UNIVERSIDAD DE BURGOS

Facultad de Ciencias
Departamento de Biotecnologia y Ciencia de los

Alimentos

ESTUDIO DE COMPONENTES
VOLATILES, COMPUESTOS
FENOLICOS Y PROPIEDADES
BIOLOGICAS EN MIELES DE
CASTILLA Y LEON

TESIS DOCTORAL
Marta Alevia Antén
Burgos, 2022






5
A

N

€222 UNIVERSIDAD DE BURGOS
DEPARTAMENTO DE BIOTECNOLOGIA Y CIENCIA DE LOS ALIMENTOS

Uz@

Dra. Sandra M* Osés Gomez, Profesora Contratada Doctor del Area de Nutricién y
Bromatologia de la Universidad de Burgos

Dr. Miguel Angel Fernandez Muifio, Catedratico de Universidad del Area de Nutricién y
Bromatologia de la Universidad de Burgos

CERTIFICAN QUE:

Diia. Marta Alevia Antdn ha realizado bajo su direccion el trabajo titulado “Estudios de
componentes volatiles, compuestos fenodlicos y propiedades biologicas en mieles de
Castilla y Leon”.

Considerando que dicho trabajo retine los requisitos exigidos para ser presentado como

Tesis Doctoral y es apta para su defensa, expresan su conformidad con dicha
presentacion.

Y para que asi conste, firman el presente certificado en Burgos a 19 de julio de dos mil
veintidos.

Burgos, 19 de julio de 2022

OSES Firmado
digitalmente por Firmado digitalmente
GOMEZ OSES GOMEZ FERI\!AN DEZ plor FERNAINIDEZ
SANDRA  SANDRAMARIA- MUINO MUINO MIGUEL
712762335 -
MARIA - Fecha: 2022.07.19 MIGUEL ANGEL ?gﬁifﬁ;ﬁgg%ﬁ
71276233S  16:23:16 +02'00' -33260426B 163427 +02'00

Fdo. Sandra M* Osés Gémez Fdo. Miguel Angel Fernandez Muifio






AGRADECIMIENTOS

La realizacién de esta tesis doctoral ha sido posible gracias a la implicacién profesional y
personal de todas las personas que me han acompafnado durante este apasionante camino

hacia la investigacion.

Quiero dar las gracias en primer lugar a mis directores de tesis el Dr. Miguel Angel Fernandez
Muifio y la Dra. Sandra Osés Gémez, sin ellos nada de esto hubiera sido posible. Me han
guiado, acompafiado y ayudado como lo hacen los verdaderos padres, sin apenas notarse un
atisbo de cansancio por el esfuerzo realizado. Han estado ahi siempre, cogiéndome de la
mano en mis primeros pasos y dandome la confianza y carifio necesarios para llegar sin
desfallecer al final del camino. Miguel, has sido para mi un gran maestro tanto en la parte
académica como en la de actitud de vida. Sandra, ser tu primera doctoranda es un privilegio
y un regalo que llevaré siempre conmigo. Os voy a echar mucho de menos porque vuestra

entrega ha sido un ejemplo a todos los niveles.

Gracias a todos los integrantes del Area de Nutricién y Bromatologia en especial a la Dra. M?
Mar Cavia, por ser mi puerta de entrada en esta aventura y tratarme como una “verdadera
compafiera de clase” en todo momento, a la Dra. M? Teresa Sancho Ortiz por introducirme en
el apasionante mundo de las mieles, por su cercania y carifio y por demostrarme que con
ganas y motivacion no hay “semaforos en rojo” que te impidan llegar a la meta, a la Dra. Sara
Raquel Alonso de la Torre por su ayuda en todo momento para resolver mis dudas, por su
empatia y por esas entrafiables conversaciones en las largas jornadas de laboratorio, a la
Dra. Celia Carrillo por esa sonrisa que tanta fuerza me ha dado y por ese ventilador en las
calurosas tardes de verano que refrescaron mi cuerpo y mi mente, a la Dra. Lourdes Aldea
Segura por sus abrazos y carifio en cada encuentro de sus practicas de laboratorio, a mi
compafiera Leire Cantero por las horas de protocolos compartidas y a Gonzalo Moreno del
que he aprendido el sentido practico tanto dentro como fuera del laboratorio. En todos
vosotros he encontrado un refugio de carifio y habéis sido para mi un espejo de constancia y

esfuerzo en el que mirar durante estos afos.

Gracias a todos esos apicultores que con su vocacion y esfuerzo hacen realidad este
apasionante mundo de la apicultura, sin su imprescindible colaboracion, no podrian llevarse
a cabo estudios de este tipo. También agradecer a las areas de Tecnologia de los Alimentos

y Microbiologia de la Universidad de Burgos por dejarme utilizar sus instalaciones y equipos.

Gracias a mis amigos por escucharme y animarme siempre, por creer en mi en todo momento
y por entender y respetar mis ausencias. Durante este largo tiempo me han demostrado el

verdadero sentido de la palabra “amistad”.

Por ultimo, me gustaria agradecer a mi familia todo lo que ha significado su presencia en este
proyecto, gran parte de esta tesis también es vuestra. A mi madre que ha alimentado mi

cuerpo y mi alma durante todo este proyecto, “gracias mama” por ser mi remanso de paz y



descanso. A mis hermanos y sus familias, que también son la mia, de todos ellos he recibido
esas palabras de animo y ese impulso necesarios para avanzar. También han estado
presentes en todo momento, aunque ya no estén aqui, mi hermano Javi y mi padre, como me
gustaria poder compartir con vosotros este momento. Papa, en este camino realizado hay
muchas de tus ensefianzas de vida, el esfuerzo diario llevado con alegria, del que tu eras el

“gran maestro”, son la esencia de esta tesis.

Dejo para el final a las tres personas que han remado conmigo en todo momento, sin su
compromiso nunca podria haber terminado esta tesis. Mis hijos Blas y Dario a los que ha
cambiado tanto la vida durante estos afios, gracias por demostrarme que siempre es buen
momento para hacer realidad los suefos, con vosotros al lado todo es posible. Por ultimo,
quiero decir a la persona que mas carga ha soportado durante este camino que no encuentro
las palabras con que agradecer todo el sacrificio y el esfuerzo realizado. Gracias Blas por tu
entrega infinita, por tus renuncias y hacer realidad este proyecto. Después de tantas vivencias
juntos, sobrevivir a esta tesis demuestra que podemos con todo. Gracias por ser el verdadero

compafiero de este y de todos los viajes que nos queden por hacer.



“Hijo mio, come la buena miel del panal que sabe dulce, la sabiduria es asi de buena para ti.
Si eres sabio tienes esperanza y la esperanza nunca se acaba.”

(Proverbios 24, 13-14)






RESUMEN

En la presente Tesis Doctoral se ha determinado mediante analisis melisopalinoldgico, el
origen botanico de 30 mieles de la Comunidad Auténoma de Castilla y Ledn (Espana), dando
como resultado que 7 mieles eran de milflores, 5 de viborera (Boraginaceae tipo Echium sp.),
5 de brezo (Ericaceae tipo Erica sp. y Ericaceae tipo Calluna vulgaris (L.) Hull), 3 de trébol
(Leguminosae tipo Trifolium sp.), 3 de aliaga (Leguminosae tipo Genista scorpius), 2 de
mielada, 2 de bosque, 1 de cuernecillo (Leguminosae tipo Lotus sp.), 1 de zarzamora
(Rosaceae tipo Rubus sp.) y 1 de castafio (Fagaceae tipo Castanea sativa Miller). Sobre las
30 muestras se ha realizado el estudio de los compuestos volatiles y semivolatiles por
cromatografia de gases con detector de espectrometria de masas. Se han detectado 231
compuestos. A pesar del reducido numero de muestras de cada origen botanico, se han
propuesto posibles marcadores para las mieles de mielada, bosque, brezo, cuernecillo y
castafio. El analisis de componentes principales utilizando 22 compuestos ha permitido una

correcta separacion de las mieles de bosque, brezo, cuernecillo y castafio.

Posteriormente se han seleccionado de esas 30 muestras, 15 mieles (2 de mielada, 2 de
bosque, 3 de viborera, 5 de brezo y 3 de aliaga), para analizar mediante HPLC-UV el perfil de
los compuestos fendlicos, poniendo de manifiesto que el perfil fendlico varia de una miel a
otra independientemente del origen botdnico, obteniendo la menor concentracion de

compuestos fendlicos en las muestras de viborera y la mayor en las de brezo.

Ademas, se ha investigado el efecto de la extraccion quimica y la digestion in vitro de las
mieles sobre los compuestos bioactivos (compuestos fendlicos totales y flavonoides) y las
actividades bioldgicas (antioxidante, antimicrobiana y antiinflamatoria), comparando las
muestras de miel cruda, los extractos metandlicos y los extractos tras la digestion in vitro. La
actividad antioxidante se ha evaluado frente a tres radicales (ABTS™* ROO-, ‘OH), y la
actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,

Escherichia coli, Streptococcus mutans, Pseudomona aeruginosa 'y Candida albicans.

En las mieles de brezo se han obtenido los valores mas altos de compuestos bioactivos y
actividades potencialmente funcionales respecto a las mieles de otros origenes botanicos.
Las muestras de viborera, por lo contrario, mostraron las cantidades mas bajas de
compuestos bioactivos y actividades potencialmente funcionales. Estos datos son
concordantes con los resultados obtenidos en relacion al perfil fendlico de las mieles. Los
resultados muestran que los extractos metandlicos, frente a las mieles crudas, presentaron
valores mas bajos de fenoles totales, flavonoides totales y actividad antioxidante, y
antimicrobiana (para todos los microorganismos estudiados excepto L. monocytogenes) y
mayores actividades antiinflamatorias. La mayor actividad antiinflamatoria indica un posible
uso de los extractos de miel en la industria farmacéutica y cosmética. Nuestro trabajo confirma
que, tras la digestion gastrointestinal in vitro, la miel sigue manteniendo compuestos con

actividad antioxidante y antimicrobiana contra L. monocytogenes y S. aureus.
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I. INTRODUCCION

1. LA MIEL

La legislacion define la miel como “una sustancia natural dulce producida por la abeja Apis
mellifera a partir del néctar de plantas o de secreciones de partes vivas de plantas o de
excreciones de insectos chupadores presentes en las partes vivas de plantas, que las abejas
recolectan, transforman combinandolas con sustancias especificas propias, depositan,
deshidratan, almacenan y dejan en colmenas para que madure” (DOCE, 2002; BOE, 2003).
Este producto con importantes cualidades nutricionales es consumido desde hace miles de

afios por los humanos.

La miel puede clasificarse segun su origen en los siguientes tipos:
a) Miel de flores o miel de néctar: es la miel que procede del néctar de las plantas. Si

predomina el néctar de un solo tipo de especie vegetal (polen predominante generalmente
con una frecuencia mayor del 45%), se denomina miel monofloral y si en su composicién se
encuentra el néctar de varias especies vegetales, sin que predomine ninguno, se denomina
miel multifloral. El porcentaje de polen para que una miel sea definida como monofloral varia
segun el origen botanico. Existen excepciones para especies vegetales en las que el polen
puede aparecer infra o suprarrepresentado, como se refleja en la Tabla 1 (Von der Ohe et al.,
2004).

Tabla 1. Nivel de abundancia y frecuencia relativa de los principales tipos de polen en varias mieles
monoflorales (Von der Ohe et al., 2004)

POLEN PO STAR NORMALMENTE POLEN SUPRA-
INFRARREPRESENTADO INFRARREPRESENTADO REPRESENTADO RREPRESENTADO
Arbutus (8—20%) Calluna (10-77%) Erica (> 45%) Castanea (> 86%)
Carduus (5-25%) Helianthus (12-92%) Eryobotrya (> 45%) Eucalyptus (> 83%)
Citrus (2—42%) Rhododendron (15-77%) Hedysarum (> 50%)  Brassica napus (> 60%)
Lavandula latifolia (15-42%) Robinia (7-60%) Phacelia (> 60%)
Lavandula x intermedia (1-20%) Rosmarinus (10-57%)
Medicago (1-10%) Thymus (13-68%)
Taraxacum (5—40%) Tilia (1-56%)

b) Miel de mielada: es la miel que procede en su mayor parte de excreciones de insectos

chupadores de plantas (hemipteros) presentes en las partes vivas de las plantas o de
secreciones de las partes vivas de las plantas.
c) Miel de bosque: Es la mezcla de miel de flores y mielada
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También puede clasificarse atendiendo a su destino en:

a) Miel para consumo directo: es la miel que tiene las caracteristicas de color, sabor y frescura

adecuados y aceptables para el mercado de consumo directo.

b) Miel para utilizacién en la industria (miel para uso industrial): es la miel que, por sus

caracteristicas de color, sabor u otras caracteristicas, no es aceptable para el paladar del
consumidor final. Es la miel apropiada para usos industriales o para su utilizacién como
ingrediente de otros productos alimenticios que puede:

a) presentar un sabor o un olor extrafos, o

b) haber comenzado a fermentar o haber fermentado, o

¢) haberse sobrecalentado.

Otras formas de clasificar las mieles son atendiendo a su elaboracién (miel prensada, miel
escurrida, miel centrifugada, miel filtrada) a su forma de presentacién (miel, miel en panales

0 miel en secciones, miel cristalizada o granulad, miel con trozos de panal o miel cremosa).

La miel es el edulcorante mas antiguo que se conoce, siendo muy apreciada y ampliamente
utilizada en la alimentacion, en farmacia y cosmética. Desde el punto de vista de la seguridad
alimentaria a la miel se le considera un alimento seguro por su baja actividad de agua, bajo

pH y presencia de sustancia antimicrobianas (Fattori 2004).

ELABORACION Y PROCESADO

La recoleccién de la miel, es una de las actividades mas antiguas que se conocen, existen
testimonios de su uso en el Paleolitico y en grandes culturas antiguas como la egipcia, la
china, o la persa entre otras. En todas se pueden encontrar datos y procesos sobre la practica
de la apicultura y el uso de los productos de la colmena (Visquert, 2015). Los primeros
apicultores se limitaban a recoger los enjambres que colgaban de las matas o de las ramas
de los arboles y los colocaban dentro de las colmenas, para poder recoger posteriormente
sus productos (Benedetti y Pieralli, 1990). A mediados del siglo XIX, se produjo un cambio
revolucionario en la apicultura, al introducir L. Langstroth (1855, EEUU) el panal en cuadro
movil (Figura 1). Este sistema favorecié una recoleccién de miel mucho mas sencilla, pues se
sacaban los cuadros y se podia extraer su contenido sin deteriorar los panales. Con estas
colmenas el rendimiento de produccion de miel era mucho mayor que el obtenido
anteriormente.

L. Langstroth descubrié ademas que en el interior de la colmena es necesario respetar una
distancia de 8 mm entre los panales para permitir el paso libre de las abejas. Si esta distancia
es menor las abejas rellenan con propdleos el espacio entre los cuadros. Las dimensiones
que dio a sus cuadros y panales contintan siendo la base del disefio de la mayoria de los

tipos de colmenas y sus procedimientos los que se siguen en la actualidad.
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Figura 1. Colmenas modelo Langstroth

2.1. ELABORACION

El néctar y los mielatos constituyen la materia prima del alimento energético de las abejas. La
sacarosa y el agua son los principales compuestos presentes tanto en el néctar como en los
mielatos. Durante la elaboracién de la miel se realiza un proceso de deshidratacion de néctar
y miel hasta valores inferiores al 20% y se transforma enzimaticamente la sacarosa
obteniendo otros azucares principalmente glucosa y fructosa (Belitz et al., 2009).

La elaboracion de la miel se realiza en cuatro etapas:

RECOLECCION

Las abejas meliferas recogen el néctar o la mielada y lo almacenan en el buche melario para

ser transportado a la colmena. Este buche o estémago melifero esta separado del intestino
medio, donde se digiere la comida, por el proventriculo, una valvula que regula el paso del
alimento desde el buche al intestino y retiene el liquido recogido en el buche mientras es
transportado a la colmena. En el trayecto, gracias a este proventriculo que poseen las abejas,
se filtran las particulas sélidas que contiene la sustancia ingerida, enviandola al intestino. Asi,
las sustancias recolectadas no entran en contacto con los jugos gastricos de la abeja. En la
cabeza y en el térax de las abejas hay varias glandulas fundamentales para transformar el
néctar o la mielada en miel, son las glandulas cefdlicas, mandibulares, toracicas e
hipofaringeas. Estas glandulas segregan enzimas (invertasa, diastasa o glucosa oxidasa
entre otras) y seran las encargadas de la transformacion de la sacarosa en los azucares
presentes finalmente en la miel. Durante el trayecto a la colmena, la carga que transporta la
abeja en su buche recorre varias veces el trayecto del buche a la faringe. En este proceso,
ademas, comienza la deshidrataciéon del néctar o mielada con la absorciéon de una parte del
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agua por las células de la pared del buche, pasando después a la hemolinfa, desde donde es

evacuado por las células de Malpighi.

AIREACION DEL CONTENIDO DEL BUCHE MELARIO

Esta segunda etapa se realiza en la colmena y se desarrolla en dos fases, una activa, en la

que solo participan las abejas receptoras y otra pasiva en la que participan todas las abejas
de la colmena.

En la fase activa al llegar la abeja a la colmena regurgita las gotas de néctar y la desliza a
través de su lengua estirada aumentando asi la superficie de evaporacion. Si el flujo del néctar
o mielato no es muy abundante, la gotita pasa a una tercera abeja pudiéndose transmitir entre
varias. Las gotas de néctar se van evaporando por accion del aire caliente y ademas se
produce la hidrélisis de la sacarosa en glucosa y fructosa, asi como otras transformaciones
enzimaticas por accion de enzimas presentes en los productos de partida o incorporadas por
las abejas. Las abejas absorben y traspasan las gotas de “néctar transformado” o “miel en
formacién” de modo rapido y continuado hasta obtener un producto con un porcentaje de
humedad del 30 al 40% (Mauricio, 1975). Este proceso de aireacion se va haciendo cada vez
mas dificil de realizar por el aumento de la viscosidad del liquido. En este momento comienza
la fase pasiva de la maduracién, cuando se deposita la gota en una celdilla y las abejas

realizan una intensa ventilacion sobre los panales.

ALMACENAMIENTO DE LA MIEL

La miel formada es depositada en las celdillas de la colmena y continta el proceso de

deshidratacion gracias a la aireacion provocada por las abejas (de Luis Villota, 1999). En esta
fase la evaporacion es indirecta ya que esta causada por las intensas corrientes de aire que
ocurren en el interior de la colmena, sobre todo durante la noche. En este proceso influye la
poblacién de la colmena, el origen del néctar, el contenido en agua de la materia prima, el
llenado de las celdillas y los factores climaticos.

La maduracién de la miel seguira de uno a tres dias en los que el porcentaje de humedad
sigue disminuyendo hasta valores inferiores al 20%. Ademas del proceso de hidrdlisis de la
sacarosa en glucosa y fructosa, se forman diversos oligosacaridos al generarse nuevos
enlaces glicosidicos por la acciéon de las enzimas (Belitz et al., 2009). La transformacién nunca

es completa, quedando una cantidad remanente de sacarosa.

OPERCULADO DE LA MIEL MADURA

Una vez que la miel tiene un porcentaje de humedad adecuada, las abejas proceden a cerrar

los panales con laminas de cera u opérculos para proteger el alimento del aire y de posibles
contaminaciones y evitar la captacion de agua. Una vez operculada, esta lista para ser

recogida por el apicultor ya que se puede considerar que el producto obtenido es miel.
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2.2. PROCESADO

El momento adecuado para la obtencién de la miel es a los pocos dias de terminar la floracion
dominante de la zona de pecoreo. Cuando la miel esta suficientemente madura con al menos
un tercio de los panales operculados se retiran los panales usando un ahumador, para
expulsar a las abejas y evitar su ataque. Es muy importante que el apicultor no coseche por
completo toda la miel y deje una cantidad adecuada en el panal para que las abejas puedan
alimentarse y continuar sus funciones con normalidad (Alvarez-Suarez, 2009). Antes de
proceder a su extraccion, es necesario calcular el grado de humedad de la miel, procurando
que sea inferior al 18% para evitar futuras fermentaciones. La temperatura no debe superar
los 38 °C si se quiere que la miel mantenga sus caracteristicas organolépticas (Piana et al.,
1989). El procesado de la miel comienza con la desoperculaciéon de los panales para la

extraccion de la miel (Figura 2).

La extraccion puede realizarse por decantacion, prensado o centrifugacién, y va en
ocasiones acompafiada de un calentamiento moderado para facilitar el proceso. La
centrifugacion es el procedimiento mas habitual, ya que es rapido, los panales no se
deterioran y ademas se obtiene un mayor rendimiento (Suarez et al., 2009; Ruiz-Navajas,
2011; Visquert et al., 2015). En este proceso, la fuerza centrifuga hace que la miel salga de

las celdas, atraviese una tela metalica y vaya a un recipiente donde se recoge por gravedad.

Figura 2. Desoperculacion Figura 3. Decantacion

Finalmente se filtra y se decanta (Figura 3) para eliminar burbujas de aire ocluidas, restos de
cera, abejas y otras impurezas (Diaz-Moreno, 2009; Ruiz, 2011). Se debe evitar que la
filtracion sea excesiva y se retire de la miel una cantidad significativa de polen o elementos
de mielada que puedan indicar el origen de este alimento. Finalmente, la miel se envasa y
etiqueta segun legislacion pertinente (BOE, 2003; DOCE, 2014; BOE, 2020). La cera de los

opérculos se funde y reutiliza y los panales vacios se colocan de nuevo en las colmenas.
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3.PRODUCCION DE LA MIEL. DATOS
ECONOMICOS

3.1. ANIVEL MUNDIAL

La produccion mundial de miel ha ido incrementandose a través del tiempo, este crecimiento
se mantuvo sobre una la linea de tendencia hasta 1991, desde este afno hasta 2010
experimento una caida y a partir de ese afio se puede observar un crecimiento no lineal de la
produccion (Figura 4) (Woller, 2021).
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Figura 4. Produccion mundial de miel (Tn) de 2010 a 2019 (Woller, 2021)

En la Figura 5 se reflejan los principales paises productores de miel a nivel mundial, por
volumen de produccion, en toneladas métricas, durante 2020. China encabez? la clasificacion
mundial registrando un volumen superior a las 458.000 toneladas en producciéon de miel
mientras que Turquia e Iran se situaron en segunda y tercera posicién, respectivamente
(Statista, 2022). En la Figura 6 se representa graficamente la produccién mundial durante
2010-2019 distribuida por regiones, siendo Asia la de mayor volumen con el 45 %, seguida
de Europa con el 22 % y muy cerca, América con 21 %; por Gltimo, Africa y Oceania con 10%

y 2 % respectivamente (Woller, 2021).
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Figura 5. Principales paises de produccién de miel en 2020 (Tn) (Statista, 2022)
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Figura 6. Produccion mundial por continentes de 2010 a 2019 (Woller,2021)

3.2. EN LA UNION EUROPEA (UE)

El sector apicola es clave para mantener los cultivos y la biodiversidad debido al fundamental
papel polinizador de las abejas. Asimismo, contribuye desarrollo rural y al asentamiento de
poblacién en zonas despobladas. Por ello es considerado un sector clave en la Unién Europea
(UE), cuya politica agraria trata de minimizar el impacto negativo del uso de plaguicidas u
otras practicas agricolas sobre las poblaciones de polinizadores. Ademas, desde 1997 se han
desarrollado diversos planes y reglamentos en la UE en apoyo del sector apicola tratando de
mejorar tanto las condiciones de producciéon como de comercializacion de la miel y de otros
productos apicolas como la jalea real, el polen, los propdleos y la cera de abejas. A pesar de
ello los apicultores europeos deben enfrentarse a problemas graves como el aumento de los
costes de produccion, la enorme competencia en el mercado mundial de grandes paises
productores como China o Argentina y la preocupante pérdida de colmenas debido a los
plaguicidas, el cambio climatico o la aparicidon de nuevos patégenos y enemigos de las abejas

como el avispoén asiatico (Sobrino, 2020).
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La Comisién Europea cifra en 2020 un total de 615.058 apicultores en la UE y 18.9 millones
de colmenas, lo que supone un ascenso del 3,9% en comparacion con la campafia anterior.
Se ubican en su mayoria en el sur de la UE: Espafa, Francia, Grecia, Rumania e ltalia. El
numero de apicultores de la UE ha incrementado un 8,2 % respecto a la campafa anterior,
aunque es algo inferior a las campanas previas (Comisién europea, 2021). Tan solo el 5,2 %
de los apicultores de la UE tienen mas de 150 colmenas y pueden ser clasificados como
apicultores “profesionales” (Subdireccién General de producciones ganaderas y cinegéticas,
2021). En Alemania el promedio de colmenas por explotacion es de 7 colmenas, 27 en Francia
e ltalia, elevandose a 80 en Rumania y hasta 103 en Espafia (Comision europea, 2021). En
2020 en la EU habia un total de 18.927.000 colmenas, siendo Espafia la de mayor numero
(2.967.000) seguido de Rumania (2.247000) (Comisién europea, 2021).

La UE es el segundo productor mundial de miel después de China con una produccién anual
de 280.000 Tn. A pesar de ello esta produccion tan sélo cubre un 60% de la demanda interior
con lo que la UE es un importador neto de miel situdandose como el primer importador de miel
a nivel mundial. En los ultimos afios se ha ido aumentado lentamente la produccién en
Rumania, Espafa, Hungria, Alemania e ltalia, pero este aumento sigue siendo claramente
insuficiente para cubrir la demanda en el consumo interior de la UE (Comisién europea, 2019).
En la Figura 7 se representa graficamente la distribucion de las importaciones durante el
periodo 2014-2019 siendo Europa, como hemos indicado anteriormente el mayor importador
con el 51 % y un promedio anual de 333.546 Tn, seguido de América con el 29 % con 191.140
Tn promedio anual, y Asia con el 17 % y 109.611 Tn promedio anual, seguido de Africa y
Oceaniacon 2 % (11.152 Tn) y 1 % (7.774 Tn) respectivamente (Woller, 2021).

Oceania
1%

Europa Africa
51% / 2%

Figura 7. Porcentaje de importaciones por continentes 2014-2019 (Woller,2021)

Dentro de la EU los paises con mayor volumen de importacién durante el periodo 2014-2020
fueron Alemania, Francia y Espafa importando principalmente de Ucrania, China y Argentina
(Comision europea, 2021; Woller, 2021).

Europa no solo compra miel, también la vende fuera de sus fronteras, aunque las

exportaciones fuera de la UE son insignificantes. Solamente unas 31.086 Tn de miel fueron
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exportadas en 2020, ante la demanda de miel de alta calidad, a paises como Reino Unido,
Suiza, Arabia Saudi, Japdn, y Estados Unidos, siendo Espana y Alemania los principales
paises exportadores de la UE (Comision europea, 2021; Subdireccién General de

producciones ganaderas y cinegéticas, 2021).

3.3. EN ESPANA

Espafa es el primer productor de miel de la Unién Europea (UE), con un volumen anual de
mas de 30.000 Tn, gracias a sus tres millones de colmenas y sus 35.300 apicultores. En la
Figura 8 se representa el numero de explotaciones apicolas por comunidad auténoma vy el
porcentaje de apicultores profesionales. El porcentaje de profesionalizacién en Espafia es
del 18%, el mas alto de la UE. El numero de explotaciones apicolas en Espafia ha aumentado
en torno al 47% en el periodo 2010/2021 (Subdireccion General de producciones ganaderas
y cinegéticas, 2021).

Al igual que el resto de la UE, Espafia importa miel. En 2020 China redujo sus volumenes de
exportacion a Espana, pasando a ser Portugal el principal proveedor, seguido de Uruguay y
ocupando China la tercera posicion. Otros exportadores relevantes fueron Argentina, Ucrania
y Polonia (Subdireccion General de producciones ganaderas y cinegéticas, 2021). En 2021,
Rumania pasé a ser el principal pais abastecedor de miel en Espafa (Agronews, 2021). La
fuerte bajada registrada en las importaciones procedentes de China en 2020 y 2021 se debe
a cambios estratégicos realizados por los importadores espafioles de miel para adaptarse a
la entrada en vigor del Real Decreto 523/2020 de modificaciéon de la norma de calidad de la
miel. La aspiracion de este real decreto es implantar un etiquetado mas detallado
mencionando el pais o los paises de origen en los que la miel, y en sus casos, sus mezclas
fueron recolectadas.
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Figura 8. Explotaciones apicolas por comunidades autonomas en 2020 (Subdireccion General de
producciones ganaderas y cinegéticas, 2021)
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Por otro lado, las exportaciones de miel en Espafia han ido creciendo hasta consolidarse en
el mercado exterior como una linea de comercializacién con entidad propia. En cuanto a los
destinos del comercio exterior de miel, destacaron en 2020, Francia, Alemania, ltalia y
Portugal (Figura 9). Como paises extracomunitarios destacaron Arabia Saudi, EEUU, Israel y
Marruecos, pero con escaso peso comparado con los movimientos dentro de la comunidad
(Subdireccion General de producciones ganaderas y cinegéticas, 2021).

Polonia Resto UE

2,5% 8,6% Alemania
| 23,8%

Portugal
7,3%

Italia
8,5% _ Austria

Francia
38,6%

Figura 9. Exportaciones de Espaiia hacia la UE en 2020 (Tn) (Subdireccion General de producciones
ganaderas y cinegéticas, 2021)

3.4.EN CASTILLA Y LEON

La mayor produccién de miel, que concentra mas del 70% del total de la produccion en
Espafa, se situa en 4 Comunidades Auténomas, coincidiendo con las CCAA con mayor
censo de colmenas. El porcentaje de este censo se refleja en la Figura 10: Extremadura
(22 %), Andalucia (21,1%), Castilla y Leén (15,8%) y Comunidad Valenciana (11%). En
Castilla y Ledn en 2021 hay mas de 5.600 apicultores que agrupan casi 445.000
colmenas, lo que supone casi ese 16 % de las colmenas del total nacional (Junta de
Castilla y Leon, 2021).

Resto

6%

C Valenciana / Andalucia
11% 21%

Aragén
P Vasco __ 4%

1%

Galicia _/

6% C

\_ Chffarias
1%

C Mancha
7%

Extremadura
22%

Catalufia
4%

Figura 10. Porcentaje de colmenas por comunidad auténoma en 2021 (Subdireccion General de
producciones ganaderas y cinegéticas, 2021)
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4. COMPOSICION DE LA MIEL

La composicion de la miel varia dependiendo de sus origenes botanico y geografico, de las
condiciones climaticas, del estado de la colmena y del procesado y conservacién de la misma
(Escriche et al.,, 2017). Principalmente la miel es una solucidon acuosa concentrada de
fructosa y glucosa que contiene ademas una mezcla compleja de otros hidratos de carbono
en cantidades muy inferiores y de otros compuestos minoritarios. Los hidratos de carbono
suponen aproximadamente el 80% de la materia total y el 95-99% de la materia seca
(Visquert, 2015), y son responsables del sabor dulce de la miel y de su elevado poder calérico.
Entre los componentes minoritarios de la miel destacan diversos enzimas, acidos organicos,
proteinas, minerales, aminoacidos, sustancias aromaticas, pigmentos, ceras, y granos de
polen (Belitz et al., 2014). En la Tabla 2 se pueden observar valores medios de la composicion

media de este alimento.

4.1. AZUCARES

Los azucares constituyen mas del 95% de la materia seca de la miel, y son los responsables
de muchas de sus propiedades como su viscosidad, higroscopicidad, tendencia a la
granulacién y valor energético. Algunos azucares proceden del néctar o del mielato, pero otros
derivan de la accién de las enzimas segregadas por las abejas durante el proceso de
maduracion. Con el envejecimiento de la miel el perfil de azlicares sufre modificaciones, en
general los polisacaridos aumentan y los monosacéaridos disminuyen. Este aumento de
polisacaridos ocurre tanto por la accién enzimatica como por la accién de los acidos debido
al pH de la miel (Sanz et al., 2002).

Los azucares mayoritarios en la miel son fructosa y glucosa representando el 85% de los
azucares totales. En la mayoria de las mieles predomina la fructosa, excepto en mieles de
Trichostema lanceolatum (hierba de vinagre), Taraxacum officinale (diente de ledn), y
Brassica napus (colza) que contienen mas glucosa que fructosa. Al poseer la fructosa un
mayor poder edulcorante que la glucosa, las mieles mas ricas en fructosa como la miel de
acacia presentan sabores mas dulces mientras que las de mayor contenido en glucosa como
la miel de colza tienen un sabor menos dulce (Bogdanov et al., 2008).

Entre el 5y el 15% de los carbohidratos de la miel son disacaridos, trisacaridos, tetrasacaridos
(de los que se han identificado unos 25 compuestos diferentes) ademas de algunos

oligosacaridos.

Entre los disacaridos destacan la maltosa, sacarosa, isomaltosa y nigerosa (Fattori, 2004). La
maltosa es el disacarido mas abundante seguido de la sacarosa. El contenido de sacarosa
varia mucho de unas mieles a otras y en la legislacién se contempla como un buen indicador

de la maduracion de la miel ya que, cuando aparece en cantidades elevadas evidencia la
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Tabla 2. Cuadro-Resumen de composicion de la miel (Adrian, 2020)

COMPUESTOS
Azlcares

Agua

Sustancias
nitrogenadas

Acidos

Cenizas

Vitaminas

Compuestos
fendlicos

Compuestos volatiles

Lipidos

HMF

Pigmentos

DESCRIPCION
60-85%

Mayoritarios: fructosa y
glucosa.

Sacarosa, maltosa,
trisacaridos como
rafinosa y melecitosa.
13-20%

Valor 6ptimo 15-17%
0,7%

En su mayoria enzimas:
invertasa, glucosa-
oxidasa, diastasa
Aminoacidos: prolina
0,5%

Acidos organicos: acido
glucénico.

En menor cantidad
acético, citrico, oxalico,
entre otros.

0,02-0,3% miel de
flores;1% en mielada.
El mas importante: K
(80%) seguido de Na,
Mg y Ca.

Elementos traza: Al, ClI,
fosfatos, sulfatos.
Trazas

Vitamina C.

También contiene
vitaminas del grupo B.
0,5-1,3%

Principales
responsables de la
actividad antioxidante.
Mieles mas oscuras
mayor contenido en
polifenoles.

Trazas

Responsables del
aroma: Terpenos,
aldehidos, cetonas,
alcoholes, entre otros.
0,04%

Esteroles, fosfolipidos,
glicéridos. Acidos
grasos: estearico,
palmitico, linoleico, entre
otros.

Parametro de frescura.
Legislacion.

Trazas

Responsables del color:
Antocianinas,
carotenoides, fenoles y
xantofilas
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inmadurez de la miel o bien su adulteracion con melazas. En la legislacion vigente el contenido
de sacarosa no debe ser superior a 5 g/100g de miel (BOE, 2003). En algunas mieles como
las de Robinia pseudoacacia (Falsa acacia), Medicago sativa (alfalfa), Banksia menziesii
(banksia de Menzies) Hedysarum sp. (zulla), Eucalyptus camadulensis (eucalipto rojo),
Eucryphia lucida, eucryphia milliganii (arbol del cuero) o Citrus sp. (limonero, naranjo,
mandarino) el limite legal es 10 g/100g de miel y para la miel de Lavandula sp. (Lavanda,

espliego, cantueso) y Borago officinalis (borraja) de 15 g/100g de miel.

Los trisacaridos son grupos complejos de azucares que se encuentran en concentraciones
muy pequefias, se han identificado entre otros la melicitosa y erlosa (formadas por el
mecanismo de transglucosidacién entre glucosa y sacarosa) y la rafinosa. La melecitosa se
ha identificado en porcentajes importantes en mieles de mielada. La erlosa tiene una funcién
importante en la caracterizacion de mieles de romero y la rafinosa se considera un excelente
marcador en la caracterizacion de mieles de bosque, destacando su presencia en mieles de

mielada de pino (Juan et al.,1992).

Los oligosacaridos presentes en la miel son sintetizados por la accion transglucosilasa y

transfructosilasa de los enzimas presentes en la miel durante la lisis de la sacarosa.

4.2. AGUA

El contenido de agua de la miel depende de los numerosos factores como el clima, la
humedad ambiental, el origen botanico y geografico, las practicas apicolas, entre otros (Ledn-
Ruiz 2013). La legislacion espafola permite que el contenido en agua de una miel madura
sea de hasta un 20%; en miel de brezo «Calluna» y miel para uso industrial en general, no
superior al 23% y en miel de brezo «Calluna vulgaris» para uso industrial, inferior al 25%
(BOE, 2003). La legislacion establece estos limites porque con valores superiores la miel es
susceptible de sufrir fermentacién y no ser apta para el consumo humano. El proceso de
fermentacion esta vinculado a la relacidn existente entre el contenido en agua, la temperatura
y la concentracion de levaduras osmdfilas presentes en la miel. Por lo general, cuando la
humedad es inferior al 17%, la miel no fermenta (en el periodo de un afo), sea cual sea el
contenido de levaduras osmdfilas. En el caso de la miel de «Calluna vulgaris», el limite
permitido es superior (23%) porque contiene una sustancia gelatinosa de naturaleza proteica

que provoca mayor retencidon de agua, sin que exista peligro de fermentacion.

4.3. SUSTANCIAS NITROGENADAS

La miel contiene en torno al 0,7% de componentes nitrogenados, principalmente en forma de
proteinas, enzimas y aminoacidos libres.

El contenido proteico procede del néctar o del mielato, del polen y de las propias abejas. La
mayoria de estas proteinas son enzimas. Las mieles que proceden de plantas con mucha

cantidad de polen tienen mayor porcentaje proteico (mieles de castafio o viborera), ya que el
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polen de las plantas esta compuesto principalmente por proteinas. También hay mieles bajas
en proteinas como las de acacia, azahar y tilo (Garcia Pérez 2003).

Las proteinas influyen en la tension superficial y son responsables de la capacidad de
formacion de espuma de ciertas mieles, como la miel de alforféon (Fagopyrum esculentum).

Algunas de las proteinas encontradas en la miel son albuminas, globulinas y peptonas.

El contenido de aminoacidos libres en miel es pequefo, encontrandose los valores mas
altos en las mieles de mielada. Los aminoacidos pueden provenir tanto de origen animal
(secreciones de las abejas), como de origen vegetal (néctar, mielato y polen). Ademas de las
cantidades, las proporciones de los aminoacidos dependeran del origen de la miel (néctar o
mielato). La prolina, que procede de las secreciones salivares de la abeja, es el aminoacido
mayoritario representando como minimo el 50 % de los aminoacidos de la miel. La prolina
podria utilizarse como posible indicador de maduracién o de adulteracién de la miel puesto
que valores anormalmente bajos pueden indicar que la miel ha sido recogida inmadura o que
las abejas han sido alimentadas con azucar comercial en tanto que valores muy altos pueden

indicar la adulteracién de la miel con colageno (White y Rudyj, 1978).

En la miel, ademas de prolina se han encontrado otros 26 aminoacidos libres entre los que
destacan la lisina, la fenilalanina, la tirosina, el acido glutamico y el acido aspartico. Al ser el
polen la mayor fuente de aminoéacidos en la miel, el perfil de aminoacidos podria ser utilizado

como marcador del origen botanico e incluso geografico de la miel (Cometto et al., 2003).

Como se haindicado anteriormente muchas proteinas de la miel poseen actividad enzimatica,
Estas enzimas, que son fundamentales para la transformacion del néctar o mielatos en miel,
provienen de los jugos salivares y secreciones faringeas de la abeja obrera, aunque también
pueden tener su origen en la savia de las plantas, en el polen, en los insectos productores de
mielatos o en microorganismos presentes en la miel. La presencia de enzimas es una
caracteristica que diferencia a la miel de otros edulcorantes, son termolabiles y su actividad
disminuye con el paso del tiempo, por eso su presencia es indicadora de calidad en la miel.
Las tres enzimas mas importantes de la miel son:

Diastasa (o a-amilasa), procede tanto de la abeja como del néctar. Descompone el almidon
(la sustancia de reserva mas abundante del reino vegetal, aunque no es muy frecuente en
néctar), los oligo y polisacaridos, en pequefias unidades de azucares simples (Ortiz Valbuena
et al.,, 1996). Es la enzima mas resistente al calor y por ello se utiliza como indicador de
frescura, existiendo un limite minimo de diastasas en la legislacién (BOE, 2003).

Invertasa (también conocida como sacarasa o a-glucosidasa), es responsable de la hidrdlisis
de la sacarosa del néctar o de los mielatos en fructosa y glucosa, siendo la maxima
responsable de los cambios que ocurren en los procesos de formacién y durante la
maduracion de la miel. Se produce en las glandulas hipofaringeas de las abejas. Esta enzima

posee accion transglucosilasa, produciéndose en los pasos intermedios de esta reaccién
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varios oligosacaridos, entre los que destacan la erlosa y la maltosa. Es una enzima muy
termolabil (Cavia, 2002) por esta razén podria utilizarse como indicador de frescura y
envejecimiento de la miel.

Glucosa oxidasa, se produce en las glandulas faringeas de las abejas para transformar la

glucosa en acido glucénico y también produce gluconolactona que esta en equilibrio con el
acido gluconico. Esta enzima es responsable de la formacion de perdxido de hidréogeno, que
es uno de los principales compuestos responsables de la actividad antibacteriana de la miel.
La glucosa-oxidasa puede ser utilizada como indicador de calidad por su labilidad, ya que su
reducciéon o ausencia se pueden relacionar con alteraciones que haya sufrido el producto
como por ejemplo un calentamiento excesivo, adulteracién o envejecimiento de la miel (Ortiz
Valbuena, 1992). Es mas sensible al calor que las dos anteriores, inactivandose totalmente a
60°C.

Otras enzimas que podemos encontrar en la miel son la catalasa, la acido fosfatasa, la 3-
glucosidasa y diversas proteasas.

4.4. ACIDOS

Los &cidos organicos presentes en la miel contribuyen a su sabor, aportando una ligera
acidez, y son responsables, en parte, de la resistencia de la miel frente al ataque de
microorganismos. Los acidos en la miel se encuentran en un porcentaje muy bajo,
aproximadamente del 0,5%. Se hallan como acidos libres y también como lactonas (reserva
potencial de acidez, cuando la miel se alcaliniza). El acido glucénico, formado a partir de la
glucosa, es el mas abundante, se encuentra en equilibrio con la gluconolactona, se produce
por accion de la glucosa-oxidasa sobre la glucosa, es por ello que durante la maduracion de
la miel aumenta su acidez (Tosi et al., 2000; Cavia, et al., 2007).

En la miel ademas de glucénico estan presentes otros acidos como el formico o el oxalico
cuyo origen es fundamentalmente animal y otros como el los acidos succinico, malico,
maleico, butirico, citrico o acético de origen vegetal (Ortiz Valbuena, 1992). Se ha demostrado
que el contenido de estos acidos varia segun el origen de la miel. Todos ellos se disocian en
solucion acuosa liberando al medio iones hidrogeno. La concentracién de estos iones se

determina midiendo el pH, que en la miel oscila entre 3,4 y 6,4 aproximadamente.

4.5. CENIZAS/ MINERALES

Su contenido es bajo y varia notablemente en funcién del origen botanico, el manejo del
apicultor, las técnicas de extraccion, las condiciones del suelo, y las climaticas. El mineral
mas abundante en mieles es el potasio que representa hasta un 80% de los minerales. En
mucha menor proporcién se han encontrado otros minerales entre los que destacan Ca, Na,
Fe, P, Mg, Zn, Cu y Mn (De Lorenzo, 2002).

Algunos investigadores consideran que no existe una evidencia clara que permita relacionar
minerales y origen botanico, si bien las mieles de mielada poseen un contenido en minerales

entorno al 1% superior al de las mieles de néctar que poseen valores alrededor del 0,2%. Lo
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que si se ha podido establecer en una relacidon del contenido en algunos minerales con el
origen geografico de la miel (Anklam, 1998).

Las cenizas de la miel se han usado tradicionalmente como parametro de la cantidad de
minerales. Actualmente se evallan a través de la conductividad eléctrica de la miel disuelta

en agua, debido a que es una técnica mas rapida, precisa y barata (Acquarone et al., 2007).

4.6. VITAMINAS

Las vitaminas presentes en la miel proceden del polen y de otras partes de la planta de origen,
pero se encuentran en niveles tan bajos que no tienen importancia nutricional. Los grupos
vitaminicos mas importantes son los hidrosolubles (vitamina C y del grupo B); también se han
detectado vitaminas A, D y E, pero de forma mas esporadica (Horn,1996).

El contenido de vitaminas en la miel filtrada disminuye de forma considerable, hasta un 45%
(excepto la vitamina K), debido a la pérdida de polen. La oxidacion del acido ascérbico por el
peréxido de hidréogeno producido por la glucosa oxidasa supone asimismo importantes
pérdidas de Vitamina C. Existen pocas investigaciones publicadas sobre vitaminas en mieles

debido a los bajos niveles y la inestabilidad de estos compuestos.

4.7. COMPUESTOS FENOLICOS

Los polifenoles son compuestos organicos que poseen uno o mas anillos aromaticos y grupos
hidroxilos unidos a él (Bogdanov et al., 2004). Son unos de los principales metabolitos
secundarios de las plantas y su presencia en el reino animal se debe a la ingestién de éstas
ya que se encuentran en casi todos los alimentos de origen vegetal. Son metabolitos
secundarios, relativamente polares y tienden a ser solubles en agua. Provienen del néctar o
de secreciones de las plantas, por ello su estudio puede ser util para la clasificacion botanica
de las mieles (Escriche et al., 2014; Tanleque-Alberto et al., 2020).

Los criterios para clasificar estos compuestos no estan claramente definidos, una forma de

hacerlo es, segun su estructura, diferenciandose dos grandes grupos (Gémez Romero, 2010).

ACIDOS FENOLICOS

Estos compuestos tienen una funcién carboxilica y un grupo hidroxilico fendlico, derivan del

acido benzoico (acido vanilico, acido galico o acido siringico) y del acido cinamico (acido
clorogénico, acido cafeico, acido ferulico, acido sinaptico, acido p-cumarico o acido elagico).
Su estructura quimica puede verse en las Figuras 11 y 12 respectivamente (Valdez Palomino
2014).

Los acidos fendlicos tienen gran importancia debido a su amplia actividad biolégica ya que

poseen propiedades antioxidantes, antivirales, antitumorales, antifingicas, antimutagénicas,

hepatoprotectoras y antiinflamatorias (Valdez Palomino, 2014).
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Figura 11. Derivados del dcido benzoico C6-C1 (Valdez Palomino, 2014)
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Figura 12. Derivados del dacido cindmico C6-C3 (Valdez Palomino, 2014)

FLAVONOIDES

Los flavonoides son sintetizados en cantidades substanciales por las plantas y comprenden
alrededor de 4000 compuestos identificados. Se encuentran, sobre todo, en las partes de la
planta mas expuestas al sol, como hojas, frutos y flores, ya que la luz solar favorece su
sintesis. Estos compuestos son importantes para la planta, al igual que ocurre con la mayor
parte de metabolitos secundarios, porque ademas de ser responsables de la coloracién de
muchas flores, frutos y hojas, intervienen en la polinizacion atrayendo a los insectos. Aunque
su presencia en la miel es muy baja, encontrandose de forma méas abundante en las mieles
oscuras, son compuestos muy importantes por su contribucion en las propiedades
antioxidantes (Gheldof et al., 2002; Bogdanov et al., 2008; Oroian y Escriche, 2015; Tanleque-
Alberto y Escriche, 2020).

Se caracterizan por poseer dos anillos aromaticos bencénicos unidos por un puente de tres
atomos de carbono, con la estructura general C6-C3-C6, pueden formar o no un tercer anillo.
En la Figura 13 se representa el nicleo basico de los flavonoides (Valdez Palomino 2014).
Los atomos de carbono en los anillos C y A se numeran del 1 al 8 y los del anillo B desde
el 1" al 6’. Poseen un carbonilo en posicién 4 y las variaciones se producen en las posiciones
1, 2 y 3 de launidad C y en el anillo B. Estos compuestos se clasifican en funciéon del estado
de oxidacion del anillo heterociclico (anillo C) y de la posicién del anillo B. Dentro de cada
familia existe una gran variedad de compuestos diferentes entre si segun el nimero y la
posicion de los grupos hidroxilos, y por los distintos grupos funcionales que pueden presentar

(metilos, azucares, acidos organicos) (Quifiones et al., 2012).
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Figura 13. Nicleo bdsico de los flavonoides (Valdez Palomino, 2014)

En la Figura 14 se muestra la subdivision de los flavonoides en 13 clases (Valdez Palomino
2014).

Flavonoides
Chalconas Dihidrochalconas Auronas Flavonas Flavonoles Dihidroflavonoles Flavanonas
10
HaC
Flavanoles Flavandioles o Antocianidinas ; ; Taninos condensados
(catequinas)  leucoantocianidinas  (antocianinas si SO Flofninedes o proantocianidinas

esta glucosado)

° 2 o S

J e
'OH OH ZoH

Figura 14. Clasificacion de flavonoides (Gémez Romero, 2010)

Dentro del grupo de los flavonoides propiamente dichos, los més destacables por su interés
farmacolégico son las flavonas y los flavonoles. Como puede verse en la Figura 14, las
flavonas, tienen un grupo carbonilo en posicidn 4 del anillo C y carecen del grupo hidroxilo en
posicion C3 y los flavonoles, contienen un grupo carbonilo en posicion 4 y un grupo OH en
posicion 3 del anillo C (Martinez-Flérez et al., 2002).

Dentro de las flavonas el componente mas representativo es la luteina y de los flavonoles la
quercetina, que es el flavonol amarillo del polen de muchas fagaceas (Quercus sp.) (Garcia 'y
Zavaleta, 2009); su distribucién y su concentracién pueden ser distintas incluso en la misma
planta (Quifiones et al., 2012).

Los flavonoides se encuentran sobre todo como glucésidos, pero también pueden aparecer
en forma libre (llamados agliconas flavonoides). Otras formas en las que pueden presentarse
son como sulfatos, dimeros o polimeros. Los glucésidos se pueden encontrar de dos formas:

como O-glucosidos con los carbohidratos ligados a través de atomos de oxigeno (enlace
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hemiacetal), o como C-glucésidos con los carbohidratos ligados a través de enlaces carbono-
carbono. De todas estas formas naturales, los O-glucésidos son los mayoritarios (Quifiones
et al., 2012).

Los flavonoides contienen en su estructura quimica un numero variable de grupos hidroxilo
fendlicos con grandes propiedades de quelacidn del hierro y otros metales de transicion. Esta
accion antioxidante de los flavonoides depende principalmente de su capacidad de quelar
metales y de reducir radicales libres, impidiendo las reacciones catalizadoras de los radicales
libres. Desempefian un papel fundamental en la proteccion frente al dafio oxidativo, y tienen

efectos terapéuticos en un elevado numero de patologias (Lépez Luengo, 2002).

4.8. COMPUESTOS VOLATILES

El aroma de la miel se atribuye a varios compuestos quimicos volatiles de bajo peso molecular
que proceden directamente de las flores visitadas por las abejas, se originan a partir de
componentes vegetales mediante la generacion directa de compuestos aromaticos por las
abejas, asi como la termogeneracion de compuestos aromaticos y la accion de
microorganismos (Serra y Ventura, 2003; Baroni et al., 2006).

Los componentes de la fraccién volatil son relativamente complejos, ya que se presentan a
muy bajas concentraciones y con escasa estabilidad quimica. Su concentracion se puede
alterar por un calentamiento excesivo o a una inadecuada conservacion de las mieles
(Visquert, 2015).

Los principales compuestos volatiles de la miel aparecen como mezclas complejas de
diferentes estructuras quimicas como terpenoides, norisoprenoides, compuestos alifaticos,
derivados de benceno y compuestos ciclicos. Sus diferentes concentraciones y la existencia
de algunos compuestos especificos de ciertos origenes, otorgan a las mieles matices
aromaticos que permiten su diferenciacion (Zhou et al., 2002; Alissandrakis et al., 2003;
Bastos y Alves, 2003).

El perfil aromatico de la miel, junto con la identificacién de marcadores quimicos volatiles, ha
demostrado ser eficaz en la determinacion del origen botanico y geografico de la miel, asi

como en la deteccion de posibles adulteraciones (Cuevas-Glory et al., 2007).

4.9. LIPIDOS

Los lipidos de la miel provienen, principalmente, de las plantas y de los restos de cera y tan
solo constituyen el 0,04% de la miel. Entre los lipidos presentes en la miel aparecen glicéridos,
esteroles, fosfolipidos y acidos grasos como el acido laurico, el pentadecanoico, el palmitico

y el oleico (Saenz y Gomez, 2000; Sabatini, 2007).

4.10. HIDROXIMETILFURFURAL

El hidroximetilfurfural (HMF) es un aldehido ciclico que se forma en las mieles a temperatura

ambiente a partir de deshidratacion de la fructosa en medio acido. Se encuentra en mieles
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frescas, aunque en pequefas cantidades. Su presencia suele indicar una pérdida de frescura
y calidad en la miel. El calentamiento acelera su apariciéon. La normativa actual (BOE, 2003),
permite un contenido no superior a 40 mg/kg de HFM. En el caso de mieles de origen
declarado procedente de regiones de clima tropical y mezclas de estas mieles se permite una
cantidad no superior a 80 mg/kg.

La concentracion de HMF esta en relacion directa con el grado de calentamiento al que ha
sido sometida la miel y con su grado de envejecimiento (Fallico et al., 2004).

Normalmente, en la miel recién cosechada no existe HMF, ya que esta miel proviene de un
néctar recientemente segregado por las plantas y es depositada por las abejas en los panales.
Durante el procesado, con el objetivo de fluidificar la miel, algunos apicultores someten a la
miel a una serie de calentamientos que retrasan su cristalizacion y evitan posibles
fermentaciones, pero provocan un aumento del contenido de HMF.

El aumento de hidroximetilfurfural depende sobre todo de la relacion existente entre la
temperatura de calentamiento y el tiempo que dura este calentamiento, por eso es tan
importante controlar las diferentes etapas desde que la miel es recolectada hasta que llega a
sus puntos de venta. Una vez la miel es envasada, el aumento de HMF va a depender de las
condiciones de almacenamiento.

En definitiva, tanto el paso del tiempo como la temperatura son factores que afectan
decisivamente en el deterioro de las propiedades beneficiosas de la miel. EI HMF es el
parametro que normalmente se usa para evaluar la pérdida de calidad de la miel, pero no
existe una regla definida que permita conocer como aumenta este parametro al someter las
mieles a unas condiciones determinadas.

Por ultimo, cabe sefalar, que el hidroximetilfurfural es una sustancia que en los niveles
legalmente permitidos en la miel no supone ningun riesgo para la salud humana, si bien a

concentraciones muy superiores puede incluso llegar a ser téxico (Guadalix et al., 2002).

4.11. PIGMENTOS

Los pigmentos se encuentran en muy baja cantidad, pero tienen gran importancia al influir de
modo decisivo en la coloracion de la miel que es una caracteristica importante por su relacion
con el origen botanico y también por afectar a la aceptabilidad por parte de los consumidores
(Visquert, 2015). Podemos clasificar los pigmentos en dos grupos segun su solubilidad:
liposolubles como los carotenoides, e hidrosolubles, como algunos polifenélicos que por
oxidacién dan compuestos oscuros. En las mieles oscuras predominan los pigmentos

hidrosolubles y en las claras los liposolubles (Diaz-Moreno, 2009).

4.12. COMPUESTOS TOXICOS

Algunas mieles pueden contener en su composicion compuestos téxicos sintetizados por las
plantas o insectos, como alcaloides pirrolizidinicos o contaminantes como pesticidas y
antibidticos (Kempf et al., 2008; Lucchetti et al., 2016). Los principales compuestos toxicos

que han aparecido en algunas mieles son los alcaloides de pirrolizidina e hidrocarburos
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ciclicos polihidroxilados (diterpenoides), conocidos como grayanotoxinas (Islam et al., 2014;
Johnson, 2015). Los alcaloides de pirrolizidina de las mieles pueden convertirse en un
importante riesgo para la salud sobre todo por sus efectos hepatotdxicos, se han identificado
alrededor de 600 estructuras diferentes (Oplatowska et al., 2014), que aparecen en dos
formas principalmente; bases terciarias y sus correspondientes N-6xidos (Beales et al., 2004).
Las grayanotoxinas tienen una importancia menor ya que se dan en menor numero de mieles
(fundamentalmente mieles de Rhododendron) y sus efectos son menos graves.

Otros compuestos toxicos de la miel son los hidrocarburos aromaticos policiclicos que estan
presentes en los contaminantes ambientales organicos y que pueden ser agentes mutagenos
y/o cancerigenos. Estos compuestos se forman en los procesos industriales y actividades
humanas (como el refinamiento del petréleo, la metalurgia, las calefacciones o emisiones de
automoviles) y también aparecen en procesos de combustion natural (como erupciones
volcanicas o incendios forestales) (Dobrinas et al., 2008; Ciemniak et al., 2013; lwegbue et
al., 2016). Dobrinas et al. (2008) mostraron que la miel producida en montafia y zonas rurales
estaba menos contaminada que la miel de zonas urbanas. Otros posibles contaminantes

cuyos niveles hay que controlar en mieles son los plaguicidas y los antibidticos.

PROPIEDADES BIOLOGICAS

La miel es una extraordinaria fuente de energia, posee altos valores nutricionales (330
kcal/100gr), presenta carbohidratos de rapida absorcion (El-Arab et al., 2006) y es el Unico
concentrado de azucares presente en casi cualquier parte del mundo (Krell, 1996). Debido a
su composicion quimica tiene importantes propiedades bioldgicas, entre las que destacan las
antioxidantes, antibacterianas y antiinflamatorias. Su uso se remonta a hace miles de afios
ya que la apicultura data del Neolitico (entre 6000 y 2500 afios a.C), con los inicios de la
agricultura. Los registros escritos mas antiguos en papiros y tablas de arcilla demuestran
claramente que los egipcios usaban la miel como medicina antes de 1900 a 1250 a.C en
trastornos digestivos y en unglentos para llagas y heridas. Esta civilizacion ademas usaba la
miel en las ceremonias de embalsamamiento y la depositaban en las tumbas de los faraones,
costumbre que desvelod su gran capacidad de conservacion. El cientifico y filosofo Aristoteles
(384-322 a.C.) considero la miel como un buen ungiiento para los ojos y las heridas, mientras
que Dioscdrides (50 d.C.) describié la miel como efectiva para todas las ulceras podridas y
huecas, quemaduras solares, tos e inflamacién de la garganta y las amigdalas (Otero-Salinas,
2018). Los antiguos griegos usaban la miel para tratar la fatiga y sus atletas utilizaban una
mezcla de miel y agua antes de los eventos atléticos mas importantes. Los antiguos chinos,
griegos, egipcios, asirios y romanos también usaban la miel para tratar heridas e infecciones
intestinales (Ball, 2007). Los romanos, ademas de usarlo como Unico edulcorante conocido,
descubrieron su utilidad como conservante alimentario (Garcia Pérez, 2003). La miel ha
ocupado un lugar importante en la medicina tradicional durante siglos (Vit et al., 2015).

Durante la ultima década, diversas investigaciones sobre la miel, han confirmado sus

23



Introduccion

diferentes propiedades, tales como antioxidantes, antiinflamatorias, antibacterianas,
antivirales, antiulcerosas, antihiperlipidémicas, antidiabéticas y anticancerigenas (Viuda-
Martos et al., 2008; Pichichero et al., 2009).

En la actualidad se emplea en numerosos procesos, como en el tratamiento de enfermedades
de garganta, asma, desérdenes gastrointestinales, heridas infectadas y crénicas, ulceras de
piel y cataratas, entre otros (Basson y Glober 2008). Los datos obtenidos en el Laboratorio de
Nutricién Deportiva y Ejercicio de la universidad de Memphis mostraron que la miel se puede
utilizar de forma eficaz, en lugar de la glucosa, para la reposicion de energia durante el
ejercicio fisico, sugiriendo que la miel es el mejor sustituto de la glucosa. Por lo tanto, la miel
se ha descrito como un alimento bien tolerado y una fuente eficaz de carbohidratos para los
atletas (Ajibola et al., 2012). Con respecto al indice glucémico, si se compara con la sacarosa,
la miel es una opcidn de comida mas saludable (Al-Khalidi et al., 1980). El principal
monosacarido de la miel es la fructosa que tiene un indice glucémico de 19, frente al de la
sacarosa que es de 68 (Bogdanov, 2017b). Arcot y Brand-Miller (2005) observaron una
correlacion negativa entre el indice glucémico de la miel y la concentracién de fructosa, por lo
que las mieles ricas en fructosa podrian ser beneficiosas en el control mas estricto del
aumento de glucosa en sangre de pacientes diabéticos (Jenkins et al., 2002). La miel también
contiene sustancias saludables como colina y acetilcolina. La colina desempeia un papel
fundamental en las enfermedades cardiovasculares y funcién cerebral, asi como en la
composicién y reparacion de la membrana celular, la acetilcolina funciona como un
neurotransmisor (Bogdanov, 2017b).

La ingesta de miel también puede presentar efectos adversos en determinadas situaciones,
por un lado, el potencial alergénico de algunos compuestos de las abejas o proteinas
vegetales presentes en la miel (Simon et al., 2009), y por otro el riesgo a que la miel presente
esporas de la bacteria Clostridium botulinum. Se recomienda no dar miel de abeja ni sus
derivados a nifios menores de un afo, ya que estas esporas al llegar al intestino del bebé
pueden germinar y liberar la toxina botulinica (Brown, 2000; Manyi-Loh et al., 2011), sin
embargo, no existe ningun riesgo en la ingesta de miel por parte de humanos mayores de 12
meses (Bogdanov, 2017b).

5.1. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La oxidacién es una reaccion bioquimica en cadena que produce radicales libres que pueden
danar las células, los tejidos y, en ultima instancia, las funciones fisioldgicas (Otero-Salinas,
2018). Los compuestos antioxidantes tienen la facilidad de ceder de forma casi espontanea,
un electrén, desactivando los radicales libres. Cuando encuentran un radical libre, detienen la
reaccion en cadena, el radical libre se estabiliza dejando de generar radicales libres y el
antioxidante se oxida convirtiéndose en una sustancia inocua (Leén-Ruiz, 2013). Actualmente
el interés se ha centrado en los antioxidantes dietéticos por su efecto protector contra el dafio
oxidativo. Los antioxidantes tienen una amplia variedad de actividades bioquimicas, que

incluyen la inhibicién de la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno,
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la captacion directa o indirecta de radicales libres y la alteracion de potencial redox intracelular
(Carvajal, 2019).

Los compuestos antioxidantes actian como protectores de enfermedades en los seres vivos
al neutralizar oxidantes y radicales libres, de modo que previenen dafios moleculares en los
lipidos de las membranas celulares, proteinas y acidos nucleicos (Schramm et al., 2003).
Especial interés tienen las especies reactivas del oxigeno como el anién superdxido, el radical
peroxilo o el radical hidroxilo, que pueden ser generadas en el medio ambiente o como
consecuencia del metabolismo celular y que pueden provocar dafios celulares relacionados
con fendmenos de mutagénesis, cancer, envejecimiento o arteriosclerosis.

Numerosos estudios evidencian el potencial antioxidante de la miel por la cantidad de
compuestos antioxidantes que posee en concentraciones similares al de frutas y hortalizas
(Chen et al., 2000; Gheldof et al., 2002; Schramm et al., 2003). Los principales antioxidantes
presentes en la miel son: acidos fendlicos (acido benzoico y acido cinamico), flavonoides
(flavonoles, flavonas y flavonones), acidos organicos (acido oxalico, glucénico, malico y
citrico), algunas enzimas (glucosa oxidasa, catalasa, etc.), productos de la reacciéon de
Maillard, acido ascoérbico, péptidos y proteinas. Los efectos antioxidantes de estos
compuestos no solo se ejercen a nivel individual, sino que se han observado efectos
sinérgicos (Gheldof et al., 2002; Khalil et al., 2012; Perna et al., 2013).

La cantidad de flavonoides presentes en la miel depende de su origen botanico (Gheldof et
al., 2002). Las mieles mas oscuras y turbias como las de brezo, castafio o mielada
generalmente presentan mayor contenido en sustancias antioxidantes que las claras y
transparentes como las de acacia, romero, espliego o azahar. Esta diferencia se debe sobre
todo a la mayor cantidad de compuestos fendlicos en las mieles oscuras (Chen et al., 2000;
Taormina et al., 2001; Kesi¢ et al., 2009; Alvarez-Suarez et al., 2009; Cimpoiu et al., 2013;
Meo et al., 2017). También se ha visto que las condiciones y el tiempo de almacenamiento
tienen efecto sobre la capacidad antioxidante de la miel, existiendo estudios que hablan de
un aumento de la actividad antioxidante con el tiempo de almacenamiento, y en cambio otros
que dicen que disminuye (Braghini et al., 2020; Turkmen et al., 2006).

En varios estudios se ha revisado la importancia del uso de la miel como agente protector en
situaciones de dafio hepatico, radiacién, inflamacién y otras patologias relacionadas con
estrés oxidativo (Boukrad, 2014; Bogdanov, 2017b) ya que, por su actividad antioxidante, la
miel podria jugar un importante papel en el manejo de enfermedades crénicas asociadas al
estrés oxidativo (Erejuwa et al.,, 2011; Erejuwa et al., 2012; Boukra3, 2014). El estrés
oxidativo es una de las principales causas de neuro inflamacion, que conduce a la apoptosis
y muerte neuronal. En los procesos neurodegenerativos, la miel puede tener una actividad
significativa contra la hipoperfusion cerebral crénica, uno de los factores que contribuyen a la
enfermedad de Alzheimer (Goes et al., 2017).

Relacionado con la actividad antioxidante de la miel, existen estudios que aseguran que su
ingesta inhibe la oxidacion de lipoproteinas séricas humanas (Gheldof et al., 2002; Schramm

et al., 2003). Ademas, se ha determinado que el papel de los compuestos fendlicos de la miel
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en las membranas de los gldbulos rojos humanos limita el dafio oxidativo por la asimilacion
en la membrana celular y su capacidad de entrar y alcanzar el citosol. Se concluye con esto
que la miel contiene antioxidantes necesarios para la actividad biolégica, la defensa y el
aumento de las funciones de los glébulos rojos (Alvarez-Suarez et al., 2009). Estas
afirmaciones han sido corroboradas a través de estudios de biodisponibilidad de antioxidantes
en las células, tejidos y 6rganos en estudios in vivo. Se ha comprobado un aumento de la
actividad antioxidante en plasma tras la ingestion de miel, con la consiguiente inactivacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) presentes en la sangre y evitando asi los efectos
adversos de su llegada a las células. En este sentido numerosos autores promueven la
sustitucion de los edulcorantes tradicionales por miel (Schramm et al., 2003).

Por otra parte, en varios articulos se estudia el empleo de la miel para evitar y retrasar el
deterioro de los alimentos debido a las reacciones oxidativas, protegiendo a frutas y hortalizas
del pardeamiento oxidativo y a las carnes de oxidaciones lipidicas. En uno de esos estudios
se investigo el efecto de dos concentraciones diferentes (1,0 % y 1,5 %) de miel de abeja sin
aguijon de Malasia para recubrir papayas durante el almacenamiento. El recubrimiento con
1,5 % de esa miel tuvo un gran potencial para retrasar el proceso de maduracion durante el
almacenamiento de la fruta (Maringgal et al., 2020). Péttorak et al. (2019) realizaron un estudio
para examinar la influencia de los componentes bioactivos de la miel multifloral sobre la
calidad y caracteristicas sensoriales de los embutidos. Las salchichas a las que se anadieron
componentes bioactivos presentaron mayores propiedades antioxidantes, mayores valores
de fenoles totales y mayor actividad antiinflamatoria. Los mejores resultados se obtuvieron
cuando se utilizé el nivel mas alto de compuestos bioactivos. En otro estudio se demostrd
que la miel multifloral mejora los efectos antioxidantes, antiinflamatorios y antimicrobianos de
los embutidos almacenados (Péttorak et al., 2018), concluyendo que la miel es un antioxidante

natural util para la conservacion de los alimentos.

5.2. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

El uso de la miel como medicina se remonta a tiempos inmemoriales, aunque fue en 1982
cuando se describio su actividad antimicrobiana por primera vez. El avance de los antibiéticos
en la medicina occidental desplazé la aplicacion de la miel a un segundo plano. Desde hace
un par de décadas se ha redescubierto como tratamiento para ullceras infectadas, heridas,
quemaduras, escaras y gastroenteritis bacterianas en nifios, sobre todo en algunas
resistencias a antibiéticos (Molan, 1992). El efecto bacteriostatico y bactericida de las mieles
frescas y sin calentar se ha demostrado frente a numerosas bacterias, muchas de ellas
patdgenas (Lin et al., 2011; Voidarou et al., 2011; Mohapatra et al., 2012). El primero depende
principalmente de la concentraciéon de la miel, mientras que el efecto bactericida depende
tanto de la concentracion de la miel como del tiempo de accion (Bogdanov, 2017b). Se ha
estudiado la sensibilidad que presentan muchas bacterias frente a la miel, entre otras
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp.,

Streptococcus spp y Shighella spp (Osés et al., 2016).
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En cuanto a la actividad de las mieles frente a hongos y levaduras, existen estudios que
muestran que, segun su composicion, varias mieles poseen capacidad antifungica (Al-Waili
et al., 2013). Mas concretamente, se ha mostrado que algunas mieles tienen actividad contra
dermatofitos y frente a hongos, sobre todo del género Candida (Ahmed et al., 2012).

Se ha observado que la miel también inhibe in vitro el crecimiento de virus como el de la
Rubeola (Zeina et al., 1996) y de algunas especies de parasitos de los géneros Leishmania
(Bahrami et al., 2011) y Echinococcus (Kilicoglu et al., 2006).

El mecanismo antibacteriano de la miel no se conoce por completo, pero muchos
investigadores afirman que la miel inhibe el crecimiento bacteriano a causa de varios factores;
los mas importantes son la alta concentracion de azucar; el bajo contenido de humedad
(actividad del agua entre 0,56 y 0,62), que dificulta el crecimiento de casi cualquier
microorganismo; el bajo pH; la produccion de peréxido de hidrégeno y la presencia de
flavonoides, compuestos fendlicos y otros componentes fitoquimicos como metilglioxal,
leptosina, melanoidinas y radicales hidroxilo (Osés et al., 2016).

El perdxido de hidrégeno es uno de los principales componentes responsable de la actividad
antibacteriana de la miel y fue el primer compuesto antibacteriano estudiado en este alimento
(Brudzynski, 2006). La glucosa oxidasa sintetizada en las glandulas hipofaringeas de las
abejas cataliza la formacién de peroxido de hidrogeno en el proceso de oxidacion de la
glucosa a acido gluconico (Weston et al.,1999). La actividad de la glucosa oxidasa se ve muy
reducida en presencia de elevadas concentraciones de azlcares por lo que permanece casi
inactiva a no ser que la miel se diluya, por ello la miel natural apenas posee H202, pero al
entrar en contacto con una herida se diluye la miel con los fluidos de la herida y se produce
in situ el agua oxigenada con el efecto antiséptico correspondiente en la herida tratada (White
et al., 1963; Weston, 2000). La actividad antibacteriana del peréxido de la miel es sensible al
calor, la luz y el almacenamiento (Bogdanov,1997), por lo que Bogdanov (2017b) recomendd
el almacenamiento de la miel en lugares frescos y oscuros, y utilizar miel fresca.

Varios estudios han mostrado que la destruccién del H20: por adicion de catalasa a la miel
diluida no elimina completamente el efecto antibacteriano por lo que en la miel existen otros
compuestos con dicha actividad lo que se conoce como actividad antibacteriana no peroxido
de la miel que depende en gran medida del origen floral de la misma. Entre las substancias
responsables de esta actividad tenemos compuestos presentes en numerosas mieles como
los flavonoides (flavonas, flavonoles, flavononas y dehidroflavonoles) (Cushnie y Lamb,
2005), compuestos fendlicos (acidos cinamicos y sus ésteres) (Aljadi y Yusoff, 2003) o la
enzima lisozima (Snowdon y Cliver, 1996). Estos compuestos son resistentes a la luz y al
calor con lo que mantienen su actividad durante mas tiempo que el H202 (Bogdanov, 1997).
Otros estudios han demostrado que el metilglioxal (MGO) y la royalisina (defensina-1 de
abeja) son los compuestos no-perdxido principalmente responsables de la actividad
antibacteriana en algunas mieles. Las mieles de manuka (Leptospermum scoparium),
originarias de Nueva Zelanda, contienen niveles muy altos de MGO (Mauvrick et al., 2008).

Esta miel es muy conocida por sus propiedades antimicrobianas, ya que presenta efecto
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inhibidor frente a 60 especies bacterianas, incluyendo aerdbicas, anaerébicas, Gram-
positivas y Gram-negativas (Khan et al., 2017). También se ha comprobado que las mieles
de manuka presentan efectos inhibidores contra el virus de la gripe (Watanabe et al., 2014) y
el MGO, en particular, manifiesta efectos contra el virus VIH1 (Behbahani, 2014). La actividad
antibacteriana de las mieles de manuka varia entre lotes (Allen et al., 1991; Oelschlaegel et
al., 2012), de modo que cada lote de esta miel debe ser analizado para determinar la actividad
antibacteriana, expresada como "factor manuka unico" (UMF). Cuanto mas alto sea el UMF,
mayor es la actividad antibacteriana. En general se acepta que la miel con un UMF de 10 es
apropiada para uso medicinal (Wallace et al., 2009). Se ha encontrado MGO en mieles de
diferentes fuentes botanicas, pero sus concentraciones han sido mucho mas bajas que en las
mieles de manuka (Paulus et al., 2012). Algunas personas pueden presentar efectos
negativos al consumir mieles de manuka con UMF alto (20-30) por lo que el nivel de UMF
Optimo para uso terapéutico se situa en niveles de 10 a18 (Adam et al., 2008; Mavric et al.,
2008).

En cuanto a la royalisina (defensina-1 de abeja), Kwakman et al. (2012) demostré que la miel
contiene este compuesto, que forma parte del sistema inmune de la abeja, atribuyéndole gran
parte de las propiedades antibacterianas de la miel. Es un péptido antimicrobiano (AMP)
identificado en la hemolinfa (el sistema sanguineo de abeja) y las glandulas hipofaringeas de
las abejas (Nolan et al., 2019). Su papel dentro de la abeja es el de una respuesta inmune
innata, presentando actividad contra hongos, levaduras, protozoos y bacterias Gram positivas
(sobre todo B. subtilis, S. aureus y Paenibacillus larvae) y Gram negativas (Oryan et al., 2016),
sin embargo, tiene una eficacia limitada contra los organismos multirresistentes (Kwakman,
2012). Aunque no se ha dilucidado el mecanismo completo de accién de la defensina-1, se
ha demostrado que esta proteina de abeja puede ser importante en la cicatrizacion de heridas
(Bucekova et al., 2017).

Por ultimo, destacaremos que la miel por su actividad antimicrobiana y su capacidad de inhibir
la autofermentacién y el autodeterioro también es utilizada para aumentar la vida util de
diferentes alimentos (Machado De-Melo et al., 2018). Por ejemplo, la miel al 30% logré
mantener la calidad de ciertos pescados, susceptibles de pudrirse durante el proceso de
almacenamiento a temperatura ambiente porque tiene un contenido alto de agua y proteinas
(Hakim et al., 2019). Otro ejemplo es el estudio de Péttorak et al. (2018) donde la miel
multifloral retrasé el crecimiento microbiano en embutidos, aportandoles los beneficios de sus
polifenoles naturales, que pueden proteger contra enfermedades degenerativas. Ademas, la
capacidad de absorcién de humedad de la miel mejora la conservacion de productos de

panaderia (Kaur et al., 2021).

5.3. ACTIVIDAD ANTINFLAMATORIA

Numerosos estudios han avalado las propiedades antiinflamatorias de la miel, observando
que, en heridas sin infeccién bacteriana, la miel también demostré tener actividad

antiinflamatoria (Postmes, 2001). Dichos efectos fueron estudiados por Al-Waili y Boni (2003)
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observando como bajaban los niveles plasmaticos de prostaglandinas y tromboxano tras la
ingesta de miel. Se han realizado estudios que demuestran cierta actividad sobre algunas
enzimas como la ciclooxigenasa-1 y la ciclooxigenasa-2, impidiendo que contintien su funcion.
La miel también disminuye la cantidad de compuestos inflamatorios potentes, incluyendo las
prostaglandinas como la PGE2 (prostaglandina E2), la PGF2a (prostaglandina F2a) y el
tromboxano B2 en plasma (Erguder et al., 2008). Esta actividad es atribuida a compuestos de
tipo flavonoide, como la crisina y la galangina, que reducen la expresion del COX-2, enzima
clave para que se desencadene el proceso inflamatorio, inhiben la liberacién de citocinas
proinflamatorias, asi como las expresiones de la 6xido nitrico sintasa inducible y la produccién
de especies reactivas de oxigeno (Candiracci et al., 2012). Woo et al. (2005) y Kao et al.
(2010) demostraron que flavonoides como la crisina y la quercetina tenia actividades
antiinflamatorias similares, pero con diferentes mecanismos. Otro compuesto presente en la
miel con efecto antiinflamatorio es el éster feniletilico del acido cafeico que inhibe la secrecién
del acido araquidoénico en la membrana de la célula (Viuda Martos et al., 2008).

En varios experimentos realizados con animales de laboratorio también se ha demostrado
que la miel puede reducir la inflamacion (Owoyele et al., 2014; Bogdanov, 2017b). Kassim et
al. (2010) mostraron en ratas la reduccién de edemas tras la ingesta tanto de miel como de
sus extractos, por la inhibicién de mediadores inflamatorios. Para ratas con enfermedad
intestinal, la miel fue un tratamiento eficaz en la colitis inflamatoria, por la desactivacion de la
produccion de radicales libres, aunque segun los investigadores podria estar también
relacionado indirectamente con la actividad antibacteriana de este alimento (Bilsel et al.,
2002). Otro ejemplo es la reduccion de la inflamacion artificial provocada en conejos que la
miel llevo a cabo, posiblemente por una caida tanto de la actividad de la peroxidasa de la miel
como de la infiltracién de neutréfilos (Kassim et al., 2012), asi como la disminuciéon de la
inflamacion inducida por carragenina en la patas de ratas de experimentacién provocada por
miel de Gelam de Malasia (Hussein et al., 2013).

Al igual que con la actividad antimicrobiana existen algunas mieles que han demostrado una
mayor actividad antiinflamatoria, como son las mieles de rewarewa, manuka y kanuka de
Nueva Zelanda, que disminuyen la sintesis in vitro de superdxido de neutréfilos humanos
(Leong et al., 2012). La eficacia de la miel de manuka y sus componentes como agentes
antiinflamatorios también se ha comprobado en estudios que afirman que esta miel suprime
la produccién de citoquinas inflamatorias como la interleucinalp (IL-1B) e IL-6 (Gasparrini et
al., 2018). Es importante recordar que las citoquinas son mediadores necesarios para
conducir la respuesta inflamatoria hacia las regiones de infeccion y lesion, favoreciendo la
cicatrizacion apropiada de la herida (Lin et al., 2000).

Otros estudios que demuestran la actividad antiinflamatoria de las mieles son el de Biluca et
al. (2020) en el que dos de las ocho mieles de abejas sin aguijon del sur de Brasil analizadas
aumentaron la secrecion de citocinas antiinflamatorias (interleucina-10) o el de Osés et al.
(2020) en el que las actividades antiinflamatorias de las mieles de madrofio fueron

significativas y mostraron mayor actividad que sus extractos, obteniendo una inhibicién de la
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hialuronidasa entre 40 y 80%, mientras Da Silva et al. (2016) obtuvo valores de inhibicion de
40% en mieles de madrofio, 60% en mieles de citricos y de 80% en mieles de lavanda a una
concentracion de 35,7 g/l. Sin embargo, hay que tener en cuenta que los mecanismos
moleculares de la actividad antiinflamatoria de las mieles y de los flavonoides aun no se han
aclarado, precisando mas investigaciones para contrastar los procesos desencadenantes de

la actividad antiinflamatoria de la miel (Farooqui y Farooqui, 2014).

5.4. ACTIVIDAD ANTIHIPERTENSIVA

La hipertension es una enfermedad en si misma que provoca un importante porcentaje de
muertes y ademas actua como uno de los factores de riesgo cardiovascular mas importantes
(Poulter, 2003). La Organizacion Mundial de la Salud, OMS, calcula que la hipertensién
provoca mas del 60% de las enfermedades cerebro-vasculares y casi un 50% de la
enfermedad isquémica cardiaca. La hipertension es una de las causas principales de muerte
prematura en el mundo y una de las metas mundiales es reducir la prevalencia de la
hipertension en un 25% en 2025 (frente a los valores de 2010). Un problema adicional es el
aumento de la esperanza de vida ya que la hipertension aumenta con el envejecimiento. La
mayoria de las personas hipertensas ignoran que lo son, pues la enfermedad no siempre va
acompafiada de sintomas o signos de alerta, por eso se dice que mata silenciosamente y es
tan importante su control periddico (OMS, 2021).

La presion arterial esta controlada por diferentes vias, como se refleja en la Figura 15.

HIPOPERFUSION RENAL
T Sistema nervioso simpatico

1 NaCl en macula densa
T Tono arteriola aferente
Angiotensindgeno i

l 4——— Renina Activa +—— Prorerina

Angiotensina |

ECA 1 ECA 2

Angiotensina Il ¢ | y Angiotensina ll
(1-8) — (1-7)

Aldost. Hiperkalemia
4 RO 4 Aumento de ACTH

Hiponatremia

Figura 15. Esquema de control de la presion arterial (Benavente et al.,2010)

El sistema renina-angiotensina, junto con el sistema quinina-calicreina juegan un papel
importantisimo en el control de la presiéon arterial. Ambos sistemas estan regulados por la
enzima convertidora de angiotensina (ECA, en inglés ACE) por lo que su inhibicion tiene
efecto hipotensor. En base a esto el tratamiento actual de la hipertensién incluye el uso de

antagonistas de los receptores de Angiotensina Il, de antagonistas de los canales T de calcio,

30



Introduccion

diuréticos e inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina. Estos medicamentos
poseen elevada efectividad, pero también algunos efectos secundarios o reacciones adversas
indeseables y se pueden dar diversas interacciones con medicamentos y alimentos
(FitzGerald y Murray, 2006). Por ello es muy importante buscar alimentos que puedan ayudar
a inhibir la ACE, contribuyendo al tratamiento de la hipertension arterial. En varios alimentos
se han encontrado sustancias antihipertensivas como los péptidos derivados de leche (Ortiz-
Chao et al., 2009; Gonzalez-Gonzalez et al., 2011) o polifenoles presentes en hierbas usadas
en la medicina tradicional china (Liu et al., 2003).

Hay pocos estudios sobre la eficacia antihipertensiva de la miel. Nagai et al. (2012)
determinaron en mieles de Echium vulgare su capacidad antihipertensiva, mostrando a
concentraciones de un 25 % una inhibicién de la actividad ACE del 85 %, y al 50 %, una
inhibicién del 94 %. Ledn-Ruiz et al. (2013) observaron grandes variaciones dentro del mismo
tipo de mieles, siendo la miel de castafio la mas activa de todas las mieles con una actividad
ACE en la mayoria de las muestras superior al 50%.

Los flavonoides presentes en la miel, como la quercetina y el kaempferol, muestran resultados
prometedores en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares (Terzo et al., 2020). Un
estudio realizado por Sanchez et al. (2006) determind que el tratamiento con 10 mg/kg de
quercetina durante 13 semanas redujo la presion arterial y la frecuencia cardiaca en ratas
espontaneamente hipertensas (Sanchez et al., 2006). Otro estudio in vitro demostré que la
quercetina ejerce efectos vasodilatadores en el corddén umbilical humano y efectos
vasodilatadores agudos in vivo en sujetos humanos normotensos (Pérez et al.,2014).

A pesar de los pocos estudios llevados a cabo sobre la actividad antihipertensiva de la miel,
los realizados han mostrado resultados muy positivos por lo que es necesario profundizar en

investigaciones sobre este efecto beneficioso de las mieles.

5.5. OTRAS PROPIEDADES

A la miel se le atribuyen otras propiedades terapéuticas y medicinales como son la curacion
y cicatrizacion de heridas, actividad antimutagénica y antitumoral, actividad hepatoprotectora,
hipoglucemiante y actividad frente a desérdenes intestinales entre otras (Bogdanov et al.,

2008; Alvarez-Suarez et al., 2010). Revisaremos alguna de las propiedades citadas:

CURACION Y CICATRIZACION DE HERIDAS

La curacion y cicatrizacion de heridas cutaneas son la respuesta de reparaciéon a multitud de

patologias producidas por trauma, cirugia y/o quemaduras que producen la restauracion de
las células dafiadas. Se han empleado diferentes métodos antimicrobianos para tratar heridas
agudas y cronicas, pero muchos se han vuelto ineficaces debido a la aparicidon de resistencias
microbianas. Por esta razén, se han buscado terapias alternativas siendo la miel ampliamente
estudiada y utilizada en la cicatrizacién de heridas y quemaduras. La miel es un agente
antimicrobiano que promueve la limpieza del tejido necroético, estimula el crecimiento de los

tejidos de la herida y, finalmente, inicia una actividad antiinflamatoria que reduce rapidamente
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el dolor, el edema y la produccién de exudado (Oryan et al., 2016). Esta propiedad curativa
ha sido investigada en profundidad por varios autores (Molan, 2006; Rozaini et al., 2012).
Entre las caracteristicas de la miel que favorecen la curacion y cicatrizaciéon de las heridas
destacaremos su amplia gama de compuestos activos, incluidos flavonoides, &cidos
organicos, acidos fendlicos, vitaminas y enzimas (Rozaini et al., 2004), su gran cantidad de
aminoacidos que favorece la formacion de colageno (Hoffman, 2002), el H202 que contiene
promueve la proliferacion celular, el crecimiento de fibroblastos y células epiteliales que
reparan el dafio, y favorece el desarrollo de nuevos capilares en el tejido dafiado (Viedma,
2020), las altas cantidades de carbohidratos que incluyen fructosa, glucosa, maltosa,
sacarosa y otros tipos son responsables de la alta osmolaridad de la miel (Oryan et al., 2016),
el pH de la miel que proporciona un ambiente acido que no es adecuado para el crecimiento
bacteriano, ademas este bajo pH mejora la liberacion de oxigeno de la hemoglobina en los
capilares y promueve la cicatrizacién de heridas (Anastasiou et al., 2021).

La aplicacion tépica de miel como apdsito para heridas reduce la inflamacion, produce una
cicatrizacion mas rapida por estimulacion de la regeneracion tisular, debido a su alta
osmolaridad, las bacterias no tienen acceso suficiente al agua para crecer y eventualmente
mueren (Oryan et al., 2016), mejora en la comodidad del vendaje debido a la baja adhesion
del apésito a los tejidos y elimina el tejido necrético (Molan et al 2006; Rozaini et al., 2012).
La aplicacion tépica de miel también se plantea como un enfoque efectivo y econémico para
el manejo del pie diabético complicado (Anastasiou et al., 2021). Los hidrogeles de miel,
parecen ser medios Optimos para mejorar la cicatrizacion himeda de heridas al favorecer la
absorcion de fluidos, y retener agua (Hoffman, 2002).

Se han patentado apdsitos impregnados en miel para el tratamiento de heridas como
Revamil® o como Active Manuka®, Medihoney® o Activon® provenientes de miel de manuka.
Estas mieles, para poder ser utilizadas en aplicaciones médicas, han de ser esterilizadas con
radiaciones y asi destruir las esporas de clostridios que pudieran contener, aunque no todas

las mieles toleran estas radiaciones sin perder sus propiedades (Ledn-Ruiz, 2013).

ACTIVIDAD ANTIMUTAGENICA Y ANTITUMORAL

Algunos estudios han evidenciado que los efectos terapéuticos y profilacticos de la miel frente

a canceres causados por factores medioambientales, mutagénicos y carcinogénicos y
diversos autores han investigado la inhibicion del crecimiento de tumores y de lineas celulares
tumorales in vitro (Samarghandian et al., 2011; Saxena et al., 2012). El efecto antitumoral de
la miel parece estar relacionado con su actividad antioxidante, por la presencia de algunos
compuestos fenodlicos, como quercetina, acido p-cumarico, y acido cafeico (Alvarez-Suarez
et al., 2010). En uno de los estudios realizados por Wang et al. (2002) en siete mieles y un
preparado azucarado similar a la miel se compararon los efectos antimutagénicos frente a un
mutageno muy frecuente en la dieta humana, el Trp-P-1 (3-amino-1 ,4-dimetil-5Hpirido [4,3-
b] indol). Descubrieron que el efecto fue similar en la miel y en el preparado glucidico, esto
parece indicar que los flavonoides no fueron los responsables del efecto antimutagénico sino
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los azucares. Sin embargo, Saxena et al. (2012) encontraron que son los compuestos
fendlicos uno de los principales factores anticancerigenos en la miel. Tsiapara et al. (2009)
también senalaron como responsables de este efecto a los compuestos fendlicos y vieron que
una dieta rica en miel de tomillo, en lugar de azucar, puede ayudar a prevenir el cancer de
préstata, de mama y de células endometriales. Algunos estudios sobre mieles de Malasia
informaron de actividades efectivas contra varios tipos de cancer (oral, vesical, cervical,
hepatico, éseo y de mama) (Rao et al., 2016). Otro estudio demostré que la miel de shaoka
(Fagonia bruguieri) presenta una actividad anticancerigena en hepatocarcinoma y células de

cancer de mama superior al de la miel de manuka de Nueva Zelanda (Halawani, 2021).

PROPIEDADES PREBIOTICA Y PROBIOTICAS

Desde tiempos de los romanos se conoce el uso beneficioso de la miel en la prevencién y

tratamiento de los trastornos gastrointestinales como Ulceras peptidicas, gastroenteritis o
gastritis (Bogdanov et al., 2008). La miel fresca tiene Bifidobacterias y bacterias Lactobacillus
(Olofsson y Vasquez, 2008) que son beneficiosos para la salud humana. Los prebidticos
estimulan potencialmente la actividad de la flora intestinal, alterando su composicién vy
aportando energia a especies microbianas seleccionadas (Abdellah y Abderrahim, 2014). Se
han observado posibles efectos prebidticos de las mieles, atribuido a sus oligosacaridos,
cuyas acciones han sido similares al de los fructooligosacéridos (Sanz et al., 2005).

Algunos autores sefalan como responsables de la funcién de la miel como protector gastico
a los flavonoides ya que aumentan el contenido mucoso de las prostaglandinas de la mucosa
gastrica e inhiben las secreciones acidas, previniendo de esta forma la ulceraciéon (Bogdanov
et al., 2008). Otras teorias defienden la sinergia de varios componentes como responsables
de esta propiedad, entre ellos: flavonoides, saponinas, esteroles, terpenos, gomas y
mucilagos (Viuda-Martos et al., 2008). La miel es un inhibidor de la bacteria Helicobacter
pylori, causante de ulceras pectidicas y gastritis (Ali et al., 1991; Al Somal et al., 1994). Otros
estudios (Abdellah y Abderrahim, 2014), afirman que varios compuestos de miel podrian
inhibir ademas del desarrollo de Helicobacter pylori, el de otros patdégenos como el
Staphylococcus aureus. El posible mecanismo de accion seria la unién de oligosacaridos a
las paredes celulares de las bacterias, evitando la adhesién a los tejidos humanos. Sin
embargo, todavia no esta claro si todas las mieles tienen efectos prebidticos y, de ser asi, si
algunas mieles tienen un efecto prebidtico mas fuerte (Bogdanov, 2017b).

En otro estudio realizado sobre mieles monoflorales italianas se demostré su capacidad para
estimular el crecimiento de las cepas probidticas del intestino (Fratianni et al., 2021). En el
estudio realizado por Pasca et al. (2021) se concluy6 que la miel cruda rumana puede ser un

reservorio potencial de probiéticos, aportando un beneficio para la salud de los consumidores.
Por ultimo, indicar que aunque se ha visto que existen muchos estudios que aportan

evidencias sobre las actividades bioldgicas de distintas mieles, la Autoridad Europea de

Seguridad Alimentaria (EFSA) ha evaluado 8 peticiones que se han pedido sobre

33



Introduccion

declaraciones saludables de la miel, no siendo autorizadas por la Uniéon Europea ninguna de
ellas, de acuerdo con el Regalmento 1924/2006 (DOUE, 2006; EFSA, 2010; EFSA, 2011)
debido a que no se considera que esté suficientemente caracterizado el producto (Comisién
Europea, 2022), por lo que se necesitan mas estudios que ayuden a esclarecer todas las

propiedades bioldgicas de la miel.
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II. OBJETIVOS

El principal objetivo de este trabajo ha sido caracterizar de mieles de distintos origenes
botanicos producidas en Castilla y Led6n (Espafia) en funcion de su analisis
melisopalinolégico, estudio de compuestos volatiles y semivolatiles, de compuestos fendlicos
y de sus propiedades bioldégicas. En segundo lugar, estudiar el efecto de distintas
extracciones, quimica Yy fisioldgica (digestion in vitro) sobre dichos compuestos fendlicos y

propiedades bioldgicas.
Los objetivos especificos han sido:
1 - Determinar el origen botanico por melisopalinologia de las 30 mieles utilizadas en este

estudio.

2 - Realizar el estudio de componentes volatiles y semivolatiles sobre las mieles objeto de

estudio.

3 - Investigar que componentes volatiles y semivolatiles de las mieles analizadas pueden

resultar de utilidad para su caracterizacion botanica.

4 - Determinar el perfil fendlico mediante HPLC de un numero representativo de mieles de

distintos origenes botanicos de Castilla y Ledn.

5 - Estudiar y determinar la cantidad de fenoles totales, flavonoides totales, asi como las
propiedades bioldgicas (actividad antioxidante, antimicrobiana y anti-inflamatoria) de un

numero representativo de mieles de distintos origenes botanicos de Castilla y Ledn.

6.- Evaluar la influencia de la extraccion quimica vy fisioldgica en los compuestos fendlicos

totales y en las actividades bioldgicas de la miel.
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MUESTRAS Y PLAN DE TRABAJO

MUESTRAS DE MIEL

Para la realizacidn de este trabajo se han utilizado 30 mieles de diferentes origenes botanicos
procedentes de apiarios de diferentes localizaciones de Castilla y Ledn, recolectadas y
facilitadas a la Universidad de Burgos en otoiio de 2016 por apicultores locales. Hasta la
realizacion de los distintos analisis, las muestras fueron conservadas a temperatura ambiente
(20 °C).

ANALISIS MELISOPALINOLOGICO

El origen botanico de mieles se determind mediante analisis melisopalinolégico estimativo
(Louveaux et al., 1978). La preparacion de muestras para el analisis polinico de la miel se

realiz6 siguiendo el método descrito por Terradillos et al. (1994), con alguna modificacion.

2.1. REACTIVOS

Agua destilada

H2S04 (Merck KgaA, Darmstadt, Germany)

Etanol (VWR International Eurolab, parte de Avantor, Llinars del Vallés, Cataluha, Espafia)
Hidrato de cloral (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Eter etilico (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Verde de metilo (Merck KgaA, Darmstadt, Germany)

2.2. MATERIALES

Centrifuga (Heraeus Megafuge 16R, Thermo Fisher Sci. Osterode am Harz, Germany)

Microscopio (Carl Zeiss, Géttingen, Germany)

2.3. PROCEDIMIENTO

Se pesaron 10 g de miel (20 g en el caso de las mieles claras) y se disolvieron en 50 ml de
agua destilada y unas gotas de acido sulfarico 1/3. Esta dispersién se centrifugd durante 10
minutos a 3°C y a 4800 rpm. Posteriormente se elimind la fase liquida y el sedimento se re-
dispersé con agua y unas gotas de etanol absoluto, volviéndose a centrifugar durante 5
minutos a 4800 rpm. Tras eliminar la fase liquida, se afiadieron al sedimento de las muestras
15 ml de una solucién hidroalcohdlica de hidrato de cloral y éter etilico, centrifugandose luego

a 5500 rpm durante 10 minutos. Una vez eliminada la fase liquida, sobre el sedimento se
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afiadieron 2 gotas de disolucidon hidroalcohdlica de verde de metilo glicerinada y se

homogenizo perfectamente y se monto la preparacién entre porta y cubre.

Con estas preparaciones se llevd a cabo un analisis microscépico estimativo a 1000
aumentos. El contaje polinico y de elementos indicadores de mielada, asi como la
interpretacion de los resultados se realizaron en el laboratorio del area de Nutricion y
Bromatologia de la Universidad de Burgos siguiendo las normas de la Comisién Internacional
de Botéanica Apicola (Louveaux et al., 1978) y de los actuales procedimientos normalizados
por la Comision Internacional de la Miel (Von der Ohe et al., 2004). El resultado del analisis
polinico de todas las mieles analizadas se refleja en la Tabla 3 y muestra siete mieles
milflores, cinco de viborera, cinco de brezo, tres de trébol, tres de aliaga, dos de mielada, dos

de bosque, una de cuernecillo, una zarzamora y una de castafo.

Tabla 3. Origen botdnico de las 30 muestras de miel analizadas melisopalinolégicamente

MUESTRA ORIGEN BOTANICO NOMBRE CIENTIFICO

M1 Mielada

M2 Mielada
BQ1 Bosque
BQ2 Bosque

V1 Viborera Boraginaceae tipo Echium sp.

V2 Viborera Boraginaceae tipo Echium sp.

V3 Viborera Boraginaceae tipo Echium sp.

V4 Viborera Boraginaceae tipo Echium sp.

V5 Viborera Boraginaceae tipo Echium sp.
BR1 Brecina/Biercol/Brezo Ericaceae tipo Calluna vulgaris (L.) Hull
BR2 Brecina/Biercol/Brezo Ericaceae tipo Calluna vulgaris (L.) Hull
BR3 Brecina/Biercol/Brezo Ericaceae tipo Calluna vulgaris (L.) Hull
BR4 Brecina/Biercol/Brezo Ericaceae tipo Calluna vulgaris (L.) Hull
BR5 Brezo Ericaceae tipo Erica sp.

Leguminosae tipo Genista sp. (Adenocarpus sp.,
A1 Aliaga Calycotome sp., Cytisus sp., Erinacea sp., Genista sp.,
Retama sp., Spartium sp., Ulex sp., entre otros)
Leguminosae tipo Genista sp. (Adenocarpus sp.,
A2 Aliaga Calycotome sp., Cytisus sp., Erinacea sp., Genista sp.,
Retama sp., Spartium sp., Ulex sp., entre otros)

Leguminosae tipo Genista sp. (Adenocarpus sp.,

A3 Aliaga Calycotome sp., Cytisus sp., Erinacea sp., Genista sp.,
Retama sp., Spartium sp., Ulex sp., entre otros)

ML1 Milflores

ML2 Milflores rica en castafio

ML3 Milflores

ML4 Milflores
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MUESTRA
MLS
ML6
ML7

™

T2

T3

c1

Z1

Ccs1

3.SELECCION

ORIGEN BOTANICO

Milflores rica en aliaga

Milflores rica en viborera

Milflores

Trébol

Trébol

Trébol

Cuernecillo

Zarzamora

Castafio

DE

NOMBRE CIENTIFICO

Leguminosae tipo Trifolium sp. (Medicago sp., Robinia
sp., Anthyllis sp., Ononis sp. Trifolium sp., entre otros)
Leguminosae tipo Trifolium sp. (Medicago sp., Robinia
sp., Anthyllis sp., Ononis sp. Trifolium sp., entre otros)
Leguminosae tipo Trifolium sp. (Medicago sp., Robinia

sp., Anthyllis sp., Ononis sp. Trifolium sp., entre otros)

Leguminosae tipo Lotus sp.
Rosaceae tipo Rubus sp.

Fagaceae tipo Castanea sativa Miller

MUESTRAS PARA EL

ESTUDIDO DE COMPUESTOS FENOLICOS Y
PROPIEDADES BIOLOGICAS

De las 30 muestras de miel a las que hemos realizado el analisis polinico y el estudio de

compuestos volatiles y semivolatiles, hemos seleccionado las 15 mieles que se indican en la

Tabla 4.

Tabla 4. Listado de las 15 muestras seleccionadas para realizar el estudio de compuestos fendlicos

Numero de muestra

H1
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9
H10
H11
H12
H13
H14
H15

y actividad bioldgica
Origen botanico Miel seleccionada
Mielada M1
Mielada M2
Bosque BQ1
Bosque BQ2
Viborera V1
Viborera V2
Viborera V3
Brezo BR1
Brezo BR2
Brezo BR3
Brezo BR4
Brezo BR5
Aliaga A1
Aliaga A2
Aliaga A3
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En esas 15 mieles reflejadas en la Tabla 4, se llevaron a cabo a cabo los siguientes analisis:

Estudio sobre los compuestos fendlicos de las mieles de distinto origen botanico
mediante HPLC.

Estudio de la influencia de distintos procedimientos de extraccién (extraccion quimica
y extraccion fisiolégica (digestion in vitro)) en la composicion de fenoles, en la de
flavonoides totales y en las distintas propiedades bioldégicas de la miel en

comparacion con la miel cruda (Figura 16).

ANALISIS MELISOPALINOLOGICO

| 30 MUESTRAS DE MIEL |

COMPUESTOS VOLATILES

2 DEMIELADA 7 DE MILFLORES

2 DEBOSQUE 3 DE TREBOL

5 DE VIBORERA 1 DE CUERNECILLO

SELECCION DE 15 MUESTRAS MIEL

| EXTRACCION QUIMICA ‘

| MIEL CRUDA ‘

FENOLES
FLAVANOLES
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

Figura 16. Esquema de parametros evaluados en las distintas muestras
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IV.. ANALISIS DE COMPUESTOS
VOLATILES Y SEMIVOLATILES EN MIELES
DE CASTILLA Y LEON

INTERES DE LOS AROMAS EN LA MIEL Y
METODOS DE EXTRACCION

Cada miel tiene un perfil aromatico Unico que depende del origen botanico, la climatologia, de
las caracteristicas de las abejas o de las condiciones de procesado y conservacion de la miel
entre otros factores. El aroma es uno de los parametros mas apreciados de la miel, el perfil
aromatico ha sido estudiado durante afios y es un tema de gran interés, ya que a menudo las
fragancias desprendidas determinan la aceptacién y compra por parte de los consumidores.
El aroma, ademas es uno de los factores mas importantes en la identificacion de la miel debido
al elevado numero de compuestos volatiles que caracterizan cada producto y origen botanico.
El perfil de compuestos aromaticos determina también su calidad organoléptica siendo

responsables de parte de su actividad biolégica (Rodriguez Terradillos, 2018).

La cromatografia de gases es la técnica mas usada en la determinacion de los perfiles en
compuestos volatiles y semivolatiles de las mieles debido a su sensibilidad y versatilidad, pero
uno de los puntos mas delicados en la determinacion de estos compuestos es la obtencién
de extractos representativos, ya que el rango de los compuestos extraidos depende en gran
medida de la técnica de aislamiento empleada para eliminar agua, aziucares y otros
interferentes. Los procedimientos de extraccién de los componentes volatiles y semivolatiles
son muy diversos y los vamos a exponer teniendo en cuenta el mecanismo de extraccién
empleado y subdividiéndolos segun el uso o no de disolventes. Algunos estudios
comparativos sobre diferentes técnicas de extraccion (Prosen et al., 2010; Jerkovi¢ et al.,
2011), concluyen que ninguno de estos métodos puede ser considerado como totalmente
representativo; todos poseen ventajas y desventajas que pueden influir en la correcta

interpretacion e identificacion de los compuestos volatiles.

METODOS DE EXTRACCION QUE EMPLEAN DISOLVENTES

EXTRACCION LiQUIDO-LIQUIDO
Esta técnica ha sido muy utilizada para la caracterizacion de las mieles por la simplicidad del

proceso, no requiere un equipamiento excesivamente caro, permite la extraccién de
componentes volatiles y semivolatiles de un amplio rango y extrae en el mismo proceso acidos
organicos. Al no precisar cambios de temperatura, los compuestos termolabiles no sufren
ninguna modificacién y puede asociarse con facilidad a técnicas de separacion (GC) e

identificacion (espectroscopia de masas).
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Entre los inconvenientes de este método esta el que se pueden extraer algunos componentes
que puedan deteriorar la columna cromatografica y que algunos analitos, al ser enmascarados
por el disolvente, no pueden ser detectados.

Las condiciones de este sistema de extraccion se han ido mejorando, como puede verse en
alguno de los estudios desarrollados (Wootton et al., 1978; Rowland et al., 1995; D Arcy et
al., 1997). El método de extraccién utilizado en nuestro estudio ha sido una modificacion del

procedimiento de D"Arcy et al. (1997).

EXTRACCION EN FASE SOLIDA

La extraccién en columna es una técnica alternativa a las habituales para el analisis de

compuestos volatiles. Este proceso se realiza sin calor y, por lo tanto, sin alterar la
composicién de los compuestos del perfil de compuestos volatiles de las mieles. Guyot-
Declerck et al. (2000) comprobaron el buen funcionamiento de las columnas XAD-2 para el
analisis de norisoprenoides. El uso de polimeros ayuda a aislar mayor nimero de compuestos
volatiles, pero sigue siendo necesario el uso de disolventes para recuperar los compuestos

recogidos en el polimero.

EXTRACCION SIMULTANEA CON DESTILACION POR ARRASTRE DE VAPOR (SDE)

La extraccion simultanea con destilacion por arrastre de vapor (SDE) se ha aplicado con éxito

a compuestos relacionados con el aroma de la miel (Castro-Vazquez et al., 2008) pero
requiere mucho tiempo, una cantidad bastante alta de la muestra y temperaturas elevadas
que producen artefactos y proporcionan resultados dificiles de comparar (Verzera y Condurso,
2012). La mayoria de los métodos aplicados a la miel combinan la extraccion con acetona o,
mas recientemente, extraccion de diclorometano bajo una atmésfera inerte seguida de

destilacién bajo corriente de vapor de agua.

EXTRACCION ASISTIDA POR ULTRASONIDOS

La extraccion con solventes a temperatura ambiente asistida por ultrasonidos es un buen

método para aislar compuestos relacionados con el aroma en la miel (Alissandrakis et al.,
2009; Jerkovic et al., 2009). En esta técnica la muestra se extrae al bafio maria con asistencia
de ultrasonidos, utiliza bajas cantidades de disolventes organicos y reduce tiempos de
extraccion. El efecto mecanico de los ultrasonidos proporciona una mayor penetracion del
solvente en la matriz a través de efectos de cavitacion y mejorando en gran medida la

eficiencia de extraccion (Jerkovi¢ et al., 2009).

EXTRACCION CON FLUIDOS SUPERCRITICOS

Los procesos de extraccion con este tipo de fluidos son mas rapidos al ser capaces de

penetrar y difundir por matrices de muy diferente tipo. Dean et al. (1998) utilizando el metanol
al 1% como solvente y a unas condiciones de 38°C y 3500 psi, obtuvieron un extracto con
una gran cantidad de sustancias volatiles de miel de Magnolia officinalis, pero el resultado fue

superior en el extracto obtenido con disolventes.
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METODOS DE EXTRACCION QUE NO EMPLEAN DISOLVENTES

EXTRACCION EN ESPACIO DE CABEZA

EXTRACCION EN ESPACIO DE CABEZA ESTATICO (SHS)

Este método rara vez se ha aplicado en el analisis de la fraccion volatil de la miel debido a las

bajas concentraciones de compuestos volatiles en este alimento y a las bajas recuperaciones

de componentes semivolatiles (Rowland et al., 1995; Cuevas-Glory et al., 2007).

EXTRACCION EN ESPACIO DE CABEZA DINAMICO

Es una técnica que permite el analisis de una amplia gama de compuestos organicos volatiles

y semivolatiles, arrastra los compuestos volatiles a un espacio llamado de cabeza situado
sobre la muestra por una corriente de gas inerte y posteriormente se atrapan sobre un material
adsorbente. Los compuestos volatiles son recuperados mediante lavado con disolvente o
desorcién térmica para posteriormente ser analizados por cromatografia de gases. Radovic
et al. (2001) emplearon esta técnica para un estudio de caracterizacion botanica y geografica
de mieles, trabajando a temperatura ambiente. Los resultados que se obtuvieron fueron

cuantitativamente inferiores a las técnicas tradicionales de extraccion con disolvente.

EXTRACCION EN ESPACIO DE CABEZA DINAMICO “PURGE AND TRAP®

El espacio de cabeza dinamico llamado “purge-and-trap”, se produce tras una pequefia

variacion del espacio de cabeza dinamico tradicional en la que la corriente del gas inerte es
sometida a barrido sobre la muestra sélida o burbujeada a través del liquido, pero soélo en un
pequefio espacio cerrado o trampa. El espacio de cabeza dinamico “purge-and-trap”, tiene la
ventaja de identificar y cuantificar un amplio rango de componentes volatiles y semivolatiles.
Esta técnica y sus modificaciones, se han utilizado para caracterizar mieles de diferentes

origenes geograficos y botanicos (Radovic et al., 2001).

EXTRACCION EN ESPACIO DE CABEZA DINAMICO CON CRIOENFOQUE

En esta variacién de espacio de cabeza dinamico los compuestos se condensan y concentran

a la entrada de una columna a baja temperatura. Esta variacién denominada crioenfoque, fue
aplicada en el analisis de los aromas de la miel de Robinia pseudoacacia (Barcarolo et al.,

1997). En este sistema la mayor ventaja es la disminucion del tiempo de analisis.

MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA (SPME)

EXTRACCION POR SPME ASOCIADA A ESPACIO DE CABEZA

Microextraccion en fase sélida (SPME) y microextraccion en fase sélida en espacio de cabeza

(HD SPME) son los métodos mas utilizados en la actualidad. Se han usado mucho en los
ultimos afios para el analisis de los componentes del aroma por su sencillez, alta sensibilidad
y bajo coste (Karabagias et al., 2014; Moniruzzaman et al., 2014). Los compuestos volatiles
se concentran en una fibra, siendo las mas usadas: PDMS (polidimetilsiloxano), PDMS/DVB
(polidimetilsiloxano/divinilbenceno), CAR/PDMS (carboxeno/polidimetilsiloxano),
DVB/CAR/PDMS (divinilbenceno/ carboxeno/ polidimetilsiloxano), CW/DVB (carbowax/
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divinilbenceno) y PA (poliacrilato), cada una extrae una gama de compuestos diferente. Hay
muchos factores implicados en la eficiencia de extraccién, como la polaridad de los
recubrimientos de fibra, el espesor de la pelicula de recubrimiento de fibra, el tamafio del vial,
el volumen de muestra, la adicion de sales, el pH, la temperatura o la agitacién magnética
entre otros (Verzera y Condurso, 2012). En un estudio sobre la comparacién de la
microextraccion en fase sdlida y del espacio de cabeza dindmico como técnicas de extracciéon
de la fraccion volatiles de mieles (Mazén, 2021), los resultados han puesto de manifiesto que
la miel de lavanda se ha diferenciado mejor por la microextracciéon en espacio de cabeza ya
que es especialmente rica en compuestos muy volatiles. En la actualidad aun no se ha
alcanzado unanimidad sobre qué fibras comerciales son las mas adecuadas para los analisis

volatiles de la miel.

OBJETIVO

El objetivo de este estudio fue el analizar los compuestos volatiles y semivolatiles de 30 mieles
de distinto origen botanico de Castilla y Ledn y determinar distintos compuestos que puedan

servir para caracterizarlas.

MATERIAL Y METODOS

3.1. MUESTRAS

Se evaluaron los compuestos volatiles y semivolatiles en las 30 muestras de miel descritas
en el capitulo Ill. Muestras y plan de trabajo. Como se ha indicado siete mieles eran milflores,
cinco de viborera (Boraginaceae tipo Echium sp.), cinco de brezo (Ericaceae tipo Erica sp. y
tipo Calluna vulgaris), tres de trébol (Leguminosae tipo Trifolium sp), tres de aliaga
(Leguminosae tipo Genista scorpius), dos de mielada, dos de bosque, una de cuernecillo
(Leguminosae tipo Lotus sp.), una de zarzamora (Rosaceae tipo Rubus sp.) y una de castafio

(Fagaceae tipo Castanea sativa Miller).

3.2. REACTIVOS Y MATERIALES

REACTIVOS:

Acetato de etilo (Merck, Steinheim, Alemania)

Undecanoato de metilo (Sigma-Aldrich parte de Merck, Steinheim, Alemania)
Heptadecanoato de metilo (Sigma-Aldrich parte de Merck, Steinheim, Alemania)
Sulfato sédico (Panreac, Barcelona, Espana)

Agua destilada
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MATERIALES:

Balanza analitica (Sartorius LA 310 S)

Agitador mecanico de hélice (lka Labortechnik)

Viales ambar 4 ml (VWR International Eurolab)

Jeringas de 10 pl y de 1 ml (Hamilton)

Pipetas Pasteur de vidrio (Normax)

Pipetas Pasteur de plastico (VWR)

Rotavapor (Biichi R-124)

Bafo termostatico de agua (Grant Instruments)

Filtros Whatman N°1 (WhatmanTM)

Cromatoégrafo de gases con inyector Split/Splitless HP 6890 (Hewlett Packard)
Detector de masas HP 5973 (Hewlett Packard)

Columna capilar SGE BPX-5 de 50 m de longitud, 0,22 mm de didmetro interno y 0,25 ym de
espesor de pelicula.

Gas portador de Helio N-52 (Air Liquide).

3.3. EXTRACCION DE COMPUESTOS VOLATILES Y
SEMIVOLATILES

En primer lugar, se procedio6 a la extraccién con acetato de etilo de compuestos volatiles y
semivolatiles presentes en 30 g (3 x 10 g) de miel, utilizando una modificacion del

procedimiento de D"Arcy et al. (1997), cuyo esquema de extraccion se refleja en la Figura 17.

EXTRACCION DE

Figura 17. Esquema del protocolo de extraccion de compuestos voldtiles y semivoldtiles

Para ello se pesaron 10 g de miel en un vaso de precipitados de 250 ml, se afadieron 200 pl

de undecanoato de metilo en acetato de etilo (0,152 mg/ml), y se mezclé todo a 750 rpm
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durante 2 minutos con la ayuda de un agitador mecanico. La mezcla se dejé 10 minutos a
temperatura ambiente para que alcanzara el equilibrio. A continuacion, se extrajeron los
compuestos volatiles y semivolatiles en 4 pasos:

1°- Se adicionaron 16 ml de acetato de etilo a la mezcla y se sometié a extraccién con
agitacion a 750 rpm durante 5 minutos. El extracto resultante se traspasé6 a un matraz redondo
de fondo plano. Seguidamente, la misma miel se sometié a tres extracciones sucesivas, con
8 ml de acetato de etilo cada una, con agitacién durante 3 minutos a 750 rpm. Los extractos

obtenidos se afiadireron al matraz redondo de fondo plano utilizado anteriormente.

2°- El proceso se repitié con otras dos alicuotas de 10 gramos de miel, obteniendo asi un
extracto final procedente de 30 g de miel sobre el que se afiadieron 600 pl de heptadecanoato

de metilo en acetato de etilo (0,144 mg/ml).

3°- El extracto se concentrd en rotavapor a 30°C (Figura 18) hasta un volumen préximo a 1
ml. Una vez finalizado, se adicioné una punta de espatula de sulfato sédico anhidro con el fin
de eliminar los posibles restos de agua del extracto y se filtro.

Figura 18. Rotavapor Biichi R-124

4°- El matraz se lavé con acetato de etilo con ayuda de una jeringuilla, se filtré y se adicion6
al filtrado inicial hasta completar un total de 2 ml de filtrado, se guardé en un vial de 4 ml de
color &mbar que se etiquetd y se almacend a -18°C hasta el momento de realizar el analisis

cromatografico.
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3.4. ANALISIS CROMATOGRAFICO

Tras la extraccién, se procedié a la deteccion de los compuestos volatiles y semivolatiles
presentes en los extractos. Para ello, se inyect6 1 ul del extracto en el cromatdgrafo de gases.
(Figura 19)

Figura 19. Cromatdgrafo de gases HP 6890 Hewlett Packard con inyector Split/Splitless

Las condiciones cromatograficas seleccionadas fueron las siguientes:

Modo de inyeccion splitless.

Gas portador: Helio

Temperatura del inyector: 250°C.

Presiéon de la columna: 22,6 psi.

Flujo de gas portador y de purga 22,9 ml/min y 20 ml/min respectivamente.

Velocidad lineal media: 25 cm/min

Temperatura del horno programada: La temperatura inicial es de 50°C durante 4 minutos. Se
incrementa 5°C/minuto hasta alcanzar los 90°C. Al cabo de un minuto la temperatura aumenta
a razon de 3°C/minuto hasta llegar a 250°C que se mantienen 10 minutos. Por ultimo, la
temperatura se incrementa 15°C/minuto hasta los 320°C, temperatura que se mantiene
durante otros 10 minutos. Tiempo de la cromatografia de 90 minutos.

Temperatura de la linea de transferencia, del quadrupolo y de la fuente del detector de masas
es de 280°C, 150°C y 230°C respectivamente.

Solvent delay de 8 minutos.

Modo de deteccion scan con un rango de masas entre 30 y 300 m/z.
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3.5. ANALISIS CUALI-CUANTITATIVO DE COMPUESTOS
VOLATILES Y SEMIVOLATILES

Tras los procesos de extraccion, separacidon e identificacion, se obtuvieron diversos
compuestos volatiles y semivolatiles para cada una de las mieles. Este conjunto de
compuestos se denomina huella aromatica. El analisis cualitativo se realiz6 comparando los
tiempos de retencion con el del patrén y mediante una comparativa entre el espectro de cada
pico y la libreria de masas Wiley 275 G1035A. Para su cuantificacion, se usaron las areas de
cada pico comparandose con el area del primer patrén interno (undecanoato de metilo) en
cada cromatograma. El segundo patrén interno (heptadecanoato de metilo) se afiade para
verificar que no se producen pérdidas de compuestos volatiles y semivolatiles durante la

concentracion en rotavapor.

Los compuestos se clasificaron en grupos como se ve en la Tabla 5, asignando un color a

cada grupo para facilitar la interpretacion de resultados.

Tabla 5. Grupos de compuestos voldtiles y semivoldtiles representados por colores

Derivados del benceno

Compuestos de calentamiento y envejecimiento

Compuestos heterociclicos

Compuestos policiclicos

Compuestos desconocidos

3.6. ANALISIS ESTADISTICO

En el analisis de volatiles y semivolatiles se realizé un estudio mediante el grafico de cajas y
bigotes para determinar que compuestos eran capaces de diferenciar las muestras por origen
botanico. Con los compuestos que mostraron mayor separacion se realizé el analisis de
componentes principales (PCA) para poder observar variables que agrupan a las muestras.
Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa Statgraphics Centurion XVIII
(Statgraphics Technologies, Inc., The Plains, VA, EEUU).
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4.RESULTADOS Y DISCUSION

Las Figuras 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 y 29 muestran, a modo de ejemplo, los
cromatogramas correspondientes a mieles de mielada, bosque, viborera, brezo, aliaga,

milflores, trebol, cuernecillo, zarzamora y castafo, respectivamente.
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Figura 20. Cromatograma de una miel de mielada. Muestra M1
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Figura 21. Cromatograma de una miel de bosque. Muestra BQ1
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Figura 20. Cromatograma de una miel de viborera. Muestra V2
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Figura 213. Cromatograma de una miel de brezo. Muestra BR2
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Figura 22. Cromatograma de una miel de aliaga. Muestra A2
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Resultados: Compuestos volatiles

Abundance TIC: 00MAR31C.D\data.ms
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Figura 23. Cromatograma de una miel de milflores. Muestra ML4
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Resultados: Compuestos volatiles

Abundance TIC: 00MAR20B.D\data.ms

5600000

5400000

5200000

5000000

4800000

4600000

4400000

4200000

4000000

3800000

3600000

3400000

3200000

3000000

2800000

2600000

2400000

2200000

2000000

1800000

1600000

1400000

1200000

1000000

800000

600000

400000

ZOOOOOUJ Wy L‘OMMJ

Time--> 10.00 1500 20.00 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000 6500 70.00 75.00

Figura 246. Cromatograma de una miel de trébol. Muestra T1
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Resultados: Compuestos volatiles

Abundance TIC: 00MAR14B.D\data.ms
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Figura 257. Cromatograma de una miel de cuernecillo. Muestra C1
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Resultados: Compuestos volatiles

Abundance TIC: 00MAR22B.D\data.ms
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Figura 26. Cromatograma de una miel de zarzamora. Muestra Z1
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Resultados: Compuestos volatiles

Abundance TIC: 00OMAR43B.D\data.ms
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Figura 27. Cromatograma de una miel de castafio. Muestra CS1

64



Resultados: Compuestos volatiles

Con el conjunto de las 30 huellas aromaticas de las mieles en estudio se ha elaborado un

perfil aromatico. Dicho perfil consta de 231 sustancias volatiles y semivolatiles ademas de los

dos patrones. Como se ha indicado anteriormente, se le ha asignado un color a cada grupo

para facilitar la interpretacién de los resultados y se han incluido un total de 11 picos que no

pudieron ser identificados, estos aparecen en el texto como desconocido de masas seguido

de las masas mas importantes en orden de porcentaje decreciente.

En la Tabla 6 se enumeran todos los compuestos volatiles obtenidos indicando su tiempo de

retencion (TR), el nUmero de muestras en las que aparece, los valores minimos, maximos y

la media de sus concentraciones en mg/g de miel.

Tabla 6. Compuestos voldtiles y semivoldtiles encontrados en las 30 muestras de miel

°
TR COMPUESTOS MII?LES (MJZ) m':lg() ":'rfgfl’;')‘\
1 0,00 | 0,13 0,01

2 0,00 | 1,29 0,14

3 0,00 | 0,12 0,02

1 0,00 | 0,07 0,01

1 0,00 | 0,07 0,01

3 0,00 | 0,11 0,02

1 0,00 | 0,03 0,01

3 o000 o20] 003

28 0,00 | 6,71 2,07

29 0,00 | 8,19 2,93

24 0,00 | 3,31 0,79

0,00 | 0,49 0,03

0,00 | 0,20 0,01

29 0,00 | 2,76 0,72

1 0,00 | 0,03 0,01

2 0,00 | 0,93 0,05

18 0,00 | 8,23 1,80

22 0,00 | 4,55 1,42

17 0,00 | 1,02 0,27

29 0,00 18,930| 2,655

0,00 | 2,31 0,09

0,00 | 0,71 0,06

21 0,00 | 3,24 0,54

16 | 000 [112] 024

21 0,00 | 4,81 0,85

21 [ 000 [603]| o084
ROt 2 [ 000 [ 220 o011
15,49 | desconocido de masas 55, 84, 112, 39 10 0,00 | 3,96 0,43
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Resultados: Compuestos volatiles

N° MIN | MAX | MEDIA

TR COMPUESTOS MIELES | mg/a) | mgig) | (mara)
8 0,00 | 2,43 0,28

3-piridincarboxaldehido (nicotinaldehido 5 0,00 | 0,53 0,04

4 0,00 | 0,23 0,01

30 0,06 | 8,25 1,86

26 |000]159) 053

19 0,00 | 11,74 0,54

29 0,00 | 4,38 0,77

fenilacetaldehido 30 0,02 112,04 1,85
1-feniletanol 0,00 | 1,19 0,04

0,00 | 1,55 0,16

0,00 | 2,28 0,22

1-feniletanona (acetofenona 16 0,00 | 1,97 0,24

24 0,00 | 1,76 0,53

6 0,00 | 5,08 0,35

21 0,00 | 8,14 1,33

26 0,00 | 3,28 0,67

21 0,00 | 1,49 0,17

25 0,00 | 1,31 0,38

2-feniletanol (alcohol fenetilico 30 0,05 | 6,48 1,29

0,00 | 0,51 0,03

3-piridincarboxilato de metilo 0,00 | 2,32 0,14
fenilacetonitrilo 0,00 | 3,90 0,26

30 0,18 111,89 2,85

0,00 | 2,06 0,09

acetato de bencilo 0,00 | 1,04 0,09

0,00 | 15,06 0,90

29 | 000 [7,95 [ 208

26 0,00 | 5,76 1,00

22 0,00 | 8,67 1,48

1,2-bencenodiol (catecol 23 0,00 | 9,86 2,03

30 0,12 118,27 3,98

0,00 | 7,25 0,44

0,00 | 0,94 0,03

30 0,06 12,07 3,02

3 0,00 | 7,138 0,40

26,16 | acido fenilacético (acido bencenacético) 28 0,00 |11,04] 2,39
26,17 | benzoato de metilo 5 0,00 | 8,56 0,41
26,20 | acetato de 2-feniletilo 0,00 | 0,28 0,01
26,38 13 0,00 | 2,41 0,33
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Resultados: Compuestos volatiles

°
T COMPUESTOS MlgLES (fl\:s:/r:l) (ﬂg/;() h{ITTEIQIl:/)s:;A

26,75 | 4-metoxi-benzaldehido (4-anisaldehido) S 0,00 | 583 | 0,33
27,52 | 1,4-bencenodiol (hidroquinona 15 0,00 | 1,87 | 0,39
27,70 6 0,00 | 1,70 0,15
27,91 | 4-metoxi-fenilmetanol (alcohol anisico) 4 0,00 1 0,52 | 0,03
28,33 ] acido 2-hidroxibenzoico (4cido salicilico) 13 0,00 | 1,13 | 0,25
28,58 | 1-metoxi-4-propilbenceno (propilanisol) 24 0,00 | 7,21 0,83
28,85 | 4-vinil-2-metoxifenol 30 0,08 | 5,27 1,46
28,91 | 3-fenil-2-propenol (alcohol cinamilico) 3 0,00 | 0,72 | 0,05
29,00 | acido 2-hidroxi-fenilacético (&cido mandélico) 0,00 | 0,75 | 0,06
3,4,5-trimetilfenol (hemimelitenol 12 0,00 | 2,60 0,37

1 0,00 | 5,07 0,17

29,29 8 | o000 |874] 0do
2 0,00 | 0,53 0,03

29,67 | 3-metoxiacetofenona 3 0,00 | 0,32 0,02
29,84 | acido 3-fenilpropanoico 13 0,00 | 2,37 0,34
1 0,00 | 0,39 0,01

8 0,00 | 4,19 0,30

30,72 | 1,1,6-trimetil-1,2-dihidronaftaleno 8 0,00 | 3,42 0,39
31,01 | 2-metoxi-4-(2-propenil) fenol (eugenol) 4 0,00 | 0,77 | 0,06
31,39 | 2-hidroxi-3-fenilpropanoato de metilo 2 0,00 | 0,63 | 0,03
31,49 | 4-hidroxibenzoato de metilo 2 0,00 | 0,31 0,01
31,63 | derivado del acido cinamico 4 0,00 | 0,63 0,05
32,14 11 0,00 | 7,09 0,66
32,55 | 2- metilindol 6 0,00 | 2,32 0,24
32,92 | undecanoato de metilo 30 3,04 | 3,04 | 3,04
33,02 | 1,2,3,4-tetrahidro-4,5,7-trimetil-1-naftol 4 0,00 | 3,04 0,17
33,24 | 1-fenil-2-butanol 9 0,00 | 5,37 0,43
33,35 | acetato de anisilo 3 0,00 | 0,88 0,06
33,57 | desconocido de masas 65, 93, 121, 66 ,145, 149 3 0,00 | 1,66 0,10
33,91 | desconocido de masas 133, 162, 118, 89, 77, 63 11 0,00 | 6,82 | 1,00
33,95 | acido 4-metoxibenzoico 0,00 | 1,09 | 0,05
34,04 | desconocido de masas 107, 136, 77, 164 0,00 | 3,36 0,49
34,14 | acido 3-fenil-2-propenoico (acido cinamico) 21 0,00 | 857 | 1,61
34,25 | 1 etil-3-1-metiletilbenceno (etilcumeno) 1 0,00 | 496 | 0,17
34,23 | 4-hidroxi-metilfenol 3 0,00 | 1,98 0,12
34,55 | acetato de 3-fenil-2-propen-1-ol (acetato de cinamilo) 3 0,00 | 1,43 | 0,06
34,57 | desconocido de masas 136, 89, 90, 107 5 0,00 | 1,69 0,09
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Resultados: Compuestos volatiles

41,83 | 135, 1562, 207

0
T COMPUESTOS MIEJLES (fl\:sll/r:l) mg;zl() “:ITE:I?SI];A
34,63 | desconocido de masas 266, 251, 252, 133, 267, 253 28 0,00 | 477 | 1,90
2-metoxi-4-propenilfenol (isoeugenol 0,00 | 2,63 0,34
0,00 | 3,02 0,28
1 0,00 | 5,67 0,19
35,30 | 2-cianoquinolina 12 0,00 | 5,00 0,69
35.42 ?n-éf;illiré)ég?;]noentgfenll) etanona (2-hidroxi-4- 8 0,00 | 5.19 0.48
0,00 | 4,62 0,23
35,82 10 0,00 | 0,53 0,09
36,40 1t 000|378 o013
RNt 2 [ 000 [ 192 o008
36,73 | acido 4 metoxifeindinilacético- (4cido homoanisico) 4 0,00 10,92 | 0,07
36,76 | 3-cromanona 4 0,00 | 0,59 0,06
3,4,-dimetoxifenilmetanol (veratril alcohol 1 0,00 | 0,05 | 0,01
7 0,00 | 1,24 0,11
37,03 | 2-etoxi-4-metoxibenzaldehido 4 0,00 | 2,32 0,15
37,12 | 3,4-dietil-2-metoxipiridina 5 0,00 | 2,43 0,24
37,49 | desconocido de masas 105, 147, 120, 119, 91, 204, 133 14 0,00 | 724 | 1,15
(37,71 |ECROROORGS OO 7 [ 000 [152 | 0.7
37,95 | acido 2-hidroxifenilpropanoico (acido 3-fenil-lactico) 8 0,00 [{10,94] 1,54
37,95 | acido 4 hidroxi-benzoico 4 0,00 | 1,27 | 0,09
38,07 | 1-metilisoquinolona 2 0,00 | 4,19 0,17
38,17 | 2-metoxi-4-metoximetilfenol 3 0,00 | 0,79 0,03
38,24 | 4-isopropilbenzaldehido 7 0,00 | 4,77 0,61
38,28 | 3,4-dimetoxifenilpropanoato de metilo 4 0,00 | 293 | 0,19
38,93 | 4-metoxibenzoato de metilo (p-anisato de metilo) 3 0,00 [ 6,24 | 0,15
38,96 | 4-fenil-2-butenoato de metilo 5 0,00 | 509 | 0,24
39,10 | 2-hidroxifenilpropanoato de metilo 2 0,00 14,30 0,83
39,22 | 4-dimetilaminobenzaldehido 1 0,00 [ 0,43 | 0,01
39,30 5 0,00 | 447 0,30
39,34 1 0,00 | 0,88 0,03
39,38 | 3,4-dimetoxi-feniletanona (3,4-dimetoxiacetofenona) 1 0,00 | 1,54 | 0,05
39,66 | acido 4-hidroxi-3-metoxibenzoico (&cido vanilico) 7 0,00 | 329 | 0,17
39,82 | 3-(4-hidroxi-fenil)-propanol 1 0,00 | 0,88 0,03
40,20 | 4-metoxifenilacetato de metilo 22 0,00 |17,35] 2,01
acido 4 hidroxifenilacético 0,00 | 3,89 0,14
0,00 | 0,20 0,01
desconocido de masas 43, 192, 38, 67, 95, 179, 109, 123, 6 0,00 | 4.91 0,26




Resultados: Compuestos volatiles

N° MIN | MAX | MEDIA

TR COMPUESTOS MIELES | (mg/g) | maig) | (maia)
42,08 2 0,00 | 0,94 0,03
42,36 | 4-(4-metoxifenil)-butan-2-ona (anisil acetona 3 0,00 |16,50] 0,58
42,62 7 0,00 | 4,59 0,27
42,66 | 4-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2-butanona) (zingerona) 1 0,00 [ 0,09 | 0,01
42 67 | 2-4-dimetil-indanil-acetato 11 0,00 | 4,91 0,43
42,76 | mentofurano 5 0,00 | 3,31 0,22
4-(etoximetil)-2-metoxifenol 14 0,00 | 3,06 0,52

0,00 | 0,12 0,01

0,00 | 1,23 0,04

3,4,5-trimetoxifenilmetanol

1
1
3 0,00 | 1,56 0,07
8

4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldehido (siringaldehido 0,00 | 1,86 | 0,27

21 0,00 | 3,99 0,56

9 |o0o|s02] 049
2 0,00 | 0,11 0,01
3 0,00 | 2,58 0,14
2 0,00 | 0,37 0,01
5 0,00 |19,07| 1,07
2,3-dihidro-3,3,4,7-tetrametil-1H-inden-1-ona 4 0,00 | 1,37 | 0,10
4 0,00 | 2,28 0,22
1| ooofo2s| oo
6 0,00 | 0,89 0,08
45,40 | acido 4-metoxicinamico 2 0,00 | 0,06 | 0,00
46,07 | 4'-hidroxi-3',5'-dimetoxiacetofenona (acetosiringona) 1 0,00 | 0,22 | 0,01
4-hi5:Iroxi-3-metoxifeniIacetato de metilo (homovanillato de 15 0,00 | 5.40 0,38
metilo
10 0,00 | 2,51 0,22
2 0,00 | 0,82 0,05
3,4,5-trimetoxibencil metil éter 19 0,00 | 6,26 1,32
3,4-dimetoxifenilacetato de metilo 4 0,00 |15,24| 0,83
2 0,00 | 0,12 0,01
3 0,00 | 4,31 0,18

30 0,16 |17,55]| 2,57

desconocido de masas 172, 155, 128, 101, 75, 117 7 0,00 | 2,35 0,22

1 0,00 | 0,07 0,01

—_—

0,00 | 0,16 0,01

3-formil indol

2-hidroxi-4-metoxifenilacetato de metilo (4-metoxi-

mandelato de metilo 0,00 11584 1,76

0,00 | 1,11 0,06

aiNn| ©

0,00 | 1,00 0,10
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Resultados: Compuestos volatiles

N° MIN | MAX | MEDIA
COMPUESTOS MIELES | (mg/g) | (mg/g) | (mglg)

27 0,00 |15,85] 1,88

2 0,00 | 0,25 0,01

12 0,00 | 5,38 0,92

25 0,00 | 9,98 2,08

5 0,00 |13,00] 0,78
1 0,00 | 0,53 0,02
8 0,00 | 8,10 0,96

24 0,00 |36,77] 6,00

54,40 | 7-hidroxi-6-metoxi 2H-1-benzopiran-2-ona (escopoletina) 1 0,00 ] 0,13 | 0,00
55,03 | heptadecanoato de metilo 30 0,17 |15,67| 4,32
55,61 | acetato de metilindol 1 0,00 | 1,47 0,05
56,32 | derivado del 8-quinolinol 6 0,00 | 878 | 0,69

11 0,00 | 2,14 0,32

17 0,00 | 3,13 0,42

29 0,00 |16,70| 2,42

22 0,00 | 9,02 1,95

9 0,00 | 5,16 0,56

ambrettolide 4 0,00 | 9,22 0,42

25 0,00 | 4,45 0,73

1 0,00 | 1,68 0,06

14 0,00 | 4,70 0,39

27 0,00 | 6,62 1,56

18 0,00 | 7,07 0,91

27 0,00 |40,84| 4,60

1 0,00 | 0,18 0,01
23 0,00 | 7,13 1,11
3 0,00 | 2,04 0,09

28 0,00 | 4,93 1,23

26 0,00 | 5,61 1,90

20 0,00 | 6,41 0,89

27 0,00 |22,96| 4,69

26 0,00 | 5,92 1,73

0,00 |15,07] 1,08

0,00 |20,89] 2,31

25 0,00 | 9,92 2,46

26 0,00 | 7,35 1,21

18 0,00 | 6,18 1,61

7 0,00 | 1,75 0,16
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Resultados: Compuestos volatiles

N° MIN | MAX | MEDIA
COMPUESTOS MIELES | (mg/g) | (mg/g) | (mg/g)

29 0,00 |63,65| 6,65

5 0,00 122,941 1,03

24 0,00 |29,91] 6,18

28 0,00 | 6,15 2,68

25 0,00 |17,38] 3,39

28 0,00 |23,35| 7,17

28 0,00 | 4,75 2,38

30 0,08 | 5,89 1,72

0,00 | 1,20 0,12

0,00 | 2,76 0,37

1 0,00 | 4,73 0,16

27 0,00 | 7,78 2,34

17 0,00 | 8,77 1,64

10 0,00 | 2,05 0,29

8 0,00 | 4,04 0,41

4.1. COMPUESTOS ALIFATICOS (76 compuestos)

En nuestro estudio este grupo representa un 32,9 % del total de los compuestos analizados.
Los compuestos alifaticos de cadena corta, aparecen a tiempos de retencién inferiores a 16
minutos, aunque son importantes para determinar la autenticidad de miel de lavanda y brezo
(Falcao et al., 2017), en nuestro estudio estos compuestos de cadena corta como el dipropil
éter solo aparece en la miel BQ1. Como posible marcador floral sefialaremos el 1-etoxibutano
ya que solo aparece en las dos mieles de bosque. El diisopropil éter y el 3-metoxihexano son
los Unicos compuestos que se encuentran en las tres mismas mieles, las 2 de bosque (BQ1
y BQ2) y en la V3 de viborera. Entre los compuestos alifaticos de cadena larga, con tiempos
de retencién superiores a 50 minutos, hay que destacar la presencia de hidrocarburos con un
elevado numero de atomos de carbono. El rango del detector de masas utilizado (de 30 a 300
m/z) no nos permitid, con solo ver el espectro, identificar los hidrocarburos detectados, pero
observamos que los tiempos de retencién de alcanos, alquenos y cetonas presentan
relaciones lineales frente al nUmero de atomos de carbono como se muestra en las Figura
30, 31 y 32 por lo que hemos usado las ecuaciones de estas rectas para estimar el numero

de atomos de carbono de los picos que salen a tiempos superiores.
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Resultados: Compuestos volatiles
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Resultados: Compuestos volatiles

Entre los alcanos y alquenos, los hidrocarburos de alto peso molecular son los que

encontramos a mayores concentraciones, destacando los alcanos entre 19 y 29 atomos de
carbono. Muchos de ellos pueden proceder de las ceras con lo que limita su relacion con el
origen botanico de las mieles. En la Tabla 7 se reflejan las maximas concentraciones de cada
uno de los hidrocarburos alifaticos de 19 a 29 carbonos, que obtienen una maxima
concentracion superior a 10 mg/g, asi como las muestras en que se han detectado esas

concentraciones.

Tabla 7. Mdximas concentraciones de hidrocarburos de alto peso molecular

Hidrocarburos de 19 carbonos - C19 ANO 15,85 mg/g, en la miel BR2
Hidrocarburos de 20 carbonos - C20 ENO 1 | 13 mg/g, en la miel A3
Hidrocarburos de 21 carbonos - C21 ANO 16,70 mg/g, en la miel BR2
Hidrocarburos de 23 carbonos - C23 ANO 40,84 mg/g, en la miel V2
Hidrocarburos de 25 carbonos - C25 ANO 22,96 mg/g, en la miel BR2
Hidrocarburos de 26 carbonos - C26 ENO 1 | 15,07 mg/g, en la miel ML3
Hidrocarburos de 26 carbonos - C26 ENO 2 | 20,89 mg/g, en la miel ML4
Hidrocarburos de 27 carbonos - C27 ANO 63,65 mg/g, en la miel ZR1
Hidrocarburos de 28 carbonos - C28 ENO 1 | 29,91 mg/g, en la miel ML3
Hidrocarburos de 28 carbonos - C28 ANO 1 | 17,38 mg/g, en la miel V1
Hidrocarburos de 29 carbonos - C29 ENO 1 | 23,35 mg/g, en la miel V1

Dentro de los alcoholes es importante destacar la presencia de 2,3-butanodiol en 27 de las

30 muestras analizadas. Solo esta ausente en 2 muestras de miel de milflores (ML1y ML2) y
una de miel de viborera (V1), la méxima concentraciéon del isémero 1 se encuentra en las
mieles de mielada con un valor medio de 4,97 mg/g. En otros estudios, las mieles de mielada
también han destacado por su abundancia en compuestos como el 2,3-butanodiol (Munera,
2021). Algunos alcoholes como el 2-metil-1-propanol se ha podido asociar a variedades
especificas de miel de bosque (Munera, 2021). En nuestro estudio este compuesto no ha sido
detectado, aunque si se ha identificado y cuantificado el 2-propanol que aparece en 18 mieles

pertenecientes a todos los origenes botanicos excepto en las de bosque y la de cuernecillo.

Entre los aldehidos, el nonanal aparece en todos los origenes botanicos, pero solo se

encuentra en una de las cinco mieles de brezo (BR1). La méaxima concentracion media de

este compuesto es para las mieles de viborera con un valor de 0,44 mg/g.

Dentro de las cetonas, la 3-hidroxi-2-butanona aparece solo en las dos mieles de bosque, en

nuestras de mieles de mielada no esta presente a diferencia de lo expuesto en el estudio

llevado a cabo por Soria et al. (2005). La 2-hidroxi-ciclopent-2-en-1-ona, sin embargo, la
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hemos identificado en todas las mieles excepto en la M2, de mielada. La maxima
concentracion de este compuesto se ha obtenido en las mieles de brezo, con un valor medio
de 4,45 mg/g. La 2- pentadecanona sélo se ha encontrado en dos muestras dentro de las
mieles de milflores la ML1 y ML7.

En cuanto a las lactonas, la pantolactona esta presente en todas las muestras, salvo en la

ML2, mientras que la delta-decalactona aparece solo en dos muestras de miel de distintos

origenes botanicos, la ML4 y la A2.

Dentro de los acidos, el acido 3-hexenoico solo aparece en 2 mieles de brezo (BR4 y BR5),

el acido octanoico en 2 mieles de viborera (V3 y V5) y 2 de aliaga (A1 y A2). En nuestro
estudio se observa la presencia de acido decanoico en 8 muestras de todos los origenes
botanicos, salvo en las de brezo, por lo que nuestros datos difieren de otros estudios en los
que se ha detectado este acido en las mieles de brezo analizadas (Machado et al., 2020). El
acido 10-hidroxidecanoico se ha identificado en 7 muestras, 2 de milflores (ML4 y ML6), 2 de
viborera (V4 y V5), 2 de aliaga (A1 y A2) y una de bosque (BQ1), alcanzando su maxima
concentracion en las de aliaga (1,52 mg/g). Del acido dodecanoico (acido laurico), destaca la
elevada concentracién en las dos mieles de brezo en las que se ha detectado (en BR3 a 5,63
mg/g y en BR4 a 6,62 mg/g) respecto a las mieles de los otros origenes botanicos. Saenz y
Gomez (2000) y Sabatini (2007) describen el acido pentadecanoico como caracteristico de
mieles. Sin embargo, en nuestro estudio no se detectd este acido. El que si se detecté en 10
muestras fue el &cido tetradecanoico (acido miristico). El espectro de masas de alguno de
estos picos coincidié al 99% con el espectro del acido tetradecanoico de la libreria de
espectros usada en la identificacion. El acido hexadecanoico (acido palmitico) y el acido 9-
octadecenoico (acido oleico), estan presentes en mayor nimero de mieles, pero lo mas
importante es resaltar la presencia de acido palmitico en todas las mieles de brezo y en tres
de ellas a una concentracion mas elevada que en el resto de las mieles. Por ultimo, indicar
que el &cido linoleico, solo se ha identificado en una de las mieles de brezo (BR5), a una
concentracion intermedia entre los valores medios observados en las mieles milflores (3,76

mg/qg), y la miel de castafio (5,16 mg/g).

4.2. DERIVADOS DEL BENCENO (69 compuestos)

La formacion de los derivados del benceno se debe principalmente a transformaciones fisico-
quimicas de diversos compuestos, por acciéon de levaduras y bacterias (Clara y Quijano,
2004). Su aparicién es muy frecuente en mieles de diferentes origenes botanicos y
geograficos, siendo este su principal inconveniente para utilizarse como marcadores, ya que
solo podrian usarse como marcadores si alguno de ellos mostrase una concentracién muy
diferente en un tipo de miel con respecto a los demas. En nuestro estudio este grupo de
compuestos representan el 29,9% del total de componentes aromaticos encontrados. Dentro

de este grupo de compuestos, es muy habitual encontrarse con derivados del benceno
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sustituidos en posicion 4, muchos de estos compuestos se forman a partir de la ruta del acido

shikimico.

Alcoholes: el fenol aparece en todos los origenes botanicos, excepto en mieles de viborera y
bosque, la maxima concentracion media (1,80 mg/g) se dio en las mieles de brezo. El
fenilmetanol (alcohol bencilico), se encuentra en todos los origenes botanicos, excepto en la
miel de cuernecillo (CU1). Estos datos son concordantes de los de otros estudios en los que
se concluyd que el alcohol bencilico es un componente de casi todos los tipos de miel
analizados (Machado et al.,2020). En mieles de brezo presenta valores superiores al de otros
origenes botanicos por lo que seria un posible marcador de este tipo de mieles. El 1-
feniletanol, que en otros estudios se ha identificado como un poderoso marcador de la miel
de castafno (Alissandrakis et al., 2011), en nuestro trabajo solo se ha encontrado en dos
mieles; en la ML2 y en la CU1, pero no en la miel de castafio. El 2-feniletanol (alcohol
feniletilico), aparece en las 30 muestras, su maxima concentracién media se da en las mieles
de brezo (2,31 mg/g) aunque destacamos que su maxima concentracion individual se ha
obtenido en la miel de milflores ML2 (6,48mg/g). El 1,2-bencenodiol (catecol) y el 1,4-
bencenodiol (hidroquinona) se han identificado en todos los origenes botanicos salvo en la
miel de cuernecillo (CU1). El 4-metoxifenilmetanol (alcohol anisico), solo aparece en 4
muestras, cuantificandose a muy baja concentracion en las dos mieles de bosque. El 4-vinil-
2-metoxifenol, es otro de los compuestos derivados del benceno que se ha identificado en
todas las muestras, cabe destacar que en las mieles de brezo la concentracion media es
notablemente superior (3,19 mg/g) al resto de los origenes botanicos. El 3-fenil-2-propenol
(alcohol cinamilico), solo ha aparecido en tres origenes botanicos y su mayor concentracion
se ha detectado en la miel de castafio (0,72 mg/g). El 3,4,5-trimetilfenol (hemimelitenol) no ha
sido detectado en ninguna miel de trébol, de bosque ni en la de castafo. El 2-metoxi-4-(2-
propenil) fenol (eugenol) tan solo se ha encontrado en 4 muestras y dos origenes botanicos:
brezo y aliaga. El 1-fenil-2-butanol, esta presente en 9 mieles y ausente en las de trébol,
bosque, mielada, aliaga y en la de zarzamora. El 4-hidroximetilfenol solo aparece en 3 mieles
de viborera (V1, V4 y V5). El 2-metoxi-4-propenilfenol, (isoeugenol), no se ha encontrado en
ninguna miel milflores. El 3,4-dimetoxifenilmetanol (veratril alcohol), aparece solamente en
una miel de bosque (BQ2). El 2-metoxi-4-metoximetilfenol lo hemos detectado en 3 mieles, 2
de viborera (V3 y V4) y en una de aliaga, la A1. El 3-(4-hidroxifenil)-propanol tan solo se ha
encontrado en la muestra ML4. El 4-(etoximetil)-2-metoxifenol se ha detectado en la mitad de
las muestras y no aparece en las de bosque, cuernecillo y zarzamora. Por ultimo, indicaremos

que el 3,4,5-trimetoxifenilmetanol solo aparece en la muestra V5.

Aldehidos: el benzaldehido aparece en 16 muestras y destacaremos su ausencia en las
mieles de trébol. El fenilacetaldehido se ha encontrado en las 30 mieles, las mayores
concentraciones medias se han detectado en mieles de brezo (2,54 mg/g) y milflores (2,50

mg/g) y destacamos la elevada concentracion de este compuesto en la muestra ML2 (12,04
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mg/g) comparado con el resto de mieles. El 4-metoxibenzaldehido (4-anisaldehido), aparece
tan solo en 5 mieles, resaltando su elevada concentracion en la BR2 (5,83 mg/g) y en la CS1
(3,23 mg/g). En estas mismas mieles también es elevada la concentracion del 4-
isopropilbenzaldehido (4,77 mg/g y 3,98 mg/g, respectivamente). ElI 2-etoxi-4-
metoxibenzaldehido, solo se ha cuantificado en 4 mieles de diversos origenes botanicos. El
4-dimetilaminobenzaldehido, solo se ha detectado en una miel BQ1 de bosque y el 4-hidroxi-
3,5-dimetoxibenzaldehido (siringaldehido) se encuentra en 8 muestras y nos aparece en las

mieles de mielada, bosque, cuernecillo y castano.

Cetonas:

- Derivadas de la fenil-etanona (acetofenona) la 1-feniletanona (acetofenona), aparece

en todos los origenes botanicos analizados excepto en las mieles de viborera, de
mielada y de zarzamora. La acetofenona ha sido propuesta como marcador floral de
la miel de castafio (Guyot et al., 1998; Alissandrakis et al., 2011), sin embargo, en
nuestro estudio los valores de este compuesto en la miel de castafio son similares a
algunas mieles de otros origenes botanicos. La 2-hidroxi-4-metilfeniletanona (p-
anisol), aparece de forma casi exclusiva en las mieles de brezo y a una elevada
concentracién media (1,70 mg/g). La 3 metoxi-1-feniletanona (3-metoxiacetofenona)
solo aparece en 2 mieles de aliaga (A1y A3) y enla BQ1. La 3,4 dimetoxiacetofenona
solo se ha encontrado en la miel V2. Por ultimo, la 4-hidroxi-3,5-dimetoxiacetofenona
(acetosiringona) ha sido cuantificada en la miel BQ1 a baja concentracion (0,22 mg/g).

- Derivados de la fenil-butanona: La 3-hidroxi-4-fenil-2-butanona, aparece en 7 mieles

y 3 origenes botanicos, destaca su presencia en todas las mieles de brezo excepto
en la BR1 y su maxima concentracion se ha cuantificado en la BR4 (5,05 mg/g). La 4
metoxi-4-fenil-2-butanona (anisil acetona), practicamente ausente en todas las
muestras, pero se ha detectado a una elevada concentracion en la muestra BR2
(16,50 mg/g). La 4(4-hidroxi-3-metoxifenil-2-butanona (zingerona), sélo aparece en la

muestra ML7 a una baja concentracion (0,08mg/g).

Acidos libres y sus ésteres:

- Derivados del acido benzoico: el acido benzoico, se ha identificado en 29 muestras,

destacando su elevada concentracion en la miel ML2 de milflores (7,53 mg/g), en la
miel de castafo (7,55 mg/g) y en la muestra BR5 (7,95 mg/g), respecto al resto de
mieles. También se ha detectado benzoato de metilo en 5 muestras, la ML6, A3, M1,
BQ2 y CS1. El acido 2-hidroxibenzdico (acido salicilico) se ha encontrado en todos
los origenes botanicos salvo en la miel de cuernecillo y la de zarzamora y la maxima
concentracion media se ha obtenido en las mieles de brezo (0,59 mg/g). El 4-
hidroxibenzoato de metilo, aparece tan solo en 2 mieles, la T1 y la BQ1. El acido 4-
metoxibenzoico se encuentra en 3 mieles, la M1, la BQ1 y la CS1. El acido 4-

hidroxibenzéico en 4 mieles de 4 origenes botanicos (ML7, V5, T1 y A2). El 4-metoxi-
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benzoato de metilo fue detectado en 3 mieles, la ML2, laM1 y la CS1, donde consigue
su maxima concentracion (6,24 mg/g). Finalmente, indicar que el acido 4 hidroxi-3-
metoxibenzdico (&cido vanilico) esta ausente en todas las mieles de brezo.

Derivados del acido fenilacético: ademas del acido fenilacético, que se ha encontrado

en todas las mieles salvo en la T3 y CS1, se han detectado entre otros el acido 2-
hidroxifenilacético (acido mandélico) en cuatro muestras la ML6, M1, BQ1 y CS1 , el
acido 4-hidroxifenilacético, que solo se ha encontrado en la miel ML2 y en la CU1 y
el acido 4-metoxifenilacético (acido homoanisico), presente en 4 muestras, la ML2, la
V3, la de cuernecillo y la de castafio. El 4-metoxifenilacetato de metilo destaca por su
elevada concentracién media en las mieles de brezo (6,56 mg/g) y su ausencia en las
muestras de bosque. El 4-hidroxi-3-metoxifenilacetato de metilo aparece en 15
muestras y practicamente en todos los origenes botanicos. El 2-hidroxi-4-
metoxifenilacetato de metilo (4-metoximandelato de metilo) se ha detectado en 9
mieles y 4 origenes botanicos, milflores ML1 y ML2, aliaga A2 y A3, mielada M1 y
brezo BR2, BR3 y BR4, en la BR2 destaca su elevada concentracion (15,84 mg/g).
El 3,4 dimetoxifenilacetato de metilo se ha identificado en la miel ML2 y en las mismas
tres mieles de brezo (BR2, BR3 y BR4), siendo en la muestra BR2 donde se ha
detectado su maxima concentracion (15,23 mg/g).

Derivados del acido 3 fenil propanoico: el acido 3 fenilpropandico aparece en 13

muestras de diversos origenes botanicos y su maxima concentracion se ha obtenido
en la miel BR2. El 2 hidroxifenilpropanoato de metilo, se ha detectado en 2 mieles de
este origen (BR2 y BR5) y a una elevada concentracion 10,46 mg/g y 14,29 mg/g,
respectivamente. El acido 3 fenil-2-propenoico (acido cinamico) se ha encontrado en
todos los origenes botanicos, pero con la maxima concentracion media en las mieles
de aliaga (3,27 mg/g), seguida por las mieles de brezo (2,76 mg/g). Este acido se ha
propuesto como marcador destacado de las mieles de brezo, junto con el acido trans
cinamico (Guyot et al., 1999). El acido 2-hidroxifenilpropanoico (acido 3-fenillactico),
fue detectado en elevadas concentraciones en mieles de casi todos los origenes
botanicos, alcanzando su maximo valor (10,94 mg/g) en la BR4. El 3,4-dimetoxi-3-
fenilpropanoato de metilo se ha identificado en 4 muestras y su maxima concentraciéon
(2,93 mg/g) también se ha cuantificado en una miel de brezo, la BR1.

Derivados del acido fenil butanoico: 4 fenil-2-butenoato de metilo, aparece en 5

mieles, la V3, la A1, la BQ1y en dos de brezo, la BR1 y BR3 donde se obtienen las
mayores concentraciones 1,63 mg/g y 5,08 mg/g respectivamente.

Acetatos: El acetato de bencilo esta presente en 7 mieles, siendo el acetato que
hemos detectado en mayor nimero de mieles y en mas origenes botanicos, ML2,
BR1, A1, M1, BQ1, CU1 y CS1. El acetato de 2-feniletilo, solo esta presente en una
miel, la ML1 y el acetato de anisilo y acetato de cinamilo solo aparecen en 3 mieles
cada uno, el primero en la ML2, la M1y la CS1y el segundo en la ML2, la BR1 y la
CU1.

77



Resultados: Compuestos volatiles

Otros compuestos derivados del benceno: El 1-metoxi-4-propilbenceno (propilanisol), se ha

encontrado en todos los origenes botanicos, pero el dato que mas destaca es su elevada
concentraciéon media en las mieles de brezo (2,74 mg/g), estos altos niveles ya han sido
observados en otros estudios (Castro-Vazquez et al., 2009). El 3,4,5-trimetoxibencil metil éter
aparece en todas las mieles de viborera, trébol y bosque y no ha sido detectado en ninguna
miel de brezo.

4.3. COMPUESTOS DERIVADOS DEL CALENTAMIENTO Y
ENVEJECIMIENTO (24 compuestos)

Estos compuestos se forman a partir de procesos no enzimaticos entre aminoacidos y
azucares o en procesos de calentamiento y envejecimiento de la miel. El mas utilizado es el
hidroximetilfurfural (HMF) que esta incluido en la Legislacion (DOCE, 2002; BOE, 2003) como
marcador de envejecimiento y deterioro ya que su velocidad de formacién aumenta con las
altas temperaturas. En nuestro estudio este grupo representa un porcentaje del 10,4% del

total de los compuestos analizados.

Derivados del furfural, el furfural aparece en las mieles de todos los origenes botanicos, pero

donde presenta mayor concentracion media es en las mieles de brezo (1,88 mg/g),

apareciendo en la totalidad de muestras de brezo y de aliaga.

Derivados del furano, el 2-furanmetanol (alcohol furfurilico) se ha identificado en todas las

muestras excepto en la miel V2 y también se ha obtenido la maxima concentracién media en
las mieles de brezo (1,57 mg/g), seguida de cerca por la miel de castafio (1,36 mg/g), lo cual
esta en concordancia con otros trabajos (Bouseta et al.,1992; Guyot et al., 1998; Alissandrakis
et al., 2011) donde se indica que la miel de castafio contiene mayores cantidades de este
compuesto. El 3-furanmetanol, sin embargo, solo ha aparecido en una muestra de miel de
bosque (BQ1) y a muy baja concentracién (0,03 mg/g). El 2-3-dihidrobenzofurano se ha
identificado en la totalidad de las mieles, la maxima concentracién media (8,85 mg/g) se ha
detectado en las mieles de trébol y la maxima concentracion individual ha sido para la miel
BQ1 (18,27 mg/g).

Derivados de la furanona, el 5-metil-2(3H)-furanona (angélica lactona) se ha detectado solo
en 2 mieles (ML2 y BR4).

Derivados de la piranona, estos compuestos son los que se han detectado en mayor niumero

de mieles, se han encontrado dos isémeros de la 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6- metil-4H-piran-
4-ona en las 30 muestras de nuestro estudio. Cabe destacar el valor de la concentracion del

isdmero 1 en la miel de castano (11,89 mg/g) muy superior al del resto de origenes botanicos.
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Estos resultados coinciden con los obtenidos por Alissandrakis et al. (2011) donde este
compuesto se identifico en casi todas las mieles del su estudio, alcanzando en las de castafio
la mayor concentracion (15,93 mg/g). El 5-hidroxi-2-(hidroximetil)-4H-piran-4-ona (acido

kdjico) solo aparece en 4 mieles de dos origenes botanicos (ML2, BR3, BR4 y BR5).

4.4. NORISOPRENOIDES (17 compuestos)

Los norisoprenoides son derivados de carotenoides, poseen un esqueleto 3,5,5-
trimetilcilohex-2-eno, que puede sufrir reacciones de transformacién por oxidacion,
deshidratacién o ciclacion. Son compuestos muy importantes en la determinacién del perfil
aromatico ya que son detectables a concentraciones minimas porque poseen propiedades
sensoriales con bajo valor umbral de percepcion y aportan matices propios como puede ser
el floral. En nuestro estudio estos compuestos representan un 7,4 % del total de volatiles y
semivolatiles.

En el estudio llevado a cabo por Machado et al. (2020) en mieles de brezo se identificaros los
norisoprenoides a-isoforona, 4-hidroxi-4-(3-oxo-1-butenil)-3,5,6-trimetilciclohex-2-en-1-ona y
3-oxo-a-ionol en la mayor parte de las muestras. En nuestro estudio la 3-isoforona también
aparece en las mieles de brezo a mayor concentracion que en el resto de mieles, aunque la
maxima concentraciéon se ha obtenido en la miel V4 (11,73 mg/g). El 3,3,5-trimetil-4-(2-
acetiletil)-4,5 epoxi-ciclohexanol ha sido detectado en 7 mieles de diferentes origenes florales,
ML4, ML7, BR3, BR4, A2, BQ1 y CS1. El isomero 1 de la megastigmatrienona Unicamente se
ha detectado en la miel de cuernecillo. Esta es la unica miel donde se han detectado los tres
isdbmeros de la megastigmatrienona, apareciendo los isémeros 2 y 3 en algunas mieles de
otros origenes florales. El 3-oxo-a-ionol, en nuestro estudio, solo aparece en una miel de
brezo, la BR1 y su maxima concentracion se ha obtenido en la miel CU1 (4,59 mg/g), por lo
que podria considerarse un posible marcador floral de miel de cuernecillo. La 2-hidroxi--
ionona, solo aparece en 5 mieles, ML2, A2, CS1, BR2 y BR5, siendo en estas dos mieles de
brezo donde se ha detectado a concentraciones mas elevadas (19,07 mg/g y 8,60 mg/g
respectivamente). Los dos isémeros del 6,7-dehidro-7,8-dihidro-3-oxo-a-ionol, se han
identificado en pocas muestras (ML1, CU1 y CS1). El 4-hidroxi-4-(3-oxo-1-butenil)-3,5,6-
trimetilciclohex-2-en-1-ona, aparece en las 30 mieles y destacamos su méaxima concentraciéon
media es en las mieles de aliaga (6,91 mg/g) alcanzandose en una de ellas (A3) la maxima
concentracién 17,55 mg/g.

Por dltimo, hay que indicar que otros norisoprenoides identificados en nuestras mieles han
sido el (3S*,5R*,6R*,7E,9)-3,6-epoxy-7-megastigmen-5,9-diol que se ha identificado en todos
los origenes florales salvo en mieles de viborera y el (E)-4-r-1',t-2',c-4'-trihidroxi-3',6',6'-
trimetilciclohexilbut-3-en-2-ona, que también se ha encontrado en todos los origenes florales,
pero destaca su aparicion a elevadas concentraciones en todas las mieles de trébol, con una

concentracién media de 17,65 mg/g y un valor maximo de 36,77 mg/genla T2 .
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4.5. COMPUESTOS HETEROCICLICOS (12 compuestos)

Se caracterizan por ser sustancias organicas que contienen un anillo formado por mas de un
tipo de atomos, ademas del carbono, los mas comunes son nitrégeno, oxigeno y azufre. En
nuestro estudio representan un 5,2% del total, dentro de este grupo se incluyen compuestos
que pueden utilizarse como posibles marcadores de origenes florales.

El 2 metilindol, esta ausente en mieles de milflores, viborera, trébol y bosque y la
concentracion media a la que se ha identificado en las mieles de brezo es de 1,1 mg/g. El
mentofurano, aparece en muestras de milflores, viborera y bosque. El 3-formil-indol y la 7-
hidroxi-6-metoxi 2H-1 benzopiran-2-ona (escopoletina) aparecen ambos en una Unica miel de

mielada, la M1.

4.6. TERPENOIDES (12 compuestos)

Este grupo representa tan solo un 5,2 % del total, se encuentran mas frecuentemente en los
aceites esenciales de las plantas que en el polen. Por esta razon estos compuestos no suelen
usarse como marcadores botanicos, aunque su detecciéon en las mieles a concentraciones
inusuales, puede ser Util para determinar su origen botanico (Rintoul, 2002). Los terpenoides
o polimeros del isopreno son moléculas muy diversas, ya que estdan formadas por un
hidrocarburo insaturado de 5 carbonos (isopreno) que al polimerizarse da lugar a multitud de
compuestos.

El limoneno, aparece en 2 mieles de viborera (V3 y V5) y en las dos de bosque, los derivados
del linalol como el 6xido de cis-linalol y el 6xido de trans-linalol, se detectan a una
concentracion elevada (1,54 y 5,07 mg/g, respectivamente) en la miel de brezo BR4, en otros
estudios el 6xido de cis-linalol es un compuesto volatil especifico usado como marcador en
mieles monoflorales de trigo sarraceno, miel de naranjo y de acacia (Machado et al., 2020).
En nuestro estudio este compuesto ha sido detectado en la ML4, V3, BR4, A1, A2, BQ1, ZR1
y CS1.

En nuestro estudio, al igual que en el de Falcao et al. (2017), el 3,7-dimetil-1,5,7-octatrien-3-
ol (hotrienol) se ha identificado en 26 muestras y aparece a una importante concentracion en
las mieles de brezo con una concentracion media de 2,30 mg/g, por lo que podria ser
considerado marcador para este tipo de mieles. El Unico origen botanico donde no hemos
encontrado este compuesto ha sido en la miel de cuernecillo. El 3,7-dimetil-1,5-octadien-3,7-
diol (terpendiol), se ha identificado casi en las mismas 26 mieles en que hemos detectado el
hotrienol, salvo en la BR2. En la miel de cuernecillo sigue sin detectarse este terpenoide,
apareciendo en el resto de origenes florales. Su concentracién media en las muestras de
brezo es bastante parecida a la del hotrienol (2,05 mg/g). El timol se ha detectado en 6
muestras, ML1, ML5, ML6, ML7, T3 y V1, en esta Ultima se ha cuantificado la mayor
concentracion (1,70 mg/g). El 2,6-dimetil-2,7-octadien-1,6 diol tan solo se ha encontrado en
la miel BR3.
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El resto de terpenoides de nuestro estudio aparecen en menor niumero de mieles y a
concentraciones mas reducidas. De los dos isémeros del 3,7-dimetiloct-1-en-3,6,7-triol,
ninguno aparece en mieles de brezo y el isémero 1, se ha cuantificado a una elevada
concentracion (7,09 mg/g) en la miel ML4 comparado con el resto de mieles. El gurjuneno,
tan solo esta presente en 4 mieles, ML2, BR2, A3 y en la de castafio, donde se ha obtenido
la maxima concentracion (2,28 mg/g). El totarol y neofitadieno aparecen también en una Unica
miel cada uno de ellos, en la M1 y ML2, respectivamente.

4.7. FLAVONOIDES Y COMPUESTOS RELACIONADOS (5
compuestos)

Otro grupo de compuestos identificado durante el analisis de volatiles y semivolatiles ha sido
el de los flavonoides. Este tipo de compuestos no suele determinarse junto con las sustancias
volatiles, sino que se identifican mediante otros métodos especificos de analisis, basados en
las técnicas de HPLC.

En nuestro estudio este grupo representa el 2,2 % del total y aparecen al final del
cromatograma a partir del minuto 68. Estos compuestos no se han detectado en otros trabajos
llevados a cabo con métodos de extraccion similares, como los realizados por el grupo de
investigacién australiano de D’Arcy ya que se ha cortado el cromatograma a tiempos
inferiores.

La pinostrobin chalcona se ha identificado en 28 muestras estando ausente solo en 2 mieles
de viborera (V1 y V2). Su maxima concentraciéon media se ha detectado en las mieles de
milflores (1,92 mg/g) y en una de las mieles de este origen floral (ML1) se ha cuantificado la
concentracion mas elevada (4,93 mg/g). En las mieles de brezo y trébol se han obtenido
valores de concentracion media de este flavonoide de 1,76 mg/g y 1,77 mg/g
respectivamente.

La pinocembrina ha aparecido en 25 muestras, siguiendo un patrén parecido a la pinostrobin
chalcona, en ambos casos destaca su ausencia, sobre todo, en las mieles de viborera y su
maxima concentracion media en las mieles de milflores (4,15 mg/g y 1,92 mg/g,
respectivamente). En la miel ML1 se ha obtenido la maxima concentracién tanto de
pinocembrina (9,92 mg/g) como de pinostrobin chalcona (4,93 mg/g). En las mieles de brezo
se ha obtenido el siguiente valor mas elevado de concentracion media de pinocembrina (4,04
mg/g).

El resto de flavonoides que han sido identificados en nuestros cromatogramas, tectocrisina,
crisina y apigenina han aparecido en menor numero de muestras y a menores
concentraciones. La tectocrisina, solo aparece en 5 muestras, aunque en la ML1, alcanza una
elevada concentracién (22,94 mg/g). La crisina, solo presente en 8 muestras, se ha
encontrado en las dos mieles de mielada (M1 y M2) y en la de cuernecillo ha alcanzado su
maxima concentracién (2,76 mg/g). Finalmente, la apigenina ha sido detectada en 10
muestras incluyendo todos los origenes botanicos, ML4, ML6, ML7, V4, BR3, T1, A1, A2, M1
y BQ1.
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4.8. COMPUESTOS POLICICLICOS (4 compuestos)

Representan un 1,7% de todos los compuestos analizados y se caracterizan por poseer en
su estructura dos o mas anillos de benceno unidos entre si y en algunos casos un anillo
pentagonal.

El 1,1,6-trimetil-1,2-dihidronaftaleno y el 2,4 dimetilindanilacetato, aunque se han detectado
en 8 y 10 mieles respectivamente, en las muestras de brezo es donde se han determinado
con mas frecuencia y a la mayor concentraciéon media (1,51 mg/g y 2,11 mg/g). El 1,2,3,4-
tetrahidro-4,5,7-trimetil-1-naftol se encuentra en 4 mieles, 3 de ellas son de brezo (BR2, BR3
y BR5) con una concentraciéon media de 0,84 mg/g y una de castafio (0,88 mg/g). La 2,3-
dihidro-3,3,4,7-tetrametil-1H-inden-1-ona aparece en 4 muestras de diferentes origenes
florales: ML1, BR1, M1y CU1.

4.9. COMPUESTOS DESCONOCIDOS (12 compuestos)

Estos compuestos, que no hemos conseguido identificar mas que por sus masas, constituyen
un 5,2 % del total de volatiles. Aparecen desde el minuto 15 hasta el 48 y también pueden
indicarnos posibles origenes florales.

El primero que eluye en nuestros cromatogramas, a un tiempo de retencién de 15,49 minutos
(desconocido de masas 55, 84, 112, 39) lo hemos identificado en mieles de brezo con una
concentracion media de 1,31 mg/g y también en las mieles de cuernecillo, zarzamora y
castafio. El que aparece a los 33,91 minutos (desconocido de masas 133, 162, 118, 89, 77,
63) podria ser considerado un marcador floral de mieles de castafo, alcanzando su maxima
concentracion en la miel CS1 (6,82 mg/g). El desconocido de masas 107, 136, 77, 164, que
eluye justo después, a los 34,04 minutos, también es un posible marcador de origen floral de
brezo (concentracién media de 2 mg/qg).

El siguiente compuesto que nos pude indicar origen floral de brezo y aliaga es el que aparece
a un tiempo de retencién de 37,49 minutos (desconocido de masas 105, 147, 120, 119, 91,
204, 133) ya que se ha cuantificado a una concentraciéon media de 3,96 mg/g para las mieles
de brezo y de 2,08 mg/g para las de aliaga.

El desconocido de masas 43, 192, 38, 67, 95, 179, 109, 123, 135, 152, 207, que se ha
identificado a los 41,83 minutos no se ha cuantificado en ninguna miel de viborera ni de brezo.
Finalmete es destacable la presencia de un compuesto desconocido de masas 266, 251, 252,
133, 267, 253, que aparece al minuto 34,63 y se encuentra en 28 muestras del estudio,
alcanzando su maxima concentracion media en las mieles de trébol (3,30 mg/g).
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4.10. POSIBLES MARCADORES

Los compuestos mas significativos que pueden ser utilizados como posibles marcadores de

origenes botanicos y de gran interés para discriminaciones en estudios posteriores son:

COMPUESTOS ALIFATICOS

El 1 etoxibutano y 3-hidroxi-2-butanona solo aparecen en las dos mieles de bosque.

El 2,3-butanodiol (isémero 1), alcanza su maxima concentracion media en las mieles de
mielada.

La 2-hidroxiciclopent-2-en-1-ona, alcanza su maxima concentracién media en las mieles de

brezo.

DERIVADOS DEL BENCENO

El fenilmetanol, alcanza su maxima concentracion media en las mieles de brezo.
El 4-vinil-2-metoxifenol, destaca su elevada concentracion media en las mieles de brezo

respecto al resto de los origenes botanicos.

COMPUESTOS DERIVADOS DEL CALENTAMIENTO Y ENVEJECIMIENTO

El 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil-4H-piran-4-ona (isémero 2) destaca por el valor de su

concentracion en la miel de castafio.

NORISOPRENOIDES

El 3-oxo-a-ionol, es en la miel de cuernecillo donde se encuentra a mayor concentracion.
El isémero 1 de la megastigmatrienona solo se ha detectado en la miel de cuernecillo. Esta
es la unica miel donde se han detectado los tres isomeros de la megatigmatrienona,

apareciendo los isomeros 2 y 3 en algunas mieles de otros origenes florales.

TERPENOIDES

El 3,7-dimetil-1,5,7-octatrien-3-ol (hotrienol), podria ser utilizado como marcador de mieles de
brezo ya que es en las mieles de este origen botanico donde presenta mayores

concentraciones.

COMPUESTOS DESCONOCIDOS

El desconocido de masas 133,162,118,89,77,63, podria ser considerado un marcador floral
de mieles de castario.

El desconocido de masas 107,136,77,164, posible marcador floral de brezo.

El desconocido de masas 105,147,120,119,91,204,133, puede indicar origen floral de brezo

y aliaga.
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411. ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

Con cada uno de los aromas detectados se llevé a cabo un analisis estadistico de cajas y
bigotes para determinar cuéles eran los componentes volatiles y semivolatiles que mostraban
mayores diferencias entre las distintas muestras. De los 231 compuestos, se determind que
fueron 22 compuestos los que mejor separan las muestras analizadas (Tabla 8). Estos
compuestos incluyen algunos de los que se han propuesto anteriormente como posibles
marcadores de algunos tipos de mieles, pero no todos y otros que, aunque no los habiamos
propuesto como caracteristicos de algun tipo de miel si contribuian a una mejor separacién
de las mieles de distintos origenes botanicos. Con los compuestos seleccionados se realizé
un analisis de componentes principales (PCA). En la Figura 33 se puede ver que la primera
componente explicod un 24,30% de la varianza, mientras que la segunda componente explicé
un 20,94%. PC1 principalmente fue definida por los compuestos 1-etoxibutano, 3-hidroxi-2-
butanona, fenilacetaldehido, 3,4,5-trimetilfenol (hemimelitenol), acetato de anisilo y 3,4,5-
trimetoxibencil metil éter, mientras que PC2 esta definida mas por los componentes 2,3-
butanodiol (isémero 1), pinostrobin chalcona y pinocembrina. Se puede ver que las mieles de
brezo se sitian a la derecha del eje de la “y” donde los compuestos, fenilmetanol (alcohol
bencilico), 3,7-dimetil-1,5,7-octatrien-3-ol (hotrienol), 4-vinil-2-metoxifenol y desconocido de
masas 107, 136, 77, 164 se encuentran en mayor concentracidon que en las demas mieles,
por lo que podrian ser propuestos como posibles marcadores. El fenilmetanol (alcohol
bencilico) y el 3,4,5-trimetilfenol también se han encontrado en alta cantidad en mieles de
brezo por otros autores (Castro-Vazquez et al., 2009; Plutowska et al., 2011), mientras que el
3,7-dimetil-1,5,7-octatrien-3-ol se ha encontrado principalmente en mieles de lavanda y
naranja (Pérez et al., 2002; Alissandrakis et al., 2003). Los compuestos 1-etoxibutano y 3-
hidroxi-2-butanona no se detectan en mieles de brezo. En ese mismo cuadrante se encuentra
la miel de castafio, pero separada de las de brezo, con mayor contenido de 2,3-dihidro-3,5-
dihidroxi-6- metil-4-H-piran-4-ona (isémero 2) que las otras mieles. El acido benzoico ha sido
propuesto como marcador de miel de castano en el estudio llevado a cabo por Castro-
Vazquez et al. (2010). En nuestro estudio el acido benzoico también esta presente en cantidad
elevada en la miel de castafio, pero presenta concentraciones similares en dos mieles de
brezo y una milflores, lo cual disminuye su utilidad como posible marcador de miel de castafio.
Por otro lado, la miel de cuernecillo también esta separada claramente de las demas, marcada
por su contenido en los compuestos megastigmatrienona (isémero 1), acido 4-
hidroxifenilacético y 3-oxo-a-ionol, pudiéndose proponer los tres compuestos como
marcadores de este origen floral. Otro grupo puede ser el formado por las dos mieles de
bosque caracterizadas por ser las Unicas con los compuestos 1-etoxibutano y 3-hidroxi-2-
butanona. Estos compuestos no han sido propuestos como marcadores de este origen floral
por otros autores, sin embargo, otros compuestos como el acido butanoico, el butirato de
metilo, el a-pineno, a -felandreno y el a-terpineol han sido encontrados en mayor cantidad en

este tipo de mieles (De la Fuente et al., 2007). En un ultimo grupo se situan las mieles de

84



Resultados: Compuestos volatiles

mielada, viborera, aliaga, trébol y milflores, no pudiendo ser separadas por los compuestos

aromaticos.
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Figura 31. Andlisis de componentes principales de las 30 muestras de miel en funcién de los 22
compuestos voldtiles selecionados
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Tabla 8. Compuestos voldtiles y semivoldtiles seleccionados para el andlisis de componentes
principales

TR Compuesto Numeracién
para PCA

7,61 1-etoxibutano

7,79 3-hidroxi-2-butanona

9,01 | 2,3-butanodiol (isémero 1)

17,02 | fenilmetanol (alcohol bencilico)

17,43 | fenilacetaldehido

18,04 | 1-feniletanol

19,33 | 3,7-dimetil-1,5,7-octatrien-3-ol (hotrienol)
21,63 | 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6- metil-4-H-piran-4-ona (isémero 2)
22,61 | acido benzoico

22,76 | 2,2,6-trimetil 1,4-ciclohexadiona

28,85 | 4-vinil-2-metoxifenol

29,09 | 3,4,5-trimetilfenol (hemimelitenol)

32,14 | 3,7-dimetiloct-1-en-3,6,7-triol /isémero 2
33,35 | acetato de anisilo

34,04 | desconocido de masas 107,136,77,164
34,14 | acido 3-fenil-2-propenoico (acido cinamico)
39,34 | megastigmatrienona (isémero 1)

41,69 | acido 4-hidroxifenilacético

42,62 | 3-oxo-a-ionol

47,21 | 3,4,5-trimetoxibencil metil éter

68,56 | pinostrobin chalcona

72,86 | pinocembrina

RIX8|3(|3(3[@[R[2[82(3]0|e |~ ||| |o/n]|

5.CONCLUSIONES

1. En las 30 mieles estudiadas se encontraron 76 compuestos alifaticos, 69 derivados del
benceno, 24 compuestos derivados del calentamiento y envejecimiento, 17 norisopresnoides,
12 compuestos heterociclicos, 12 terpenoides, 5 flavonoides, 4 compuestos policiclicos y 12

compuestos desconocidos.

2. Los compuestos cuantificados en todas las mieles son: 2,5-dihidrofurandiona,
fenilacetaldehido, 2-feniletanol (alcohol fenetilico), 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil-4H-piran-
4-ona (isbmero 2), 2-3-dihidro-benzofurano, 5-hidroximetil-2-furancarboxaldehido (HMF), 4-
vinil-2-metoxifenol, 4-hidroxi-4-(3-oxo-1-butenil) -3,5,6-trimetilciclohex-2-en-1-ona

(dehidrovomifoliol) y el alcano con 29 atomos de carbono.

3. Los compuestos volatiles y semivolatiles no permitieron separar las mieles de mielada,
viborera, aliaga, trébol y milflores, posiblemente por la insuficiente cantidad de muestras de
cada tipo. Sin embargo, los siguientes compuestos mostraron ser posibles marcadores del
origen botanico de las mieles analizadas:

- En mieles de mielada: 2,3-butanodiol (isémero 1).
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En mieles de bosque: 1- etoxibutano y 3-hidroxi-2-butanona.

En mieles de brezo: 4-vinil-2-metoxifenol, fenilmetanol, 3,7-dimetil-1,5,7-octatrien-3-
ol (hotrienol), desconocido de masas 105,147,120,119,91,204,133 y desconocido de
masas 107,136,77.

En mieles de cuernecillo: megastigmatrienona (isémero 1), acido 4-hidroxifenilacético
y 3-0x0-a-ionol.

En mieles de castaio: 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6- metil-4-H-piran-4-ona (isémero 2) y
el desconocido de masas 133,162,118,89,77,63.
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IV.. COMPUESTOS FENOLICOS Y
PROPIEDADES FUNCIONALES DE LA
MIEL

IV.Il.1. COMPUESTOS FENOLICOS DE LAS
MIELES

PROCESOS DE EXTRACCION Y TECNICAS DE
DETECCION DE FENOLES

De los compuestos bioactivos de la miel, el grupo que genera mayor interés es el de los
compuestos fendlicos, debido a sus propiedades biolégicas. Se trata de componentes
minoritarios que se encuentran en concentraciones muy pequefas, por lo que precisan
técnicas analiticas selectivas, sensibles, y con gran capacidad de resolucion para poder
detectarlos y cuantificarlos. En los métodos analiticos para detectar y cuantificar estos
compuestos bioactivos se suceden los pasos de extraccion, separacion e identificacion de los
mismos. La etapa mas decisiva para la recuperacion y el aislamiento de los compuestos
fendlicos antes de su andlisis es la extraccion (Gémez Romero 2010). Esta extraccién se
puede denominar extracciéon quimica y puede realizarse de varias formas, obteniendo los
compuestos de interés y eliminando otros compuestos que pueden interferir en el analisis.

La extraccion quimica para la determinacion de compuestos fendlicos se realiza para eliminar

compuestos de la miel que pueden interferir en el analisis, como son los azucares.

Las técnicas de extraccion que mas se utilizan en mieles son la extraccion liquido-liquido y la
extraccion en fase sélida, algunos investigadores prefieren omitir la extraccién para ganar
tiempo, mientras que otros realizan una extraccion rapida mediante el uso de ultrasonidos o

microondas (Pascual-Maté, 2018).

La extraccion liquido-liquido en mieles se ha utilizado principalmente usando acetato de etilo
como solvente, obteniendo adecuados porcentajes de recuperacién, sin embargo, presenta
una importante desventaja, requiere el uso de grandes volumenes de disolvente. Métodos
mas respetuosos con el medio ambiente son la extracciéon acelerada con disolventes y
extracciones liquido-liquido dispersivo e inverso dispersivo. La extraccion acelerada con
disolventes es un procedimiento de extraccion liquido-liquido automatizado que combina alta
temperatura y presion, reduciendo asi tiempo y consumo de disolvente. El proceso es caro y

la alta temperatura empleada podria provocar la degradacion de una cantidad importante de
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compuestos fenolicos (Pascual Maté et al., 2018). Habib et al. (2014), demostrd que esa
degradacion se reduce bastante al disminuir la temperatura de extraccion a 25 °C. La
extraccion liquido-liquido dispersivo e inverso dispersivo, son técnicas mas sencillas, rapidas,
baratas y respetuosas con el medio ambiente que la extraccion liquido-liquido. En ambos una
solucién mixta del solvente de extraccion (con un punto de fusion cercano a la temperatura
ambiente) y el solvente dispersivo se inyectan rapidamente en la muestra de miel que
queremos analizar. Se produce una solucién turbia con una amplia area de contacto entre el
solvente de extraccion y la muestra alcanzando el equilibrio rapidamente. Después de la
centrifugacion, el producto de extraccion se sedimenta en la parte inferior del tubo de ensayo
conico en el método liquido-liquido dispersivo o en la parte superior si el método es el liquido-
liquido inverso dispersivo. La diferencia de ambos métodos se debe a la densidad del solvente
de extraccién, en el primero es menor que el agua, mientras que en inverso dispersivo es

mayor (Ranjbari et al., 2012).

La extraccion en fase sélida es el método mas comun para el aislamiento de los polifenoles
de la miel, utilizando Amberlita XAD-2 como resina polimérica, eliminando compuestos
polares como azucares y eluyendo los compuestos fendlicos previamente adsorbidos por la
resina con metanol (Baltrusaityté et al., 2007; Petretto et al., 2015). Esta técnica se ha ido
modificando para mejorar la recuperaciéon de los compuestos, mediante etapas previas y
posteriores al paso de la muestra por la columna de Amberlita, como puede ser la agitacién
de la muestra previamente al paso por la columna o la limpieza y concentracién del extracto,
realizando una extraccion liquido-liquido posterior del extracto metandlico con éter dietilico

(Ouchemoukh et al., 2017). Neggad et al. (2021) han utilizado una resina biodegradable (BR)

y la han comparado con la resina comercial comun Amberlita XAD2. La extraccion con BR se
ha realizado en condiciones dptimas de pH, cantidad de BR, tiempo, temperatura y agitacion.
Se observo una diferencia significativa en el porcentaje de recuperacién de polifenoles entre
la extraccion realizada por la resina BR y los logrados por la resina XAD2 obteniendo mayor
contenido de polifenoles la utilizaciéon de resina BR en las tres muestras de miel analizadas.
Xiao yu et al. (2021) establecieron y adoptaron con éxito un método de pretratamiento para
el analisis cuantitativo de flavonoides y antraquinonas en muestras de miel desarrollando una
nueva extraccién en fase solida utilizando quitina como adsorbente (SPE-quitina) detectando

los compuestos mediante electroforesis capilar (CE).

Otra forma de realizar la extraccion en fase soélida es utilizar cartuchos comerciales rellenos
de diferentes fases estacionarias, lo cual hace el proceso més sencillo y rapido, necesitando
menos cantidad de muestra y menos consumo de solventes que la utilizacion de Amberlita,
pero si que es necesario tener una bomba de vacio acoplada a un colector (Yung An et al.,
2016). Los cartuchos mas utilizados para la extraccion de compuestos fendlicos son cartuchos
hidrofébicos de fase reversa de silica ligados con octadecilo (C18), ideal para extraer

compuestos no polares de muestras acuosas o0 el uso de solventes poliméricos, como
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estireno-divinilbenceno y N-vinilpirrolidona-divinilbenceno o cartuchos de fase reversa de

intercambio iénico (Pascual-Maté, 2018).

Una vez realizada la extraccion quimica de los compuestos fendlicos, la técnica mas utilizada
para separar y cuantificar polifenoles en la miel es la cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC) con detectores de espectrometria de masas o ultravioleta, aunque la electroforesis
capilar también ha dado buenos resultados. Los grandes desafios para el analisis futuro de
los polifenoles que se encuentran en la miel son el uso de nuevos disolventes, optimizar los

procedimientos actuales, y desarrollar técnicas analiticas rapidas (Pascual Maté 2018).

OBJETIVO

El objetivo de este estudio fue analizar el perfil de compuestos fendlicos de 15 muestras de

miel de distinto origen boténico mediante HPLC-UV para caracterizar estas mieles.

MATERIAL Y METODOS

3.1. MUESTRAS

Como se ha indicado en el plan de trabajo, en el analisis de compuestos fendlicos se han
seleccionado 15 de las 30 muestras de miel, 5 de brezo, 3 de aliaga, 3 de viborera, 2 de
mielada y 2 de bosque (Capitulo I, Tabla 4).

3.2. REACTIVOS Y MATERIAL

REACTIVOS

Metanol (VWR)

Agua miliQ (Millipore, Bedford, MA, EE. UU.)
Metanol HPLC (VWR)

Acido galico, (Panreac)

Acido cafeico (Panreac)

Catequina (Panreac)

Acido p-cumarico (Panreac)

Acido ferulico (Panreac)

Naringenina (Sigma-Aldrich)

Pinocembrina (Cymit quimica, S.L., Barcelona, Espafia)
Acido clorogénico (Cymit quimica)

Acido vanilico (Fluka Chemie GmbH)

Acido cinamico (Sigma-Aldrich)

Acido férmico (VWR International Eurolab)
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MATERIAL

Cartuchos Strata-X SPE (Phenomenex®, Torrance, CA, EEUU)

Filtros de jeringa de PVDF 0,45 ym (Whatman TM)

Cromatdgrafo de liquidos Varian Pro Star 310 con detector UV (Varian, Victoria, Australia)
Columna de fase reversa Microsorb-MV 100-5 C18 (150 x 4,6 mm, 5 ym tamafio de particula)
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EEUU)

3.3. EXTRACCION

En la extraccion de compuestos fendlicos para su deteccion y cuantificacion mediante HPLC-
UV se ha seguido el método descrito por Bertoncelj et al. (2011) utilizando cartuchos Strata-
X SPE 200 mg/6 ml y mediante un equipo Manifold con bomba de vacio (Figura 34), con
alguna modificacion que ha ayudado a mejorar la purificacion del extracto y la

preconcentracion.

Figura 32. Cartuchos Strata-X SPE y sistema Manifold para extraccion

En primer lugar, los cartuchos fueron acondicionados con 3 ml de metanol, seguido de 3 ml
de agua miliQ. Las muestras de miel (10 g) se disolvieron en 15 ml de agua acidificada a pH
2 con HCL concentrado y se cargaron en los cartuchos previamente acondicionados. Después
se limpio la columna lavandola con 5 ml de agua miliQ acidificada a pH 2 y con 15 ml de agua
miliQ, los cartuchos se secaron a vacio durante 3 minutos. Por ultimo, la fraccion fendlica
retenida en el cartucho se eluyé con 5 ml de metanol HPLC. Antes de proceder a la inyeccién
de las muestras en el equipo éstas fueron filtradas a través de filtros de jeringa de PVDF 0,45

pUm, recogidas en viales de color ambar y mantenidas en congelacion (- 20 °C) hasta su uso.
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3.4. ANALISIS CROMATOGRAFICO

3.4.1. PREPARACION DE LOS PATRONES Y DE LAS RECTAS DE CALIBRADO

Los patrones comerciales utilizados en nuestro estudio han sido: acido galico, acido cafeico,
catequina, acido p-cumarico, acido ferulico, naringenina, pinocembrina, acido clorogénico,
acido vanilico y acido cinamico. Primero se prepararon todos los patrones comerciales a una
concentracion de 2 mg/ml con metanol HPLC. Estos patrones se inyectaron (preparados a
distintas concentraciones) de forma individual para conocer su tiempo de retencion.
Posteriormente, se elaboré una mezcla patron madre con todos los patrones (0,1 mg/ml) y a
partir de ella se prepararon diversas solucines con concentraciones entre 0,0005 y 0,1 mg/ml.
Al igual que en el caso de las muestras las solucines patrén se filtraron empleando filtros de
jeringa de PVDF de 0,45 ym (Whatman TM), que se recogieron en un vial ambar y se
mantuvieron a -20 °C. Las rectas de calibrado de cada uno de los patrones se obtuvieron
inyectando en el HPLC las 7 soluciones de patrones preparadas, proceso que se repitio
durante 3 dias. Con la media de las tres rectas se calculd una recta patron para cada
compuesto. Ademas, todos los dias se inyecté un punto de la recta patron para conocer el
tiempo de retencién de cada compuesto, esto se realizé porque el tiempo de retenciéon puede
presentar pequenas variaciones entre distintos dias debido a que las fases moviles se

preparaban a diario.

3.4.2. CONDICIONES DEL METODO

Se utilizPara el analisis cualicuantitativo de compuestos fendlicos se se usaron como base
los protocolos descritos por Seraglio et al. (2016) y Combarros-Fuertes et al. (2019) con
algunas modificaciones. El analis fue realizado en un un cromatografo de liquidos Varian Pro
Star 310 con detector UV (Figura 35) con una columna de fase reversa Microsorb-MV 100-5
C18 (150 x 4,6 mm, 5 ym), utilizando como fases moviles 0,1% de &cido férmico en agua
miliQ (A), 0,1% de acido féormico en acetonitrilo (B) y metanol (C) conforme al gradiente de
solventes descrito en la Tabla 9 y con un flujo de 1 ml/min. Todas las fases méviles fueron
desgasificadas en ultrasonidos durante 10 minutos antes de su uso. La cantidad de muestra
o patrén inyectada fue de 20 pl. La deteccion se realizé a 280 nm. Cada dia se realizd un
lavado de una hora tanto al inicio como al final, siguiendo el mismo protocolo, pero sin inyectar
la muestra. Entre muestra y muesta se realizé un run de limpieza con metanol.

Tabla 9. Condiciones de la fase movil en gradiente de HPLC para el andlisis de compuestos fendlicos
en las mieles
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Tiempo (min)

0
10
20
27
37
40
45
50
55
65
66
70

Fase movil (%A)
100
92
90
80
50
50

100
100

Fase movil(%B)

0
8
10
20
50

Fase movil (%C)
0

o O O o o o

100
100

Figura 33. Cromatdgrafo de liquidos Varian Pro Star 310 con detector UV

3.5. DETECCION Y CUANTIFICACION

La identificacion de cada compuesto se determiné comparando sus tiempos de retencién con
las correspondientes soluciones patrén, inyectadas en idénticas condiciones. En la figura 36
se muestra un cromatograma de una mezcla patrén. Se realizé la cuantificacion interpolando

las areas obtenidas de cada compuesto en las rectas patron previamente descritas. Cada una

de las mieles fue inyectada por triplicado.

3.5.1. VALIDACION DEL METODO HPLC

Para llevar a cabo la validacion de un método han de conocerse los limites de cuantificacion

y deteccion, su reproducibilidad y repetibilidad, asi como su exactitud/recuperacién (Valls

Puig, 2004).
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LIMITE DE DETECCION (LOD) Y LIMITE DE CUANTIFICACION (LOQ)

Segun Valls Puig (2004) el limite de deteccién se define como: “Cantidad minima de analito
que genera respuesta en el equipo, pero que no es cuantificable”, y el limite de cuantificacion
cémo: “Cantidad minima de analito que produce una respuesta que puede ser cuantificable
con precision y exactitud bajo las condiciones del experimento establecidas”. Estos dos limites
se valoran para el analisis de trazas, impurezas, productos de degradacion o bien cuando el
nivel de analito a determinar se encuentra cercano al limite de deteccién. En este estudio el
limite de deteccion se calculé como 3 S/N y el limite de cuantificacion se calculé como 10 S/N.

Siendo S/N la sefal ruido.

AU

0.6

"05

0.4

03

02
~

10

01
(9]

Figura 34. Cromatograma de la mezcla patrén de compuestos fendlicos 0,1 mg/ml con
identificacion de los picos: 1. Acido gdlico (6,5 min), 2. Acido caféico (18,7 min), 3. Catequina (19,5
min), 4. Acido clorogénico (20,5 min), 5. Acido cafeico (21,6 min), 6. Acido p-cumdrico (27,5 min), 7.
Acido fertlico (29,1 min), 8. Acido cindmico (34,5 min), 9. Naringenina (35,8 min), 10. Pinocembrina
(39,5 min)

REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD

La repetibilidad se define como la variacion entre el promedio de las mediciones realizadas
por el mismo analista, bajo las mismas condiciones y el mismo dia (Valls Puig, 2004). La

reproducibilidad se define como la variacion entre los promedios de las mediciones realizadas
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bajo diferentes condiciones (Valls Puig, 2004). Para conocer la precision se determiné tanto
la repetibilidad como la reproducibilidad se oinyecto repetidamente una muestra de miel
(H10). La repetibilidad se obtuvo analizando la muestra por triplicado el mismo dia y bajo las
mismas condiciones que se emplearon en todo el estudio (n=3). Para conocer la
reproducibilidad, la muestra fue analizada también por triplicado, tres dias diferentes. Al
analizarse en tres dias diferentes la composicion de la fase moévil A y B pueden variar ya que
se preparaban desde el inicio cada dia (n=9). La repetibilidad y la reproducibilidad se
expresaron mediante la desviacion estandar relativa (%RSD) calculada mediante la siguiente

férmula: %RSD= (SD/M) x 100, dénde SD es la desviacion estandar y M es la media.

EXACTITUD/ RECUPERACION

Corresponde a la diferencia entre el valor promedio obtenido y el valor verdadero, se trata del
error sistematico. Determina las desviaciones entre nuestro método analitico y el considerado
“método analitico ideal” (Valls Puig, 2004). En HPLC, para medir la exactitud del método,
normalmente se emplea el porcentaje de recuperacién de la muestra. Para ello se afadio a
la muestra unas cantidades conocidas de analito, y se procedioé a su cuantificacion. Se analizé
una muestra de miel (H10) y posteriormente esa misma muestra se analizé tras afiadir una
cantidad conocida de los patrones comerciales. Para ello se mezclaron en un eppendorf 50
pl de la mezcla patrén 0,1 mg/mly 150 yl de la muestra H10, inyectandose en el HPLC previa
filtracion (PVDF de 0,45 uym). Este parametro se calculé inyectando por triplicado dos dias
distintos tanto la muestra H10 como la muestra enriquecida con el patrén. Calculando el % de

recuperacion mediante la siguiente formula:

% recuperacion = [(Concentracion de la muestra enriquecida — Concentracién de la muestra)

/ (concentracién anadida de patrén (0,025 mg/ml))] * 100

3.6. ANALISIS ESTADISTICO

Los andlisis se realizaron por triplicado. Los resultados se expresaronm como media junto
con su desviacion estandar. Para analizar las posibles diferencias existentes entre los
compuestos fendlicos en funcion del tipo de miel, se realizé un analisis de normalidad para
todos los parametros. Para aquellos que cumplian con la normalidad se realizé un test de
multiples rangos mediante el test LSD a un intervalo de confianza del 95%, mientras que
aquellos parametros que no cumplian con el test de la normalidad se analizaron mediante un
test de Kruskal-Wallis junto con el grafico de cajas y bigotes. Con todos los compuestos
fendlicos de cada muestra se realizé un analisis de componentes principales (PCA) para
poder observar si existen variables que agrupen las muestras. Los analisis estadisticos se
realizaron utilizando el programa Statgraphics Centurion XVIII (Statgraphics Technologies,
Inc., The Plains, VA, EEUU).
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4.RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. VALIDACION DEL METODO ANALITICO

En la Tabla 10 se muestran los datos del tiempo de retencion (TR), el rango de linealidad, el
coeficiente de correlacion lineal R?, el limite de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) en
mg/ml para los 10 patrones. Las curvas de calibracion se obtuvieron representando el area
del pico del compuesto en cada nivel de concentracion frente a la concentracion
correspondiente. La respuesta de linealidad observada fue buena ya que R? fue mayor que

0,992 en todas las rectas patrones.

Tabla 10. Tiempo de retencién (minutos), R2, Limite de cuantificacion y Limite de deteccién
(mg/ml) de los 10 patrones de compuestos fenélicos

Patréon TR Rango R? LOD LOQ

lineal (mg/ml) (mg/ml)
(mg/ml)

GALICO 6,5 0,0005-0,1 0,998 0,00016 0,00031
VANILICO 18,7 0,0005-0,1 0,993 0,00023 0,00038
CATEQUINA 19,5 0,0005-0,1 0,992 0,00044 0,00097
CLOROGENICO 20,5 0,0005-0,1 0,993 0,00087 0,00101
CAFEICO 21,6 0,0005-0,1 0,996 0,00023 0,00033
P-CUMARICO 27,5 0,0005-0,1 0,993 0,00056 0,0007
FERULICO 29,1 0,0005-0,1 0,998 0,00026 0,00035
CINAMICO 34,5 0,0005-0,1 0,995 0,00049 0,00058
NARINGENINA 35,8 0,0005-0,1 0,997 0,00021 0,00029
PINOCEMBRINA 39,5 0,0005-0,1 0,996 0,00034 0,00052

LIMITE DE DETECCION (LOD) Y LIMITE DE CUANTIFICACION (LOQ)

Los valores de sensibilidad, segun lo descrito por el limite de detecciéon (LOD) y el limite de
cuantificacion (LOQ) se consideran adecuados, ya que los resultados de LOD obtenidos estan
entre 0,00016 y 0,00087 mg/ml y los LOQ entre 0,00029 y 0,001 mg/ml (Tabla 10). Siendo
estos limites inferiores a los obtenidos por Combarros et al. (2019) y superiores a los

encontrados por Seraglio et al. (2016).
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REPETIBILIDAD, REPRODUCIBILIDAD Y RECUPERACION

Los valores de repetibilidad, reproductibilidad y recuperacion se muestran en la Tabla 11. La
exactitud y la precisiéon estuvieron dentro de los limites aceptados por Kasiotis et al. (2017),
donde consideran validos los resultados por debajo del 20 %, también se establece que la
relacion entre la concentracion del analito y el porcentaje de recuperacion debe encontrarse

en un rango de 80-120% para considerar valido el método.

Tabla 11. Valores de repetibilidad, reproductibilidad y recuperaciéon del andlisis de compuestos
fendlicos mediante HPLC

COMPUESTO Repetibilidad (%) Reproducibilidad (%) Recuperacion (%)
(RSD%) (RSD%)
GALICO 8,91 18,33 93,24
VANiLICO 15,96 20,37 84,10
CATEQUINA 11,53 18,08 76,42
CLOROGENICO 19,91 20,09 94,15
CAFEICO 1,72 18,37 92,51
P-CUMARICO 3,79 15,73 93,87
FERULICO 12,06 15,10 84,43
CINAMICO 16,34 20,25 79,28
NARINGENINA 10,52 14,32 84,67
PINOCEMBRINA 5,65 13,10 83,50

En nuestro método analitico se obtuvieron buenos valores de repetibilidad, situandose por
debajo del 15% en 7 de los 10 compuesto fendlicos, no siendo ninguno superior a 20%. La
reproductibilidad supera ligeramente el 20% en el vanilico (20,37 %), clorogénico (20,09%) y
cinamico (20,25%), considerandose adecuados tanto la repetibilidad como la reproducibilidad.
Los valores medios de las tasas de recuperacion de los diez compuestos fendlicos se situaron
entre 76,42 % y 94,15 %. Los valores que no se incluyen en el rango de 80% a 120% se
encuentran muy cercanos a los adecuados (76,42 % y 79,28 %). Los resultados de validacion
de nuestro estudio indican que el método de analisis seleccionado es suficientemente

sensible y preciso.

4.2. DETECCION vy CUANTIFICACION DEL PERFIL
FENOLICO

En la Tabla 12 se muestra el resultado total de las concentraciones en mg/100 g de miel, de
los diez compuestos fendlicos en todos los extractos analizados mediante HPLC,

diferenciandolos segun los distintos origenes botanicos.
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Tabla 12. Contenido en compuestos fenélicos (mg /100 g de miel) de las 15 mieles analizadas mediante HPLC
GALICO VANILICO CATEQUINA CLOROG. CAFEICO P-CUMARICO | FERULICO CINAMICO NARING. PINOCEMB.
MIELADA M1 H1 0,03+0,01%° 0,210,022 0,20+0,02° 0,12+0,02% | 0,11+0,02% 0,080,012 0,51+0,06" 0,15+0,00¢ 0,38+0,01° 0,12+0,01°
M2 H2 0,210,029 0,22+0,013b° 0,15+0,012 0,08+0,02*« | 0,06+0,012 0,52+0,14% 0,11+0,01% | 0,17+0,01% | 0,65+0,04< | 0,30+0,02%
BOSQUE BQ1 | H3 0,20+002¢ 0,19+0,0072° 0,56+0,002¢ 0,65+0,011" | 0,42+0,019¢f 0,77+0,142¢ 0,35+0,0149 | 0,37+0,033" | 0,79+0,038° | 0,39+0,036%
BQ2 | H4 0,07+0,04°d® 0,29+0,03° ND? 0,07+0,01* | 0,37+0,05% 0,13+0,00%° 0,16+0,01°« | 0,08+0,01° 0,810,234 0,48+0,07"
VIBORERA | V1 H5 ND? 0,18+0,00° 0,17+0,00% ND? 0,31+0,04° 0,07+0,002 0,04+0,00° 0,010,002 0,100,002 0,05+0,00°
V2 H6 1,19£0,04' 0,23+0,01%0° 0,130,002 0,30+0,00¢ 0,43+0,02¢ 0,13+0,00%° 0,14+0,00° | 0,14+0,01° 0,15+0,012 0,08+0,00%
V3 H7 0,05+0,00% 0,19+0,012 0,17+0,00% ND? 0,13+0,02b° 0,10+0,012° 0,04+0,00° 0,020,002 0,160,002 0,110,012
BREZO BR1 | H8 0,16+0,02 1,22+0,06 1,26+0,04° 0,66+0,10" 0,060,012 0,430,094 0,22+0,019 0,150,044 1,15£0,07° 0,44+0,03%
BR2 | H9 ND? 0,42+0,08¢ 3,83+0,33" 0,34+0,05¢ 0,06+0,02° 0,48+0,04% 1,10£0,11' 0,25+0,02f 1,05£0,11° 0,45+0,04¢"
BR3 | H10 0,22+0,02¢ 0,97+0,13° 0,39+0,22% 0,06+0,05% 0,18+0,07° 0,77+0,209 0,55+0,05" 0,20+0,04¢ 2,08+0,29" 0,59+0,03'
BR4 | H11 0,26+0,03" 0,40+0,02¢ 0,19+0,01° 0,10+0,00% 0,180,01° 0,31+0,02° 0,15+0,00°% | 0,10+0,02° 1,1610,14° 0,25+0,01¢
BR5 | H12 ND? 0,27+0,013b° 0,27+0,02b° 0,04+0,012> | 0,09+0,01% 0,22+0,01%° 0,29+0,01¢ 0,15+0,01¢ 0,57+0,01* | 0,31+0,02%
ALIAGA A1 H13 0,09+0,00° 0,39+0,03¢ 0,39+0,02 0,15+0,03° 0,61+0,04¢ 0,29+0,01°¢ 0,20+0,01 0,140,014 0,48+0,02°° 0,34+0,02¢
A2 H14 0,01+0,012> | 0,25+0,013° 0,150,002 0,22+0,04 1,00+0,06" 0,70+0,05 0,19+0,02% 0,21+0,04° 0,43+0,07° 0,19+0,05°
A3 H15 0,010,024 0,28+0,01%° 0,23+0,02° 0,040,012 0,45+0,03" 0,60+0,02¢ 0,36+0,02¢ 0,310,028 0,56+0,01%° 0,39+0,06"
CLROG.: Clorogénico; NARING.: Naringenina; PINOCEMB.: Pinocembrina. a-i: letras distintas muestras diferencias significativas (p < 0,05) entre muestras para un mismo compuesto
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El acido galico presenta un rango de concentraciones entre 0 y 1,19 mg/100 g, dentro de
nuestros extractos es el compuesto fendlico que se ha cuantificado en menor concentracion
y aparece como no detectado en 3 muestras. La maxima concentracion de este compuesto
se determiné en una de las tres mieles de viborera la H6 (V2), siendo este tipo de mieles en
las que se obtuvo la mayor concentracion media (0,42 mg/100 g). En las mieles de aliaga fue
el compuesto de menor concentracién media (0,06 mg/100 g). Resultados similares mostré
Vazquez et al. (2021) en su estudio sobre 91 mieles de Galicia donde las mieles de brezo
presentaron un rango de concentracion de este compuesto inferior al nuestro (de 0,02 a 0,11
mg/100 g) mientras que el rango de concentracién para las mieles de mielada fue superior
(0,16 - 0,98 mg/100 g). Sin embargo, Yiuchung Cheung et al. (2019) obtuvieron que el acido
galico fue uno de los compuestos mas dominantes en miel de bosque de Espana,

presentando un valor medio de 6,4+ 3,7 mg/100 g.

El acido vanilico presenta un rango de concentraciones entre 0,18 y 1,22 mg/100 g, es en
las mieles de brezo donde se obtiene su mayor concentracién media (0,66 mg/100 g),
mientras que en las de viborera se detectd la menor concentraciéon media (0,20 mg/100 g),
siendo las concentraciones en las tres mieles de este origen las de menor valor. Con este
compuesto nos sucede o mismo que con el acido galico si comparamos los resultados con
Vazquez et al. (2021), el rango de concentracion en mieles de brezo es inferior al nuestro (de
0,01 mg/100 g) y en las mieles de mielada el valor de la concentracién maxima de este
compuesto es superior (0,62 mg/100 g). Yiuchung Cheung et al. (2019) cuantificaron el acido

vanilico en la miel de tomillo de Espafia con una concentracién de 0,51 + 0,04 mg/100 g.

La catequina, presenta un rango de concentraciones entre 0 y 3,83 mg/100g, al igual que
con el acido vanilico, es en las mieles de brezo donde se cuantifico la mayor concentracion
media (1,19 mg/100 g) y en las de viborera la menor (0,16 mg/100 g). Es en la miel H9 (BR2),
de brezo donde alcanza el maximo valor. Can et al. (2015), en su estudio sobre mieles turcas,
también obtuvo la maxima concentracion de catequina en las mieles de brezo, aunque con

un valor menor al nuestro (2,31 mg/100 mg).

El acido clorogénico, presenta un rango de concentraciones entre 0 y 0,66 mg/100 g, no
siendo detectado en dos de las tres mieles de viborera y obteniendo su maximo en una miel
de brezo H8 (BR1). EI méximo valor de concentracion media (0,36 mg/100 g) se obtuvo en
las mieles de bosque, mientras que en las muestras de mielada, junto con las de viborera es
donde se detectd la menor concentracion media (0,1 mg/100 g). Otros estudios obtuvieron
rangos de concentracién para este compuesto mayores que los de nuestro estudio, asi mieles
polacas de brezo presentaron un rango entre 0,01 y 3,34 mg/100 g (Jasicka-Misiak et al.,
2012) y mieles italianas de distintos origenes botanicos presentaron un rango entre 0,25-1,54
mg/100 g (Preti et al., 2022).
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El acido cafeico, presenté un rango de concentraciones entre 0,06 y 1,00 mg/100 g, siendo
en las muestras de aliaga donde se encontré tanto la mayor concentracién media (0,69
mg/100 g) como la mayor concentracion individual en la H14 (A2) y en las de mielada la menor
concentracion media (0,08 mg/100 g) y la menor individual en la H2 (M2). Un rango similar
(0,12-1,77 mg/100 g) fue encontrado por Preti et al. (2022) en mieles italianas de distintos
origenes botanicos. Tomas-Barberan et al. (2001) obtuvieron valores similares (0,06 y 0,10
mg/100 g) en mieles de brezo europeas, mientras que Vazquez et al. (2021) obtuvieron

valores menores en mieles de brezo gallegas (0,01-0,04 mg/100 g).

El 4cido p-cumarico, presenta un rango de concentraciones entre 0,07 y 0,79 mg/100 g. La
maxima concentracion media se obtuvo en mieles de aliaga (0,53 mg/100 g) y la individual en
la miel H10 (BR3). La minima concentracion media (0,11 mg/100 g) se detectd en las mieles
de viborera, siguiendo la tendencia de la mayoria de compuestos fendlicos determinados en
nuestro estudio. Jasicka-Misiak et al. (2012) obtuvieron valores superiores a los nuestros con
concentraciones entre 0,02 y 4,55 mg/100 g, mientras que Kedzierska-Matysek et al. (2021)
obtuvieron valores similares (0,1-0,7 mg/100 g) en mieles polacas de distintos origenes
botanicos. Finalmente, Seraglio et al. (2016) obtuvieron valores menores con un rango de
concentracién para 9 mieles de Brasil entre 0,036 y 0,042 mg/100 g.

El acido fertlico, presenta un rango de concentraciones entre 0,04 y 1,10 mg/100 g. La
maxima concentracion media se dio en mieles de brezo (0,46 mg/100 g) y la minima en las
de viborera (0,08 mg /100 g), la maxima concentracién individual de este compuesto se ha
cuantificado en la miel H9 (BR2) y la minima en la miel H5 (V1). Diferentes estudios muestran
concentraciones menores de este compuesto en la mayor parte de las mieles estudiadas,
obteniendo un rango entre 0,02 y 0,26 mg/100 g (Ahmed et al., 2016; Seraglio et al., 2016;
Kedzierska et al., 2021).

El acido cinamico, presenta un rango de concentraciones entre 0,01 y 0,37 mg/100 g, el
valor maximo de concentraciéon media se ha obtenido en mieles de aliaga (0,22 mg/100 g) y
el minimo, de nuevo, en las de viborera (0,06 mg/100 g). Este compuesto presenté menores
concentraciones en otros estudios, con valores entre 0,017 y 0,118 mg/100 g en mieles
multiflorales (Ahmed et al., 2016; Kedzierska et al., 2021).

La naringenina es el compuesto mayoritario en la mayor parte de las mieles evaluadas.
Presentdé un rango de concentraciones entre 0,1 y 2,08 mg/100 g, con maximos valores de
concentracion media en muestras de brezo y minimos en mieles de viborera. Preti et al. (2022)
en sus 48 mieles italianas analizadas determinaron un rango de concentraciones inferior al
nuestro (0,06-0,22 mg/100 g).

La pinocembrina, present6 un rango de concentracion entre 0,05 y 0,59 mg/100 g, la maxima

concentracion media se dio en las mieles de bosque (0,44 mg/100 g), aunque la maxima
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concentracion individual se cuantifico en la miel de brezo H10 (BR3), su menor concentracion
media (0,08 mg/100 g) y la individual (H5 (V1)), como en la mayoria de los compuestos
fendlicos analizados, se obtuvo en las mieles de viborera. Estos datos estan en consonancia
con el andlisis de pinocembrina llevado a cabo en esta tesis doctoral mediante el analisis de
compuestos volatiles y semivolatiles donde se detecto la pinocembrina en mayor
concentracion en mieles de brezo y no se detecté en ninguna de las mieles de viborera.
Tomas-Barberan et al. (2001) describieron en mieles de brezo europeas un rango de

concentraciones de pinocembrina mayores al nuestro (0,078-1,137 mg/100 g).

Como puede apreciarse en la Tabla 13 en ocho de los diez compuestos fendlicos analizados,
la minima concentracion media segun el origen botanico se obtuvo en las mieles de viborera.
Solo el acido galico y cafeico presentaron menor concentracién media en otros origenes
florales, como son el de aliaga y de mielada, respectivamente. En cuanto a los origenes
florales donde se obtiene la mayor concentracion media de los diferentes compuestos
fendlicos existido mayor diversidad. El acido galico fue mayoritario en las muestras de viborera.
Los acidos vanilico, ferulico, la catequina y la naringenina fueron mayoritarios en las muestras
de brezo, el acido clorogénico y la pinocembrina en las mieles de bosque y el acido cafeico,

p-cumarico y cindmico en las mieles de aliaga.

Tabla 13. Valores maximos y minimos de concentracion media de compuestos fendlicos de las
mieles segtin su origen botdnico

MAX ORIGEN MIN ,
FENOLES | (mg/100 g) BOTANICO (mg/100g) | ORIGENBOTANICO
GALICO 0.42 VIBORERA 0,06 ALIAGA

VANILICO 0,66 BREZO 0,20 VIBORERA
CATEQUINA 1,19 BREZO 0.16 VIBORERA
CLoroGENco | 0,36 BOSQUE 010 |MIELADA | VIBORERA
CAFEIGO 0,69 ALIAGA 0,08 MIELADA
P-CUMARICO 0,53 ALIAGA 0,11 VIBORERA
FERULICO 0,46 BREZO 0,08 VIBORERA
GINAMICO 0.22 ALIAGA 0,06 VIBORERA
NARINGENINA 1,20 BREZO 0,14 VIBORERA
PINOCEMBRINA 0,44 BOSQUE 0,08 VIBORERA

La concentracion de compuestos fendlicos y los perfiles fendlicos variaron bastante entre las
muestras. Poniendo de manifiesto lo dicho por otros autores, sobre que las mieles tienen
perfiles fendlicos similares, pero cuantitativamente diferentes, obteniendo importantes
diferencias cuantitativas en los perfiles fendlicos y concluyendo que un perfil fendlico es mas

0 menos Unico para cada miel (Gheldof et al., 2002; Halagarda et al., 2020).

102



Resultados: Compuestos fendlicos

4.3. ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

Realizando un estudio de componentes principales con los 10 compuestos fendlicos
analizados en las 15 mieles, podemos determinar que las dos primeras componentes explican

un 58,28% de la varianza (Figura 37).
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Figura 35. Andlisis de componentes principales de las mieles segtin los compuestos fendlicos

La PC1 (40,99%) esta definida principalmente por la mayoria de los compuestos fendlicos
analizados, destacando la pinocembrina y el ferulico, mientras que la PC2 (17,29%) esta
definido por el acido cafeico. Se pueden diferenciar tres grupos, el grupo | donde estan las
tres mieles de aliaga, que tienen alto contenido en acido cafeico, el grupo Il donde se
encuentran todas las mieles de viborera caracterizadas por bajo contenido en la mayor parte
de los compuestos fendlicos analizados y el grupo Ill, donde encontramos a tres muestras de
las 5 de brezo, caracterizadas por su elevado contenido en naringenina, catequina y
pinocembrina. Las otras dos muestras de brezo se separan de estas debido a su menor

contenido en clorogénico, pinocembrina y p-cumarico en comparacion con las otras muestras
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de brezo. Las muestras de mielada y bosque se encuentran juntas, a excepcion de la muestra

H3, caracterizadas por menor contenido en los acidos cinamico, p-cumarico y clorogeénico.

CONCLUSIONES

El perfil fendlico de las mieles vari6 de una miel a otra independientemente del origen
botanico, pudiendo concluir que es unico para cada miel. De manera general el acido galico
es el compuesto fendlico que se detectdé en menor cantidad y en un menor niumero de
muestras, seguido por el acido clorogénico, mientras que la naringenina fue el compuesto con

una concentracion mas elevada en la mayor parte de las muestras.

Las muestras de viborera son las que menor concentracion exhibieron de compuestos
fendlicos, mientras que las muestras de brezo son las que de forma general mostraron mayor
concentracion. Se puede determinar que la naringenina es predominante en mieles de brezo
y bosque, mientras que el cafeico es predominante en las mieles de aliaga. El acido
clorogénico, junto con el cafeico fueron los acidos fendlicos minoritarios en las mieles de

brezo.
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IV.II.L2. INFLUENCIA DE DISTINTOS
PROCESOS DE EXTRACCION EN LAS
PROPIEDADES BIOLOGICAS DE LA MIEL

PROCESOS DE EXTRACCION DE
COMPUESTOS BIOACTIVOS EN LA MIEL

Como hemos descrito anteriormente la gran importancia de los compuestos fendlicos en la
miel hace que se evalluen estos compuestos, asi como las propiedades bioldgicas de los
mismos después de realizar una extraccion quimica. Sin embargo, varios trabajos estan de
acuerdo en la limitacién que supone quedarnos solo con la extraccion de estos compuestos
fendlicos sin tener en cuenta la totalidad del alimento por una parte y la accién real que el
proceso de digestion puede tener en el alimento por otra. Asi los cambios fisicos y quimicos
que tienen lugar durante la digestion pueden modificar la bioaccesibilidad de los compuestos
(cantidad de un compuesto liberado de la matriz durante el proceso digestivo y disponible
para su absorcion a través de la pared intestinal) y la biodisponibilidad (cantidad de un
compuesto liberado por el proceso de digestién que es absorbido por la pared intestinal y
llega al torrente sanguineo) de los mismos y por lo tanto verse modificadas sus actividades
bioldgicas (Seraglio et al., 2021). En este sentido recientemente se esta empezando a

estudiar otro tipo de extraccion en la miel: La extraccion fisiolégica.

Ademas de realizar una extraccién quimica o una extraccion fisiolégica, cabe mencionar que
en otros alimentos también existe la opcién de valorar la actividad de estos compuestos
mediante un sistema rapido que minimiza el uso de reactivos, el método QUENCHER (QUiick,
Easy, New, CHEap y Reproducible), donde se evalla directamente el alimento una vez

liofilizado.

1.1. EXTRACCION QUIMICA

En el apartado IV.l.1 Compuestos fendlicos de las mieles, se ha introduccion las distintas

formas de realizar una extraccion quimica de la miel.

1.2. EXTRACCION FISIOLOGICA-DIGESTION

Durante la ultima década, ha aumentado el interés por comprender el destino digestivo de los
compuestos bioactivos de la miel para esclarecer sus posibles efectos en la salud humana
(Rasines, 2019). La digestién de los alimentos es un proceso complejo que consta de varios
pasos, y reacciones bioquimicas en los diferentes compartimentos del tracto gastrointestinal,

como boca, estdbmago, intestino delgado y grueso (Dupont et al., 2019; Egger, Ménard y
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Portmann, 2019). El higado y el pancreas también juegan un papel importante ya que
secretan enzimas hidroliticas y sales biliares (Lucas-Gonzalez et al., 2018).

Durante la digestion, los alimentos sufren unos cambios fisicos y quimicos que tendran un
impacto en la bioaccesibilidad, biodisponibilidad y sobre la bioactividad de un compuesto o
grupo especifico de compuestos (Alminger et al., 2014; Lucas-Gonzélez et al., 2018). Los
compuestos que se encuentran en la miel, como hidratos de carbono, vitaminas, metilglioxal,
peréxido de hidrégeno, compuestos volatiles y fendlicos, péptidos, aminoacidos, minerales,
oligosacaridos y acidos organicos son los responsables de los aspectos nutricionales,
fisicoquimicos y propiedades bioldgicas de este alimento (Pita-Calvo y Vazquez, 2017; Avila
et al., 2018; Machado de Melo et al., 2018; Seraglio et al., 2019; Karabagias et al., 2020), y
estas propiedades pueden verse influenciadas por la gran variedad de factores que suceden
durante el proceso digestivo. Por ello, la investigacién de la bioaccesibilidad vy
biodisponibilidad de los compuestos de la miel es fundamental para profundizar en los
posibles efectos de estos compuestos sobre la salud humana.

Para realizar estos estudios se pueden utilizar varios métodos que incluyen modelos in vitro
estaticos y dinamicos, diversos cultivos celulares e in vivo, en animales y seres humanos.
Idealmente, la digestion de los alimentos deberia estudiarse in vivo en seres humanos, pero
esto no siempre es posible desde el punto de vista ético y econémico. Por este motivo, como
alternativa a los experimentos in vivo se han propuesto diferentes modelos que imitan el tracto

gastrointestinal en la digestion simple (Bohn et al., 2018).

LA DIGESTION IN VITRO EN LA MIEL

La digestion in vitro trata de imitar el comportamiento de los alimentos en el aparato digestivo
(Lucas Gonzalez, 2016) y para ello se simulan las distintas etapas de la digestion en
laboratorio afiadiendo los enzimas pertinentes y ajustando el pH para realizar una digestién
in vitro, que puede utilizar modelos estaticos o dinamicos.

Los modelos estaticos son los mas simples y consisten en uno o una serie de recipientes en
los que se simulan las diferentes etapas de la digestion, utilizando diferentes temperaturas,
enzimas, pH y sales biliares, sirviéndose de diferentes herramientas (Muttakin et al., 2019; Li
et al., 2020). Los modelos dinamicos son mas prometedores para imitar con precisiéon el
sistema digestivo, ya que son sistemas con uno o multiples compartimentos controlados por
ordenador. Estos modelos permiten la simulacién de aspectos dinamicos de la digestion, tales
como transporte de alimentos digeridos, movimientos peristalticos y, secreciones continuas
de fluidos digestivos, concentraciones variables de enzimas y ajuste activo del pH (Dupont et
al., 2019; Muttakin et al., 2019; Li et al., 2020). Los métodos de digestion in vitro estaticos son
los mas utilizados porque son los mas faciles de usar y los mas econémicos. Entre los factores
mas importantes implicados en los estudios in vitro citaremos la eleccion de las enzimas
empleadas, las condiciones de incubacién y los requerimientos de los equipos. Algunas
enzimas precisan de la presencia de cofactores para ser activadas, por ejemplo, la lipasa

pancredtica necesita calcio y sales biliares (Boisen y Eggum, 1991). Es muy importante a la
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hora de realizar estos protocolos identificar la finalidad del estudio; asi el empleo de una
enzima individual aporta informacion sobre la digestibilidad asociada a ese enzima para uno
o varios nutrientes, un ejemplo es la acciéon de la amilasa sobre los almidénes (Boisen y
Eggum, 1991). En otras ocasiones se emplean mezclas de enzimas complejas ya pueden
existir efectos combinados en la digestion de nurtrientes (Hur et al., 2011).

Entre las ventajas de los modelos de digestion in vitro destacaremos que son los mas
reproducibles, ya que las condiciones digestivas (tipo y concentracién de enzimas, sales,
valores de pH y tiempo de digestion) se controlan en todo momento (Minekus et al., 2014;
Brodkorb et al., 2019; Li et al., 2020). Los modelos de digestion in vitro son considerados
como una herramienta fundamental para determinar el posible impacto de la digestion sobre
las caracteristicas estructurales, quimicas y biolégicas de alimentos (Shani-Levi et al., 2017;
Lucas-Gonzalez et al., 2018; Li et al., 2020). Ademas, se estan realizado continuos avances
para desarrollar sistemas de digestion in vitro fiables que pueden imitar el tracto
gastrointestinal humano de la forma mas real posible (Brodkorb et al., 2019; Li et al., 2020).
Estos métodos, aunque son una gran herramienta de investigacion también presentan
limitaciones y desventajas, porque inevitablemente su precisién nunca sera como la de los
estudios de la digestion in vivo (Coles et al., 2005). Reproducir todas las situaciones que
suceden durante la digestion con estos ensayos no es posible debido a la complejidad de las
interacciones entre el organismo y el alimento (Minekus et al., 2014). No tiene en cuenta
importantes factores que influyen en la digestion humana como la edad, el sexo, presencia
de patologias y/o genética (Lucas Gonzalez, 2017). Ademas, al diferir entre si en varios
parametros (tipo y concentracion de enzimas, las sales y tampones utilizados, los polimeros
biolégicos, los componentes tensioactivos, etc) la comparacion de resultados entre estudios
se dificulta considerablemente (Almaas et al., 2006).

Seraglio et al. (2021) ha realizado una revision bibliografica extensa sobre todos los trabajos
realizados en miel donde se llevé a cabo la digestion in vitro de la misma y la evaluacién de
distintos compuestos como minerales, compuestos fendlicos, metilglioxal, azGcares, acidos
organicos, asi como la evaluacion de su actividad antioxidante. En la Tabla 14 se muestra un
resumen de los estudios que se han realizado hasta el momento sobre la evaluacion de
compuestos fendlicos, actividad antioxidante y antimicrobiana de las mieles después de su
extraccion fisioldgica in vitro. La mayoria de los métodos in vitro de la miel comprenden una
fase de simulacion gastrica seguida de otra de simulacién del intestino delgado y a veces
incluyen la fermentacion bacteriana en el intestino grueso. En ninguno de ellos se ha incluido
la simulacién de la fase oral ya que la miel no es un alimento sélido, cuyos principales
componentes son monosacaridos (fructosa y glucosa) que son absorbidos directamente.
Ademas, durante el proceso de elaboracién de la miel este paso ya ha sido realizado
parcialmente por las abejas. Sin embargo, el estudio de la simulacién oral en la digestion de
la miel podria ser interesante. Los protocolos seguidos en la evaluacién de la digestion in vitro
de la miel imitan las diferentes fases de la digestion humana con enzimas disponibles

comercialmente (sobre todo de origen porcino como la pepsina y la pancreatina). Tras la
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digestion in vitro, la bioaccesibilidad se determina después de la centrifugacién (Mandalari et
al., 2013), la centrifugacion / filtracion (Kaulmann et al., 2015) o alternativamente, después de
la difusién a través de membranas semipermeables (didlisis) (Cianciosi et al., 2020),
simulando que sélo las pequefias moléculas solubles pueden ser absorbidas por el epitelio.
La principal diferencia entre los estudios de digestion de la miel esta relacionada con la
dilucién de la miel antes de la digestion. Cianciosi et al. (2020) utilizaron 10 g de miel disueltos
en 100 ml de agua miliQ, Daglia et al. (2013) y Mannina et al. (2016) utilizaron 20 g en 10 ml
de agua, O'Sullivan et al. (2013) utilizaron 0,5 g en 10 ml de agua, Degen et al. (2013) lo
realizaron con 0,1 g de miel en 4 ml de solucién gastrica sintética y Parkar et al. (2017) con
3,8 g de miel en 160 ml de medio gastrico (Tabla 14). Es probable que esas diferentes en las
concentraciones puedan influir en los valores de las actividades analizadas, dificultando la

comparacioén de resultados.

Hasta la fecha no se han realizado estudios en la miel evaluando el efecto de la digestion in

vitro mediante modelos dinamicos.

Tabla 14. Revisién de diferentes procesos de digestion in vitro realizados en le miel (modificacion

de Adrian, 2020)
TIPOS DE MIEL =~ CANTIDAD = FASE GASTRICA FASE DUODENAL FASE REFERENCIA
MIEL COLONICA
5 mieles 20 g de miel | pH 2 con HCI. pH 7 con NaHCOs. (Daglia et al.,
comerciales de en 10 Enzimas: pepsina = Medio: pancreatina de origen 2013)
manuka ml agua de mucosa porcino (0,5 mg por g de miel)
miliQ gastrica porcina y sales biliares (3,1 mg por g
(40 mg/qg). de miel).
Incubacion: bafio Incubacioén: 1 hora a 37 °C
de agua con
agitacion a 37 °C/
2h
3 mieles 0,5gmielen = pH 2 con HCI pH 5,3 con NaHCO3 (O’Sullivan et
comerciales 10 Enzimas: pepsina | (sales biliares) pH 7,4 con al., 2013)
milflores y ml de HBBS | porcina (0,04 mg/l) | NaOH.
1 miel de (Hanks Incubacion: bafio = Medio: Pancreatina (80
manuka balance de agua con mg/ml) glicodesoxicolato, (0,8
salts agitacion (95 rom) | mM) taurodesoxicolato (0,4
solution) a 37 °C durante 1 mM) y taurocolato (0,7 mM).
h Incubacion: 2 h en bafio de
agua con agitacion a 37°C
1 miel comercial 0,1 gdemiel pH 2 con HCI. pH 7,5 con NaHCO; Medio: (Degen et al.,
de manuka en 4 ml de Enzimas: 25 mg 10 mg de tripsina y 320 mg 2013)
solucién de pepsinay 75 pancreatina por g de miel en
gastrica mg de mucina por solucioén gastrica sintética
sintética g de miel. (KClI, CaCl, urea, MgCl, sales
(NaCl, KCI, Incubacién: a 37 biliares, NaCOs).
KH,PO,) °C con agitacion Incubacion: 6 h a 37 °C con

durante 2h agitacion.
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TIPOS DE MIEL

1 miel comercial
de manuka, y su
extracto polar y

no polar

1 miel de

manuka

9 mieles de
mielada. Tres
mieles de

mezcla

Miel de
produccion

ecologica

1 muestra
comercial de

miel de manuka

CANTIDAD
MIEL

20 g de miel

en 10

ml agua

miliQ

3,8 gde miel

en

160 ml de

medio

gastrico

1,75 g de

miel

20 ml de

muestra. No

define

dilucién

10 g de miel

a 100 ml de

agua miliQ.

FASE GASTRICA

pH 2 con HCI
Enzimas: 40 mg
de pepsina por g
de miel.
Incubacioén: a 37
°C durante 2h

pH 2 con HCI
Enzimas: pepsina
(4,210 mg de
pepsina por g de
miel). Incubacioén:
a 37 °C durante 30

min

pH 2,2 con HCI
Enzimas: solucion
gastrica (pepsina
2,7 mg/ g de miel)
Incubacioén: a 37
°C con agitacion
(100 rpm) durante
2h.

pH 2,2 con HCI
Enzimas: 16 g/100
ml de pepsina
Incubacion: a 37
°C con agitacion
durante 2 h

pH 2 con HCI
Enzimas: pepsina
de mucosa
gastrica

porcina (0,7 mg
por g de miel)
Incubacion: 37 °C
con agitacion
durante 2 h

FASE DUODENAL

pH 7 con NaHCO;

Medio: 0,5 mg de pancreatina
y 3,1 mg de sales biliares por
g de miel;

Incubacién:1 ha 37 °C

pH 6 con

Medio pancreatina (1,645 mg
por g de miel)
amiloglucosidasa (86
unidades por g de miel)

Incubacién: 2h a 37 °C

pH 5,5 con NaHCO3y a 6,7
posteriormente

Medio: solucién duodenal:
pancreatina (8,3 mg por g de
miel), glicodesoxicolato (1,6
mg por g de miel)
tauroclorato, (1,7 mg/ g de
miel) taurodesoxicolato (1
mg/g de miel) y NaOH.
Incubacion: agitacion (100
rpm) 37 °C/2 h

pH 7,5 con NaOH

Medio: 0,5 g de pancreatina y
3,13 g de sales biliares en
125 ml de NaHCO3
Incubacion: 2 h a 37 °C
Dialisis a través de una
membrana

pH 7,8 con NaHCO3

Medio: La fraccion

gastrica se mezcla con agua
destilada, sales biliares
porcinas (56,2 mg) y
pancreatina de origen porcino
(9 mg). Incubacién: 2h a 37

°C en bafio de agua.
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FASE REFERENCIA
COLONICA
(Mannina et
al.,2016)

Fermentacion

(Parkar et al.,

colénica: 2017)

Camara

anaerobica

(5% COg, 5%

H,y 90% N)

24 h/ 37 °C.

incubacion:16

h con heces.
(Seraglio et
al., 2017)
(Costa et al.,
2019)
(Cianciosi et
al., 2020)
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LA DIGESTION IN VIVO

El estudio de la correlacion entre los métodos de digestion in vitro e in vivo es de vital
importancia. Los ensayos de digestidén in vitro como se ha mencionado anteriormente no
permiten reproducir ciertas situaciones de la digestion in vivo, como el control hormonal y
nervioso, la actividad de las células mucosas, los movimientos peristalticos, los mecanismos
de retroalimentacién e implicacion del sistema inmune. Los modelos in vivo han de llevarse a
cabo en humanos o animales, principalmente ratas y cerdos albergando delicadas cuestiones
éticas y gran controversia, ademas de resultar méas costosos y prolongados (Lucas Gonzalez
2016).

En los estudios en humanos, el nimero de individuos implicados suele ser muy pequefio, y
se dificulta la obtencién de datos extrapolables a la poblacién. Existen muchos factores
individuales que afectan al comportamiento del aparato digestivo, como sexo, edad, estado
animico, presencia o ausencia de patologias, actividad fisica y genética. Ademas, la
localizacion geografica de las poblaciones de estudio también es relevante, porque diferentes
grupos poblacionales presentan comportamientos diferentes en la absorcién, digestiéon o
asimilacion de los nutrientes (Minekus et al., 2014).

La biodisponibilidad in vivo de los compuestos bioactivos puede compararse valorando la
excrecion urinaria de sus metabolitos (para polifenoles solubles en agua como isoflavonas)
(Bohn et al., 2013), por su apariciéon plasmatica a lo largo del tiempo (AUC) (Guo et al., 2014),
o mediante el método del balance fecal (Erk et al., 2014). Segun Carbonell-Capella et al.
(2014) la aparicion plasmatica a lo largo del tiempo es la que mejor refleja la biodisponibilidad
de los polifenoles. Algunos métodos que han investigado la recuperacion de los polifenoles
totales después de la digestién in vitro por el método Folin-Ciocalteu, al ser contrastados con
su biodisponibilidad in vivo (estimada por la aparicion en orina o en plasma AUC), han
mostrado resultados que parecen estar en el mismo rango de disponibilidad, aunque es dificil
comparar los resultados por la variacion en el numero de dosis administradas y las diferentes
medidas de biodisponibilidad (Bohn et al., 2018).

Otros estudios revelan una moderada pero significativa correlacion para predecir la absorcién
de polifenoles entre la digestidén coldnica in vitro y la disponibilidad humana in vivo
determinada por excrecion por via urinaria (Vetrani et al., 2016). Este estudio se basé en mas
de 70 individuos que consumieron una dieta rica en polifenoles durante 8 semanas. Las
investigaciones realizadas hasta el momento ponen de manifiesto una falta de correlacién
entre los resultados de la digestion in vitro e in vivo, asi como las limitaciones de la técnica
(Hasjim et al ,2010). Por ello, es necesario optimizar y validar los modelos de digestion in vitro
con ensayos de digestion in vivo, para determinar sus limitaciones y utilidades (Guerra et al
2012).

En mieles se han realizado muy pocos estudios in vivo, demostrando que algunos
compuestos fendlicos de la miel y sus metabolitos llegan al torrente sanguineo. Zhao et al.

(2019), observaron que al administrar tres dosis de 200 mg de extracto de polifenoles de miel
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por kg de peso vivo durante 24 h a ratas macho Sprague-Dawley, aumentaron las
concentraciones séricas de 2,4-acido dihidroxibenzoico, acido homovanilico, acido
fenoxiacético, acido abscisico y vainillina. En cambio, el acido gélico se cuantificé en el
extracto de miel, pero no en el suero de rata. Ishisaka et al. (2017) realizaron un estudio sobre
el metabolismo in vivo de la leptosperina y el siringato de metilo de miel de manuka mostrando
que después del consumo de 15 g de esta miel, los metabolitos derivados del siringato de
metilo y la leptosperina se cuantificaron tanto en plasma como en orina de voluntarios sanos
(n = 3). Schramm et al. (2003) observaron en adultos sanos que consumieron 1,5 g de miel
de trigo sarraceno por kg peso vivo un aumento significativo en el contenido de fenoles totales
en plasma después del consumo de miel. Sin embargo, no se observaron cambios
significativos en el plasma para los acidos fendlicos investigados (acidos 4-hidroxibenzoico y
4-hidroxicinamico), lo que sugiere una baja absorcién a niveles indetectables por HPLC o

metabolismo rapido o distribucién en lugares en el cuerpo humano diferentes al plasma.

A pesar de que estos estudios aportan importantes avances en la investigacion del efecto de
la digestién sobre los compuestos fendlicos de la miel, es necesario profundizar en la
investigacién ampliando el nimero de muestras; tipo de miel; uso de un protocolo de digestion

in vitro y realizar mas estudios in vivo.

1.3. METODO DIRECTO-SIN EXTRACCION (QUENCHER)

Ademas de los métodos descritos, en alimentos sélidos existe un método directo, sin
extraccion, para valorar la actividad antioxidante de los alimentos, llamado QUENCHER
(Rapido, Facil, Nuevo, Barato y Reproducible), y que ha sido desarrollado por Gékmen et al
(2009). Se basa en la medicién directa de muestras soélidas mezclandolas con los radicales
libres seguida de una medicién espectrométrica posterior. Evita el paso critico y tan
prolongado de la extraccion e hidrdlisis previa a la medicion de la capacidad antioxidante. Se
basa en que las reacciones quimicas tienen lugar a cualquier temperatura, siempre y cuando
los reactivos sean capaces de colisionar. Por lo tanto, no hay necesidad de mezclar las
soluciones liquidas de dos compuestos para que tenga lugar la reaccién. Esto se puede
aplicar a las reacciones utilizadas para la medicion de la actividad antioxidante,
independientemente de los mecanismos quimicos del ensayo (Gékmen et al., 2009). Este
método tiene la ventaja de considerar el alimento en su totalidad, frente a la extraccion
quimica o fisiolégica donde siempre habra una fraccién insoluble que sera descartada,
pudiendo subestimar las propiedades o compuestos analizados. Este procedimiento se puede
acercar a la digestion in vitro siempre que se analice la Respuesta Antioxidante Global como
la suma de la fraccién soluble (bioaccesible) e insoluble (no bioaccesibles) (Pastoriza et al.,
2011).

Sin embargo, este tipo de analisis, aunque ha dado buenos resultados en otros alimentos
como remolacha, carne, cacao y especias (Carrillo et al., 2017a; Carrillo et al., 2017b; Ramos

etal., 2021; Dziurka et al., 2021) no se han utilizado en la miel, al no ser realmente un producto
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solido, ni poderlo liofilizar como se menciona en el caso de otros trabajos, sin la utilizacion de

coadyuvantes que podrian interferir en los analisis.

OBJETIVO

El objetivo de este estudio fue analizar, de forma cualitativa-cuantitativa, los fenoles y
flavonoides totales, y evaluar las actividades antioxidante, antiinflamatoria y antimicrobiana
de 15 mieles antes y después de la digestion in vitro, asi como sus extractos metandlicos,
para determinar si la digestidon gastrointestinal y/o la extraccién quimica pueden modificar las

propiedades funcionales de las mieles crudas.

MATERIAL Y METODOS

3.1. MUESTRAS

Para evaluar la influencia de los distintos procedimientos de extraccion en las propiedades
biolégicas de la miel se han seleccionado 15 muestras de miel de las 30 iniciales. Estas
muestras coninciden con las empleadas en el estudio de componentes fendlicos y aparecen

recogidas en la Tabla 4.

3.2. METODOS DE EXTRACCION

La etapa mas decisiva para la recuperacion y el aislamiento de los compuestos fendlicos
antes de su andlisis es la extraccion (Gomez Romero, 2010). Esta extraccion puede ser

quimica o fisiolégica.

3.2.1. EXTRACCION QUIMICA

Se realizd una extraccion en fase sélida utilizando Amberlita XAD-2 como resina polimérica,
en vez de los cartuchos comerciales utilizados para el analisis del perfil fendlico por HPLC ya

que se necesitaba un mayor volumen de cada muestra.

REACTIVOS:

HCI concentrado (VWR International Eurolab)

Resina Amberlite XAD-2 (Supelco, Bellefonte, PA, EE.UU.)
Metanol (VWR International Eurolab)

Metanol HPLC (VWR)

MATERIALES:

Columnas cromatograficas de vidrio (Pobel Madrid Spain)
Rotavapor Bichi R-124
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PROCEDIMIENTO:

La extraccidon de la fraccion fendlica total se ha realizado segun el método descrito por
Baltrusaityté et al. (2007) obteniendo los extractos metandlicos de cada una de las mieles
(ME1-ME15). Se disolvieron 25 g de cada miel en 250 ml de agua destilada ajustdndose a pH
2 con HCI concentrado. La solucion se pasé lentamente por una columna (300 x 15 mm) con
resina Amberlite XAD-2 preacondicionada con metanol y agua destilada. Tras pasar la
muestra por la columna, se lavdo con 250 ml de agua acidificada (pH 2 con HCI) y
posteriormente para eliminar todos los azucares y demas compuestos polares de la miel, se
lavé con 300 ml de agua destilada neutra. Los compuestos fendlicos se eluyeron del solvente
con 250 ml de metanol y se concentraron en rotavapor hasta sequedad, llevandolos
posteriormente a 25 ml con metanol con grado de pureza HPLC. Los extractos metandlicos

se almacenaron a -20°C hasta su analisis.
3.2.2. EXTRACCION FISIOLOGICA-DIGESTION

REACTIVOS:

Agua mili-Q (Millipore, Bedford, MA, EE. UU.)
a-amilasa (Sigma-Aldrich).

CaClz (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)
HCI (VWR)

Pepsina (Sigma-Aldrich).

NaHCOs (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)
Pancreatina (Sigma-Aldrich).

Sales biliares (Sigma-Aldrich).

MATERIALES:

Bafo termostatico de agua

Centrifuga

PROCEDIMIENTO:

Las 15 muestras fueron sometidos a procesos de digestidn oral, gastrica e intestinal in vitro.
Como es légico, la primera etapa simulé una digestién oral, segun el procedimiento propuesto
por Pastoriza et al. (2011). Para ello, se pesaron 1,25 g de miel, se disolvieron en 10 ml de
agua mili-Q y se afiadieron 250 pl de una solucién de a-amilasa (3,25 mg de a-amilasa
disuelta en 2,5 ml de CaCl. 1mM pH 7). La mezcla se incubd 30 minutos en bafio de agua a
37°C con agitacion de 110 oscilaciones/min. A continuacién, se llevaron a cabo los procesos
de digestion gastrica y digestion intestinal, a partir del procedimiento adaptado por Rufian-
Henares y Delgado-Andrade (2009). En la digestion gastrica, se ajusté el pH a 2 con HCI 6N
y se anadié 1 ml de una solucion de pepsina (0,4 g de pepsina disuelta en 2,5 Ml de HCI

0,1M). Las muestras se incubaron 2 horas en un bafio de agua a 37°C con agitacién a 110

113



Resultados: Influencia de la extraccidn en las propiedades bioldgicas

oscilaciones/min. Para la digestion intestinal, se incrementé el pH a 6 con NaHCOs 1 M y se
afadié una solucién de pancreatina y sales biliares (0,1 g de pancreatina + 0,625 g de sales
biliares disueltos en 25 ml de NaHCOs 0,1M). Luego se ajusté el pH a 7,5 con NaHCOs3 1M y
se incubaron las muestras 2 horas en un bafio de agua a 37°C con agitacion a 110
oscilaciones/min. Tras estos procesos, las enzimas digestivas fueron inactivadas por
tratamiento térmico a 100°C durante 4 minutos. Las muestras se enfriaron y se centrifugaron
a 3550 rpm durante una hora a 4°C para separar las fracciones bioaccesibles (solubles) y no
accesibles (insolubles). Los analisis posteriores se realizaron Unicamente en la fraccion
soluble (DH1-DH15) debido a la cantidad minima que se obtuvo de la fraccion insoluble. Se
hizo un blanco de digestion con agua miliQ, cuyos resultados se restaron a los obtenidos en

las muestras para eliminar la interaccion de los enzimas utilizados en la digestion.

3.3. FENOLES Y FLAVONOIDES

Los fenoles totales se midieron en las muestras de miel cruda (RH1-RH15), en los extractos
metandlicos (ME1-ME15) y tras la digestion in vitro (DH1-DH15). Para el analisis de las
muestras de miel cruda, previamente se realizé una dilucién a 100 mg/ml con agua destilada.
Después se filtraron todas las muestras con papel Whatman n® 40. Para el analisis de los
extractos metandlicos y las muestras de miel digerida, se tomo el extracto o la fraccién soluble

obtenida tras la digestion in vitro directamente.

REACTIVOS:

Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich).

Carbonato de sodio (VWR International Eurolab)

Acido Galico (Panreac,)

Etanol (VWR International Eurolab)

AICI3 (Fluka Chemie GmbH, parte de Sigma-Aldrich, Buch, San Galo, Suiza)
Metanol (VWR International Eurolab)

Quercetina (Sigma-Aldrich)

NaNO 2 (Panreac)

NaOH (VWR International Eurolab)

Catequina (Panreac)

MATERIALES:

Espectofotometro Cary Bio 400 (Varian, parte de Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.
UU.) (Figura 38)
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Figura 36. Espectofotometro Varian UV-Visib

3.3.1. FENOLES TOTALES

El contenido de fenoles totales se valoré utilizando el método Folin-Ciocalteu (Meda et al.,
2005). Se mezclaron 0,5 ml de muestra con 2,5 ml de reactivo Folin-Ciocalteu 0,2 N. Tras
dejar reposar 5 minutos, se afadieron 2 ml de solucidon de carbonato de sodio (75 g/l), y las
mezclas se mantuvieron a temperatura ambiente y en oscuridad durante 120 minutos. Se
prepard una curva de calibracién de acido gélico con un rango de concentracién de 1 a 300
mg/l en etanol al 70%. Las muestras se analizaron por friplicado, midiendo la absorbancia a
760 nm. El contenido de compuestos fendlicos totales se ha expresado como mg de acido
galico (GA)/100 g de miel.

3.3.2. FLAVONOIDES TOTALES

El contenido total de flavonoles se valor6 espectrofotométricamente siguiendo el
procedimiento de Pekal y Pyrzynska (2014). Se mezclaron 0,5 ml de cada muestra con 0,15
ml de NaNO: (5%, p/v), tras dejarlo en reposo 5 minutos, se afiadieron 0,25 ml de AICl3 (2%,
p/v en metanol). Se volvié a agitar, se dejoé de nuevo en reposo durante 6 minutos y después
se neutralizé con 0,25 ml de solucién de NaOH 1 M. La mezcla se agitdé y se dejo reposar
durante 10 min a temperatura ambiente. Se cuantificé la medida de la absorbancia a 510 nm
frente a un blanco obtenido al sustituir el volumen de muestra por el mismo volumen de
metanol para ME y de agua para RH y DH. Se realiz6 una curva patréon de catequina con un
rango de concentraciones de 1-80 ug/ml. El contenido de flavonoides se expres6 en mg de

catequina (Cat)/100 g de miel.

3.4. PROPIEDADES BIOLOGICAS

3.4.1. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La oxidacioén es una reaccion quimica que transfiere electrones o hidrogeno de sustancias a
un agente oxidante. La pérdida de uno o mas electrones de moléculas, generalmente
sustratos biolégicos como lipidos, proteinas o acidos nucleicos, genera radicales libres
responsables de las reacciones en cadena que dafian a las células y provocan estrés

oxidativo. Los antioxidantes previenen o retrasan esta pérdida, minimizando con ello la
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formacion de radicales libres en las células (Pala y Giirkan, 2008). Los antioxidantes son a
menudo agentes reductores como tioles, acido ascorbico o polifenoles (Sies, 1997). Los
antioxidantes pueden actuar de forma diferente frente a distintos radicales, por ello es
importante valorar la actividad antioxidante de las sustancias o alimentos frente a distintos
radicales. En este estudio se evallo la actividad antioxidante frente a tres radicales libres:
capacidad antioxidante equivalente a Trolox frente al radical ABTS™ (TEAC), actividad
antioxidante frente al hidroxilo (AOA) y capacidad de absorcién de radicales de oxigeno
(ORAC).

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE MEDIANTE METODO TEAC

El método se basa en valorar la actividad que presentan algunos componentes de la miel para
inhibir el radical 2,2 -azino-bis (3-etil-benzotiazolin-6-acido sulfénico) (ABTS™). Se mide la
pérdida de color cuando un antioxidante se afiade al croméforo azul-verde ABTS™, ya que el

antioxidante reduce ABTS* a ABTS, decolorandolo (Moharram y Youssef 2014).
REACTIVOS:

2,2’ -azino-bis (3-etil-benzotiazolin-6-acido sulfénico) (ABTS) (Sigma-Aldrich).
Persulfato de potasio (VWR International Eurolab)

Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox) (Sigma-Aldrich).

MATERIALES:

Espectofotometro (Varian)

PROCEDIMIENTO:

En este procedimiento, descrito por Sancho et al. (2016) se utilizé ABTS, como fuente de
radicales libres. El catién radical ABTS* se produjo mediante la reaccién (1:1) de 7 mM de
solucion madre de ABTS con 2,45 mM de persulfato de potasio en la oscuridad durante 16 h.
Luego, la solucién ABTS* se diluyé con agua para obtener una absorbancia entre 0,70 y 0,80
a 734 nm. Un volumen de 1490 pl de ABTS™* se mezclé con 10 pl miel (RH), de extracto
metandlico (ME) o extracto de digestion (DH). Las muestras de miel fueron evaluadas a una
concentracion de 500 mg/ml, mientras que los extractos (DH y RH) se adicionaron tal cual.
Como patron en la curva de calibracion se uso Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico) (0,625-3 mM), para el blanco se utilizé agua destilada en
mieles y extractos de digestion y metanol en extractos metandlicos. Después de 6 min de
reaccion se midid la absorbancia de las muestras a 734 nm. Se calcul6 el porcentaje de
inhibicién mediante la siguiente formula: % inhibicion = [(Ab-As) /Ab x 100], donde Ab es la
absorbancia del blanco, As la absorbancia de la muestra o de los patrones. Se represento el

% de inhibicién frente a la concentracion mM de Trolox y los resultados se expresaron como
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pmol Trolox (TE)/100 g de muestra para mieles y como pmol Trolox (TE)/100 ml para

digestiones y extractos.

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE MEDIANTE EL METODO AOA

Con este método se determina la capacidad para inhibir la produccién de sustancias reactivas
del acido tiobarbitarico (TBARS) a partir del benzoato de sodio bajo la influencia de los
radicales libres de oxigeno (radical hidroxilo, OH+) derivados de la reaccién de Fenton. Se
puede medir espectrofotométricamente como la inhibicion del desarrollo del color definido

como el AOA (Actividad antioxidante frente al acido urico 1mM) (Koracevik et al., 2001).

REACTIVOS:

Fosfato monosdédico, (NaH2PO4) (Scharlab, Sentmenat, Espaia).

Fosfato disédico, (NazHPOa) (Scharlab).

Benzoato de sodio (Alfa Aesar, parte de Thermo Fisher, Kanderl, Alemania).
FeSO4 (VWR International Eurolab)

EDTA (VWR International Eurolab)

Perdxido de hidrogeno (H202) (Sigma-Aldrich).

Acido acético (VWR International Eurolab)

Acido tiobarbiturico (Sigma-Aldrich).

NaOH (VWR International Eurolab)

Acido urico (Alfa Aesar).

MATERIALES:
Espectofotometro (Varian)

Bafo de agua

PROCEDIMIENTO:

La actividad antioxidante frente al radical hidroxilo de las muestras se determiné utilizando el
método descrito por Koracevic et al. (2001). Las muestras (10 yl de miel a 750 mg/ml,
extractos metandlicos y extractos de digestion tal cual) se mezclaron con 490 ul de tampén
de fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,4), 500 pyl de benzoato de sodio (0,01 M), 200 ul de FeSOas-
EDTA (2 mM) y 200 pl de peroxido de hidrégeno (0,01 M). Tras 1 h de incubacion a 37 °C, se
detuvo la reaccién agregando 1 ml de acido acético (20%). Posteriormente se afadié 1 ml de
acido tiobarbiturico (0,8% p/v) en NaOH (50 mM). La solucion se hirvié durante 10 min y luego
se enfrié en hielo. La absorbancia se midié a 532 nm frente a agua destilada. Cada muestra
(A1) tuvo su propio control (A0), en el que se afadié acido acético (20%) antes de Fe-EDTA
y H202. Para cada serie de analisis, se prepard un control negativo (K1 y KO), donde las
muestras fueron reemplazadas por tampén de fosfato. Se utilizé como patrén acido urico 1
mM en NaOH (5 mM) (U1 y U0). La actividad antioxidante se calcul6 como mmol de acido
urico (AU)/100 g de miel = f x (CU) x (K-A)/(K-U), donde f es el factor de dilucién, CU es la
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concentracion de acido urico (1 mM), K es la absorbancia del control (K1-K0), A es la
absorbancia de la muestra (A1-A0) y U es la absorbancia de la solucién de acido urico (U1-
uo).

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE POR EL METODO ORAC

Este método mide la inhibicidon de la oxidacion inducida por radicales peroxilo generados por
2,2"-azobis(2-amidinopropano)- dihidrocloruro (ABAP). Cuando un generador de radicales
libres como (ABAP) se agrega a la fluoresceina, estos radicales dafian la molécula
fluorescente y provocan la pérdida de fluorescencia. Mediante curvas de fluorescencia se
registra la pérdida de intensidad frente al tiempo. Se determina la actividad antioxidante
comparado el area de la curva de las muestras frente al area obtenido en una curva estandar
usando un antioxidante, el acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox), un

acido soluble en agua analogo de la vitamina E (Moharram y Youssef 2014).

REACTIVOS:

KH2PO4 (Sigma-Aldrich)

NazHPO4 (Scharlab)

Tampén fosfato 75 mM, pH 7,4

Fluoresceina (Fluka Chemie GmbH)

2,2 -azobis(2-amidinopropano)- dihidrocloruro (ABAP) (Sigma-Aldrich)

Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox) (Sigma-Aldrich)

MATERIALES:

Microplacas blancas de poliestireno de 96 pocillos (Brand, Wertheim, Germany)
Espectrofluorimetro Lector de microplacas Varioskan LUX (Thermo Fisher, Kanderl,
Alemania) (Figura 39)

Figura 37. Fluorimetro Lector de microplacas Varioskan LUX

PROCEDIMIENTO:

El método ORAC se ha llevado a cabo mediante el procedimiento modificado de Huang et al.
(2002), utilizando microplacas blancas de poliestireno de 96 pocillos. En cada uno de los
pocillos se afiadieron los reactivos correspondientes segun se tratara del control negativo
(control), control positivo (con antioxidante Trolox), de muestra o de blanco (Tabla 15). En los
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pocillos control no se afiade ni el Trolox ni la muestra, mientras que en los pocillos de Trolox
no se afnade muestra y en los pocillos de las muestras y blanco no se afiade Trolox y las
muestras se deben preparar en la dilucion correspondiente utilizando el tampdn. Todos los

pocillos tenian un volumen final de 200 pl.

Tabla 15. Cantidad de reactivo anadido a cada pocillo en la microplaca para el andlisis del ORAC

Control Trolox Muestra Blanco

Tampoén fosfato 75 mM pH 187 181 - -
7,4 (1)

Trolox 0,2 mM (ul) = 6 = -
Muestra pL = - 187 187**
Fluoresceina 4,1 pyM (pl) 3 3 3 3

Agitar y comprobar la sefial para ajustar condiciones
ABAP 0,37 M (pnl) 10 10 10 10

Agitar e inmediatamente iniciar la medida

* Se preparo previamente un tubo tipo eppendorf por muestra con 933 ul de tampén + 1 ul de

muestra y de ahi se tomaron los 187 pl para cada pocillo (cuatro réplicas por muestra).
Tendremos 0,2 ul de muestra realmente en cada pocillo. La muestra se preparé a una
concentracion de 100 mg/ml para las mieles, los extractos metandlicos (ME) se afadieron tal

cual y los extractos de digestion (DH) se diluyeron 30:70 en agua miliQ.

** Blanco: 933 uL tampén + 1 uL de metanol o agua (segun en qué disolvente estén las

muestras) o 1 uL del blanco de digestion.

Después de anadir los 3 ul de fluoresceina (4,1uM), la placa se agité automaticamente en el
espectrofluorimetro durante 3 minutos y realizando una medida inicial de la fluorescencia,
posteriormente se agregaron 10 microlitros de solucion ABAP (0,37 M) en cada pocillo y la
curva de decaimiento de la fluorescencia se midié cada 5 minutos durante 90 min a 37°C a
longitudes de onda de excitacion y emision de 485 y 520 nm, respectivamente. Todas las
muestras se analizaron por cuadruplicado; en cada placa evaluada también se analizé un
control negativo y otro positivo con Trolox. Los resultados fueron calculados usando la

siguiente ecuacion:

pumol Areaneta de muestra o
= — x Factor de dilucion
g de muestra Area neta de Trolox

umol Trolox

El &rea neta se ha calculado para cada muestra y para el trolox, restando el area bajo la curva
del control (Figura 40). El célculo del area de los datos se realizé utilizando el programa Origin

Pro8 SR2 (Origin Lab Corporaciéon, EEUU). Los ymol de Trolox se calcularon teniendo en
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cuenta la concentracién de Trolox 0,2 mM (0,0002 mol en 11), en 6 ul que es lo que se afiadidé

de Trolox en el pocillo, en total fueron 0,0012 pymol.
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Figura 38. Ejemplo de la representacion de la fluorescencia de las muestras para el cdlculo del drea
bajo la curva

Los resultados se expresaron como umol T/g de miel y en extractos y digestiones como uymol
T/ ml de muestra.

3.4.2. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

El estudio de la actividad antimicrobiana de las 15 mieles (RH1-RH15), 15 extractos
metandlicos (ME1-ME15) y 15 extractos fisioldgicos, obtenidos después de la digestion in vitro
(DH1-DH15) se midid frente a seis microorganismos mediante la evaluacion de la
concentracién minima inhibitoria (CMI, en inglés MIC) utilizando el método de microdilucién

en caldo.

CEPAS MICROBIANAS:

BACTERIAS:

Escherichia coli CECT 99

Listeria monocytogenes CECT 934
Pseudomonas aeruginosa CECT 108
Streptococcus mutans CECT 479
Staphylococcus aureus CECT 435
LEVADURA:

Candida albicans CECT 1394
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REACTIVOS:

Agar base de Baird Parker (BP) (VWR International Eurolab)

Agar base de Microinstant Listeria (Ottaviani and Agosti) (MLA) Scharlab

Agar de Triptona con bilis x-glucurénido (TBX, VWR International Eurolab)

Caldo nutritivo No. 2 (NB) (Oxoid, parte de Thermo Fisher, Basingstoke, Hampshire, Reino
Unido)

Caldo de extracto de malta (MEB) (Oxoid)

Infusién cerebro-corazén (BHI) (Oxoid)

Agar técnico No. 1 (Oxoid)

Solucién de Ringer (Oxoid)

MATERIALES:

Microplacas de 96 pocillos de poliestireno con fondo redondo (Brand)
Placas Petri 90 cm diametro (VWR International Eurolab)

Asas de siembra plastico estéril de 1 y 10 pl (VWR International Eurolab)

Espatula de Drigalski estéril (VWR International Eurolab)

PROCEDIMIENTO:
CRECIMIENTO DE MICROORGANISMOS

En el caso de P. aeruginosa, S. aureus y C. albicans, para el crecimiento de los
microorganismos se utilizaron cultivos liofilizados, y en el caso de E. coli, L. monocytogenes
y St. mutans, se emplearon cultivos congelados en glicerol. Los microorganismos se
sembraron en placas Petri con el medio de cultivo en agar especifico para cada

microorganismo y en tubos de ensayo con el caldo de cultivo especifico.
Los medios de cultivo utilizados fueron:

Caldo de cultivo No.2 y Agar nutritivo para E. coli, P. aeruginosa 'y S. aureus.
Infusién y agar celebro-corazén para L. monocytogenes y St. mutans.

Caldo y agar de extracto de malta con 2% de glucosa para C. albicans.

Las bacterias fueron incubadas a 37°C durante 24h, mientras que la levadura se incub6 a
25°C durante 24h. Para comprobar la concentracion de microorganismos después de la
incubacion, se hicieron diluciones decimales en tubos de ensayo con Ringer. Se sembraron
las diluciones necesarias en placas con medio de cultivo en agar y se incubaron durante 24h.

Los recuentos se realizaron al dia siguiente.

Para evaluar la actividad antimicrobiana la suspension inicial (aproximadamente 8-9 log

ufc/ml) fue diluida en tubos de Ringer hasta obtener un recuento de células de 6 log ufc/ml.
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DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Para evaluar la actividad antimicrobiana se emple6 el método de microdiluciéon en caldo,
determinando la concentracién minima inhibitoria y la concentracién minima bactericida que
se definen de la siguiente manera:

Concentracion minima inhibitoria (CMI, en inglés MIC) es la concentracién mas baja de un
agente antimicrobiano que impide el crecimiento visible de un microorganismo después de 24
horas de incubacién (Horna et al., 2005).

Concentracion minima bactericida (CMB, en inglés MBC) es la minima concentracién de un
agente antimicrobiano que elimina eficazmente a mas del 99,9% de los microorganismos
viables después de 24 horas de incubacion (Horna et al., 2005).

Para evaluar las actividades antimicrobianas se emplearon placas de microdilucion de
poliestireno de fondo redondo de 96 pocillos estériles. Se analizaron las siguientes
concentraciones:

Miel cruda: 37,5%, 18,75%, 9,38%, 4,69%, 2,34%, 1,17% y 0,59% (p/v). En el caso de C.
albicans, al comprobar que la miel tenia menor efecto antimicrobiano sobre ella, se analizaron
otras concentraciones mas elevadas de miel: 45%, 41%, 37,5%, 18,75%, 9,38%, 4,69% vy
2,34% (p/v).

Extractos metandlicos: 90%, 75%, 60%, 45%, 30%, 15% 5% y 1% (concentracion de miel de
450 a 5 mg/100ml).

Extractos obtenidos después de la digestion in vitro: 90%, 75% 60%, 50%, 40%, 25%, 12,5%
y 5% (concentracion de miel entre 7,04 y 0,40 mg/100 ml). En este caso no fue posible utilizar
concentraciones de miel mas altas, porque en la fraccidén soluble obtenida después de la

digestion, la concentracidon de miel ya era de 7,82% (1,25 g en 16 ml de fraccion soluble).

Se realizaron todas las diluciones de las muestras utilizando el caldo de cultivo adecuado
para cada microorganismo. Se prepararon tubos Eppendorf con 900 ul de cada dilucion para
cada muestra y para cada microorganismo. Para el control de contaminacién para cada
muestra se agregaron 180 ul de cada dilucién de Eppendorf junto con 20 ul de Ringer a una
columna de la placa de 96 pocillos (columnas 4, 8 y 12 de la placa, Figura 41). Una vez
retirados los 180 pl se anadieron 80 pl de cada microorganismo (6 log ufc/ml) a los 720 pl de
cada dilucion de muestra. En cada pocillo, se agregaron 200 pul de la mezcla (tres repeticiones
por dilucion, ocho diluciones). También se prepararon pocillos de control que contenian
Unicamente caldo de cultivo y microorganismo (control positivo) y pocillos que contenian caldo
de cultivo con microorganismo y con lejia (control negativo). Las placas se incubaron a 37 °C
durante 24 horas para bacterias y a 25 °C para C. albicans. La MIC se determiné como la
concentracion minima a la que no se observd visualmente crecimiento del microorganismo

después de 24h de incubacion.
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Figura 39. Esquema de la placa de 96 pocillos para evaluar la actividad antimicrobiana. A es la
madxima concentracion y G la minima
Para conocer la MBC, se paso 10 ul de la suspension existente en cada pocillo en la que no
se habia observado crecimiento, asi como la primera que si que tenia crecimiento a placa
Petri con agar especifico para cada microorganismo (TBX para E. coli, MLA para L.
monocytogenes, BP para S. aureus, NA para St. mutans y Ps. aeruginosa y MEA para C.
albicans) y se incubaron las placas a 37°C durante 24 horas (C. albicans a 25°C). La CBM se
determiné como la minima concentracion de miel en la que no se observd crecimiento de

colonias en las placas tras 24 horas de incubacion en medio agar selectivo.

3.4.3. ACTIVIDAD ANTI-INFLAMATORIA

El método para evaluar la actividad antiinflamatoria fue la inhibicién del enzima hialuronidasa.
Este método fue descrito por Ferreres et al. (2012) y esta basado en la reaccién de Morgan-
Elson, se fundamenta en la reaccion catalizada por el enzima hialuronidasa de hidrdlisis del
acido hialurénico. En esta reaccion se libera N-acetil-D-glucosamina con extremo reductor, el
cual, se transforma a 100°C y en condiciones alcalinas a cromégeno | y Il (configuracién alfa
y beta respectivamente). Después tras la accion de los &cidos afiadidos, se transforman en
cromoégeno lll. Este compuesto, se deja reaccionar con el paradimetilaminobenzaldehido
(PDMB) y forma el color morado final de la reaccion (Figura 42). Finalmente se mide
espectrofotométricamente, a una longitud de onda de 586 nm, la cantidad de pmoles de N-

acetil-D-glucosamida formados (Takahashi et al., 2003).
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Figura 40. Reaccién de Morgan-Elson de acuerdo con Muckenschnabel et al. (1998)

REACTIVOS:

N-acetil-D-glucosamina (NAG) (Sigma-Aldrich)
Sal sddica de &cido hialurdnico (Sigma-Aldrich)

NaCl (VWR International Eurolab)

Albumina de suero de bovino (BSA) (Sigma-Aldrich)
Hialuronidasa tipo IV-S (Sigma-Aldrich)
Tetraborato de potasio (Alfa Aesar)

Dimetilaminobenzaldehido (DMAB) (VWR International Eurolab)
N-acetil-D-glucosamina (NAG) (Sigma-Aldrich)

MATERIALES:
Bafo termostatico de agua

Espectofotometro (Varian)

PROCEDIMIENTO:

La actividad antiinflamatoria se evalué6 mediante un ensayo de inhibicién de hialuronidasa

modificado (Ferreres et al., 2012). La actividad hialuronidasa se defini6 como una unidad (U)
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de hialuronidasa que cataliza la liberacion de 1 ymol de N-acetil-D-glucosamina (NAG) por
minuto en condiciones especificas. Se prepard una solucién madre de sal sédica de acido
hialurénico (5 mg/ml) y se almacend a 4 °C. Para el ensayo, se afadieron 70 pl de solucion
madre de acido hialurénico y 100 ul de tampén (formato de sodio 0,2 M, NaCl 0,1 M y BSA
0,2 mg/ml, pH 3,68) a 200 ul de agua milliQ y 50 pl de muestra (HR 750 mg/ml, EM y DH). La
mezcla se calenté a 37 °C durante 10 min. Luego se inici6 la reacciéon agregando 50 pl de
hialuronidasa tipo 1V-S (1400 U/ml) preparada en NaCl al 0,9%, incubando la mezcla en bafio
maria durante 1 h a 37 °C y deteniendo la reacciéon enzimatica por adicién de 100 ul de
tetraborato de potasio 0,8 M. Tras esto, las muestras se incubaron durante 3 minutos en un
bafio de agua hirviendo y luego se enfriaron a temperatura ambiente. Después se agregaron
750 yl de DMAB, los tubos se incubaron durante 20 min a 37 °C y finalmente se leyé la
absorbancia a 586 nm frente a un blanco, en el que tanto la enzima como la muestra se
reemplazaron por tampon. Las curvas de calibracidn se realizaron con soluciones patrén de
NAG (en el rango entre 0 y 2 ymol por prueba). El porcentaje de inhibicién de hialuronidasa
se calculd de la siguiente manera: % de inhibicion = (A — B) /A x 100, donde A es pmol de

NAG en el control positivo y B es umol de NAG de cada muestra de reaccion.

3.5. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los analisis se realizaron por triplicado. Los resultados se expresaron como media junto
con su desviaciéon estandar. En el analisis estadistico, para analizar las posibles diferencias
existentes entre los resultados obtenidos para cada parametro en funcidon del tipo de miel y/o
la extraccion realizada, se realizé un analisis de normalidad para todos los parametros. Para
aquellos que cumplian con la normalidad se realizé un test de multiples rangos mediante el
test LSD a un intervalo de confianza del 95%, mientras que aquellos parametros que no
cumplian con el test de la normalidad se analizaron mediante un test de Kruskal-Wallis junto
con el gréfico de cajas y bigotes. También se realizé el analisis de componentes principales
(PCA) y correlaciones de Pearson para observar posibles correlaciones entre los parametros
estudiados y poder observar variables que agrupan a las muestras. Los analisis estadisticos
se realizaron utilizando el programa Statgraphics Centurion XVIII (Statgraphics Technologies,
Inc., The Plains, VA, EEUU).

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. FENOLES Y FLAVONOIDES TOTALES

Los fenoles totales en las muestras de miel cruda oscilaron entre 24 y 242 mg GA/100 g. En
los extractos metandlicos, la variacion fue de entre 4,9 y 25 mg GA/100 g. Tras la digestion in
vitro, los valores oscilaron entre 108 y 211 mg GA/100 g (Figura 43). Tanto en las mieles

crudas como en los extractos y en las muestras digeridas, el mayor contenido de fenoles
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totales se obtuvo en las mieles de brezo, seguidas de las mieles de aliaga y el menor
contenido se encontré en las mieles de viborera. Los valores de las mieles crudas fueron
superiores a los resultados descritos en la bibliografia, donde se mencionan valores entre 12
y 140 mg GA/100 g en mieles de diferentes origenes botanicos y geograficos (Ferreira et al.,
2009; Socha et al., 2009). Valores similares a los nuestros fueron los descritos por Jara-
Palacios et al. (2019) en mieles espafiolas de mielatos de roble (50,04-243,86 mg GA/100 g).
Los resultados obtenidos en este trabajo para los extractos metandlicos fueron inferiores a
los obtenidos por Almeida da Silva et al. (2013) en muestras de la Amazonia del norte de
Brasil, con un contenido de fenoles totales que oscilé entre 17 y 66 mg GA/g de extracto. Los
valores mas bajos de fenoles totales encontrados en los ME en comparacién con las mieles
crudas eran esperados, porque el método Folin-Ciocalteu también cuantifica otros
compuestos reductores ademas de los fendlicos (Petretto et al., 2015). En todas las mieles,
los compuestos fendlicos aumentaron significativamente tras la digestion in vitro, excepto en
las tres mieles con mayor contenido fendlico H8, H9 y H12 (BR1, BR2 y BR5), en las que, tras
el proceso de digestion, los fenoles totales disminuyeron. El valor de la digestion del blanco
se considerd en los calculos para eliminar las interacciones que el reactivo Folin-Ciocalteu
pudiera tener con las enzimas utilizadas en la digestiéon. Sin embargo, no se elimino la
probable interaccién de los azicares con el reactivo de Folin-Ciocalteu, lo que podria ser la
razon del aumento de este resultado. Mientras que Cianciosi et al. (2020) mostraron una
disminucioén de seis veces en la cantidad de fenoles totales de la miel cruda a la miel después
de la digestion in vitro y Rodriguez Romero (2012) mostré una disminucion de diferentes
compuestos fendlicos después de la digestién, Seraglio et al. (2017) no observaron
diferencias después de la digestion gastrica, pero si una disminuciéon de los fenoles totales
después de la digestion duodenal. En el estudio realizado por O'Sullivan et al. (2013), no hubo
cambios significativos en los compuestos fendlicos tras la digestion in vitro, y en algunas
mieles aumentaron ligeramente, como ocurrié en nuestro estudio. El efecto de una digestién
in vitro sobre el contenido fendlico de un alimento varia en funcién de diversos factores, como
la matriz alimentaria y las condiciones de digestion. Por lo tanto, es posible que se encuentren
diferencias entre los diversos estudios (Seraglio et al., 2017). Los diferentes resultados
obtenidos en este estudio en comparacién con los de otros trabajos publicados se deberian
probablemente al hecho de que algunos compuestos fendlicos podrian ser mas sensibles que
otros a los cambios de pH (Cianciosi et al., 2020) y a la diferente composicién fendlica de las
distintas mieles, ya que la mayor parte de las investigaciones se realizaron con mieles de
Manuka, y sélo hay un estudio sobre mieles de mielada. Otra posible razén de los diferentes
resultados podria ser la gran variedad de concentraciones utilizadas durante la digestién en
los diferentes trabajos o porque en nuestro estudio se realiz6 la simulacion de la fase oral, a

diferencia de otros estudios.
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Figura 41. Fenoles totales expresados como mg de dcido gdlico (GA)/100 g de miel de mieles
crudas (RH), extractos metandlicos (ME) y extracto digestivo (DH). Las barras de error representan
la desviacion estandar de cada punto. Letras mayusculas diferentes (A-C) indican diferencias
significativas (p < 0,05) entre las extracciones comparando la misma muestra. Letras minusculas
diferentes (a-g) indican diferencias significativas (p < 0,05) entre muestras con la misma extraccion

En cuanto a los flavonoides totales, las mieles con los valores mas elevados, tanto en crudo
como en relacion con los extractos metandlicos y la digestion in vitro, fueron las mieles de
brezo. Por el contrario, las mieles de viborera mostraron los valores mas bajos de flavonoides
totales. Los rangos de variacién en las mieles crudas se situaron entre 5,4 y 25 mg Cat/100
g, en los extractos metandlicos entre 0,93 y 21 mg Cat/100 g y en los extractos de digestiones
in vitro entre 0 y 16 mg Cat/100 g (Figura 44).

En la mayoria de las mieles se obtuvo un contenido de flavonoides totales significativamente
mayor en las muestras de miel cruda que en los extractos metandlicos, lo que corrobora que
los flavonoides de las mieles deben medirse en extractos alcohdlicos para eliminar las
interferencias (Sancho et al., 2016). S6lo ME10 (BR3) y ME12 (BR5) mostraron valores mas
altos que su correspondiente HR, probablemente porque el resultado depende de la
composicion especifica de flavonoides de cada muestra. El contenido de flavonoides totales
fue superior a los datos descritos por Osés et al. (2020) en extractos de mieles de madroio
(2,2-6,8 mg Cat/100 g). Tras el proceso de digestion, los valores de los flavonoides totales
fueron inferiores a los de las mieles crudas en todas las mieles, excepto en la DH 9, donde
los flavonoides aumentaron ligeramente, pasando de 12,71 a 13,33 mg Cat/100 g de miel.
Cianciosi et al. (2020) mostraron una disminucién muy drastica (ocho veces) de los
flavonoides tras la digestion, obteniendo 6,49 mg Cat/kg de miel.

Aunque hay un aumento de la cantidad de compuestos fendlicos totales tras la digestion in
vitro, hay una disminucion de los flavonoides, lo que podria estar relacionado con el hecho de
que el método de Folin-Ciocalteu no es especifico para los compuestos fendlicos, sino que
mide diferentes sustancias reductoras (azucares, proteinas), mientras que el procedimiento

descrito para los flavonoides es mas especifico para flavonoides como la rutina, la luteolina y
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las catequinas, aunque también puede medir algunos acidos fendlicos Pekal y Pyrzynska
(2014).
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Figura 42. Flavonoides totales expresados como mg de catequina (Ct)/100 g de miel de mieles
crudas (RH), extractos metandlicos (ME) y extracto digestivo (DH). Las barras de error representan
la desviacion estandar de cada punto. Letras mayusculas diferentes (A-C) indican diferencias
significativas (p < 0,05) entre las extracciones comparando la misma muestra. Letras minusculas
diferentes (a-g) indican diferencias significativas (p < 0,05) entre muestras con la misma
extraccion.

4.2. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Las propiedades antioxidantes de las muestras de miel cruda, de los extractos y de las

muestras sometidas a digestion, se evaluaron frente a diferentes radicales (Figura 45).

La actividad frente al radical ABTS** oscil6 entre 79,08 y 525,01 umol TE/100 g de miel. Estos
valores fueron superiores a los obtenidos en mieles eslovacas, con valores que oscilaron
entre 180 y 1110 umol TE/kg y para las mieles cubanas, cuyos resultados oscilaron entre 210
y 2940 pmol TE/kg (Alvarez Suarez et al., 2010).

Al igual que los resultados del contenido fendlico total, las actividades antioxidantes fueron
mayores en las mieles crudas y en las muestras sometidas a digestién que en los extractos
metandlicos. A diferencia de los resultados de otros investigadores (O'Sullivan et al., 2013;
Seraglio et al., 2017; Cianciosi et al., 2020), que informaron de una menor actividad de DPPH,
FRAP o TEAC tras la digestion de la miel, nuestros resultados mostraron que las actividades
antioxidantes analizadas aumentaron en las mieles sometidas a digestion. En otras matrices
alimentarias, si que se observa un aumento de la actividad antioxidante de la muestra tras la
digestiéon, lo que se atribuye a la liberacion de compuestos antioxidantes por la digestion
enzimatica (Carrillo et al.,, 2017a). Como en los compuestos fendlicos, las diferencias
observadas en nuestro estudio podrian deberse a la inclusion de la simulacion de la fase oral,
que no se realizd en otros estudios. Cabe destacar la elevada desviacion estandar de las

actividades antioxidantes obtenidas en las mieles tras la digestion in vitro, de forma que en
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algunos casos no se encontraron diferencias significativas (p > 0,05) respecto a los resultados

en mieles crudas y digeridas in vitro. El mayor aumento de la capacidad antioxidante tras la

digestion se produjo frente al radical hidroxilo (AOA), y el menor aumento se produjo frente al

radical ABTS, frente al que sdlo cinco de las muestras mostraron una mayor actividad tras la

digestion in vitro. No se encontraron diferencias significativas entre los distintos origenes

botanicos de la miel, salvo para indicar que, en general, los resultados fueron mas bajos en

las mieles de viborera (tanto en crudo, como en extracto metandlico y extracto tras la

digestion), y los resultados fueron mas altos en las mieles de mielada y de brezo.

Se observé una correlacion significativa entre el ABTS, el ORAC y el AOA vy el contenido en

fenoles totales (r = 0,7287; r = 0,7754; r =0,4852; p < 0,05) evaluando todas las muestras de

miel y las tres extracciones diferentes (n = 135).
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Figura 43. Actividad antioxidante de las mieles crudas (RH), los extractos metandlicos (ME) y el
extracto digestivo (DH) frente a diferentes radicales (ABTS** (A), ROO*(B) y “OH (C)). Las barras de
error representan la desviacion patron para cada punto de datos. Las letras mayusculas diferentes

(A-C) indican diferencias significativas (p < 0,05) entre las extracciones que comparan la misma

muestra. Letras minusculas diferentes (a-g) indican diferencias significativas (p < 0,05) entre

muestras con la misma extraccion.
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4.3. ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

En las mieles crudas estudiadas, la actividad inhibidora de la hialuronidasa varié entre el 12
y el 85% para una concentracién de miel de 750 mg/ml. En los extractos, los indices de
inhibicién variaron entre el 27 y el 83%. Tras la digestion, la inhibicion de la hialuronidasa
fluctud entre el 0 y el 42% (Figura 46). La bibliografia también mostrd que los valores de la
actividad antiinflamatoria eran muy variables en funcién de la concentracién de miel y de los
compuestos fendlicos (Osés et al.,, 2020). En este caso, observamos una tendencia de
inhibicién similar entre la miel cruda y los extractos, con una actividad antiinflamatoria
considerablemente reducida en la fraccién soluble obtenida tras la digestion in vitro, lo que
podria deberse a la disminucién de los compuestos responsables de esta actividad durante

el proceso de digestion de la miel.
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Figura 44. Actividad antiinflamatoria de las mieles crudas (RH), los extractos metandlicos (ME) y el
extracto digestivo (DH). Las barras de error representan la desviacion patrén para cada punto de
datos. Las letras mayusculas diferentes (A-C) indican diferencias significativas (p < 0,05) entre las

extracciones que comparan la misma muestra. Letras minusculas diferentes (a-g) indican
diferencias significativas (p < 0,05) entre muestras con la misma extraccion.

4.4. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Los resultados de la actividad antimicrobiana mostraron que todas las mieles presentaron
actividad antimicrobiana contra los seis microorganismos evaluados. En la Tabla 16, los datos
de la actividad antimicrobiana se expresaron como % de miel, extracto o fraccion digerida
soluble, con la correspondiente concentracion de miel (g/100 ml) entre paréntesis para una

mejor comparacion de los resultados.
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S. aureus fue el microorganismo mas sensible a las 15 mieles analizadas, obteniendo MICs
entre 4,69 y 9,38%. La levadura C. albicans fue la mas resistente, contra la que soélo la miel
14 mostré un efecto bactericida (MBC) a una concentracion del 45%, aunque todas las mieles
mostraron actividad inhibitoria (MIC= 37,5%). La miel 2 (mielada) mostré el menor efecto
inhibitorio contra todos los microorganismos. Los datos de MIC y MBC de las diferentes mieles
coincidieron, excepto para L. monocytogenes y C. albicans, cuyas MBC fueron

concentraciones mas altas que la MIC.

Los datos de MIC y MBC obtenidos frente a S. aureus fueron comparables a los valores
obtenidos por Osés et al. (2016). Este estudio también concluyd que mieles con origenes
botanicos similares mostraron actividades antimicrobianas diferentes, es decir, no se pudo
observar ninguna relacion entre el origen botanico y el efecto inhibidor de las mieles contra

cada uno de los microorganismos.

En cuanto a la actividad antimicrobiana de los extractos metandlicos, L. monocytogenes fue
el microorganismo mas sensible, mientras que St. mutans junto con C. albicans fueron los
mas resistentes. La MIC y la MBC obtenidas fueron concentraciones de extracto entre <1y
15%, lo que corresponde a <5 a 75 g/100 ml. Por tanto, para todos los microorganismos
evaluados, excepto para L. monocytogenes, la MIC fue mayor en los ME que en la HR, y por
tanto se obtuvo una menor actividad antimicrobiana de los extractos en comparacion con las
mieles crudas. Con respecto a L. monocytogenes, los extractos metandlicos mostraron un
mayor efecto antimicrobiano que las mieles crudas, lo que podria deberse a que este
microorganismo fue mas sensible a los compuestos fendlicos extraidos, mientras que el resto
de los microorganismos fueron mas sensibles a los compuestos no fendlicos que estan
presentes en la miel cruda. Estudios anteriores demostraron la actividad antimicrobiana de
los acidos fendlicos (p-cumarico, ferulico y siringico) contra L. monocytogenes (Miyague et
al., 2015). Malheiro et al. (2018), también demostraron que el acido cinamico y el aldehido
cinamico y sus derivados inhiben significativamente el crecimiento de bacterias como E. coli

y S. aureus.
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Tabla 16. Concentracion minima de inhibicion (MIC) y concentracion minima bactericida (MBC) de las mieles crudas (RH), de los extractos metandlicos de miel
(ME) y de la miel después de la digestion in vitro (DH), expresadas como % de miel, extracto o fraccion digestiva y, entre paréntesis, la correspondiente
concentracion de miel (g/100 ml). Los triplicados mostraron idéntica MIC o MBC para cada muestra. Los valores diferentes de MIC o MBC indican diferencias
significativas (p < 0,05) entre las muestras con la misma extraccion para cada microorganismo

E. coli
Hi1 H2 H3 H4 H5 Heé H7 HS H9 H10 Hi1 Hi2 Hi3 Hi4 Hi15
MIC 18.75 37.5 18.75 9.38 18.75 9.38 18.75 18.75 9.38 18.75 9.38 9.38 9.38 9.38 18.75
RH (18.75)  (37.5) (18.75)  (9.38) (18.75)  (9.38) (18.75) (18.75)  (9.38) (18.75)  (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (18.75)
MBC 18.75 =375 18.75 9.38 18.75 9.38 18.75 18.75 18.75 37.5 18.75 9.38 9.38 9.38 18.75
’ (18.75)  (=37.5) (18.75) (9.38) (18.75)  (9.38) (18.75)  (18.75) (18.75) (37.5) (18.75)  (9.38) (9.38) (9.38) (18.75)
MIC 5 (25) 5(25) 5(25) 5(25) 5 (25) 5(25) 5(25) (;,‘2} 5 (25) 5(25) 5(25) 5(25) 5 (25) 5(25) 5(25)
ME -
MBC 5 (25) 5(25) 5(25) 5(25) 5 (25) 5 (25) 5(25) (;,‘Z} 5 (25) 5(25) 5(25) 5(25) 5 (25) 5(25) 5(25)
MIC =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90
DY (=7) (>7) (=7) (=7) (=7) =7) (=7) (=7) (=7) =7) (=7) (=7) (=7) =7) (=7)
MBC >90 >90 >90 >90 >90 =90 >90 >90 >90 =90 >90 >90 >90 >90 >90
] (>7) (>7) (=7) (>7) (>7) =7) (=7) (>7) (>7) (=>7) (=7) (>7) (>7) (>7) (=7)
S. aureus
Hi H2 H3 H4 H5 Heé H7 HS H9 H10 Hi1 Hi2 Hi3 Hi4 Hi15
MIC 9.38 =375 9.38 4.69 9.38 4.69 9.38 9.38 9.38 9.38 4.69 9.38 4.69 4.69 9.38
RH (9.38) (>37.5) (9.38) (4.69) (9.38) (4.69) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (4.69) (9.38) (4.69) (4.69) (9.38)
MBC 9.38 >37.5 9.38 4.69 9.38 4.69 9.38 9.38 9.38 9.38 4.69 9.38 4.69 4.69 9.38
’ (9.38) (>37.5) (9.38) (4.69) (9.38) (4.69) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (4.69) (9.38) (4.69) (4.69) (9.38)
MIC {;i] 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) (;f;’) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25)
ME MBC 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
' (75) (75) (75) (75) (75) (#5) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75)
MIC 40 <5 <5 <5 <5 12.5 25 25 25 <5 25 25 25 <5 25
DH 3.13) (<0.39) (<0.39) (<0.39) (<0.39) (0.98) (1.95) (1.95) (1.95) (<0.39) (1.95) (1.95) (1.95) (<0.39) (1.95)
MBC =90 25 25 25 25 25 40 =90 25 25 25 25 75 25 90 (7)
] (>7) (1.95) (1.95) (1.95) (1.95) (1.95) (3.13) (7) (1.95) (1.95) (1.95) (1.95) (5.85) (1.95) ’
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L. monocytogenes

Hi1 H2 H3 H4 H5 Hé6 H7 HS H9 H10 Hi11 Hi2 Hi13 Hi14 H15
MIC 18.75 37.5 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75
RH ] (18.75)  (37.5) (18.75) (18.75) (18.75) (1875) (1875) (1875) (1875) (1875) (18.75) (1875) (1875) (18.75) (18.75)
MBC 37.5 >37.5 37.5 18.75 37.5 37.5 37.5 18.75 18.75 37.5 18.75 37.5 18.75 18.75 18.75
(37.5) (37.5) (37.5) (18.75)  (37.5) (37.5) (37.5) (18.75) (18.75) (37.5) (18.75) (37.5) (18.75) (18.75) (18.75)
- <1 <1 - <1 - <1 <1 - - <1 <1 -
v MIC 5(25) (<5) (<5) 5(25) (<5) 5(25) 5(25) (<5) 5(25) (<5) 5(25) 5(25) (<5) (<5) 5(25)
MBC 15 <1 <1 15 <1 15 15 15 15 5 (25) 15 15 5 (25) <1 15
(75) (<1 (<1) (75) (<1) (75) (75) (75) (75) o (75) (75) o (<1) (75)
MIC 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 =90 =90 40 40 40
DI (3.13) (3.13) (3.13) (3.13) (3.13) (3.13) (3.13) (3.13) (3.13) (3.13) (=7) (>7) (3.13) (3.13) (3.13)
MBC =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 40 >90 =90 =90 =90 =90 =90
(>7) (=7) (=7) (=7) (>7) (=7) =7) (=7) (3.13) =7) (=7) (>7) (>7) (=7) (=7)
St. mutans
Hi1 H2 H3 H4 H5 Heé H7 HS8 H9 H10 Hi1 H1i2 H13 Hi4 Hi15
MIC 18.75 37.5 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75
RH (18.75)  (37.5) (18.75) (18.75) (18.75) (18.75) (18.75) (18.75) (18.75) (18.75) (18.75) (18.75) (18.75) (18.75) (18.75)
MBC 18.75 37.5 18.75 18.75 37.5 18.75 18.75 18.75 18.75 37.5 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75
(18.75)  (37.5) (18.75)  (18.75)  (37.5) (18.75) (18.75) (18.75) (18.75) (37.5) (18.75)  (18.75) (18.75) (18.75) (18.75)
MIC 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 5 (25) 15 15 15
ME ' (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) o (75) (75) (75)
MBC 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
(75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75)
MIC =90 =90 =90 =90 >90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90
- (654 T =6 N 5 W ) B 4 W o4 W o5 W = NN 4 TN o4 WY =0 WA =) BN 4 BN 4 N o)
MBC =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 >90 =90 >90 >90 =90 =90 =90 =90
(=>7) =7 (=7) (=7) (=7) (=7) (>7) (=>7) (>7) (>7) (=7 (=7) (=>7) =7 (=7)
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C. albicans

Hi H2 H3 H4 H5 Heé H7 Hs H9 Hi0 Hi1 Hi2 H13 Hi4 Hi5
MIC 37.5 37.5 37.5 37.5 37.5 37.5 37.5 37.5 37.5 37.5 37.5 37.5 37.5 37.5 37.5
RH ] (37.5) (37.5) (37.5) (37.5) (37.5) (37.5) (37.5) (37.5) (37.5) (37.5) (37.5) (37.5) (37.5) (37.5) (37.5)
MBC >45 >45 >45 >45 >45 >45 >45 >45 >45 >45 >45 >45 >45 45 >45
] (>45) (>45) (>45) (>45) (>45) (>45) (>45) (>45) (>45) (>45) (>45) (>45) (>45) (>45) (>45)
MIC 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
ME (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75)
MBC 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
' (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75)
MIC =90 >90 >90 =90 =90 >90 >90 =90 =90 >90 >90 =90 =90 =90 >90
DI (=7) =7) (=7) (=7) (=7) =7) (=7) (=7) (=7) =7) (=7) (=7) (=7) =7) =7)
MBC =90 =9() =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90
] (>7) (>7) (>7) (=7) (>7) (=7) (>7) (=7) (>7) (=7) (=>7) (=7) (>7) (=7) (=7)
Ps. aeruginosa
Hi1 H2 H3 H4 H5 He H7 HS8 Ho9 H10 Hi11 Hi2 Hi13 Hi4 H15
MIC 9.38 37.5 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38
RH (9.38) (37.5) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38)
MBC 9.38 37.5 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38
(9.38) (37.5) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38)
ME MIC 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25)
MBC 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25)
MIC =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90
DU (=7) (=7) (=7) (=7) (=7) (=7) (=7) (=7) (=7) (=7) (=7) (=7) (=7) (=7) (=7)
MBC =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90 =90
(=7) =7 (=7 (=7) (=7) =7 (=7 (=7) (=7) =7 (=7 (=7) (=7) =7 =7
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En cuanto a la fraccion soluble obtenida tras la digestion in vitro, observamos que soélo
presentaba actividad antimicrobiana frente a S. aureus y L. monocytogenes, mostrando MICs
entre <5y 40% (0,39-3,13 mg/100 ml) para S. aureus y entre 40 y >90% (3,13->7 mg/100 ml)
para L. monocytogenes. No se pudieron evaluar concentraciones mas altas de estos extractos
porque en la fraccién soluble obtenida tras la digestién, la concentracion de miel ya era del
7,82%. Las MIC obtenidas contra estos dos microorganismos fueron inferiores a las obtenidas
para las mieles crudas correspondientes, lo que podria deberse en parte a las enzimas
afiadidas durante la digestién in vitro, porque el blanco de digestion también mostré cierta
inhibicion para ambos microorganismos (MIC = 60% fraccion de digestion). Sin embargo, las
muestras mostraron una MIC mas baja (y, por tanto, una mayor actividad antimicrobiana) que
el blanco, por lo que las fracciones solubles obtenidas tras la digestion in vitro de las mieles
mostraron una clara actividad antimicrobiana frente a S. aureus y L. monocytogenes. Mannina
et al. (2016) informaron de la ausencia de actividad antimicrobiana frente a S. aureus tras la
digestiéon gastrica de la miel de Manuka y de una baja reduccién de la actividad
antiestafilocdcica tras la digestion gastroduodenal en comparacion con la muestra no digerida.
La actividad antimicrobiana de la fracciéon obtenida tras la digestion también se estudié en
otros alimentos obteniendo resultados diferentes. En el extracto acuoso de pulpa de café, la
actividad antimicrobiana contra E. coliy S. aureus tras la digestion in vitro disminuyo, lo que
sugiere que los compuestos bioactivos podrian degradarse durante la digestion in vitro,
existiendo también una alteracion estructural llevada a cabo tanto por las enzimas digestivas
como por el bajo pH del sistema digestivo. Khochapong et al. (2021) y Lépez-Nicolas et al.
(2014) también obtuvieron una disminucion de aproximadamente el 10% de la actividad
antibacteriana contra E. coli y S. aureus con los zumos de frutas tras la digestion in vitro. Sin
embargo, Piscopo et al. (2020) obtuvieron un aumento de la actividad antimicrobiana de

Feijoa (Feijoa sellowiana) tras la digestion gastrointestinal in vitro.

4.5. ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

Para estudiar la influencia de los procedimientos quimicos y de digestion en los resultados,
se analizaron los fenoles, los flavonoides y las actividades antioxidante y antiinflamatoria
mediante PCA. Las dos primeras componentes describieron el 78,9% de la varianza (Figura
47). El PC1 se define principalmente por los fenoles totales y la actividad antioxidante frente
a ROO:, mientras que el PC2 estaba definido por los flavonoides. Las muestras con
puntuaciones similares se situaron muy juntas. EI PCA dividié las muestras en tres grupos.
Las RH estaban en el centro (grupo |), con un contenido de flavonoides mas alto que las DH
y las ME. Las ME se encontraban en el lado izquierdo de la Figura 47 (grupo Il), mostrando
una mayor actividad antiinflamatoria y un menor contenido de fenoles y actividades
antioxidantes. Las DH se encontraban en el lado derecho (grupo lll) y mostraban un mayor
contenido de fenoles totales y una mayor capacidad antioxidante. El hecho de que ME y DH

estuvieran en posiciones opuestas es légico, porque los fenoles totales comprenden en
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realidad todos los compuestos reductores, algunos de los cuales no se extraen con metanol.
Por el contrario, algunos procedimientos de hidrdlisis que se incluyen en la digestion
aumentan las sustancias reductoras que se cuantifican como fenoles totales. Como se
esperaba, hubo correlaciones entre los compuestos reductores evaluados por Folin-
Ciocalteau y las actividades antioxidantes. Sin embargo, la actividad antiinflamatoria no se

relacion6 con ninguno de estos compuestos.
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Figura 45. Andlisis de componentes principales de las 15 mieles RH, ME y DH en funcion de fenoles
totales, flavonoides totales, actividad antioxidante y actividad antiinflamatoria

CONCLUSIONES

Las mieles de brezo mostraron los contenidos mas altos de compuestos bioactivos y
actividades potencialmente funcionales mas elevadas que otras mieles. Por el contrario, las
muestras de viborera han presentado las cantidades mas bajas de compuestos bioactivos y
actividades potencialmente funcionales en relacion con las mieles crudas, los extractos

metandlicos y las muestras sometidas a digestion.

En general, los extractos metandlicos de las mieles exhibieron una menor cantidad de fenoles
y flavonoides totales, una menor actividad antioxidante y antimicrobiana (para todos los
microorganismos estudiados excepto L. monocytogenes) y una mayor actividad
antiinflamatoria que las mieles crudas. Sin embargo, la fraccién soluble tras la digestion in
vitro mostré una mayor cantidad total de fenoles y actividad antioxidante y una menor
actividad antiinflamatoria. Estos resultados sugieren que algunos compuestos bioactivos de
la miel son resistentes a la accidon de las enzimas digestivas o podrian liberarse durante la
digestion in vitro, aumentando las propiedades antioxidantes y antimicrobianas, mientras que
otros compuestos, como los flavonoides, podrian degradarse, de modo que otras propiedades

biolégicas, como la actividad antiinflamatoria, disminuirian.
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Este estudio es el primero en el que se simuld la fase oral de la digestion de la miel. Las
diferencias observadas entre nuestro estudio y las investigaciones anteriores podrian poner

de manifiesto la necesidad de incluir la fase oral en futuros estudios de digestion in vitro.

Nuestro trabajo confirma que, tras la digestion gastrointestinal in vitro, la miel sigue
manteniendo compuestos con actividad antioxidante y antimicrobiana contra L.

monocytogenes 'y S. aureus.

Los extractos metandlicos obtenidos de la miel pueden ser potencialmente utiles en los

campos de la cosmética y la farmacia por su actividad antiinflamatoria.

Este estudio ha sido publicado: Alevia M., Rasines S., Cantero L., Sancho M.T., Fernandez-
Muifio M.A., Osés S.M. (2021). Chemical extraction and gastrointestinal digestion of honey:
Influence on its antioxidant, antimicrobial and anti-inflammatory activities. Foods, 10, 1412.
https://doi.org/10.3390/foods10061412 (ANEXO 1I).
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V. CONCLUSIONES GENERALES

Respondiendo a los objetivos previamente planteados, se puede concluir que:

1. El analisis melisopalinolégico de las 30 muestras analizadas de Castilla y Ledn dio como
resultado que siete mieles eran de milflores, cinco de viborera (Boraginaceae tipo Echium
sp.), cinco de brezo (Ericaceae tipo Erica sp. y tipo Calluna vulgaris), tres de trébol
(Leguminosae tipo Trifolium sp), tres de aliaga (Leguminosae tipo Genista scorpius), dos
de mielada, dos de bosque, una de cuernecillo (Leguminosae tipo Lotus sp.), una de
zarzamora (Rosaceae tipo Rubus sp.) y una de castafo (Fagaceae tipo Castanea sativa
Miller).

2. La cromatografia de gases resultd ser una técnica adecuada para la determinacion del
perfil en compuestos volatiles y semivolatiles, obteniendo de cada miel una huella
aromatica. Con el conjunto de las 30 huellas aromaticas se elaboro un perfil aromatico que
consta de 231 sustancias volatiles y semivolatiles, encontrando 76 compuestos alifaticos,
69 derivados del benceno, 24 compuestos derivados del calentamiento y envejecimiento,
17 norisoprenoides, 12 compuestos heterociclicos, 12 terpenoides, 5 flavonoides, 4

compuestos policiclicos y 12 compuestos desconocidos.

3. De los 10 origenes botanicos del estudio, se consiguié una separacion en el analisis de
componentes principales para las mieles de bosque, brezo, cuernecillo y castafio, mientras
que en seis de ellos (mielada, viborera, aliaga, milflores, trebol y zarzamora) las mieles no
pudieron ser separadas por los compuestos aromaticos. El bajo nUmero de muestras de
cada origen botanico dificulta en gran medida la seleccion de compuestos marcadores.
Sin embargo, a la luz de los datos obtenidos se propusieron posibles marcadores para los
diferentes origenes botanicos, siendo los compuestos selecionados en las mieles de
mielada el 2,3-butanodiol (isémero 1), en las mieles de bosque el 1- etoxibutano y la 3-
hidroxi-2-butanona, en las mieles de brezo el 4-vinil-2-metoxifenol, el fenilmetanol, el 3,7-
dimetil-1,5,7-octatrien-3-ol (hotrienol), el desconocido de masas 105, 147, 120, 119, 91,
204, 133 y el desconocido de masas 107, 136, 77, en las mieles de cuernecillo el
megastigmatrienona (isémero 1), el acido 4-hidroxifenilacético y el 3-oxo-a-ionol y en
mieles de castano el 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6- metil-4-H-piran-4-ona (isémero 2) y el
desconocido de masas 133, 162, 118, 89, 77, 63.

4. Se observé que la naringenina fue el compuesto encontrado a mayor concentracion en
gran parte de las muestras y que el acido galico fue el detectado en menor nimero de
muestras y en menor cantidad. Los compuestos fendlicos en global presentaron los

valores mas bajos en las muestras de viborera y los mas elevados en las muestras de
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brezo. La naringenina fue el compuesto fendlico predominante en mieles de brezo y
bosque, mientras que el acido cafeico lo fue en las mieles de aliaga. El acido clorogénico,

junto con el cafeico fueron los acidos fendlicos minoritarios en las mieles de brezo.

5. Enlas mieles de brezo se obtuvieron los valores mas altos de fenoles totales y flavonoides
totales, asi como una mayor actividad antioxidante, antiinflamatoria y antimicrobiana,
respecto a las mieles de otros origenes botanicos. Las muestras de viborera, por lo
contrario, mostraron las cantidades mas bajas de estos compuestos y menores
actividades. Estos datos son concordantes con los resultados obtenidos en relacion al

perfil fendlico de las mieles mediante HPLC.

6. Comparando la extraccién quimica y fisioldgica (incluyendo la fase oral) de las 15 muestras
seleccionadas, en general, los extractos metandlicos de las mieles mostraron una menor
cantidad de fenoles y flavonoides totales, una menor actividad antioxidante vy
antimicrobiana (para todos los microorganismos estudiados excepto L. monocytogenes) y
una mayor actividad antiinflamatoria que las mieles crudas. La fraccion soluble tras la
digestion in vitro, sin embargo, presentdé una mayor cantidad de fenoles totales y actividad
antioxidante, asi como una mayor actividad antimicrobiana frente a S. aureus y L.
monocytogenes y una menor actividad antiinflamatoria. Estos resultados parecen indicar
que algunos compuestos bioactivos de la miel son resistentes a la accion de las enzimas
digestivas o podrian liberarse durante la digestion in vitro, subrayando los posibles efectos
antioxidantes y antimicrobianos de la miel en el organismo tras el proceso de digestion,
mientras que otros compuestos, como los flavonoides, parecen degradarse, de modo que
otras propiedades biolégicas, como la actividad antiinflamatoria, podrian disminuir.
Concluyendo que los extractos metandlicos obtenidos de la miel debido a su actividad

antiinflamatoria pueden ser utiles en los campos de la cosmética y la farmacia.
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Abstract: The effect of chemical extraction and in vitro digestion of different kinds of honey on
bioactive compounds (total phenolic compounds and flavonoids) and biological activities (antioxi-
dant, antimicrobial and anti-inflammatory) was investigated. The antioxidant activity was evaluated
against three radicals (ABTS**, ROO®, *OH), and the antimicrobial activity was studied against
five bacteria (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Streptococcus mutans and
Pseudomona aeruginosa) and one yeast (Candida albicans). The results show that in comparison with
raw honeys, the methanolic extracts exhibited lower values for phenols, flavonoids and antioxidant
activity and higher anti-inflammatory and antimicrobial activities against L. monocytogenes. The
higher anti-inflammatory activity indicates a possible use of dried honey extracts in the pharma-
ceutical and cosmetic industries. The digested honeys showed higher total phenolics and higher
antioxidant activity than the pre-digested honeys, as well as higher antimicrobial activity against S.
aureus and L. monocytogenes, which underlines the possible antioxidant and antimicrobial effects of
honey in the human body after the digestion process.

Keywords: honey; in vitro digestion; phenolic extract; antioxidant activity; antimicrobial activity;
anti-inflammatory activity

1. Introduction

Honey is a complex natural product produced by bees from flower nectar or tree
and plant exudates, usually involving plant-sucking insects. This product has been used
since ancient times mainly as a sweetening agent but has also been used for its therapeutic
capacity [1]. Honey is a mixture of carbohydrates, especially glucose and fructose (60—
85%), water (14-22%) and minority compounds including phenolic compounds, minerals,
proteins, enzymes, free amino acids, organic acids and vitamins [2]. Phenolic compounds,
especially phenolic acids and flavonoids, are important for their functional properties, and
their concentration shows a large variation depending on the botanical origin of honey [3].

Due to its composition, honey was traditionally used for medicinal applications.
Its beneficial properties include mainly antibacterial, anti-inflammatory and antioxidant
activities [4,5]. Honey’s total phenolic compounds and the biological properties of honey
have been extensively studied in different types of honey from all over the world [6-9];
however, there are few studies that assess the biological activities of their alcoholic extracts
where these phenolic compounds are concentrated, and which can be used as additives in
food, pharmaceutical and cosmetic industries.

There are also few studies investigating the effect of digestion on honeys’ bioactive
compounds. This information is very important, as bioactive compounds that are not
degraded during digestion (bioaccessibility) may be available for absorption, especially in
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the gut, promoting biological action (bioavailability) [10]. In vitro bioaccessibility studies
are useful to study the release of bioactive compounds from honey and their stability
under gastrointestinal conditions [3]. An extensive literature review only showed six
papers that studied the effect of in vitro digestion on phenolic compounds, antioxidant
and antimicrobial activities of honey [3,11-15] and one review [16]. All the mentioned
papers roughly followed the same protocol. In none of them was the simulation of the oral
phase carried out, mainly because honey is not a solid food, and during its production by
bees, this process is partially performed, although it may be interesting to study its effect
on honey. The main components of honey are monosaccharides (fructose and glucose)
that are absorbed with no modification. Digestion in the large intestine may be of interest
for some minority components with functional activities. The major difference between
the honey-digestion studies was related to the honey dilution before digestion. Cianciosi
et al. [11] used 10 g of honey dissolved in 100 mL miliQ water, Daglia et al. [12] and
Mannina et al. [15] used 20 g in 10 mL water, and O’Sullivan et al. [13] used 0.5 g in 10 mL
water. It is likely that those different concentrations could influence the values of the
analyzed activities, making it difficult to compare results.

The aim of this study was to analyze, in quantitative-qualitative fashion, total phenols
and flavonoids, and evaluate the antioxidant, anti-inflammatory and antimicrobial activities
of 15 honeys before and after in vitro digestion, as well as their methanolic extracts in order
to determine whether gastrointestinal digestion and/or chemical extraction can modify the
functional properties of raw honeys.

2. Materials and Methods
2.1. Materials

Ethanol, methanol, sodium carbonate, sodium chloride, sodium hydroxide, potas-
sium persulfate, Fe(NH4),(SO4),, EDTA, acetic acid, formic acid, hydrochloric acid, p-
dimethylaminobenzaldehyde (DMAB), Baird Parker agar base (BP) and Trypone bile
x-glucoronide agar (TBX) were acquired from the VWR International Eurolab, part of
Avantor (Llinars del Vallés, Catalufia, Spain). Gallic acid (GA), NaNO, and catechin (Cat)
were acquired from Panreac (Barcelona, Spain). AlCl3 and fluorescein sodium were ac-
quired from Fluka Chemie GmbH, part of Sigma-Aldrich (Buch, San Galo, Switzerland).
Na,HPOy4, NaH,;PO, and Microinstant Listeria Agar base (Ottaviani and Agosti) (MLA)
were acquired from Scharlab (Sentmenat, Spain). Potassium tetraborate, sodium benzoate
and uric acid (UA) were purchased from Alfa Aesar, part of Thermo Fisher (Kanderl, Ger-
many). x-amilase, pepsin, pancreatin, bile salts, Folin-Ciocalteu reagent, 2,2’-azino-bis (3-
ethyl-benzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS), 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carboxylic acid (Trolox, T), HyO,, thiobarbituric acid, KHy POy, 2,2'-azobis (2-amidopropane)
dihydrochloride (ABAP), N-acetyl-D-glucosamine (NAG), hyaluronic acid sodium salt
(HA) from Streptococus equi, bovine serum albumin (BSA), hyaluronidase from bovine
testes type IV-5 (1400 U/mL) and glycerol were acquired from Sigma-Aldrich part of Merck
(Steinheim, Germany). Nutrient broth No. 2 (NB), malt extract broth (MEB), brain-heart
infusion (BHI), agar technical NO. 1 and Ringer solution were acquired from Oxoid, part of
Thermo Fisher (Basingstoke, Hampshire, UK). Water was deionized using a Milli-Q water
purification system (Millipore, Bedford, MA, USA). Spectrophotometric analysis was per-
formed on a Varian Cary Bio 400 spectrophotometer (Varian, part of Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA) and the fluorimetric analysis by using a fluorometer Varioskan LUX
microplate reader (Thermo Fisher, Kanderl, Germany).

2.2. Samples

The study was conducted on 15 honeys of different botanical and geographical origins
collected in autumn 2016 in Castilla y Leén (Spain) from individual apiaries. Melissopali-
nology [17-19] and sensory analysis [20,21] showed that there were 4 honeydew honeys
(RH1-RH4), 3 viper’s tail honeys (Echium spp.) (RH5-RHY7), 5 heather honeys (Calluna
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vulgaris and Erica spp.) (RH8-RH12) and 3 broom honeys (Leguminosae Genista spp.)
(RH13-RH15) (Table 1).

Table 1. Botanical origin of the honey samples.

Honey Samples Botanical Origin Cientific Name

H1 Honeydew

H2 Honeydew

H3 Honeydew

H4 Honeydew

H5 Viper’s bugloss/Blueweed Echium sp.

Hé6 Viper’s bugloss/Blueweed Echium sp.

H7 Viper’s bugloss/Blueweed Echium sp.

H8 Ling heather Calluna vulgaris (L.) Hull
H9 Ling heather Calluna vulgaris (L.) Hull
H10 Ling heather Calluna vulgaris (L.) Hull
H11 Ling heather Calluna vulgaris (L.) Hull
H12 Ling heather Calluna vulgaris (L.) Hull
H13 Broom Leguminosae Genista sp.
H14 Broom Leguminosae Genista sp.
H15 Broom Leguminosae Genista sp.

2.3. Chemical Extraction

Methanolic extracts of honey (ME1-ME15) were obtained following the method pro-
posed by BaltruSaityte et al. [22]. 25 g of honey was dissolved in 250 mL of distilled water,
adjusting the pH to 2 with concentrated HCI. The diluted sample was passed through a
column (300 x 15 mm) with Amberlite XAD-2 resin (Supelco, Bellefonte, PA, USA), pre-
conditioned with methanol and distilled water. The column was then washed with 250 mL
of acidified water (pH 2 with HCl) and 300 mL of neutral distilled water to remove sugars
and other interferents. Finally, the phenolic compounds were eluted with 250 mL methanol
and the phenolic extracts were evaporated to dryness using a rotary evaporator. They were
then re-dissolved in 25 mL of HPLC-grade methanol. In order to perform all the analyses
foreseen for this study for each honey, 2 extractions were performed, and both extracts
were then homogenized. The methanolic extracts were stored at —20°C until analysis.

2.4. Simulated In Vitro Digestion

Samples were first subjected to oral digestion in accordance with the procedure
performed by Pastoriza et al. [23]. Honey (1.25 g) was weighed and dissolved in 10 mL
of milli-Q water. Then, 250 uL of x-amylase solution (3.25 mg of x-amylase dissolved in
2.5 mL of CaCl, 1mM pH 7) was added. The mixture was incubated in a water bath at
37 °C for 30 min, shaking at 110 oscillations/min. Following this step, gastric digestion
and intestinal digestion were performed using the procedure adapted by Rufidn-Henares
and Delgado-Andrade [24]. For gastric digestion, the pH was adjusted to 2 with 6 M
HCl and 1 mL of pepsin solution (0.4 g of pepsin dissolved in 2.5 mL of 0.1 M HCl) was
added. The samples were incubated in a water bath at 37 °C for 2 h with shaking at
110 oscillations/min. For the intestinal phase, the pH was raised to 6 with 1 M NaHCO3
and a solution of pancreatin and bile salts (0.1 g pancreatin + 0.625 g bile salts dissolved
in 25 mL 0.1 M NaHCO3) was added. The pH was subsequently adjusted to 7.5 with 1 M
NaHCOj; and the samples were incubated in a water bath at 37 °C for 2 h with shaking at
110 oscillations/min. After gastrointestinal digestion, digestive enzymes were inactivated
by heat treatment for 4 min at 100 °C. Samples were cooled and centrifuged at 3550 rpm for
1 hour at 4 °C to separate bio-accessible (soluble) and non-accessible (insoluble) fractions.
Subsequent analyses were performed only on the soluble fraction (DH1-DH15), due to the
minimal amount of insoluble fraction obtained. Blank digestion was performed with miliQ
water, subtracting its value from those obtained in the samples to eliminate the interaction
of the enzymes used in the digestion.
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2.5. Total Phenolics and Flavonoids Content

Total phenolics were measured in the raw honey samples (RH1-RH15), in the methano-
lic extracts (ME1-ME15) and after in vitro digestion (DH1-DH15). For the analysis of the
raw honey samples, a dilution to 100 mg/mL with distilled water was performed in ad-
vance. Then, all samples were filtered with Whatman No. 40 paper. For the analysis
of methanolic extracts and digested honey samples, the extract or the soluble fraction
obtained after in vitro digestion was directly taken.

Total phenolics content was determined using the Folin-Ciocalteau reagent [25]. A
unit of 0.5 mL of sample was mixed with 2.5 mL of 0.2 N Folin-Ciocalteau reagent. After
5 min, 2 mL of Na,COs (75 g/L) was added. After incubation of the mixture for 120 min
in the dark at room temperature, the absorbance was measured at 760 nm. The standard
for the calibration curve was GA (1-300 mg/L) prepared with 70% ethanol. Results were
expressed as mg GA /100 g honey.

The total flavonol content was assessed by measuring the colour of aluminium-
flavonoid complexes in alkaline medium [26]. 0.15 mL NaNO, (5% w/v) was added
to each sample (0.5 mL). After 5 min, 0.25 mL of AICl; (2% w/v, in methanol) was added.
Within 6 min, the mixtures were neutralized with 0.25 mL of 1M NaOH. The absorbance
was read at 510 nm against a water blank for RH and DH and a methanol blank for ME after
10 min at room temperature. Cat (1-80 pg/mL) was the standard used for the calibration
curve. Results were expressed as mg Cat/100 g of sample.

2.6. Antioxidant Activities

Three different assays with different free radicals were used to assess the antioxidant
activities of RH, ME and DH: Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC), antioxidant
activities against hydroxyl (AOA) and oxygen radical absorbance capacity (ORAC).

TEAC by ABTS procedure: TEAC was assayed according to the process described by
Sancho et al. [27] in honeys, extracts and fractions obtained after in vitro digestion. ABTS**
was generated by oxidation of a 7 mM ABTS stock solution with 2.45 mM potassium
persulphate (1:1) in the dark for 16 h. Then, the ABTS** solution was diluted to obtain
ana absorbance between 0.70 and 0.80 at 734 nm. ABTS®** solution (1490 pl) was added
to 10 pL of sample (RH (500 mg/mL), ME or DH), standard or blank (distilled water for
honeys and methanol for honey extracts and digests). The standard calibration curve was
plotted using TE (0.625-3 mM) as standard, calculating the percentage inhibition after
6 min as follows: % inhibition = [(Ab — As)/Ab x 100], where Ab = absorbance of the
blank, As = absorbance of the sample or standard. The results were given in pmol Trolox
Equivalents (TE)/100 g honey.

Radical-scavenging activity on hydroxyl radicals (AOA assay): AOA was evaluated
by the Koracevic et al. procedure [28]. Samples (10 puL) (RH 750 mg/mL, ME and HD)
were mixed with 490 pL of sodium phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4), 500 puL of sodium
benzoate (0.01 M), 200 uL of FeSO4-EDTA (2 mM) and 200 uL of hydrogen peroxide (0.01
M). Samples were then incubated for 1 h at 37 °C, after which the reaction was stopped by
addition of 1 mL acetic acid (20%). Subsequently, 1 mL of thiobarbituric acid (0.8% w/v) in
NaOH (50 mM) was added. The solution was boiled for 10 min and then cooled on ice. The
absorbance of all samples was measured at 532 nm against distilled water. Each sample
(A1) had its own control (Ag), in which acetic acid (20%) was added before Fe-EDTA and
H,0O,. Negative controls (K; and Ky) were prepared by substituting the samples with
phosphate buffer. Uric acid 1 mM in NaOH (5 mM) was used as standard (U; and Uy).
Antioxidant activity was determined as mmol uric acid (UA)/100 g honey = f x (CU) x
(K — A)/(K — U), where f is the dilution factor, CU is the concentration of uric acid (1 mM),
K is the absorbance of the control (K; — Kj), A is the absorbance of the sample (A; — Ay)
and U is the absorbance of the uric acid solution (U; — Up).

Oxygen radical absorbance capacity (ORAC): ORAC values were assessed by a modi-
fied assay based on the Huang et al. procedure [29], using a 96-well white plate (Greiner
Bio-one, San Sebastidan de los Reyes, Madrid, Spain). Three microlitres of fluorescein



Foods 2021, 10, 1412

50f16

(4.1 uM) was added to 187 puL of sample (RH 100 mg/mL, ME and DH), buffer solutions
(75 mM sodium phosphate, pH 7.4) or TE (0.2 uM) in a 96-well white plate at 37 °C for
5 min. ABAP (10 uL, 0.37 M) was added to the mixtures and the fluorescence (excitation
wavelength 485 nm and emission wavelength 520 nm) was then recorded every 5 min for
90 min. Results were expressed as pmol TE per gram of honey = ((Sample area — Target
area)/((Trolox equivalent area — Target area)/umol trolox)).

2.7. Anti-Inflammatory Activity

Anti-inflammatory activity was evaluated using a modified hyaluronidase inhibition
assay [30]. Hyaluronidase activity was defined as one unit (U) of hyaluronidase catalyz-
ing the release of 1 pmol of N-acetyl-D-glucosamine (NAG) per minute under specified
conditions. A hyaluronic acid sodium salt stock solution (5 mg/mL) was prepared and
stored at 4 °C. For the assay, 70 pL of hyaluronic acid stock solution and 100 uL of buffer
(0.2 M sodium formate, 0.1 M NaCl and 0.2 mg/mL BSA, pH 3.68) were added to 200 uL of
milliQ water and 50 uL of sample (RH 750 mg/mL, ME and DH). The mixture was heated
at 37 °C for 10 min. The reaction was then initiated by adding 50 uL of hyaluronidase type
IV-S (1400 U/mL) prepared in 0.9% NaCl, incubating the mixture in a water bath for 1 h
at 37 °C and stopping the enzymatic reaction by addition of 100 pL of 0.8 M potassium
tetraborate. The samples were then incubated for 3 min in a boiling water bath and then
cooled to room temperature. After adding 750 pL. of DMAB, the tubes were incubated for
20 min at 37 °C and then the absorbance at 586 nm was read against a blank sample, in
which both enzyme and sample were replaced by buffer. Calibration curves were drawn
with standard solutions of NAG (in the range between 0 and 2 pmol per test). Percent
inhibition of hyaluronidase was calculated as follows: % inhibition = (A — B)/A x 100,
where A was pmol of NAG in the positive control and B was umol of NAG from each
sample reaction.

2.8. Antimicrobial Activity

Escherichia coli CECT 99, Listeria monocytogenes CECT 934, Pseudomonas aeruginosa
CECT 108, Streptococcus mutans CECT 479, Staphylococcus aureus CECT 435, as well as a
yeast, Candida albicans CECT 1394, were used in the assays. The cells were grown in NB
for S. aureus, Ps. aeruginosa and E. coli and in BHI for L. monocytogenes and St. mutans for
24 h at 37 °C and in SEM for C. albicans for 24 h at 30 °C. Cell suspensions were diluted in
sterile Ringer’s solution to obtain initial cell counts of 6 log cfu/mL.

Minimum inhibitory concentration: antimicrobial activity was evaluated by broth
dilution assay. The minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal
concentration (MBC) were estimated using different concentrations for each sample.

For raw honey, 37.5, 18.75, 9.38, 4.69, 2.34, 1.17 and 0.59% (w/v) were employed,
except for C. albicans, where the used concentrations were 45, 41, 37.5, 18.75, 9.38, 4.69
and 2.34% (w/v). For ME, 90, 75, 60, 45, 30, 15, 5 and 1% (honey concentration from 450
to 5 mg/100 mL) were used, whereas for DH, 90, 75, 60, 50, 40, 25, 12.5 and 5% (honey
concentration between 7.04 and 0.40 mg/100 mL) were used. In the case of DH, it was not
possible to use higher honey concentrations, because in the soluble fraction obtained after
digestion, the honey concentration was already 7.82% (1.25 g in 16 mL soluble fraction).
All dilutions were made with the broth appropriate to each microorganism.

To evaluate antimicrobial activities, sterile 96-well round-bottom polystyrene mi-
crotitre plates (Brand, Wertheim, Germany) were employed. For each sample and for each
microorganism, 900 uL of each dilution were made up in sterile Eppendorf tubes with
broth. As a contamination control, one column was used for each sample. A unit of 180 L
of each Eppendorf dilution was added together with 20 uL of ringer. Additionally, 80 uL of
6 log CFU/mL of each microorganism was mixed with 720 pL of each sample dilution. In
each well, 200 pL of the blend was added (three replicates per dilution, eight dilutions).
Control wells containing only bacteria and broth (positive control) and bacteria with bleach
(negative control) were also prepared. Plates were incubated at 37 °C for 24 h for bac-
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teria and at 25 °C for C. albicans. Visible growth (MIC) was determined. The MIC was
determined as the minimum concentration at which no growth of the microorganism was
visually observed. Then, 10 uL of each well in which bacterial growth was inhibited was
plated on the corresponding agar: TBX for E. coli, MLA for L. monocytogenes, BP for S. aureus,
nutrient agar for St. mutans and Ps. aeruginosa and MEA for C. albicans, and incubated
overnight at 37 °C or 25 °C to record the CMB. The minimum bactericidal concentration
was determined as the minimum concentration of honey at which microorganisms did not
grow on the agar plates after 24 h at 37 °C/25 °C.

2.9. Statistical Analysis

All analyses were performed in triplicate, expressing the results as mean values and
standard deviations. A normality test was performed for all parameters. Parametric
results were tested using multiple range tests with the LSD test (p < 0.05), while non-
parametric values were assessed using the Kruskal-Wallis test and box-and-whisker plots.
Principal component analysis (PCA) and Pearson correlations were applied to the results.
Statgraphics Centurion XVIII statistical software (Statgraphics Technologies, Inc., The
Plains, VA, USA) was used.

3. Results and Discussion
3.1. Total Phenolics and Total Flavonoids

Total phenolics in raw honey samples ranged between 24 and 242 mg GA /100 g. In
methanolic extracts, the variation was between 4.9 and 25 mg GA /100 g. After in vitro
digestion, the values ranged between 108 and 211 mg GA /100 g (Figure 1A). Both in
raw honeys, extracts and digests, the highest content of total phenolics was obtained in
heather honeys, followed by broom honeys and the lowest content was found in viper’s
bugloss honeys. The values of the raw honeys were higher than the results provided by
literature, where values between 12 and 140 mg GA /100 g were obtained in honeys from
different botanical and geographical origins [31-33]. Similar to our values were those
described by Jara-Palacios et al. [34] in Spanish oak honeydew honeys (50.04-243.86 mg
GA/100 g). The results obtained in this work for methanolic extracts were lower than
those obtained by Almeida da Silva et al. [35] in samples from the Amazon of Northern
Brazil, with a total phenolics content ranging from 17 to 66 mg GA /g extract. The lower
values of total phenolics found in MEs in comparison with raw honeys were expected,
because the Folin-Ciocalteu method also quantifies other reducing compounds apart from
phenolics [36]. In all honeys, the phenolic compounds significantly increased after in vitro
digestion, except in the three honeys with the highest phenolic content (M8, M9 and M12),
in which after the digestion process, the total phenolics decreased. The blank digestion
value was considered in the calculations to remove the interactions that the Folin—Ciocalteu
reagent could have with the enzymes used in the digestion. However, the likely interaction
of sugars and the Folin-Ciocalteu reagent were not eliminated, which could be the reason
for the increase of this result. While Cianciosi et al. [11] showed a six-fold decrease in the
amount of total phenolics from raw honey to honey after in vitro digestion and Rodriguez
Romero [37] showed a decrease in different phenolic compounds after digestion, Seraglio
et al. [3] observed no differences after gastric digestion, but a decrease in total phenolics
after duodenal digestion. In the study completed by O’Sullivan et al. [13], there was no
significant change in phenolic compounds after in vitro digestion, and in some honeys,
they slightly increased, as it occurred in our study. The effect of an in vitro digestion on the
phenolic content of a food varies depending on several factors, such as the food matrix and
digestion conditions. Therefore, differences between studies are likely to be found [3]. The
different results obtained in this study in comparison with those of other published papers
would be likely due to the fact that some phenolic compounds could be more sensitive than
others to pH changes [11] and to the different phenolic composition of several honeys. Most
research was conducted on Manuka honeys, with there being only one study regarding
honeydew honeys. Another possible reason for the different results could be the wide
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Figure 1. Total phenols (A) expressed as mg of gallic acid /100 g of honey and total flavonoids, and (B) expressed as mg of
catechin/100 g of honey of raw honeys (RH), methanolic extracts (ME) and digestive extract (DH). Error bars represent the
standard deviation for each data point. Different capitals letters (A-C) indicate significant differences (p < 0.05) between

extractions comparing the same sample. Different lowercase letters (a—g) indicate significant differences (p < 0.05) between
samples with the same extraction.

Regarding total flavonoids, the honeys with the highest values both raw and regarding
methanolic extracts and in vitro digestion were heather honeys. Conversely, viper’s bugloss
honeys exhibited the lowest values for total flavonoids. The ranges of variation in raw
honeys were between 5.4 and 25 mg Cat/100 g, in methanolic extracts between 0.93 and
21 mg Cat/100 g and in in vitro digestions between 0 and 16 mg Cat/100 g (Figure 1B).

A significantly higher flavonoids content was obtained in the raw honey samples than
in the methanolic extracts in most honeys, corroborating that honeys’ flavonoids must be
measured on alcoholic extracts to remove interferences [27]. Only ME10 and ME12 showed
higher values than their correspondent RH, probably because the result depends on the
specific flavonoid composition of each sample. The total flavonoids” content was higher
than the data described by Osés et al. [9] in extracts of strawberry tree honeys (2.2-6.8 mg
Cat/100 g). After the digestion process, the values of total flavonoids were lower than
those of raw honeys in all honeys except in DH 9, where flavonoids slightly increased from
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12.71 to 13.33 mg Cat/100 g of honey. Cianciosi et al. [11] showed a very drastic decrease
(eight-fold) of flavonoids after digestion, obtaining 6.49 mg Cat/kg honey.

Although there is an increase in the amount of total phenolic compounds after in vitro
digestion, there is a decrease in flavonoids, which might be related to the fact that the
Folin—Ciocalteu method is not specific for phenolic compounds, but measures different
reducing substances (sugars, proteins), whereas the procedure described for flavonoids
is more specific for flavonoids such as rutin, luteolin and catechins, although it can also
measure some phenolic acids [26].

3.2. Antioxidant Activities

The antioxidant properties of the raw honey samples, extracts and digests were
evaluated against different radicals (Figure 2).

The activity against the ABTS®** radical ranged between 79.08 and 525.01 umol
TE/100 g honey. These values were higher than those reported for Slovakian honeys,
with values ranging from 180 to 1110 umol TE/kg and for Cuban honeys, whose results
ranged from 210 to 2940 umol TE/kg [38].

As with the results of total phenolic contents, antioxidant activities were higher in
raw honeys and digests than in methanolic extracts. Conversely to the results of other
researchers [3,11,13] who reported lower DPPH, FRAP or TEAC activities after digestion,
our results showed that the measured antioxidant activities increased in honey digests.
However, in other food matrices, an increase in the antioxidant activity of the sample
after digestion was claimed to be due to the release of antioxidant compounds from the
enzymatic digestion [39]. As for phenolic, different results in our study could be due to the
inclusion of the simulation of the oral phase, which was not performed in other studies. It
is worth emphasizing the high deviation of the antioxidant activities obtained in honeys
after in vitro digestion so that in some cases, no significant differences (p > 0.05) were
found regarding the results in raw and in vitro digested honeys. The greatest increase in
antioxidant capacity after digestion occurred against the hydroxyl radical (AOA), and the
smallest increase occurred against the ABTS radical, against which only five of the samples
showed greater activity after in vitro digestion. We did not find significant differences
among the different honey origins, except to indicate that in general, the results were lower
in the viper’s bugloss honeys (both in crude, extract and digestion), and the results were
higher in the honeydew and heather honeys.

A significant correlation was observed between total ABTS, ORAC and AOA and total
phenolic content (r = 0.7287; r = 0.7754; r =0.4852; p < 0.05) assessing all the honey samples
and the three different extractions (n = 135).
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Figure 2. Antioxidant activity of raw honeys (RH), methanolic extracts (ME) and digestive extract
(DH) against different radicals (ABTS** (A), ROO® (B) and *OH (C)). Error bars represent the
standard deviation for each data point. Different capitals letters (A-C) indicate significant differences
(p < 0.05) between extractions comparing the same sample. Different lowercase letters (a—g) indicate
significant differences (p < 0.05) between samples with the same extraction.
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3.3. Anti-Inflammatory Activity

In the raw honeys studied, the hyaluronidase inhibitory activity varied between 12
and 85% for a honey concentration of 750 mg/mL. In the extracts, inhibition rates varied
between 27 and 83%. After digestion, inhibition of hyaluronidase fluctuated between 0 and
42% (Figure 3). Literature also showed that the values of anti-inflammatory activity were
highly variable depending on the concentration of honey and phenolic compounds [9]. In
this case, we observed a similar inhibition trend between the raw honey and the extracts,
with a considerably reduced anti-inflammatory activity in the soluble fraction obtained
after in vitro digestion, which might be due to the decrease in the compounds responsible
for this activity during the honey-digestion process.

Ho o

o>

H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15
ERH ®mME mDH

Figure 3. Anti-inflammatory activity of raw honeys (RH), methanolic extracts (ME) and digestive extract (DH). Error bars
represent the standard deviation for each data point. Different capitals letters (A—C) indicate significant differences (p < 0.05)
between extractions comparing the same sample. Different lowercase letters (a—g) indicate significant differences (p < 0.05)

between samples with the same extraction.

3.4. Antimicrobial Activity

Results of the antimicrobial activity showed that all honeys exhibited antimicrobial
activity against the six microorganisms evaluated. In Table 2, antimicrobial activity data
were expressed as % honey, extract or digestive fraction, with the corresponding honey
concentration (g/100 mL) in brackets for a better comparison of results.

S. aureus was the most sensitive microorganism to the 15 honeys analyzed, obtaining
MICs between 4.69 and 9.38%. The yeast C. albicans was the most resistant, against which
only honey 14 showed a bactericidal (MBC) effect at a concentration of 45%, although all
the honeys showed inhibitory activity (MIC = 37.5%). Honey 2 (honeydew) exhibited the
lowest inhibitory effect against all microorganisms. The MIC and MBC data of the different
honeys coincided except for L. monocytogenes and C. albicans, whose MBC were higher
concentrations than MIC.
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Table 2. Minimal inhibition concentration (MIC) and minimal bactericidal concentration (MBC) of raw honeys (RH),

methanolic honey extracts (ME) and honey after in vitro digestion (DH) expressed as % of honey, extract or digestive

fraction and between brackets the corresponding honey concentration (g/100 mL). Triplicated showed identical MIC or

MBC for each sample. Different MIC or MBC values indicate significant differences (p < 0.05) between samples with the

same extraction for each microorganism.

E. coli
H1 H2 H3 H4 H5 Heé H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15
MIC 18.75 375 18.75 9.38 18.75 9.38 18.75 18.75 9.38 18.75 9.38 9.38 9.38 9.38 18.75
(18.75)  (37.5) (18.75)  (9.38) (18.75)  (9.38) (18.75)  (18.75)  (9.38) (18.75)  (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (18.75)
RH MBC 18.75 >37.5 18.75 9.38 18.75 9.38 18.75 18.75 18.75 37.5 18.75 9.38 9.38 9.38 18.75
(18.75) (>37.5) (18.75)  (9.38) (18.75)  (9.38) (18.75)  (18.75) (18.75)  (37.5) (18.75)  (9.38) (9.38) (9.38) (18.75)
MIC 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) (;g) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25)
ME
MBC 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) (;g) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25)
MIC >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
DH (>7) (>7) >7) >7) (>7) (>7) >7) >7) (>7) (>7) >7) >7) (>7) (>7) >7)
MBC >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
>7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7)
S. aureus
H1 H2 H3 H4 H5 Heé H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15
MIC 9.38 >37.5 9.38 4.69 9.38 4.69 9.38 9.38 9.38 9.38 4.69 9.38 4.69 4.69 9.38
(9.38) (>37.5) (9.38) (4.69) (9.38) (4.69) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (4.69) (9.38) (4.69) (4.69) (9.38)
RH MBC 9.38 >37.5 9.38 4.69 9.38 4.69 9.38 9.38 9.38 9.38 4.69 9.38 4.69 4.69 9.38
(9.38) (>37.5) (9.38) (4.69) (9.38) (4.69) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (4.69) (9.38) (4.69) (4.69) (9.38)
MIC (;g) 525 5025 5025 5(25) (;g) 525 5@25 525 5025 525 5025 525 5025 5(25
ME MBC 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
(75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75)
MIC 40 <5 <5 <5 <5 125 25 25 25 <5 25 25 25 <5 25
DH (3.13) (<0.39) (<0.39) (<0.39) (<0.39) (0.98) (1.95) (1.95) (1.95) (<0.39) (1.95) (1.95) (1.95) (<0.39) (1.95)
MBC >90 25 25 25 25 25 40 >90 25 25 25 25 75 25 90 (7)
(>7) (1.95) (1.95) (1.95) (1.95) (1.95) (3.13) (7) (1.95) (1.95) (1.95) (1.95) (5.85) (1.95)
L. monocytogenes
H1 H2 H3 H4 H5 Heé H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15
MIC 18.75 375 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75
(18.75)  (37.5) (18.75)  (18.75)  (18.75) (18.75) (18.75) (18.75) (18.75) (18.75) (18.75) (18.75) (18.75) (18.75) (18.75)
RH MBC 37.5 >37.5 375 18.75 37.5 375 375 18.75 18.75 375 18.75 37.5 18.75 18.75 18.75
(37.5) (37.5) (37.5) (18.75)  (37.5) (37.5) (37.5) (18.75)  (18.75)  (37.5) (18.75)  (37.5) (18.75)  (18.75) (18.75)
<1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
ME MIC 5 (25) (<5) (<5) 5 (25) (<5) 5(25) 5 (25) (<5) 5 (25) (<5) 5 (25) 5 (25) (<5) (<5) 5 (25)
MBC 15 <1 <1 15 <1 15 15 15 15 5(25) 15 15 5 (25) <1 15
(75) (<1) (<1) (75) (<1) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (<1) (75)
MIC 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 >90 >90 40 40 40
(3.13) (3.13) (3.13) (3.13) (3.13) (3.13) (3.13) (3.13) (3.13) (3.13) >7) (>7) (3.13) (3.13) (3.13)
DH MBC >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 40 >90 >90 >90 >90 >90 >90
>7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) (3.13) >7) >7) >7) >7) >7) >7)
St. mutans
H1 H2 H3 H4 H5 Heé H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15
MIC 18.75 37.5 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75
(18.75)  (37.5) (18.75)  (18.75) (18.75) (18.75) (18.75) (18.75) (18.75) (18.75) (18.75) (18.75) (18.75) (18.75)  (18.75)
RH MBC 18.75 375 18.75 18.75 37.5 18.75 18.75 18.75 18.75 37.5 18.75 18.75 18.75 18.75 18.75
(18.75)  (37.5) (18.75)  (18.75)  (37.5) (18.75) (18.75) (18.75) (18.75)  (37.5) (18.75)  (18.75)  (18.75) (18.75)  (18.75)
MIC 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 5 (25) 15 15 15
ME (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75)
MBC 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
(75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75)
MIC >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
DH >7) (>7) >7) >7) >7) (>7) >7) >7) >7) (>7) >7) >7) >7) (>7) >7)
MBC >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
>7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7)
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Table 2. Cont.

C. albicans
H1 H2 H3 H4 H5 He6 H7 HS8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15
MIC 37.5 375 375 37.5 37.5 37.5 375 37.5 37.5 37.5 375 37.5 37.5 37.5 375
RH (37.5) (37.5) (37.5) (37.5) (37.5) (37.5) (37.5) (37.5) (37.5) (37.5) (37.5) (37.5) (37.5) (37.5) (37.5)
MBC >45 >45 >45 >45 >45 >45 >45 >45 >45 >45 >45 >45 >45 45 >45
(>45) (>45) (>45) (>45) (>45) (>45) (>45) (>45) (>45) (>45) (>45) (>45) (>45) (>45) (>45)
MIC 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
E (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75)
M MBC 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
(75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75) (75)
MIC >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
DH >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7)
MBC >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
>7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7)
Ps. aeruginosa
H1 H2 H3 H4 H5 He6 H7 HS8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15
MIC 9.38 375 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38
RH (9.38) (37.5) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38)
MBC 9.38 375 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38 9.38
(9.38) (37.5) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) 9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38) (9.38)
MIC 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25) 5(25)
ME MBC 5 (25) 5 (25) 5 (25) 5 (25) 5 (25) 5 (25) 5 (25) 5 (25) 5 (25) 5(25) 5 (25) 5 (25) 5(25) 5 (25) 5 (25)
MIC >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
DH >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7)
MBC >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
>7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7) >7)

The MIC and MBC data obtained against S. aureus were comparable to the values
obtained by Osés et al. [40]. This study also concluded that honeys with similar botanical
origins showed different antimicrobial activities, i.e., no relationship between botanical
origin and the inhibitory effect of the honeys against each of the microorganisms could
be observed.

Regarding the antimicrobial activity of the methanolic extracts, L. monocytogenes was
the most sensitive microorganism, while St. mutans together with C. albicans were the
most resistant. The MIC and MBC obtained were extract concentrations between <1 to
15%, corresponding to <5 to 75 g/100 mL. Therefore, for all the microorganisms evaluated,
except for L. monocytogenes, the MIC was higher in the ME than in RH, and therefore a lower
antimicrobial activity was obtained for the extracts in comparison with raw honeys. With
regard to L. monocytogenes, methanolic extracts showed a greater antimicrobial effect than
raw honeys, which could be due to the fact that this microorganism was more sensitive
to the phenolic compounds extracted, while the rest of the microorganisms were more
sensitive to non-phenolic compounds that are present in raw honey. Previous studies
demonstrated the antimicrobial activity of phenolic acids (coumaric, ferulic and syringic)
against L. monocytogenes [41]. Malheiro et al. [42] also demonstrated that cinnamic acid and
cinnamaldehyde and their derivatives significantly inhibit the growth of bacteria such as
E. coliand S. aureus.

Regarding the soluble fraction obtained after in vitro digestion, we observed that it
only exhibited antimicrobial activity against S. aureus and L. monocytogenes, showing MICs
between <5 to 40% (0.39-3.13 mg/100 mL) for S. aureus and between 40 and >90% (3.13—
>7 mg/100 mL) for L. monocytogenes. Higher concentrations of these extracts could not be
evaluated because in the soluble fraction obtained after digestion, the honey concentration
was already 7.82%. The MICs obtained against these two microorganisms were lower than
the MICs obtained for the corresponding crude honeys, which could be partly due to the
enzymes added during the in vitro digestion, because the digestion blank also showed
some inhibition for both microorganisms (60% digestion fraction). However, the samples
exhibited a lower MIC (and therefore higher antimicrobial activity) than the blank, so that
the antimicrobial activity against S. aureus and L. monocytogenes exhibited by the soluble
fraction obtained after in vitro digestion of honeys is likewise a fact. Mannina et al. [15]
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reported no antimicrobial activity against S. aureus after Manuka honey gastric digestion
and a low reduction in the antistaphylococcal activity after gastroduodenal digestion when
compared with the undigested sample. Antimicrobial activity of the fraction obtained after
digestion was also studied in other foodstuffs obtaining different results. In coffee pulp
aqueous extract, antimicrobial activity against E. coli and S. aureus after in vitro digestion
decreased, suggesting that bioactive compounds might degrade during in vitro digestion,
there being also a structural disruption conducted by both the digestive enzymes and
the low pH in the digestive system. Khochapong et al. [43] and Lopez-Nicolas et al. [44]
also obtained a decrease of approximately 10% of antibacterial activity against E. coli and
S. aureus with fruit juices after in vitro digestion. However, Piscopo et al. [45] obtained
an increase of the antimicrobial activity of Feijoa sellowiana with Bert. fruit extract, after
in vitro gastrointestinal digestion.

3.5. Principal Components Analysis (PCA)

In order to study the influence of both chemical and digestion procedures on the
results, phenols, flavonoids, antioxidant and anti-inflammatory activities were analyzed
by PCA. The first two components described the 78.9% variance (Figure 4). PC1 included
the information about total phenols and antioxidant activity against ROO®, while PC2 was
defined by flavonoids. Samples with similar scores were positioned closely together. PCA
divided the samples into three groups. RH were in the middle (group I), with a higher
flavonoids content than the DH and ME. ME were in the left side of Figure 4 (group II),
showing a higher anti-inflammatory activity and lower phenols’ contents and antioxidant
activities. DH were in the right side (group III) showing higher total phenols contents
and higher antioxidant capacities. The fact that ME and DH were on opposite positions is
logical, because total phenols actually comprise all reducing compounds, some of which
are not extracted with methanol. Conversely, some hydrolysis procedures including in the
digestion increase reducing substances that are quantified as total phenols. As expected,
there were correlations among the reducing compounds evaluated by Folin—Ciocalteau
and the antioxidant activities. However, the anti-inflammatory activity was not related to
any of these compounds.
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Figure 4. Principal components analysis derivate from phenols compositions, antioxidant and
anti-inflammatory activity of RH, ME and DH.

4. Conclusions

Heather honeys showed the highest contents for bioactive compounds and higher
potentially functional activities than other honeys. In contrast, viper bugloss samples



Foods 2021, 10, 1412 14 of 16

showed the lowest bioactive compounds’ quantities and potentially functional activities
regarding raw honeys, methanolic extracts and digests.

In general, honeys” methanolic extracts showed lower total phenols and flavonoids,
lower antioxidant and antimicrobial activities and higher anti-inflammatory activity than
raw honeys. However, soluble fraction after in vitro digestion showed higher total pheno-
lics and antioxidant activities and lower anti-inflammatory activity. These results suggest
that some bioactive compounds of honey are resistant to the action of digestive enzymes or
might be released during in vitro digestion, increasing the antioxidant and antimicrobial
properties, whereas other compounds, such as flavonoids, could be degraded, so that other
biological properties, such as anti-inflammatory activity, could decrease.

This study is the first where the oral phase in digestion of honey has been simu-
lated. Observed differences between our study and previous research could highlight the
necessity of including the oral phase in further in vitro digestion studies.

Our work confirms that, after in vitro gastrointestinal digestion, honey still keeps com-
pounds with antioxidant and antimicrobial activity against L. monocytogenes and S. aureus.

Methanolic extracts obtained from honey can be useful for cosmetics and pharma-
ceuticals due to their anti-inflammatory activity. Digested honey still possesses important
biological properties and can act as an antioxidant and antimicrobial in the human body:.

Author Contributions: Conceptualization, S.M.O., M.T.S. and M.A.E-M.; methodology, M.A., SM.O.,
M.T.S. and M.A.F-M,; software, M.A. and S.M.O.; validation, M.A., L.C. and S.R.; formal analysis,
M.A,, L.C. and S.R;; investigation, S.M.O., M.A., L.C., S.R., M.T.S. and M.A E-M.; resources, SM.O.;
data curation, M.A. and S.M.O.; writing—original draft preparation, M.A. and S.M.O.; writing—
review and editing, M.A.F.-M. and M.T.S.; visualization, M.A .E-M.; supervision, S.M.O. and M.A .F.-
M.; project administration, S.M.O. and M.T.S.; funding acquisition, M.T.S. All authors have read and
agreed to the published version of the manuscript.

Funding: Leire Cantero gratefully acknowledges Junta de Castilla y Leén (Spain) for the research
assistant contract (Grant No. UBU-09-A).

Data Availability Statement: The data presented in this study are available on request from the
corresponding authors.

Acknowledgments: Authors thank Alberto Colina for providing the honey samples for this study.

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

References

1.  Vela, L.; De Lorenzo, C.; Pérez, R.A. Antioxidant capacity of Spanish honeys and its correlation with polyphenol content and
other physicochemical properties. J. Sci. Food Agric. 2007, 87, 1069-1075. [CrossRef]

2. Bogdanov, S. Honey composition. In The Honey Book; Science and Education: Kokand, Uzbekistan, 2011; Chapter 5, pp. 1-10.

3.  Seraglio, S.K.T,; Valese, A.C.; Daguer, H.; Bergamo, G.; Azevedo, M.S.; Nehring, P.; Gonzaga, L.V.; Fett, R.; Costa, A.C.O. Effect of
in vitro Gastrointestinal digestion on the bioaccessibility of phenolic compounds, minerals, and antioxidant capacity of Mimosa
scabrella bentham Honeydew honeys. Food Res. Int. 2017, 99, 670-678. [CrossRef]

4.  Bueno-Costa, EM.; Zambiazi, R.C.; Bohmer, B.W.; Chaves, E.C.; da Silva, W.P,; Zanusso, ].T.; Dutra, I. Antibacterial and antioxidant
activity of honeys from the state of Rio Grande do Sul, Brazil. LWT 2016, 65, 333-340. [CrossRef]

5. Kassim, M.; Yusoff, KM.; Ong, G.; Sekaran, S.; Yusof, M.Y.B.M.; Mansor, M. Gelam honey inhibits lipopolysaccharide-induced
endotoxemia in rats through the induction of heme oxygenase-1 and the inhibition of cy-tokines, nitric oxide, and high-mobility
group protein B1. Fitoterapia 2012, 83, 1054-1059. [CrossRef]

6. Gheldof, N.; Xiao-Hong, W.; Engeseth, N.]J. Identification and quantification of antioxidant components of honeys from var-ious
floral sources. . Agric. Food Chem. 2002, 50, 5870-5877. [CrossRef]

7. Kaskoniené, V.,; Venskutonis, P.R. Floral Markers in Honey of Various Botanical and Geographic Origins: A Review. Compr. Rev.
Food Sci. Food Saf. 2010, 9, 620-634. [CrossRef] [PubMed]

8. Navarrete, P; Eileen, S. Caracterizacion Fisicoquimica, Determinacion de la Capacidad Antioxidante y Capacidad Antimicrobiana
de la Miel Monofloral de Nabo. Bachelor’s Thesis, Universidad de las Américas, Quito, Ecuador, 2018.

9.  Osés, S.M,; Nieto, S.; Rodrigo, S.; Pérez, S.; Rojo, S.; Sancho, M.T.; Fernandez-Muifio, M. Angel Authentication of strawberry tree

(Arbutus unedo L.) honeys from southern Europe based on compositional parameters and biological activities. Food Biosci. 2020,
38, 100768. [CrossRef]


http://doi.org/10.1002/jsfa.2813
http://doi.org/10.1016/j.foodres.2017.06.024
http://doi.org/10.1016/j.lwt.2015.08.018
http://doi.org/10.1016/j.fitote.2012.05.008
http://doi.org/10.1021/jf0256135
http://doi.org/10.1111/j.1541-4337.2010.00130.x
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/33467823
http://doi.org/10.1016/j.fbio.2020.100768

Foods 2021, 10, 1412 15 of 16

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Wootton-Beard, P.C.; Moran, A.; Ryan, L. Stability of the total antioxidant capacity and total polyphenol content of 23 com-
mercially available vegetable juices before and after in vitro digestion measured by FRAP, DPPH, ABTS and FolinCiocalteu
methods. Food Biosci. 2011, 44, 217-224.

Cianciosi, D.; Forbes-Hernandez, T.Y.; Afrin, S.; Gasparrini, M.; Quiles, J.L.; Gil, E.; Bompadre, S.; Simal-Gandara, J.; Battino, M.;
Giampieri, F. The Influence of In Vitro Gastrointestinal Digestion on the Anticancer Activity of Manuka Honey. Antioxidants 2020,
9, 64. [CrossRef]

Daglia, M.; Ferrari, D.; Collina, S.; Curti, V. Influence of in vitro simulated gastroduodenal digestion on methylglyoxal concen-
tration of Manuka (Lectospermum scoparium) honey. J. Agric. Food Chem. 2013, 61, 2140-2145. [CrossRef]

O’Sullivan, A.M.; O’Callaghan, Y.C.; O’Connor, T.P.; O’Brien, N.M. Comparison of the Antioxidant Activity of Commercial
Honeys, Before and After In-Vitro Digestion. Pol. |. Food Nutr. Sci. 2013, 63, 167-171. [CrossRef]

Parkar, S.G.; Jobsis, C.M.; Herath, T.D.; Stoklosinski, H.M.; van Klink, ].W.; Sansom, C.E.; Sims, LM.; Hedderley, D. Metabolic and
microbial responses to the complexation of manuka honey with a-cyclodextrin after simulated gastrointestinal digestion and
fermentation. J. Funct. Foods 2017, 31, 266-273. [CrossRef]

Mannina, L.; Sobolev, A.P.; Coppo, E.; Di Lorenzo, A.; Nabavi, S.M.; Marchese, A.; Daglia, M. Antistaphylococcal activity
and metabolite profiling of manuka honey (Leptospermum scoparium L.) after in vitro simulated digestion. Food Funct. 2016, 7,
1664-1670. [CrossRef] [PubMed]

Seraglio, S.K.T.; Schulz, M.; Gonzaga, L.V,; Fett, R.; Oliveira Costa, A.C. Current status of the gastrointestinal digestion effects on
honey: A comprenhensive review. Food Chem. 2021, 357, 129807. [CrossRef]

Louveaux, J.; Maurizio, A.; Vorwohl, G. International commission for bee botany of IUBS. Methods of Melissopalynology. Bee
World 1978, 59, 139-157. [CrossRef]

Terradillos, L.A.; Muniategui, S.; Sancho, M.T.; Huidobro, ]J.F,; Simal-Lozano, J. An alternative method for analysis of honey
sediment. Bee Sci. 1994, 3, 86-93.

Von der Ohe, W.; Persano, O.L.; Piana, M.L.; Morlot, M.; Martin, P. Harmonized methods of melissopalynology. Apidologie 2004,
35, 18-25. [CrossRef]

Marcazzan, G.L.; Mucignat-Caretta, C.; Marchese, C.M.; Piana, M.L. A review of methods for honey sensory analysis. J. Apic. Res.
2017, 57, 75-87. [CrossRef]

Piana, M.L.; Oddo, L.P; Bentabol, A.; Bruneau, E.; Bogdanov, S.; Declerck, C.G. Sensory analysis applied to honey: State of the art.
Apidologie 2004, 35, S26-S37. [CrossRef]

Baltrugaityté, V.; Venskutonis, P.R.; Ceksteryte, V. Radical scavenging activity of different floral origin honey and beebread
phenolic extracts. Food Chem. 2007, 101, 502-514. [CrossRef]

Pastoriza, S.; Delgado-Andrade, C.; Haro, A.; Rufidn-Henares, J. A physiologic approach to test the global antioxidant response of
foods. The GAR method. Food Chem. 2011, 129, 1926-1932. [CrossRef]

Rufian-Henares, ].A.; Delgado-Andrade, C. Effect of digestive process on Maillard reaction indexes and antioxidant proper-ties of
breakfast cereals. Food Res. Int. 2009, 42, 394-400. [CrossRef]

Meda, A.; Lamien, C.E.; Romito, M.; Millogo, J.; Nacoulma, O.G. Determination of the total phenolic, flavonoid and proline
contents in Burkina Fasan honey, as well as their radical scavenging activity. Food Chem. 2005, 91, 571-577. [CrossRef]

Pekal, A.; Pyrzynska, K. Evaluation of Aluminium Complexation Reaction for Flavonoid Content Assay. Food Anal. Methods 2014,
7,1776-1782. [CrossRef]

Sancho, M.T.; Pascual-Mate, A.; Rodriguez-Morales, E.G.; Oses, S.M.; Escriche, I.; Periche, A.; Fernandez-Muifo, M. A. Critical
assessment of antioxidant-related parameters of honey. J. Food Sci. Technol. 2016, 51, 30-36. [CrossRef]

Koracevic, D.; Koracevic, G.; Djordjevic, V.; Andrejevic, S.; Cosic, V. Method for the measurement of antioxidant activity in human
fluids. J. Clin. Pathol. 2001, 54, 356-361. [CrossRef]

Huang, D.; Ou, B.; Hampsch-Woodill, M.; Flanagan, J.A.; Prior, R.L. Throughput assay of oxygen radical absorbance capacity
(ORAC) using a multichannel liquid handling system coupled with a microplate fluorescence reader in 96-well format. J. Agric.
Food Chem. 2002, 50, 4437-4444. [CrossRef]

Ferreres, F,; Lopes, G.; Gil-Izquierdo, A.; Andrade, P.B.; Sousa, C.; Mouga, T.; Valentao, P. Phlorotannin Extracts from Fucales
Characterized by HPLC-DAD-ESI-MSn: Approaches to Hyaluronidase Inhibitory Capacity and Antioxidant Properties. Mar.
Drugs 2012, 10, 2766-2781. [CrossRef]

Ferreira, I.C.; Aires, E.; Barreira, ].C.; Estevinho, L.M. Antioxidant activity of Portuguese honey samples: Different contributions
of the entire honey and phenolic extract. Food Chem. 2009, 114, 1438-1443. [CrossRef]

Pita-Calvo, C.; Vazquez, M. Differences between honeydew and blossom honeys: A review. Trends Food Sci. Technol. 2017, 59,
79-87. [CrossRef]

Socha, R.; Juszczak, L.; Pietrzyk, S.; Fortuna, T. Antioxidant activity and phenolic composition of herb honeys. Food Chem. 2009,
113, 568-574. [CrossRef]

Jara-Palacios, M.J.; Avila, F].; Escudero-Gilete, M.L.; Pajuelo, A.G.; Heredia, FJ.; Hernanz, D.; Terrab, A. Physicochemical
properties, colour, chemical composition, and antioxidant activity of Spanish Quercus honeydew honeys. Eur. Food Res. Technol.
2019, 245, 2017-2026. [CrossRef]


http://doi.org/10.3390/antiox9010064
http://doi.org/10.1021/jf304299d
http://doi.org/10.2478/v10222-012-0080-6
http://doi.org/10.1016/j.jff.2017.01.049
http://doi.org/10.1039/C5FO01409C
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26948514
http://doi.org/10.1016/j.foodchem.2021.129807
http://doi.org/10.1080/0005772X.1978.11097714
http://doi.org/10.1051/apido:2004050
http://doi.org/10.1080/00218839.2017.1357940
http://doi.org/10.1051/apido:2004048
http://doi.org/10.1016/j.foodchem.2006.02.007
http://doi.org/10.1016/j.foodchem.2011.06.009
http://doi.org/10.1016/j.foodres.2009.01.011
http://doi.org/10.1016/j.foodchem.2004.10.006
http://doi.org/10.1007/s12161-014-9814-x
http://doi.org/10.1111/ijfs.12988
http://doi.org/10.1136/jcp.54.5.356
http://doi.org/10.1021/jf0201529
http://doi.org/10.3390/md10122766
http://doi.org/10.1016/j.foodchem.2008.11.028
http://doi.org/10.1016/j.tifs.2016.11.015
http://doi.org/10.1016/j.foodchem.2008.08.029
http://doi.org/10.1007/s00217-019-03316-x

Foods 2021, 10, 1412 16 of 16

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

Almeida da Silva, I.A.; Sarmento da Silva, T.M.; Camara, C.A.; Queiroz, N.; Magnani, M.; Santos de Novais, J.; Bastos Soledade,
L.E.; de Oliveira Lima, E.; de Souza, A.L.; Gouveia de Souza, A. Phenolic profile, antioxidant activity and palynological analysis
of stingless bee honey from Amazonas, Northern Brazil. Food Chem. 2013, 141, 3552-3558. [CrossRef]

Petretto, G.L.; Cossu, M.; Alamanni, M.C. Phenolic content, antioxidant and physico-chemical properties of Sardinian mon-ofloral
honeys. Int. |. Agric. Food Chem. 2015, 50, 482—491.

Rodriguez-Romero, B.A. Caracterizacion quimica y evaluacion de las actividades antioxidantes y antimicrobiana de mieles
florales. Naranjo, cactaceas y manzanilla. Ph.D. Thesis, Universidad Auténoma de Queretaro, Queretaro, Mexico, 2012.
Alvarez-Suarez, ] M.; Tulipani, S.; Diaz, D.; Estevez, Y.; Romandini, S.; Giampieri, F.; Damiani, E.; Astolfi, P.; Bompadre, S.; Battino,
M. Antioxidant and antimicrobial capacity of several monofloral Cuban honeys and their correlation with color, polyphenol
content and other chemical compounds. Food Chem. Toxicol. 2010, 48, 2490-2499. [CrossRef] [PubMed]

Carrillo, C.; Rey, R.; Hendrickx, M.; Cavia, M.D.M.; Alonso-Torre, S. Antioxidant Capacity of Beetroot: Traditional vs Novel
Approaches. Plant Foods Hum. Nutr. 2017, 72, 266-273. [CrossRef] [PubMed]

Osés, S.M.; Pascual-Maté, A.; de la Fuente, D.; de Pablo, A.; Muifio, M.A.F.; Sancho, M. Comparison of methods to determine
antibacterial activity of honeys against Staphylococcus aureus. NJAS Wagening. J. Life Sci. 2016, 78, 29-33. [CrossRef]

Miyague, L.; Macedo, R.E.; Meca, G.; Holley, R.A.; Luciano, EB. Combination of phenolic acids and essential oils against Listeria
monocytogenes. LWT 2015, 64, 333-336. [CrossRef]

Malheiro, J.F.; Maillard, J.; Borges, F.; Simoes, M. Evaluation of cinnamaldehyde and cinnamic acid derivatives in microbial
growth control. Int. Biodeterior. Biodegrd. 2018, 141, 71-78. [CrossRef]

Khochapong, W.; Ketnawa, S.; Ogawa, Y.; Punbusayakul, N. Effect of in vitro digestion on bioactive compounds, antioxidant and
antimicrobial activities of coffee (Coffea arabica L.) pulp aqueous extract. Food Chem. 2021, 348, 129094. [CrossRef]
Lépez-Nicolas, R.; Gonzélez-Bermtdez, C.A.; Ros-Berruezo, G.; Frontela-Saseta, C. Influence of in vitro gastrointestinal digestion
of fruit juices enriched with pine bark extract on intestinal microflora. Food Chem. 2014, 157, 14-19. [CrossRef] [PubMed]
Piscopo, M.; Tenore, G.C.; Notariale, R.; Maresca, V.; Maisto, M.; De Ruberto, F.; Heydari, M.; Sorbo, S.; Basile, A. Antimicrobial
and antioxidant activity of proteins from Feijoa sellowiana Berg. fruit before and after in vitro gastrointestinal digestion. Nat.
Prod. Res. 2020, 34, 2607-2611. [CrossRef] [PubMed]


http://doi.org/10.1016/j.foodchem.2013.06.072
http://doi.org/10.1016/j.fct.2010.06.021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20558231
http://doi.org/10.1007/s11130-017-0617-2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28620796
http://doi.org/10.1016/j.njas.2015.12.005
http://doi.org/10.1016/j.lwt.2015.05.055
http://doi.org/10.1016/j.ibiod.2018.06.003
http://doi.org/10.1016/j.foodchem.2021.129094
http://doi.org/10.1016/j.foodchem.2014.01.126
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24679746
http://doi.org/10.1080/14786419.2018.1543686
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30600713

	I. INTRODUCCIÓN
	1. LA MIEL
	2. ELABORACIÓN Y PROCESADO
	2.1. ELABORACIÓN
	2.2. PROCESADO

	3. PRODUCCIÓN DE LA MIEL. DATOS ECONÓMICOS
	3.1. A NIVEL MUNDIAL
	3.2. EN LA UNIÓN EUROPEA (UE)
	3.3. EN ESPAÑA
	3.4. EN CASTILLA Y LEÓN

	4. COMPOSICIÓN DE LA MIEL
	4.1. AZÚCARES
	4.2. AGUA
	4.3. SUSTANCIAS NITROGENADAS
	4.4. ÁCIDOS
	4.5. CENIZAS/ MINERALES
	4.6. VITAMINAS
	4.7. COMPUESTOS FENÓLICOS
	4.8. COMPUESTOS VOLÁTILES
	4.9. LÍPIDOS
	4.10. HIDROXIMETILFURFURAL
	4.11. PIGMENTOS
	4.12. COMPUESTOS TÓXICOS

	5. PROPIEDADES BIOLÓGICAS
	5.1. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
	5.2. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
	5.3. ACTIVIDAD ANTINFLAMATORIA
	5.4. ACTIVIDAD ANTIHIPERTENSIVA
	5.5. OTRAS PROPIEDADES


	II. OBJETIVOS
	III. MUESTRAS Y PLAN DE TRABAJO
	1. MUESTRAS DE MIEL
	2. ANÁLISIS MELISOPALINOLÓGICO
	2.1. REACTIVOS
	2.2. MATERIALES
	2.3. PROCEDIMIENTO

	3. SELECCIÓN DE MUESTRAS PARA EL ESTUDIDO DE COMPUESTOS FENÓLICOS Y PROPIEDADES BIOLÓGICAS

	IV. RESULTADOS
	IV.I. ANÁLISIS DE COMPUESTOS VOLÁTILES Y SEMIVOLÁTILES EN MIELES DE CASTILLA Y LEÓN
	1. INTERES DE LOS AROMAS EN LA MIEL Y MÉTODOS DE EXTRACCIÓN
	2. OBJETIVO
	3. MATERIAL Y MÉTODOS
	3.1. MUESTRAS
	3.2. REACTIVOS Y MATERIALES
	3.3. EXTRACCIÓN DE COMPUESTOS VOLÁTILES Y SEMIVOLÁTILES
	3.4. ANÁLISIS CROMATOGRÁFICO
	3.5. ANÁLISIS CUALI-CUANTITATIVO DE COMPUESTOS VOLÁTILES Y SEMIVOLÁTILES
	3.6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO

	4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	4.1. COMPUESTOS ALIFÁTICOS (76 compuestos)
	4.2. DERIVADOS DEL BENCENO (69 compuestos)
	4.3. COMPUESTOS DERIVADOS DEL CALENTAMIENTO Y ENVEJECIMIENTO (24 compuestos)
	4.4. NORISOPRENOIDES (17 compuestos)
	4.5. COMPUESTOS HETEROCÍCLICOS (12 compuestos)
	4.6. TERPENOIDES (12 compuestos)
	4.7. FLAVONOIDES Y COMPUESTOS RELACIONADOS (5 compuestos)
	4.8. COMPUESTOS POLICÍCLICOS (4 compuestos)
	4.9. COMPUESTOS DESCONOCIDOS (12 compuestos)
	4.10. POSIBLES MARCADORES
	4.11. ANÁLISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

	5. CONCLUSIONES

	IV.II. COMPUESTOS FENÓLICOS Y PROPIEDADES FUNCIONALES DE LA MIEL
	IV.II.1. COMPUESTOS FENÓLICOS DE LAS MIELES
	1. PROCESOS DE EXTRACCIÓN Y TÉCNICAS DE DETECCIÓN DE FENOLES
	2. OBJETIVO
	3. MATERIAL Y MÉTODOS
	3.1. MUESTRAS
	3.2. REACTIVOS Y MATERIAL
	3.3. EXTRACCIÓN
	3.4. ANÁLISIS CROMATOGRÁFICO
	3.4.1. Preparación de los patrones y de las rectas de calibrado
	3.4.2. Condiciones del método

	3.5. DETECCIÓN Y CUANTIFICACIÓN
	3.5.1. Validación del método HPLC

	3.6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO

	4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	4.1. VALIDACIÓN DEL METODO ANALÍTICO
	4.2. DETECCIÓN y CUANTIFICACIÓN DEL PERFIL FENÓLICO
	4.3. ANÁLISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

	5. CONCLUSIONES

	IV.II.2. INFLUENCIA DE DISTINTOS PROCESOS DE EXTRACCIÓN EN LAS PROPIEDADES BIOLÓGICAS DE LA MIEL
	1. PROCESOS DE EXTRACCIÓN DE COMPUESTOS BIOACTIVOS EN LA MIEL
	1.1. EXTRACCIÓN QUÍMICA
	1.2. EXTRACCIÓN FISIOLÓGICA-DIGESTION
	1.3. MÉTODO DIRECTO-SIN EXTRACCIÓN (QUENCHER)

	2. OBJETIVO
	3. MATERIAL Y MÉTODOS
	3.1. MUESTRAS
	3.2. MÉTODOS DE EXTRACCIÓN
	3.2.1. EXTRACCIÓN QUÍMICA
	3.2.2. EXTRACCIÓN FISIOLÓGICA-DIGESTIÓN

	3.3. FENOLES Y FLAVONOIDES
	3.3.1. FENOLES TOTALES
	3.3.2. FLAVONOIDES TOTALES

	3.4. PROPIEDADES BIOLÓGICAS
	3.4.1. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
	3.4.2. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
	3.4.3. ACTIVIDAD ANTI-INFLAMATORIA

	3.5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO

	4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	4.1. FENOLES Y FLAVONOIDES TOTALES
	4.2. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
	4.3. ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA
	4.4. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
	4.5. ÁNALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

	5. CONCLUSIONES

	V. CONCLUSIONES GENERALES
	VI. BIBLIOGRAFIA
	ANEXO I
	2021-FOODS.pdf
	Introduction 
	Materials and Methods 
	Materials 
	Samples 
	Chemical Extraction 
	Simulated In Vitro Digestion 
	Total Phenolics and Flavonoids Content 
	Antioxidant Activities 
	Anti-Inflammatory Activity 
	Antimicrobial Activity 
	Statistical Analysis 

	Results and Discussion 
	Total Phenolics and Total Flavonoids 
	Antioxidant Activities 
	Anti-Inflammatory Activity 
	Antimicrobial Activity 
	Principal Components Analysis (PCA) 

	Conclusions 
	References


		2022-07-19T16:23:16+0200
	OSES GOMEZ SANDRA MARIA - 71276233S


		2022-07-19T16:34:27+0200
	FERNANDEZ MUIÑO MIGUEL ANGEL - 33260426B




