambiente, fica a pergunta de porque o
percentual de mata nao se mostrou relevante para explicar os resultados. A explicagdo pode estar no
raio de forrageamento das abelhas, considerando a possibilidade de que elas obtenham a maior parte
dos recursos - em estando disponiveis - em areas proximas a colmeia. Ainda que a ecologia espacial
do forrageamento das abelhas na escala da paisagem ndo seja tdo bem entendida (Bénsch et al.,
2020), a evidéncia existente permite algumas consideracdes. Se ha trabalhos que relatam que a
distancia média de forrageamento ¢ de cerca de 1 km ou menos (Waddington et al., 1994), outros
sugerem distdncias superiores a 10 km (Beekman&Ratnieks, 2000), o que evidencia a
complexidade das escolhas das abelhas em diferentes contextos ambientais, temporais € espaciais
(e.g. Garbuzov et al. 2015; Patel et al. 2023). Se assumirmos que as abelhas tendem a otimizar seu
forrageamento (Seeley, 1995; Klein et al.,, 2019), com mudancas flexiveis e gradativas entre
estratégias de forrageamento em que ha otimizagdo da eficiéncia de forrageamento em relagdo a
variacdo ambiental (Stabeinthener&Kovac, 2016), ¢ possivel, entdo, sugerir que recursos
disponiveis proximos ao apiario (floracdo massiva de alguma(s) planta(s)) tenha reduzido o raio de
forrageamento das abelhas durante as coletas. Importante deixar claro que a possibilidade ¢
amparada pela literatura, considerando que as abelhas tenderiam a forragear mais fortemente em
recursos proximos aos ninhos (Ribbands, 1951; Couvillon et al., 2014). Assim, nao se pode excluir
a possibilidade que o tamanho de buffer considerado nas andlises tenha se mostrado inadequado,

por ter se tornado amplo demais no contexto do estudo, ndo sendo capaz de detectar algum aspecto



quantitativo da disponibilidade de recursos (que eventualmente apareceria em um tamanho de
buffer mais restrito). Deve ser considerado também, levando em conta a paisagem onde o estudo foi
conduzido, uma eventual possibilidade que os tratos culturais em areas de soja e milho proximas
aos apiarios tenham influenciado o forrageamento das abelhas. Ha evidéncia de que agrotoxicos
possam influenciar o forrageamento das abelhas mesmo em doses subletais, desorientando as
operarias (Bortolotti et al., 2003), o que também pode ter levado as abelhas a se concentrarem em

areas mais proximas as colmeias.

Por fim, ndo encontramos evidéncia de estruturagdo nos parametros fisico-quimicos dos
méis, 0 que sugere um forte componente idiossincratico em tais valores. E esperado que a origem
geografica e/ou botanica do mel tenha reflexos em seus parametros fisico-quimicos; se
considerarmos, entretanto, que os resultados da estruturacdo das andlises fisico-quimicas e de
bioativos/ antioxidantes foram bastante divergentes, a considerar o baixo indice de correlacdo entre
os escores respectivamente da PCoA e PCA, fica um pouco fragilizada a interpretagdo a partir de
origem botanica e ou proximidade entre os apiarios. E possivel considerar, entdo, se questdes
relacionadas as praticas de manejo do apiario possam estar atuando nos parametros fisico-quimicos.
Praticas de manejo e estocagem do mel sdo também determinantes em alguns parametros fisico-
quimicos (e.g. Acquarone et al., 2007), notadamente a umidade e o HMF (Corbella&Cozzolino,

2006; Valdés-Silverio et al., 2018; Raweh et al., 2023).

5. CONSIDERACOES A RESPEITO DA PESQUISA

Por meio dos estudos realizados, no ambito da pesquisa realizada, pode-se observar que o
percentual de area de floresta nos buffers ndo apareceu no melhor modelo para explicar a variagao
nos compostos bioativos, sugerindo que a estruturacao dos compostos bioativos em termos da flora
apicola se dé mais por questdoes do que quantitativa. Sendo assim, pode-se considerar, entdao, que as
questoes relacionadas as praticas de manejo do apiario possam estar atuando nos parametros fisico-
quimicos. Préaticas de manejo e estocagem do mel sdo também determinantes em alguns parametros
fisico-quimicos como hidroximetilfurfural (HMF) e umidade, demonstrado por meio das analises,

pois ambos estdo relacionados a fatores de conservacao do mel.

E importante destacar que os dados obtidos podem contribuir para estudos futuros e até
mesmo como base para informagao e orientagdo dos produtores da regido Oeste do Parand, para que
possam estar atentos a detalhes no processo de obten¢cdo do mel. Vale ainda considerar que o local

onde as colmeias estdo alocadas ¢ um fator que determina o perfil de antioxidantes.

E extremamente importante que trabalhos como esse possam abrir discussdes e trazer

orientagdes aos produtores de mel da regido, pois estamos dentro de um grande celeiro do Parand e



¢ emergente que seja preservado os ambientes naturais, pois por meio do mel, podemos aferir um

bioindicador em termos de qualidade da paisagem apicola e qualidade das colmeias.
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