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Summary

Honey is a natural sweet substance of complex composition produced by
bees (Apis mellifera L. and other species) from the nectar of flowers or plant
honeydews. It has energetic properties and attractive sensory characteristics.

Nowadays, the retail market offers a variety of industrialised foods that are
appealing, easy to prepare and widely accepted by consumers. Ultra-
processed foods are more likely to promote unbalanced diets than raw or
minimally processed foods with a rich and complex chemical composition.
Among raw foods, honey occupies a special place. However, its high
viscosity and stickiness are important drawbacks for its handling.

In order to make honey easier to use, raw honey can be dehydrated and
powdered using drying technologies, such as spray drying, vacuum drying,
and freeze drying, with the aid of food-grade carriers, preferably of natural
origin. Powdered honey, as a dehydrated product, is easier to handle,
package (it can be sold in lighter packaging than natural honey), and has a
longer shelf life. It can be added to other foods, offering a wide variety of
aromas, flavours, and textures. It provides the food industry with an
interesting natural ingredient for its use in production lines. Moreover, it
allows consumers to enjoy natural honey avoiding the unappealing features
of its raw form, such as viscosity and stickiness. Furthermore, it enables the
beekeeping sector to enhance its exploitation and business opportunities,
while promoting rural areas, natural ecosystems, and biodiversity.

This Doctoral Thesis, entitled «Production of powdered honey and
investigation of its physicochemical and biological properties», is aimed
to research the production of powdered honey by choosing the most suitable
technological process and carrier, as well as evaluating the impact of the
drying technique on the physicochemical, functional, and microbiological
properties of the final product, comparing them with those of natural raw
honey.

For this study, nine honeys from Castilla y Ledén, were dehydrated and
powdered. Botanical origins were the following: Three samples were ling-
heather (Calluna vulgaris, (L.) Hull) honeys. Two samples were thyme
(Thymus spp.) honeys. Three samples were lavender (Lavandula spp.) honeys.
One sample was vetch (Leguminosae type Vicia spp.) honey and three
samples were multifloral honeys.



Summary

Firstly, an optimization of the different drying processes — spray drying,
vacuum drying, and freeze drying — was carried out, using three carriers
(whey protein, Arabic gum, and potato maltodextrin) for each process.
Various honey to carrier concentration ratios were also evaluated in order to
achieve the highest possible honey concentration in the powder
corresponding to each drying technique.

Once the technologies were optimized, the chosen drying processes were
applied to the three ling-heather honey samples, resulting in 27 powdered
honey samples. Physicochemical properties, such as glass transition
temperature, moisture, water activity, hygroscopicity, colour, bulk density,
solubility, proline and sugar content were then assessed in those samples. A
descriptive sensory analysis was also carried out. Additionally, the
concentrations of various phenolic compounds (total phenols, flavanols,
flavones, and flavonols) were analysed, as well as antioxidant capacity
against four free radicals (ABTS*, ROO¢, *OH and O:°), antimicrobial, and
anti-inflammatory activities.

The results showed that both vacuum drying and freeze drying yielded the
highest recoveries (76% - 98%) and the highest final honey concentration in
the powders (56% - 73%), regardless of the carrier used. Maltodextrin proved
to be the most suitable carrier. Using maltodextrin, the powders achieved
lower moisture (1.90% - 4.2%), higher solubility (21 s — 123 s), and lower
hygroscopicity (6.32% - 13.68%). Powdered honey obtained with
maltodextrin through vacuum drying and freeze drying exhibited the
highest recoveries (88% - 98%) and the best sensory characteristics, including
stronger floral aromas and flavours, greater sweetness, lower viscosity, and
reduced waxy perceptions than those obtained using other procedures and
carriers.

On the other hand, all drying methods and carriers retained the phenolic
compounds of honey within the honey powder. The antioxidant activities of
powdered honey against different free radicals (ABTS*', ROO*, *OH and O>*)
were higher than those of raw honey, while the anti-inflammatory and
antimicrobial activities against several microorganisms (Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes, and Escherichia coli) were lower. The honey
concentration in the powder and the type of carrier used for dehydration did
not significantly affect the potentially biological studied parameters and
properties.



Summary

After having characterized the ling-heather powdered honey, the last step of
the study was focused on evaluating the impact of the drying method and
botanical origin on the physicochemical and biological properties of
powdered honeys from different botanical sources. In this case, the rest of
honeys samples (thyme, lavender, vetch and multifloral) were dehydrated
using vacuum drying and freeze drying with maltodextrin as the carrier,
yielding a total of 18 powdered honeys that were analysed in the same way
as the ling-heather samples.

The results showed that freeze drying provided the best recovery. Powdered
honeys obtained by freeze drying exhibited higher moisture and solubility,
as well as lower glass transition temperature, density, and hygroscopicity
compared to those obtained by vacuum drying. Hygroscopicity, glass
transition temperature, and antimicrobial activity against S. aureus
depended on the drying method and honey concentration. Colour,
antioxidant activity against the O: radical, and antimicrobial activity
against L. monocytogenes depended on the botanical origin of the raw honey.
Moisture, solubility, density, total phenol content, antioxidant activities
against the ABTS* and ROO- radicals, as well as anti-inflammatory and
antimicrobial activities against E. coli, depended on both the drying method
and honey concentration, as well as the botanical origin.

In conclusion, powdered honey demonstrated to be a feasible and promising
alternative to raw honey for food, cosmetic and pharmaceutical sectors.






La miel es la sustancia natural dulce de composicion compleja producida por
las abejas (Apis mellifera L. y otras especies), a partir del néctar de las flores o
de los mielatos de las plantas, con propiedades energéticas y caracteristicas
sensoriales atractivas.

En la actualidad existen en el mercado infinidad de alimentos
industrializados que son atractivos, faciles de preparar y poseen una gran
aceptacion por parte de los consumidores. En el extremo opuesto se
encuentran los alimentos primarios, con un rica y variada composicion
quimica y con la invalorable cualidad de ser naturales. En este campo de los
alimentos posee un lugar privilegiado la miel. Sin embargo, su alta
viscosidad y pegajosidad crean multiples problemas en su utilizacién y
manejo.

Una alternativa a este problema es la transformacion de miel cruda en miel
en polvo a través de diversas tecnologias de secado entre las que se
encuentran la atomizacion, la desecacion a vacio y la liofilizacion, ayudadas
por el uso de coadyuvantes alimentarios preferiblemente de origen natural.
La miel en polvo, al tratase de un producto deshidratado, permite obtener
un alimento de facil manejo, envasado (puede comercializarse en recipientes
mas ligeros y manejables que los de la miel natural) y de larga vida 1util.
Puede incorporase a otros alimentos ofreciendo una enorme variedad de
aromas, sabores y texturas. Permite a la industria alimentaria la utilizacion
de un ingrediente natural muy practico para su uso en las lineas de
produccion. También permite brindarle al consumidor la posibilidad de
ingerir una miel natural sin las particularidades que en su forma cruda la
hacen poco atractiva por su viscosidad y pegajosidad. Por tltimo, permite al
sector apicola potenciar sus oportunidades de explotacién y negocio,
sosteniendo el medio rural, manteniendo los ecosistemas naturales y
promocionando la biodiversidad.

La presente Tesis Doctoral titulada «Obtencion de miel en polvo e
investigacion de sus propiedades fisico-quimicas y biologicas», tiene como
objetivo general la obtencion de miel en polvo seleccionando el
procedimiento tecnoldgico y el coadyuvante mdas adecuado, asi como
evaluar el impacto de los procesos de desecacion sobre las propiedades
fisico-quimicas, funcionales y microbioldgicas del producto final,
comparandolo con los valores de las mismas mieles naturales.



Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron nueve muestras de mieles
castellano-leonesas de diferentes origenes botanicos: 3 mieles de brecina
(Calluna vulgaris, (L.) Hull), 2 mieles de tomillo (Thymus sp.), 3 mieles de
lavanda (Lavandula sp.), 1 miel de veza (Leguminosae tipo Vicia sp.) y tres
mieles de milflores.

En una primera fase se llevo a cabo la optimizaciéon de los distintos
procedimientos de secado, atomizacion, vacio y liofilizacion, usando para
cada procedimiento tres coadyuvantes tecnoldgicos (proteina de lactosuero,
goma arabiga y maltodextrina de patata) y también evaluando distintas
combinaciones de concentracion de miel: coadyuvante con el objetivo de
conseguir para cada una de las técnicas de secado, la miel en polvo con la
mayor concentracion de miel.

Una vez optimizadas las diferentes tecnologias, se pusieron a punto los
procedimientos de secado con las condiciones elegidas de las tres mieles de
brecina. Se obtuvieron veintisiete muestras de miel en polvo en las que se
evaluaron distintas propiedades fisico-quimicas: temperatura de transicion
vitrea, contenido en agua, actividad de agua, higroscopicidad, color,
densidad compacta, solubilidad y contenido de prolina y azticares. Ademas,
se realizd un analisis sensorial descriptivo. A su vez, en estas mismas
muestras se evalud la concentracion de distintos compuestos fendlicos
(contenido de fenoles totales, flavanoles, flavonas y flavonoles), la actividad
antioxidante frente a cuatro radicales (ABTS*, ROO*, *OH y O:*) y otras
propiedades bioldgicas como la antimicrobiana y la antiinflamatoria.

Los resultados mostraron que tanto el secado a vacio como la liofilizacion
fueron los procedimientos que proporcionaron mayores recuperaciones
(76% —98%) y mayores concentraciones finales de miel en los polvos (56% —
73%), independientemente del coadyuvante. La maltodextrina resulto ser el
coadyuvante mas adecuado porque con ella se logré un menor contenido en
agua (1,90% — 4,20%), una mayor solubilidad (21 s — 123 s) y una menor
higroscopicidad (6,32% — 13,68%). Las mieles en polvo obtenidas con
maltodextrina mediante secado a vacio y liofilizacion mostraron mayores
recuperaciones (88% — 98%) y las mejores caracteristicas sensoriales, con
olores y sabores florales mas fuertes, mayor dulzura, menor viscosidad y

menores percepciones cerosas.

Por otro lado, se verifico que todos los procedimientos de secado y
coadyuvantes retuvieron los fenoles de la miel en las mieles en polvo. Las
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actividades antioxidantes de los polvos de miel frente a diferentes radicales
libres (ABTS**, ROO*, *OH y O:*) fueron mayores que las de las mieles
crudas, mientras que las actividades anti-inflamatorias y antimicrobianas
frente a varios microorganismos (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes
y Escherichia coli) de las mieles en polvo fueron menores. La concentracion
de miel en el polvo y el tipo de coadyuvante utilizado para la deshidratacion
fueron los factores clave para la calidad de las mieles en polvo. Sin embargo,
el procedimiento de secado no influy¢ significativamente en los parametros
y propiedades estudiados.

Una vez caracterizadas las mieles en polvo de brecina, la tltima fase del
estudio consistid en evaluar el impacto del procedimiento de secado y el
origen botanico en las propiedades fisico-quimicas y bioldgicas de las mieles
en polvo. En este caso, las restantes muestra de miel de distintos origenes
botanicos (tomillo, lavanda, veza y multifloral), se deshidrataron mediante
secado a vacio y liofilizacion empleando como coadyuvante la
maltodextrina, obteniéndose un total de dieciocho muestras de miel en
polvo. Y se analizaron los mismos parametros que en la primera fase del
estudio.

Los resultados obtenidos mostraron que la liofilizacion proporciond las
mejores recuperaciones. Las mieles en polvo obtenidas mediante liofilizacion
mostraron mayor contenido en agua y solubilidad, asi como menor
temperatura de transicion vitrea, densidad e higroscopicidad en
comparacion con los obtenidos mediante secado a vacio. La higroscopicidad,
la temperatura de transicion vitrea y la actividad antimicrobiana frente a S.
aureus dependieron del procedimiento de secado—concentraciéon de miel. El
color, la actividad antioxidante frente al radical O~ y la actividad
antimicrobiana frente a L. monocytogenes dependieron del origen botanico de
la miel. El contenido en agua, la solubilidad, la densidad, el contenido de
fenoles totales, las actividades antioxidantes frente al radical anti- ABTS** y
anti-ROO", asi como la actividad antiinflamatoria y antimicrobiana frente a
E. coli, dependieron tanto del procedimiento de secado—concentracion de
miel como del origen botanico.

Por lo tanto, se concluye que la miel en polvo ha demostrado ser una
alternativa factible y prometedora del uso de la miel en la industria
alimentaria, cosmética y farmacéutica.
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Introduccién

1. La miel

1.1. Definicion de miel y tipos

La legislacion define la miel como «la 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).

Considerando su origen, la miel puede clasificarse en dos tipos (DOCE,
2002):

- Miel de flores o miel de néctar: si procede del néctar de las plantas.

- Miel de mielada: si procede en su mayor parte de secreciones de las
partes vivas de las plantas o de excreciones de insectos chupadores
presentes en las partes vivas de las plantas.

1.2. Produccion de la miel

El proceso de elaboracion de la miel comienza con la recoleccion de néctar y
mielato (mielada). El néctar es una solucidn acuosa azucarada elaborada por
unas glandulas de las plantas, nectarios, cuya mision es atraer a los
polinizadores. Y los mielatos son un conjunto de secreciones de partes vivas
de las plantas o excreciones azucaradas producidas mayoritariamente por
un gran numero de especies de insectos pertenecientes a la familia Aphididae
del orden Hemiptera (principalmente psilidos como pulgones, cochinillas y
otros) que se alimentan de la savia.

La elaboracion de la miel por parte de la abeja se realiza en cuatro etapas
consecutivas: recoleccion de la materia prima por parte de las abejas
pecoreadoras, aireacion del contenido del buche melario, almacenamiento
de la miel y operculado de la miel madura.

Cuando una abeja se posa en una flor, utiliza su lengua tubular y flexible,
para extraer todo el néctar posible de los nectarios. Por otra parte, recogen
las gotas de mielato depositadas sobre las hojas o ramas de las plantas que
las contienen. La abeja a su vez segrega una pequena cantidad de enzimas,
como la invertasa, sobre el néctar o mielatos, que ayudan a descomponer los
azucares complejos, evitando su cristalizacion y facilitando su digestion. Este

13



Introduccién

proceso, llamado inversion, es clave en la elaboracion de la miel (Combarros-
Fuertes, 2018).

Una vez que la abeja ha recogido una cantidad suficiente de néctar o mielato,
lo almacena en el buche melario, situado cerca de su estémago. Cuando ha
recogido suficiente néctar o mielatos, iniciara el viaje de vuelta a la colmena.
Durante este transporte de la materia prima a la colmena se inicia el proceso
de hidrolisis de la sacarosa en sus dos componentes simples, la fructosa y la
glucosa.

El néctar y el mielato estan constituidos principalmente por agua y sdlo
contienen un 20% de azucar. Para que estos se transformen en miel, el
contenido de agua debe reducirse a un 18% o menos.

Al llegar a la colmena, la abeja pecoreadora transfiere el néctar libado o
mielato a las abejas almacenadoras, que lo depositaran en los panales o
celdas, en funcién del namero de abejas en la colmena y la intensidad de la
recoleccion (Combarros-Fuertes, 2018). Si se produce la transferencia entre
abejas tiene lugar el llamado fendmeno de trofalaxis (Figura 1). La primera
fase de deshidratacion ocurre durante la transferencia de buche a buche, y
supone una nueva adicion de secreciones glandulares enzimaticas (que
permite proseguir con la hidrolisis de la sacarosa) y comienza a concentrarse

el néctar o mielato.

Figura 1. Intercambio de alimento entre dos abejas (trofalaxis) para un almacenamiento del néctar o mielato
transformado. Fuente: Ivars, (s.f.).

A continuacion, el néctar se deja madurar y se somete al proceso de abanico
y evaporacion (segunda fase de deshidratacion), que lo convierte en miel.

El flujo constante de aire sobre el panal ayuda a evaporar el exceso de agua,
haciendo que la solucion azucarada se espese y se vuelva mas viscosa. A
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medida que el agua se evapora, el contenido de aztcar del néctar o mielato
aumenta, dando lugar a una miel dulce y sabrosa.

Una vez que la miel ha alcanzado una humedad igual o inferior a 18%, y la
consistencia y el contenido de azucar es el deseado, las abejas cereras sellan
el panal con una capa de cera (Pascual-Maté, 2016) para evitar una mayor
evaporacion y preservar la miel.

1.3. Obtencion de la miel

La miel es un producto alimentario y como tal, el proceso de obtencion
requiere de unas practicas de higiene muy cuidadosas. La miel tiende a
absorber la humedad, olores, polvo y otros materiales del ambiente con el
que esta en contacto (Diaz-Moreno, 2009). Por esta razon el lugar destinado
a la extraccion de miel sdlo debe utilizarse para esta operacion y estar libre
de todo lo que sea extrafio al proceso. El cumplimiento de Buenas Practicas
de Manufactura en todas y cada una de las etapas permite la obtenciéon de
un producto natural de calidad.

Las actividades que se realizan en el proceso de obtencion de la miel son las
siguientes (Figura 2): seleccion de los cuadros con la miel adecuadamente
operculada, desoperculado, extraccidn, filtracion o depuracion, maduracion,
envasado y almacenamiento. Algunas mieles pueden sufrir un proceso de
pasteurizacion.

ifitp

prensado ;

*y envasado

Figura 2. Etapas del proceso de obtencién industrial de miel. Fuente: Elaboracién propia.
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1.4. Situacion econdmica de la cabafia apicola

1.4.1. En Europa

La apicultura representa un papel importante en el desarrollo y promocion
del mundo rural y en la polinizaciéon de la agricultura. La Union Europea
(UE) tiene como objeto mejorar las condiciones de produccion y
comercializacion de los productos apicolas para mitigar los inconvenientes a
la hora de mantener las colmenas y de producir la miel. Es importante tener
en cuenta el aumento de costes, la alta competencia debido a la importacion
de mieles mas baratas, la pérdida de colonias, las enfermedades y otros
factores (Sobrino, 2020).

La apicultura se practica en todos los paises de la UE tratandose del segundo
mayor productor mundial de miel (286.000 t miel/afio) después de China
(Figura 3), pero a su vez también se trata de una potencia importadora de
miel procedente de terceros paises (principalmente de China, Ucrania y
Argentina) debido a que encabeza la lista de consumidores de este producto.
Los paises de la UE con mayor actividad productiva de miel se localizan
mayoritariamente en el centro y sur de Europa (Alemania, Francia, Rumania,
Espana, Hungria, Italia, Polonia y Grecia) donde las condiciones
meteoroldgicas favorecen el desarrollo de esta actividad (Figura 4)
(European Commision, 2024).

Others
609
33%

*

European Union
¥ 286 ¥

Russia

Figura 3. Representacion grafica de la produccion mundial de miel por paises (2022) Fuente: European
Commision, 2024.
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En la UE estan registrados alrededor de 710.918 apicultores (datos de 2023)
y 20 millones de colmenas (datos de 2022). A pesar de que el nimero de
apicultores de la UE ha aumentado en los ultimos afios, tan solo el 5,2% de
los apicultores tienen mas de 150 colmenas y pueden ser clasificados como
apicultores profesionales frente al 94,8% restante.

En virtud de los altos costes de produccion, los apicultores de la UE no
pueden competir con la miel importada. El precio medio de un kilo de miel

Alemania
Resto UE 21%

27%

Espaiia
5%

Francia

9%
Austria

5%

Polonia
13%

Rep. Checa
9%

Figura 4. Numero total de apicultores. Censo apicola de la UE 2022-2023. Fuente: MAPA, 2023.

importada en la UE en 2024 era 1,89 € en tanto que esta misma cantidad de
miel exportada a terceros paises costaba 5,74 €. Ademas, las exportaciones
de la UE (24.879 t) son despreciables comparadas con las importaciones
(163.707 t) (European Commision, 2024).

1.4.2. En Espaiia

Espafa posee una larga tradicion en el sector apicola, debido a su excelente
clima y variada flora; a su vez se trata de uno de los paises productores
comunitarios mas apreciados de miel cuya valorizacion econdémica anual se
estima en 62 millones de euros (miel, cera y polen). Sin embargo, la
importancia econdmica de este sector sobre el valor de facturacion es de un
0,44% sobre la Produccion Final Ganadera y un 0,17% de la Produccion Final
Agraria, siendo muy inferior a la de otros sectores (MAPA, 2023).

A nivel nacional, el sector ha ido aumentando el censo de colmenas
progresivamente desde 1996 con 1.884.342 colmenas hasta marzo de 2024
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con 2.803.668, lo que supone un descenso del 9,5% respecto al 2022. Por
consiguiente, Espania es el pais comunitario mas importante relativo a la
produccién apicola, con un 14,14% del censo total, por delante de Rumania
(11,6%), Grecia (11,1%) y Polonia (10,8%) (Figura 5) (European Commission,
2024). Por otro lado, hay que indicar que el sector refleja una gran
profesionalizacion, sobre todo en las zonas que concentran el censo (22%
Extremadura, 20% Andalucia y 14% Castilla y Leon), siendo el 73,8% de las
colmenas de apicultores profesionales.

100,00

73,81

o de colmenas

N
<]

31,69

Figura 5. Censo apicola en la Unién Europea 2022. Distribucion segun el tipo de colmenas. Fuente:
MAPA, 2023.

El ntimero de apicultores en Espafa entre 2020-2022 aumenté un 1,2%
respecto al periodo de 2017-2019, siendo 36.494 los apicultores censados.
Aproximadamente el 12,87% son profesionales, lo que supone uno de los
niveles mas altos de profesionalizacion de la UE, junto a Bulgaria y Grecia.

El niimero de explotaciones apicolas en Espafia han aumentado en torno al
55% en el periodo comprendido entre el 2010 y el 2024, sin embargo, no
aumento el porcentaje de profesionalizacion (aquellas con mas de 150
colmenas) manteniéndose estable durante estos ultimos afos (17%
explotaciones profesionales). La apicultura espafiola profesional se
caracteriza por ser fundamentalmente trashumante, de manera que los
apicultores trasladan sus colmenas a los lugares donde se produce la
floracion, mientras que los apicultores no profesionales utilizan los sistemas
estantes cuyo consumo va destinado fundamentalmente al hogar y se
localizan principalmente en la zona norte del pais.
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La produccion de miel en Espana se sittia en torno a las 27.423 t (afio 2023)
(Figura 6), la cual ha sufrido un descenso respecto a afios anteriores (35.279
t en 2003, 34.624 t en 2011, 36.394 t en 2018 y 33.376 t en 2019), producido por

unas condiciones climéaticas desfavorables.
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Figura 6. Evolucién historica de la produccién de miel y cera en Espafia (toneladas). Fuente: MAPA,
2023.

La mayor produccion de miel, que concentra el 60% del total de la
produccion en Espafha (Figura 7), se sitia en cuatro Comunidades
Autoénomas (CCAA): Comunidad Valenciana (16,6%), Castilla y Ledn (16%),
Andalucia (14,4%) y Extremadura (13%), coincidiendo con las CCAA con
mayor censo de colmenas.

Resto i Aragon
Andalucia 2,5%

C.Valenciana 7,4% 14,4%
16,6%

R de Murcia
3,7%

Galicia
9,7% Cast y Ledn

16,0%

Extremadura
13% |Catalufia 6%

Figura 7. Produccién de miel en Espafa distribuida por Comunidades Auténomas en el afio 2023
(toneladas). Fuente: MAPA, 2023.
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Durante 2023, las importaciones de miel por parte de Espafia fueron de
31.380 t (6.265 t menos que en 2022), cantidad superior a la producida en el
propio pais el pasado ano. De esa cantidad, 16.313 t seria miel
extracomunitaria y 15.067 t miel de la UE. Un 43,1% de las importaciones
espafolas de miel llegaron desde China, con 8.124 t; otro 19,7% (3.715 t)
procedieron de Argentina (3.715 t); y un 12,1% de Ucrania con 2.157 t.

Por el contrario, las exportaciones de miel fueron de 27.762 t (397 t menos
respecto a 2022), unas 20.681 t se dirigieron a otros paises de la UE y 7.080 t
a destinos extracomunitarios. En 2015 se llevo a cabo el mayor volumen de
miel exportada con 30.028 t. Un 32,8% (6.788 t) de las exportaciones
espafiolas de miel hacia la UE se dirigieron a Francia; otro 24% (4.961 t) a
Alemania; y un 14,2% (2.944 t) a Portugal.

2. Principales componentes de la miel

La miel se ha empleado desde tiempos muy remotos como edulcorante y en
preparados medicinales. Se trata de un alimento muy complejo, cuya
composicion varia debido a dos factores elementales (Mato, 2004):

- Composicion del néctar o mielato del que procede.

- Especie/Raza de abeja.

- Factores externos como las condiciones climaticas, la zona geografica,
la maduracion, paso del tiempo, estado de la colmena, asi como
operaciones llevadas a cabo por los apicultores como la extraccion de
la miel, los cuales afectan en un menor grado a la composicion.

Desde el punto de vista quimico, la miel se podria definir como un alimento
natural principalmente compuesto de aztcares y agua. También estan
presentes compuestos como enzimas, vitaminas, dcidos organicos, proteinas,
minerales, aminodcidos, compuestos fenolicos, sustancias aromaticas,
pigmentos, ceras, granos de polen, en proporciones inferiores al 1% y no por
ello menos importantes ya que van a ser determinantes en caracteristicas que
diferencian a las mieles como el color, el aroma y el sabor (Alvarez-Suarez,
2017; Belitz et al., 2009; Saenz & Gomez, 2000; Mato, 2004).

La cantidad de agua en la miel varia entre el 16 y 18% e influye claramente
en fenomenos como la fermentacion y la granulacion, y en otras propiedades
como la viscosidad, densidad y caracteristicas organolépticas (Mato, 2004).
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2.1. Carbohidratos

La mezcla de aztcares mas representativa de la miel es la formada por los
monosacdridos fructosa (F) y glucosa (G), pero también contiene algunas
cantidades de otros azticares complejos. Esta solucién sobresaturada de
azucares solo es posible producirla a temperatura de la colmena (30 °C) y con
la accion de la enzima invertasa, secretada por las glandulas hipofaringeas
de las abejas, que invierten la sacarosa, del néctar o mielato, en glucosa y
fructosa (Alvarez-Suarez, 2017). La composicion de aztcares depende
principalmente del origen botdnico de la miel, origen geografico,
climatologia, procesamiento y el almacenamiento (da Silva et al., 2016). Estos
carbohidratos principalmente son los responsables de ciertas propiedades
fisicoquimicas y sensoriales de la miel como el sabor, la viscosidad, la
granulacién y la higroscopicidad (Cavia et al., 2007; Juan-Borras et al., 2014).

Los monosacaridos representan alrededor del 75% de los aztuicares que se
encuentran en la miel, junto con un 10 - 15% de disacaridos y pequefias
cantidades de otros azucares (da Silva et al., 2016).

Durante el almacenamiento, la composicion de azticares de la miel continta
cambiando debido a la accion de las enzimas y la temperatura. Cuando el
almacenamiento de la miel se realiza a temperaturas inferiores a las de la
colmena, algunos de los aztcares, especialmente glucosa y fructosa, pueden
cristalizar. En general, la cristalizacion lenta de la miel ocurre cuando la
relacién glucosa/contenido de agua es inferior a 1,7, mientras que cuando
esta relacion es mayor a 2,0 el proceso es rapido y tiene lugar por completo
(Dobre et al., 2012).

2.2, Proteinas

El contenido proteico de la miel es muy bajo, aproximadamente de 0,5%, y
procede del néctar o del mielato (enzimas y aminodcidos libres), del polen
de las flores y de las propias abejas (Bogdanov et al., 2008; da Silva et al.,
2016; Ledn-Ruiz, 2013). Entre las proteinas destacan las albuminas,
globulinas, proteasas y los nucleoproteidos (Cavia, 2002).

La presencia de enzimas en la miel permite diferenciar la miel de otros
edulcorantes (Juan-Borras, 2016). Las diastasas o amilasas son las enzimas
mas importantes ya que hidrolizan el almidon en glucosa. Otras enzimas a
destacar son: las invertasas o sacarasas (conversion de azucares) (Juan-
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Borras, 2016; Sobrino, 2020), la glucosa oxidasa (contribuye a la acidez y
actividad antibacteriana de la miel) (Alvarez-Suarez, 2017; Sobrino 2020), la
catalasa (eliminacion del peroxido de hidrogeno) y la fosfatasa acida
(formacion de fosfatos e indicador de los procesos de fermentacion) (Alonso-
Torre et al., 2006).

Los aminoacidos libres representan aproximadamente el 1% (p/p) de los
constituyentes de la miel, provenientes principalmente del néctar, polen y de
las propias abejas (Alvarez-Suarez, 2017; da Silva et al., 2016). El aminoacido
mas abundante en la miel es la prolina y representa entre 50 - 85% de la
fraccion de estos compuestos, seguido de la fenilalanina (Belitz, 2009; Iglesias
et al., 2006; Sobrino, 2020; Truzzi et al., 2014).

2.3. Lipidos

Los lipidos estan presentes en la miel aproximadamente en un 0,04% y
provienen principalmente del polen y de posibles restos de cera (Diaz-
Moreno, 2009; Sobrino, 2020).

24. Acidos organicos

Los acidos organicos estan presentes en la miel en cantidades alrededor de
0,5 - 0,6%, favoreciendo la proteccion de la miel frente a la acciéon microbiana
e influyen en las propiedades organolépticas (color y sabor) y fisicoquimicas
(acidez, pH y conductividad eléctrica) (Cavia, 2002; Diaz-Moreno, 2009;
Mato et al., 2006). Los valores de pH oscilan entre 3,4 y 6,4 aproximadamente
(Diaz-Moreno, 2009). El 4cido organico predominante es el acido gluconico
que se forma por oxidacidon enzimatica de la glucosa (Saenz & Gdémez, 2000).

2.5. Minerales y oligoelementos

El contenido de minerales en la miel oscila entre 0,04% en mieles claras y
0,2% en mieles oscuras (Alqarni et al., 2014). Este pardametro varia en funcién
del origen botanico, las condiciones edafico-climaticas y las técnicas de
extraccion (De Lorenzo, 2002; Diaz-Moreno, 2009).

El elemento mayoritario es el potasio (80%) seguido del cloro, azufre, sodio,
calcio, fésforo, magnesio, manganeso, silicio, hierro y cobre (Diaz-Moreno,
2009; Sobrino, 2020).
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2.6. Vitaminas

Las vitaminas de la miel proceden del néctar y del polen de las plantas y
estan presentes en cantidades muy pequenas por lo que no contribuyen al
valor nutricional (Diaz-Moreno, 2009; Sobrino, 2020).

La vitamina C (acido ascérbico) es la predominante en las mieles y se ha
evaluado principalmente por su efecto antioxidante, siendo su contenido
medio de alrededor de 2 mg/100 g (Alvarez-Suarez, 2010; da Silva et al,,
2016).

2.7. Pigmentos

Los pigmentos en la miel son escasos pero interesantes, ya que determinan
significativamente su color, una de las de las caracteristicas comerciales mas
importantes debido a su relacion con el origen botanico (Visquert, 2015).
Existen dos tipos de pigmentos, hidrosolubles (polifenoles y antocianinas) y
liposolubles (B-caroteno y xantofilas) (Combarros-Fuertes, 2018). Las mieles
claras contienen principalmente pigmentos liposolubles, mientras que las
mieles oscuras contienen en su mayoria pigmentos hidrosolubles (Diaz-
Moreno, 2009).

2.8. Compuestos volatiles

Los compuestos organicos volatiles, se encuentran presentes en la miel en
concentraciones muy bajas como una mezcla compleja que incluye
hidrocarburos, aldehidos, cetonas, acidos y ésteres, derivados del benceno,
furanos y piranos, terpenos y sus derivados, asi como otros compuestos
heterociclicos (Fratianni et al., 2024; Khalil et al., 2023).

Los compuestos organicos volatiles, que contribuyen al aroma de la miel,
varian en calidad y cantidad debido a varios factores, como las especies de
plantas que proporcionan el néctar, la accion de las abejas, el drea geografica,
el entorno, las condiciones de procesamiento y almacenamiento, la

tecnologia de cosecha y la accion de los microorganismos.
2.9. Compuestos fendlicos

Los compuestos fenolicos son uno de los grupos mds numerosos de
metabolitos secundarios de las plantas, biosintetizados principalmente para
la proteccién contra el estrés biodtico y abiotico y dafio oxidativo (eliminando
los radicales libres e inhibiendo la oxidacién de lipidos), y son transferidos a
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través del néctar a la miel (Alvarez-Suarez, 2017). Segiin su estructura
quimica se dividen en dos grupos: no flavonoides (acidos fendlicos) (Figura
8) vy flavonoides (flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanoles,
antocianidinas, isoflavonas y chalconas) (Figura 9) (Andersen & Markham,
2006; Juan, 2001). Los flavonoides influyen en las cualidades organolépticas
de la miel y han sido considerados como indicadores del origen floral y
geografico de la miel (Fennema, 2000; Juan, 2001).

Acidos benzoicos

A ci R R
COOH &hidr‘::il::nzoico : : R, R o T Oos dides
H H ¢ Acido R, R, R,
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OH — :
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Acido Ry R, Acido fenilpropanoico
R. NS OH cinamico H H OH
p- cumarico | QH H 0. OH OH
Ry cafeico OH OH - f I/©/
ferdilico OH | oCH, o

Acido rosmarinico
OH

Figura 8. Estructura de los principales acidos fenélicos descritos en la miel. Fuente: Adaptado de
Alvarez-Suarez, 2017.

El origen botanico determina el perfil de flavonoides y compuestos fendlicos
y permite la diferenciacién en base al predominio de algunos componentes
o grupo de compuestos en la miel (marcador quimico) (Alvarez-Suarez,
2017).
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Figura 9. Estructura de los principales flavonoides descritos en la miel. Fuente: Adaptado de Alvarez-
Suarez, 2017.
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3. Propiedades fisico-quimicas de la miel

La miel, al igual que el resto de los alimentos, presenta propiedades fisicas
cuyo conjunto determina su calidad, y que son responsables de la aceptacion
por parte del consumidor. También posee propiedades quimicas
susceptibles a la variabilidad dependientes de muchos factores como: origen
botanico, naturaleza del suelo, tipo de abejas, fortaleza de la colmena y las
condiciones de conservacion de la miel. Los distintos componentes de la miel
en su conjunto le confieren propiedades quimicas especificas para cada tipo
de miel.

Alguna de las propiedades importantes son la conductividad eléctrica, el
indice de refraccion, la densidad, la viscosidad, la cristalizacion, el color, el
pH, la acidez libre, lactdénica y total, la humedad, la actividad de agua (Aw).
A continuacion, se describen algunas de ellas.

3.1. Densidad

La densidad de una sustancia es la relacion entre su masa y su unidad de
volumen para una temperatura constante (Baglio, 2018). Debe tenerse
presente que el valor de la densidad depende del contenido de agua de la
muestra y de la temperatura a la cual se lleva a cabo la medicién. Esta varia
entre 1,30 y 1,44 g/l a 20 °C dependiendo del tipo de miel (Crane, 1975;
Dadant, 1975; Sdenz et al., 2000; Septlveda, 1986).

3.2. Viscosidad

La viscosidad se define como la resistencia interna de los fluidos frente a una
fuerza externa (Baglio, 2018). Esta propiedad varia segun el origen floral y es
altamente dependiente de la temperatura, disminuyendo su valor al
aumentar esta ultima (Fattori, 2004). Ademas, el calentamiento durante el
procesamiento de la miel disuelve los cristales, concentra el producto y
garantiza la estabilidad microbiolodgica y fisica (Singh & Bath, 1997). Por otro
lado, influye en el porcentaje de agua y la relacion fructosa/glucosa, de
manera que a mayor cantidad de fructosa las mieles son menos viscosas y a
mayor cantidad de aztcares superiores mayor es la viscosidad (Diaz-
Moreno, 2009).

Con arreglo a la viscosidad, la gran mayoria de las mieles se pueden definir
como fluidos newtonianos. No obstante, ciertos tipos de mieles presentan un
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comportamiento no newtoniano, debido a la presencia de compuestos de
alto peso molecular (dextranos), como por ejemplo la de eucalipto (Diaz-
Moreno, 2009; Talenque, 2019). Otras mieles presentan flujos
pseudoplasticos y tixotrépicos, al ser agitadas su viscosidad disminuye, esto
es debido a su alto contenido de proteinas cuya presencia depende del origen
floral de la misma (Stelmakiene et al., 2012; Witczak et al., 2011). La miel de
brecina (Calluna spp.) presenta este fendmeno (Fattori, 2004). La tixotropia
confiere a las mieles una estructura similar a un gel, lo que dificulta su
extraccion de los panales y su manipulacion.

Por lo tanto, es una propiedad importante para el manejo y procesado ya que
afecta a las propiedades tecnoldgicas, ya que cuanto mas viscosa es mas
dificil es su homogeneizacion (Talenque, 2019). Ademas, influye en la
aceptacion de los consumidores, al contribuir en su percepcidn organoléptica
(Escriche et al., 2017).

3.3. Cristalizacion

La cristalizacion de las mieles es un fendmeno fisico complejo. La miel es una
solucion sobresaturada de aztucares que alcanza el equilibrio con la
cristalizacion y se refleja a través de su tendencia a granular en la mayoria
de los casos (Crane, 1975). Esta caracteristica es debida a la precipitacion de
los cristales de glucosa cuyo crecimiento provoca la separacion de la miel en
dos fases, una fase sdlida constituida por cristales de glucosa y otra fase
superior liquida con un mayor contenido en agua, lo cual favorece el
crecimiento microbiano y las fermentaciones (Graga, 1987) y a su vez
condiciona la aceptacion por parte de los consumidores (Sancho et al., 1991).

La cristalizacion varia en funcién de varios factores como el contenido en
agua, composicion en azucares (principalmente glucosa y fructosa) y
temperatura de conservacion. Esta afecta en gran medida al color y la textura
de la miel, dejando inalterado el resto de las propiedades de la miel liquida
(Talenque, 2019).

3.4. Temperatura de transicion vitrea (Tg)

Una propiedad importante para el manejo de la miel y relacionada con la
viscosidad y cristalizacion es la temperatura de transicion vitrea. La miel en
estado liquido, actiia como un vidrio viscoso donde los azticares estan en
una forma amorfa. Al bajar la temperatura, su viscosidad aumenta. Si se
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enfria rdpidamente, alcanza una viscosidad de aproximadamente 102 Pa-s,
comportandose como un solido y ralentizando las reacciones quimicas. Al
calentarla lentamente, la miel empieza a fluir nuevamente a una viscosidad
de alrededor de 107 Pa-s, lo que permite la movilidad molecular y acelera las
reacciones. Esta temperatura se denomina temperatura de transicion vitrea
(Ts) y para la miel se sittia entre - 40 y - 50 °C. Conocer la T; es importante
para el procesamiento y almacenamiento de la miel, ya que por debajo de
esta temperatura la cristalizacion se detiene debido a la falta de movilidad
molecular (Bhandari et al., 1999). Al tener una baja T, la miel a temperatura
ambiente es pegajosa y muy dificil de trabajar con ella. Esa baja T; en las
mieles es debida a la baja T; de los monosacaridos (31 °C para glucosay 5 °C
para fructosa). Ademas, la T; se ve muy influenciada por el contenido de
humedad de la miel, ya que el agua acttia como plastificante, disminuyendo
aun mas su valor. Por lo tanto, la T; es la temperatura a la cual una sustancia
cambia de un estado solido-vitreo (10'? Pa-s) a un estado liquido gomoso (10°
- 107 Pa-s) (Samborska, 2019).

3.5. Color

El color es una propiedad optica de la miel, resultado de los distintos grados
de absorcion de luz a diferentes longitudes de onda por parte de los
componentes de este alimento (FAO, 1990).

El color de la miel varia mucho desde blanco (algunas son incoloras) a pardo
oscuro casi negro, pasando por tonalidades de amarillo (miel de girasol),
ambar, rojizo (miel de brezo), verdoso (miel de tomillo) y marrén (Talenque,
2019).

La variabilidad de colores puede ser debida a la presencia de pigmentos
como carotenos, xantofilas y a compuestos fendlicos, como flavonoides, que
se encuentran en el néctar de las flores (Huidobro & Simal., 1984), de ahi que
el color se relacione con el origen botanico de la miel e incluso con su
composicion.

Asi mismo, este parametro depende de otros muchos factores como son las
caracteristicas climatologicas y ambientales, el estado de maduracién, la
presencia de impurezas, contenido de cenizas, la temperatura en la colmena,
el tiempo de almacenamiento (Gambaro et al., 2007; Silva et al., 2016) y el
estado de cristalizacion (Ledn-Ruiz ,2013).
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La determinacion del color resulta una herramienta til para la clasificacion
de las mieles y a su vez resulta importante para el consumidor a la hora de
su adquisicion (Zandamela, 2008).

La Comisién Internacional de Color (CIE) a través del sistema CIELab,
posiciona el color en el espacio que se define por una combinacién de las
coordenadas cilindricas y cartesianas donde un punto se asocia a un solo
color. Las coordenadas del sistema CIELab son: claridad o luminosidad (L¥),
cromaticidad rojo/verde (a*), cromaticidad amarillo/azul (b*), croma o
intensidad (C*) y el angulo de tono (h*). Cuando el valor de a* (eje de
abscisas) es positivo mostrara la desviacion en el sentido de la tonalidad roja
y cuando el valor es negativo mostrara la desviacion en el sentido del verde.
En el caso de b* (eje de ordenadas) cuando el valor es negativo mostrara la
desviacion en el sentido de la tonalidad amarilla, y cuando es negativo
mostrard la desviacion en el sentido de la tonalidad azul. La coordenada L*
(eje Z) va de 0 (negro) a 100 (blanco).

3.6. Humedad

El contenido en agua de la miel es un factor determinante en su calidad, no
solo porque influye en sus caracteristicas organolépticas (viscosidad,
condiciones de palatabilidad y sabor), sino, ademas por condicionar su vida
util (Bogdanov et al., 2002; Bogdanov et al., 2004; Sdenz & Gdémez, 2000). La
miel absorbe humedad del ambiente, al ser higroscopica, por lo que las
condiciones de almacenamiento y las operaciones de procesamiento deben
ser adecuadas para evitar este problema (Karabagias et al., 2014).

El valor maximo de humedad en la miel no debe exceder de 20 g/100 g
(Codex Alimentarius, 2001). Si se superan estos valores es susceptible de
fermentacion, lo que daria lugar a una variacion de las propiedades
organolépticas, peso especifico, viscosidad y, en consecuencia, disminucion
de su valor econdmico en el mercado (De Lorenzo, 2002). Las mieles con un
contenido alto de humedad (20-23%) favorecen el crecimiento de levaduras
osmofilas, mientras que las mieles con un porcentaje de humedad inferior al
14% son excesivamente viscosas y dificiles de extraer y manipular
(Estupifian et al., 1998; Visquert, 2015).
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3.7. Aw

La actividad de agua (aw) permite reflejar de manera mads exacta la
disponibilidad potencial del agua en el alimento para los microorganismos,
que la expresion del contenido total de humedad del producto (Zandamela,
2008).

Es un parametro util para prever el estado y la estabilidad de un alimento en
relaciéon con sus propiedades fisicas, la velocidad de las reacciones de
alteracion, la actividad enzimatica y el crecimiento y desarrollo de los
microorganismos (Labuza et al., 1976).

La miel generalmente tiene una aw entre 0,500 y 0,650, valores por encima de
0,600 representan un umbral critico para la estabilidad microbiana
(Acquarone, 2004).

4. Potenciales propiedades bioldgicas de la
miel

La miel ha sido utilizada por los humanos desde hace mas de 5000 afios, con
fines nutricionales y medicinales (Samarghandian et al., 2017). Este producto
tiene una amplia gama de propiedades y aplicaciones (Kurek-Gorecka et al.,
2020), al tratarse de una mezcla compleja, que se origina a partir del néctar
de las plantas, el polen y las propias abejas (Brudzynski et al., 2017). Varios
estudios han revelado que la miel tiene numerosas propiedades biologicas
como cicatrizante de heridas (Couquet et al, 2013), antioxidante,
antimicrobiano, nematicida, antimutagénico y anti-inflamatorio (Rafael et
al., 2021). De hecho, actualmente este producto natural representa una rama
de la medicina alternativa, llamada apiterapia (Bourlioux 2013; Mandal &
Mandal 2011).

Por sus propiedades cicatrizante y antimicrobiana, la miel se utiliza desde
hace mucho tiempo para el tratamiento de infecciones de la piel (Moody et
al., 2011), habiéndose empleado en heridas infectadas (Hegazi et al., 2017) y
heridas crénicas (Eteraf-Oskouei & Najafi 2013), quemaduras infectadas
(Hananeh et al., 2015), heridas posquirtrgicas infectadas, escaras (Ahmed et
al., 2003) e infecciones del tracto respiratorio infantil (Oluwapelumi et al.,
2017).
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4.1. Actividad antioxidante

El estrés oxidativo se caracteriza por un desequilibrio a favor de los agentes
oxidantes sobre los antioxidantes. Causa dafo oxidativo, que puede afectar
a una variedad de actividades fisioldgicas, siendo a su vez la base del dano
estructural y funcional de las principales biomoléculas como dacidos
nucleicos, lipidos y proteinas. Este tipo de lesiones conducen al desarrollo de
varias enfermedades, como el cancer, los trastornos metabdlicos y las
disfunciones cardiovasculares.

Los oxidantes primarios en los sistemas bioldgicos son los radicales libres,
las especies reactivas de oxigeno (ROS) tales como el anién superoxido (Oz),
el radical hidroxilo (OH) o el radical perdxilo (ROO), las especies reactivas
del nitrogeno (RNS) tales como el anidn peroxinitrilo (ONOO-), el monodxido
de nitrégeno (NO) y el didoxido de nitrogeno (NO:) y las especies reactivas
de azufre (RSS) tales como el radical tiilo (RS’), los acidos sulfénicos (RSOH)
y los éxidos de disulfuro (RS(O2)SR) (Becerril-Sanchez et al., 2021; Leon-Ruiz,
2013). Estos se forman fisiologicamente en varios procesos bioquimicos
celulares que tienen lugar en el organismo, como la sintesis aerdbica de
oxigeno en las mitocondrias, el metabolismo de 4cidos grasos, la
metabolizacion de medicamentos y la actividad inmunitaria de sistemas
(Banerjee et al., 2016; Hussain et al., 2016; Yang et al., 2013); también pueden
ser creados por fuentes externas como la contaminacién, un inadecuado
estilo de vida, rayos UV, radiaciones ionizantes y efectos psicofisicos del
estrés por un ejercicio fisico extenuante (Pham-Huy et al., 2008).

Los antioxidantes son compuestos que pueden transferir hidrogeno o un
electron a los radicales libres, neutralizando, reduciendo o eliminando su
capacidad para dafar células y macromoléculas clave, incluidos acidos
nucleicos, proteinas y lipidos (Lobo et al., 2010) (Figura 10). De manera que,
los compuestos antioxidantes cuando se encuentran con un radical libre y
ceden un electrén, permiten que el radical libre se estabilice y se detenga la
reaccion en cadena, dejando asi de generar radicales libres. Por otro lado, el
antioxidante se oxida y se convierte en una sustancia inocua (Ledn-Ruiz,
2013).

Para reducir los efectos negativos del estrés oxidativo, el sistema de defensa
endogeno del cuerpo humano produce enzimas antioxidantes y compuestos
no enzimaticos, como glutatién, vitaminas, coenzima Q, entre otros. Sin
embargo, requiere de ayuda externa para modular estos efectos negativos
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con mayor eficacia. Los compuestos antioxidantes de la dieta se consideran
ayudas externas, ya que se obtienen durante la ingestion de alimentos, la
mayoria de ellos estdn presentes en alimentos hortofructicolas y otras
fuentes del reino vegetal y animal (Palma & Seiquer, 2020).

Radicales
@ libres %
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® Antioxidante
®

(<) Radical libre
Los radicales libres () neutralizado

dafian el DNAy
otras biololéculas

Figura 10. Mecanismos de accién de antioxidantes. Fuente: Abril-Ibarra, 2022.

Se ha demostrado en estudios recientes que la miel posee un gran potencial
como antioxidante natural (Hegde et al., 2023; Lakhmili et al., 2024; Zapata-
Vahos et al., 2023; Zhang et al., 2024) debido a los altos niveles de
componentes anti-radical que presentan ciertos tipos de mieles. Los
compuestos fendlicos contribuyen significativamente al poder de esta
actividad, pero a pesar de ello, parece que la actividad antioxidante es el
resultado de la actividad combinada de los compuesto fendlicos de la miel
(flavonoles, flavonas y flavonones), acidos fendlicos (dcido benzoico y acido
cindmico) y otros acidos orgdnicos (dcido oxalico, glucénico, mdlico y
citrico), algunas enzimas (glucosa oxidasa, catalasa, peroxidasa, entre otras),
acido ascérbico, carotenoides, productos de la reaccion de Maillard, péptidos
y proteinas (Kristbergsson & Otles, 2016; Le6n-Ruiz, 2013). Ademas, alguno
de estos compuestos ha demostrado tener actividad antioxidante tanto in
vitro como in vivo (Alevia et al, 2021, Zammit & Blundell, 2023). La
composicion de la miel varia significativamente en funciéon del origen
botadnico del que provenga, lo que influye en la cantidad y tipo de sustancias
antioxidantes presentes y, por ende, en la capacidad de su actividad
antioxidante. De forma general, las mieles mas oscuras y turbias contienen
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mas compuestos fendlicos y como consecuencia su actividad antioxidante es
mayor en comparacion con las de color mds claro y transparente
(Combarros-Fuertes, 2018, Zammit & Blundell, 2023).

También se ha observado que factores como los cambios ambientales o
estacionales, las condiciones de procesado y almacenamiento o el material
de envasado pueden afectar a la capacidad antioxidante de la miel (Gheldof
& Engeseth, 2002; Manickavasagam et al., 2024).

4.2. Actividad antibacteriana

Desde el descubrimiento de la penicilina en los afios 40, la sintesis y
utilizacion de diversos antibioticos han tenido un impacto muy positivo en
la salud y el bienestar humanos (Lobanovska & Pilla, 2017). Sin embargo, el
alarmante aumento en la aparicion de cepas bacterianas resistentes a estos
medicamentos ha complicado el tratamiento de las infecciones bacterianas
con los antibidticos disponibles, lo que ha resultado en un incremento de la
morbilidad y la mortalidad. Las bacterias han desarrollado varios métodos
para adquirir genes de resistencia o modificar sus genes existentes con el fin
de resistir a ciertos antibioticos. Estos mecanismos han mejorado la
supervivencia y adaptabilidad tanto de microorganismos patégenos como
no patodgenos (Khataybeh et al., 2023).

Algunas sustancias naturales son reconocidas por sus propiedades
antibacterianas, aunque solo unas pocas han demostrado ser realmente
efectivas. La miel, sin embargo, ha continuado demostrando su notable
eficacia antibacteriana (Abuelgasim et al., 2021; Holubov4 et al., 2021) contra
bacterias Gram-positivas (Streptococcus pyogenes, Mycobacterium tuberculosis,
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina, Streptococcus pneumonia,
Streptococcus agalactine) y Gram-negativas (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhi, Salmonella paratyphi, Salmonella enterocolitis,
Shigella dysenteriae, Shigella flexneri) (Al-Kafaween et al., 2023).

La mayor parte de la actividad antibacteriana y de las propiedades
potencialmente medicinales de la miel contra un amplio espectro de
bacterias se han atribuido tanto a sus caracteristicas fisicas (alta osmolaridad
y acidez) como a sus componentes quimicos, principalmente perdxido de
hidrogeno (formado por oxidacion de la glucosa a acido glucénico por la
enzima glucosa oxidasa) y otros compuestos denominados no-perdxido
(compuestos fenolicos, metilglioxal, péptidos antimicrobianos) (Figura 11)
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(Almasaudi, 2021; Nolan et al, 2019). Todos estos componentes y
propiedades estan presentes en diferentes tipos de miel en diversos grados,
dependiendo de los diferentes origenes botanicos, origenes geograficos,
fuentes entomologicas, condiciones climaticas y tiempos de almacenamiento
de la miel (Khataybeh et al., 2023). Ademas, la naturaleza higroscdpica de la
miel y la alta interaccion con moléculas de azticar deja muy pocas moléculas
de agua disponibles para los microorganismos, y complementa su accion
antibacteriana (Khataybeh et al., 2023; Olaitan et al., 2007).
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Figura 11. Componentes antimicrobianos clave de la miel. (A) Peréxido de hidrogeno, (B) Acidez, (C)
Defensina-1, (D) Metilglioxal, (E) Osmolaridad y (F) Compuestos fendlicos. Fuente: Adaptado de Yupanqui-
Mieles et al., 2022.

4.3. Actividad anti-inflamatoria

La inflamacion es una respuesta protectora del sistema inmunologico que
puede ser desencadenada por estimulos patogenos y no patdgenos, como
bacterias, hongos, pardsitos, sustancias toxicas y lesiones tisulares. Sin
embargo, la aparicion de una inflamacién descontrolada junto con la
presencia de estrés oxidativo podria conducir al desarrollo de afecciones
inflamatorias crénicas (Ranneh et al., 2021).

La actividad anti-inflamatoria se lleva a cabo mediante varios mecanismos
moleculares, principalmente a través de la inhibicion de la activacion del
complemento, la infiltracion de células inflamatorias, la produccion de
citocinas, la fagocitosis de macrofagos y la produccion de éxido nitrico
(Poulsen-Silva et al., 2023).
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La miel debido a sus propiedades inmunomoduladora, antioxidante y
antimicrobiana puede utilizarse como tratamiento alternativo en una amplia
gama de trastornos inflamatorios agudos o crénicos humanos, incluyendo
cicatrizacion de heridas, asma, diabetes tipo 2, enfermedades
cardiovasculares y gastrointestinales (El-Seedi et al., 2022).

Las propiedades anti-inflamatorias de la miel pueden atribuirse a los
compuestos fenolicos y flavonoides, a su bajo pH y alto contenido en
azucares (Poulsen-Silva et al., 2023).

Ademas, la capacidad de la miel para eliminar los radicales libres debido a
sus componentes antioxidantes ayuda a mitigar el estrés oxidativo, un factor
clave de la inflamacion (Oryan et al., 2016).

5. Usos de la miel en alimentos y sus
inconvenientes

En la industria alimentaria, existe un interés en los productos de las abejas,
como la cera, los propodleos, la miel y el polen, debido a su composicion tinica
y propiedades bioactivas. Estos productos ofrecen un gran potencial para
sustituir edulcorantes, conservantes, recubrimientos y grasas de origen
quimico, contribuyendo asi a mejorar la calidad, seguridad y funcionalidad
de los alimentos de manera sostenible e innovadora (Maicelo-Quintana et al.,
2024).

La miel se utiliza ampliamente tanto a pequena escala como a nivel industrial
en panaderia, confiteria, cereales de desayuno, productos lacteos, aderezos
y salsas, carnes y pescados, barritas de snack dulces, helados, bebidas no
alcohdlicas, y frutas y verduras (Tabla 1).

La industria panadera es, indudablemente, la principal usuaria de miel. La
miel tiene un papel importante en el procesado de productos horneados,
como panes, pasteles, galletas o magdalenas (entre otros), proporcionando
ventajas en cuanto a sabor, calidad de conservacion y textura (Conforti &
Lupano, 2004; Hercegova et al.,, 2019; Kazanci et al.,, 2024; Rana, 2014;
Vaclavik & Christian, 2014;). En la produccion de caramelos, la miel se utiliza
solo en pequefias cantidades, ya que su higroscopicidad presenta una
desventaja importante, debido a que reduce el tiempo de conservacion y
humedece la superficie, lo que hace que se peguen entre si (Seth & Mishra,
2011). Varios productos de cereales para el desayuno utilizan mieles en sus
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Tabla 1. Usos de la miel en diferentes productos alimenticios

Producto

Cantidad de miel

Objetivo

Referencia

Productos de panaderia

Pasteles y galletas (Cookies) 60, 80 y 100% Sustituir los aztcares refinados Kazanci et al., 2024

Pan 10 -50% Edulcorante alternativo Vaclavik & Christian, 2014
6,7 -9,6% Aumentar la vida util y la estabilidad oxidativa Hercegovd et al., 2019
50 — 55% Edulcorante alternativo Rana, 2014

Galletas (Biscuits)

1:1 (miel:H20)

Ingrediente funcional de pardmetros reoldgicos
de las masas y aportar sabor

Conforti & Lupano, 2004

Magdalenas 25% Edulcorante alternativo Conforti & Strait, 1999
;;:}gcz)t;mpakl (Dulce Miel + (aét(;l:;c())sizlgi\cs))en co Aumentar la vida util Arvanitoyannis et al., 2011
Relleno de galletas Sustituir los azticares refinados. Ingrediente
0-46% funcional de parametros estructurales del relleno. Patrignani, Battaiotto &
Aumentar el contenido de antioxidantes y la vida Conforti, 2022
atil.
Productos alimenticios complementarios
Barrita de cereales sin 50% Edulcorante y aglutinante Kaur et al., 2018
gluten
Barrita nutritiva de lentejas 3-5% Edulcorante y aglutinante Ryland et al., 2010
Bebidas
Bebidas funcionales a base 6— 8% Favorecer el crecimiento de BAL a temperaturas Sar et al,, 2020
de yuca de congelaciéon
Vino 100% Edulcorante Jangra et al., 2018
Cereales y productos a base de cereales
Mijo fermentado 5% Edulcorante Di-Stefano et al., 2017
Tahin tradicional y tahin 9% Edulcorante Akbulut et al., 2012
Bozkir
Leche y productos lacteos
Helado de kéfir 16% Edulcorante Januario et al., 2018
Ahmed & El-Zubeir, 2015
Helado de leche de camello 6% Sustituir los azticares refinados

(Continta)

poxuy
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Producto

Cantidad de miel

Objetivo

Referencia

Helados con probidticos

15%

Edulcorante

Greenbaum & Aryana, 2013

50% de reemplazo

Sustituir los aztcares refinados

Moriano & Alamprese, 2017

Sustituir los aztcares refinados y disminuir el

Helado 13,5% L Khaliduzzaman et al., 2012
punto de congelacién
16% Edulcorante y mejora de la viscosidad Ozdemir et al., 2008
Yogur Bio 6% Edulcorante e ingrediente prebidtico Ammar et al,, 2015
100 pl (solucion de miel d
Leche liquida 00 pl (solucion de miel de 500 Conservante natural (antibacteriano) Krushna et al., 2007

mg/ml) por 500 ml de leche

Salsas y aderezos

Aderezo para ensalada

Estabilidad oxidativa

Rasmussen et al., 2008

Productos de confiteria

Aumentar la actividad antioxidante y el

Colmenares-Cuevas et al.,

Malvaviscos (caramelos) 50-75% contenido de compuestos fenolicos 2024
i?:?melo de leche de sojay 20 -30% Coagular proteinas Arii & Nishizawa, 2022
Ceilramelo de gelatina de 15,20 y 25% Sustituir los azticares refinados Mutlu et al., 2018
miel y zumo de frutas

A tar la humedad, disminuir de la d
Caramelos de miel 10 -50% umentar fa ttmedad, dismintir de la dureza y Seth & Mishra, 2011

aumentar el color

Pescados

Pescado fresco (Silurus
glanis)

Miel + Tratamiento térmico sous
vide

Marinado con efecto antimicrobiano

Lovaszova et al., 2024

Pescado (Chanos chanos)

20,25 y 30%

Actividad antimicrobiana

Hakim, Tjahjaningsih &
Sudarno, 2019

Carnes

Salchichas de cerdo cocidas
y crudas

5-10%

Estabilidad oxidativa y actividad antimicrobiana

Castillo-Zamudio et al., 2024

Embutidos fermentados
(Salchichones)

2% mezclas apicolas (90% miel+
10% propoleo/ 80% miel + 10%
propoleo + 10% jalea real) +
pequena cantidad de NO3/NOx

Estabilidad oxidativa

Hospital et al., 2024

(Continua)
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Producto

Cantidad de miel

Objetivo

Referencia

Jamoén y tocino

Miel + salmuera

Enmascarar la alta salinidad

Ramirez-Miranda et al., 2023

Carne de vacuno

Miel
(10, 20, 30 y 100%)

Marinado con estabilidad oxidativa y actividad
microbiana

Ayoob et al., 2023

Carne de vacuno

5%

Aportar actividad antioxidante al recubrimiento
comestible de K-carragenano

Veladsquez et al., 2022

0,57 -1,15% miel+ Catuaba +

Aumentar la actividad antioxidante, el contenido

Ichichas de cerd
tseaniell‘; asdecerdoy Galanga+ Raiz de rosa + Raiz de de compuestos fenoélicos y la actividad anti- Pottorak et al., 2019
maca + Guarana inflamatoria
0,57 — 1,15% Miel + Catuaba + - L. .. .. .
Ichichas de cerd Estabilidad oxidat tividad anti-inflamat
Salchichas de cerdo y Galanga+ Raiz de rosa + Raiz de stabilidad oxida iva, actividad anti-inflamatoria Poltorak et al,, 2018
ternera y antimicrobiana

maca + Guarana

Pollo a la parrilla

14, 7 g miel/100 g pollo

Reducir de formacion HAA y sus efectos
mutagénicos

Hasnol et al., 2014

Salchichas de vacuno 2,5-7,5% Estabilidad oxidativa Mohammed et al., 2013
Filetes de ternera y . 30% Inhibir de formacion (%e .HAA y sus efectos Shin & Ustunol, 2006
pechugas de pollo fritas mutagénicos
Carne fresca de vaca, cerdo,
pollo y filetes de pescado 5% Estabilidad oxidativa y actividad antimicrobiana Nagai et al., 2006
(Trachurus japonicus)
Hamburguesa de carne 5-15% Estabilidad oxidativa Johnston et al., 2005
Hamburguesa de pavo 5% Estabilidad oxidativa McKibben & Engeseth, 2002
Ant Rieck & D

Pechuga de pavo 0-20% Estabilidad oxidativa nony, 1;; 0 0& awson,
Frutas y verduras
Hambureuesa de protefna Ingrediente funcional de propiedades

. 8 p 5,98 g/ 100 g hamburguesa estructurales, aportar compuestos fendlicos y Kotodziejczak et al., 2024
de guisante texturizada L L

actividad antioxidante.

Zumos de manzanas 50— 90% Actividad antioxidante, inhibir el pardeamiento Gacche et al., 2009

enzimatico y actividad antimicrobiana

Manzanas cortadas

10% + impregnacion a vacio

Actividad antioxidante e inhibir el pardeamiento
enzimatico

Jeon & Zhao, 2005

(Contintia)
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Producto

Cantidad de miel

Objetivo

Referencia

Manzanas, mel6n, mango y
pina

Miel (10%) + pectina (2%)

Recubrimiento bioactivo deshidratante para fruta
cortada (aumento de la actividad antioxidante y
actividad antimicrobiana)

Santagata et al., 2018

Frutas y verduras

Inhibir el pardeamiento enzimatico

Chen et al., 2000

Fuente: Elaboracion propia.
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formulaciones para mejorar el sabor y aumentar el atractivo hacia el
consumidor. Se puede mezclar con copos de cereal y frutas secas, o utilizarse
como un componente en la pelicula endulzante y saborizante que cubre los
copos (Akbulut et al., 2012; Di-Stefano et al., 2017). La industria de bebidas
no alcohdlicas también utiliza la miel debido a la creciente demanda de
bebidas funcionales orientadas a la salud y el fortalecimiento (Jangra et al.,
2018; Sari et al., 2020).

El efecto antimicrobiano de la miel contrarresta el deterioro microbiano de
los alimentos carnicos (Ayoob et al., 2023; Castillo-Zamudio et al., 2024;
Nagai et al., 2006) y productos de la pesca (Hakim et al., 2019; Lovaszova et
al., 2024), mientras que la miel mejora el crecimiento de cultivos iniciadores
lacticos en leche y productos derivados (Krushna et al., 2007). Ademas, la
miel puede usarse como aditivo prebidtico en productos lacteos probioticos
(Ammar et al., 2015). Por otra parte, debido a sus propiedades antioxidantes,
la miel previene la oxidacion de lipidos en la carne (Castillo-Zamudio et al.,
2024; Hospital et al., 2024; Veldsquez et al., 2022). La adicién de miel en
carnes picadas (hamburguesas) y carnes cocinadas a altas temperaturas,
previene la formacion de aminas aromaticas heterociclicas (HAA) y sus
efectos mutagénicos (Hasnol et al., 2014; Shin & Ustunol, 2006). También se
han sefalado efectos de la miel contra el pardeamiento enzimatico de frutas
y verduras y bebidas refrescantes (Chen et al., 2000; Gacche et al., 2009; Jeon
& Zhao, 2005).

A pesar de ser muy versatil en la industria alimentaria, la miel tiene algunas
limitaciones significativas. Estas incluyen problemas como la adherencia a
los equipos industriales debido a su alta viscosidad y pegosidad, dificultades
en la manipulacién, almacenamiento, transporte, dosificacion y su
combinacién con productos pulverulentos (Jedlinska et al., 2021).

6. Obtencion de miel en polvo

El crecimiento de la poblacién, la consecuente demanda de alimentos vy,
sobre todo, un notable aumento de las enfermedades relacionadas con la
dieta, han impulsado el desarrollo de alimentos mas saludables y nutritivos.
Ademads, el desperdicio de alimentos estd en aumento, lo que hace
fundamental encontrar métodos para prolongar su vida tutil (Ueda et al.,
2023). Esto ha propiciado importantes avances en la ingenieria de alimentos,
particularmente en la exploracion de alternativas para la conservacion, como
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el uso de aditivos naturales o sintéticos, tratamientos térmicos y de
refrigeracion, recubrimientos protectores y la produccién de alimentos en
polvo (Cugq et al.,2011; Sridhar et al., 2021). A su vez, los alimentos en polvo
han despertado un gran interés en la industria alimentaria, ya que pueden
emplearse tanto como materia prima para la elaboracion de nuevos
productos, como también ser el producto final en muchos casos (Oyinloye &
Yoon, 2020).

Los productos en polvo se definen como sustancias particuladas sélidas con
un tamano que oscila entre 50 y 100 um, que se pueden clasificar en funcion
de sus caracteristicas primarias (propiedades individuales o inherentes) o
secundarias (propiedades de masa o de conjunto). Las propiedades
primarias incluyen la densidad de particulas, la porosidad, la forma, el
diametro, la dureza y la pegajosidad, mientras que las propiedades
secundarias estan relacionadas con la densidad y la porosidad en masa, la
distribucion del tamafio de particula y el contenido de humedad. Ademas,
los productos en polvo también se pueden clasificar en funcién de sus
caracteristicas fisicas (tamafio, forma, densidad y porosidad) o quimicas
(composicion, interacciones con otras sustancias y propiedades instantaneas)
(Ueda et al., 2023).

El secado es una operacion unitaria mediante la cual se reduce
significativamente el agua libre de los alimentos, permitiendo Ia
concentracion de materia seca sin comprometer el tejido, la integridad o la
apariencia fisica del producto (Oyinloye & Yoon, 2020). Aunque los métodos
de secado pueden variar entre los procesadores de alimentos, todos
comparten el objetivo de aumentar la durabilidad al reducir la actividad del
agua en los productos, lo que ayuda a ralentizar el deterioro y preservar la
calidad. Ademas, el secado de alimentos ofrece ventajas al facilitar el manejo,
minimizar los costes de envasado, almacenamiento y transporte.

6.1. Procesos de obtencion

En muchos paises en vias de desarrollo, el secado todavia se realiza de la
forma tradicional al sol. En los paises desarrollados se emplean tecnologias
mas avanzadas, como el secado por atomizacién (spray drying), el secado
con aire caliente, el secado a vacio y la liofilizacion.
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6.1.1. Secado por atomizacion o pulverizacion (spray drying)

Consiste en una operacion de transferencia simultanea de calor y masa, que
implica la transformacion de un alimento desde un estado liquido a un
estado seco en forma de particulas rociando el alimento en un medio de
secado caliente (Keshani et al., 2015).

Un secador por atomizacién opera mediante conveccion, eliminando la
humedad del producto de alimentaciéon mediante la aplicacion de calor y el
control de la humedad del medio de secado. Atomizar el alimento en una
atmosfera calentada acelera la evaporacion y mejora la velocidad de secado.
Para comprender este proceso, es util dividirlo en sus operaciones unitarias
(Figura 12) (Anandharamakrishnan & Padma-Ishwarya, 2015; Santos et al.,
2017).

= Atomizacion de la solucion de alimentacion

Es la etapa clave en este tipo de secado, donde la solucién de alimentacion
se dispersa en pequenas gotas. Esto aumenta el drea superficial y reduce las
resistencias internas, facilitando la transferencia de humedad hacia el medio

circundante.

La atomizacion es de gran importancia en este tipo de secado, ya que influye
en la forma, estructura, velocidad y distribucion del tamafio de las gotas, lo
que a su vez determina el tamano de particulas y la naturaleza del producto

final.
= Contacto del liquido pulverizado (spray) con el gas caliente

Esta etapa, junto con las posteriores, constituyen la fase de formacién de
particulas. Las gotas atomizadas entran en contacto con el gas caliente, lo
que permite una evaporacion rapida y uniforme de la humedad.

El flujo de gas puede ser a favor de corriente, donde el aire caliente y las
gotas atomizadas se mueven en la misma direccion dentro de la cdmara de
secado, lo que mantiene una baja temperatura y minimiza la degradacion
térmica. Por otro lado, puede ser a contracorriente, donde el aire y las gotas
atomizadas se desplazan en direcciones opuestas, lo que provoca una mayor
temperatura dentro de la cdmara de secado, siendo esta opcion solo
adecuada para productos resistentes al calor.
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Entrada de gas

atomizador — Bomba

_r
°

Boquilla de
dos fluidos Solucién de

alimentacion

Chmara de
secado

@ Atomizacion

. @ Contacto liquido pulverizado (spray)
"""""" Salida de gas con gas caliente

de secado ]
e Evaporacion de humedad

Separador e Separacion de producto
ciclénico

Colector
de polvo

Figura 12. Representacion esquematica de un atomizador de particulas (spray drying) y de las etapas
del proceso de secado. Fuente: Elaborado a partir de Buchi B-290.

*  Evaporacion de la humedad

Esta es la etapa mas critica en la formacién de particulas y afecta
directamente a la morfologia del producto final.

Las gotas alcanzan una temperatura constante mientras eliminan humedad,
formando una capa superficial llamada «costra». A partir de ahi, la
evaporacion se controla por difusion, dependiendo de la velocidad a la que
el vapor atraviesa esta capa seca. Aunque las particulas se calientan,
permanecen en la zona mas fria de la cdmara, manteniéndose por debajo de
la temperatura de salida. En esta fase, puede tener lugar la «formacién de
burbujas», lo que genera particulas de forma irregular.

»  Separacién de particulas

Para separar el producto del medio de secado se utilizan dos sistemas: la
separacion primaria, donde el polvo seco se acumula en la base de la cdmara
de secado, y la secundaria, donde se extrae mediante un sistema de tornillo
o neumatico equipado con separador ciclonico.

Asi como los atomizadores se clasifican segtin la direccion de la corriente del
medio de calentamiento, también pueden clasificarse en funcion de si el
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medio de calentamiento se recicla o no, en ciclo abierto, cerrado o
semicerrado.

6.1.2. Secado a vacio

El secado a vacio es una técnica en la que los alimentos se deshidratan a baja
presion, lo que reduce el punto de ebullicion del agua, permitiendo su
evaporacion a temperaturas mas bajas (generalmente por debajo de 75 °C),
en un entorno casi libre de oxigeno y con una mayor velocidad de secado
(Menon et al., 2020). El calor, aplicado mediante conduccion (Figura 13),
facilita que las moléculas de agua migren y se evaporen dentro de la cdmara
de vacio (Karam et al., 2016). Esta técnica, ideal para alimentos sensibles al
calor y la oxidacion, mejora la calidad del producto al evitar cambios de
color, apariencia, pérdida de nutrientes y contenido vitaminico, siendo
especialmente util para alimentos que contienen compuestos bioactivos.

.:l ............... Indicador de humedad
Cémarade "‘
secado G _______________ Indicador de temperatura
N .i ............... Indicador de vacio

Sistemade | SN NS NSNS MWl [ e Indicador de peso
NN (=

Bomba de vacio

Figura 13. Representacion esquematica de un sistema de secado a vacio. Fuente: Adaptado de Amiripour et
al., 2015.

6.1.3. Liofilizacion o secado por congelacion

Consiste en un proceso de secado en el cual el solvente (generalmente agua)
y/o el medio de suspension se cristaliza a baja temperatura y posteriormente
se sublima directamente del estado solido a la fase de vapor (Liu et al., 2008).

El proceso de liofilizaciéon se puede dividir en tres etapas: congelacién,
sublimacion o secado primario y desorcion o secado secundario. Las etapas
de secado se realizan en un equipo de liofilizacidn, cuyo circuito se ilustra en
la Figura 14.
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= Congelacion

Es el primer paso esencial en el proceso de liofilizacién, ya que define la
estructura del producto, al someterse a baja temperatura produciéndose un
cambio de fase parcial del agua contenida de estado liquido a sélido. Para
evitar la presencia de agua sin congelar, la temperatura debe estar por debajo
del punto eutéctico (corresponde con el valor mas bajo resultante de la
combinacion de composicidon y temperatura en el que el producto solidifica)
o de la Ty del producto, entre — 20 °C o — 80 °C (Balaji et al., 2024; Ge et al.,
2024). La eliminacién del agua del producto congelado debera realizarse
mediante sublimacion del hielo formado (que representa entre el 70% y el
90% del agua del producto) y por evaporacion del agua liquida no congelada
(agua en estado ligado) (Balaji et al., 2024).

Bomba de vacio

t ‘/ Indicador de agua
\/‘\_ descongelada
— ¢ ¥ 7 i
Refrigerante_’ @
/ \ [ Condensador de hielo
Vapores ----t----m-mmmmmeneneo- .
/ ' ﬁ ' é]\ _________ Grupo de refrigeracion
— 7»--7--(""" s m \ Bomba de vacio
Producto congelado - , m ~ .
S J’ T?ﬁéf? “
g = =N

Placas calefactoras -----1--------- ‘
Sistema caldrico . ]

o M Y, [, —
Céamara de secado Desagiie

Figura 14. Esquema general de un equipo de liofilizacién. Fuente: Adaptado de Electrical Workbook,
2022.

El grado de cristalizacién del agua, determinado por la velocidad de
enfriamiento, es un factor clave en el proceso de congelacion. La seleccion
Optima de esta velocidad es compleja y depende de la composicion del
producto y su uso final. Una velocidad de congelacién rapida produce
cristales de hielo pequenios, que dificultan la sublimacion, mientras que una
congelacion mas lenta genera cristales mas grandes, que facilitan este
proceso, pero pueden dafar las células microbianas. Ademas, el tamafio de

44



Introduccién

los cristales influye en la porosidad, el drea de superficie y la capacidad de
rehidratacion del producto liofilizado final (Ge et al., 2024).

*  Sublimacion o secado primario

Inicia en la superficie del hielo y progresa a través de la interfaz entre la
materia congelada y la seca, dependiendo de la combinacién de temperatura

§ /
«""' % ’5‘1‘;
S & - \00
s %
/. N
¥
R Liquido 5 } »
Fase sélid 1 . - & Vaporizac < :
0 SN comprensible Fluido supercritico -« > s "
Condensscién N
P = .
£ Punto critico
] Fase liquida
=
-9
Punto triple
P :
triple H
Vapor Temperatura critica
T purnto T citca
wiple
Temperatura

Figura 15. Representacion grafica del triple punto del agua. Fuente: Adaptado de Prakash & Kuila,
2024.

y presion (Ge et al.,, 2024). Para que el hielo pase directamente a vapor, la
temperatura y la presion parcial del vapor deben estar por debajo del punto
triple del agua (6,104 mbar y 0,0099 °C) (Figura 15). En estas condiciones, el
hielo sublima absorbiendo el calor latente de aproximadamente 680 kcal/kg
de hielo, que debe ser controlado para evitar la fusion parcial del alimento
congelado. Simultdneamente, el vapor de agua generado debe ser eliminado
para mantener la baja presion, tarea que realiza el condensador del liofiliador

al convertir el vapor en hielo.
= Desorciéon o secado secundario

Tiene como objetivo eliminar el agua no sublimada durante el secado
primario, inicidndose esta etapa cuando el producto contiene menos del 3%
de humedad inicial, (Huachuhuillca, 2017). Es fundamental mantener el

vacio establecido al comienzo del proceso y controlar la temperatura del
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producto, evitando que supere la temperatura de colpaso (Oyinloye & yoon,
2020), que marca el cambio de la matriz amorfa de fase vitrea a gomosa al
alcanzar su T (Egas, 2019).

El final del proceso de liofilizacion es dificil de identificar debido a la
dificultad para controlar la humedad durante el proceso, que no es uniforme,
siendo las zonas superficiales menos humedas que las partes internas.

La evoluciéon de la temperatura del producto durante las diferentes etapas
del proceso se muestra en la Figura 16.

Los productos liofilizados presentan un bajo contenido de humedad
residual, lo que reduce el riesgo de deterioro quimico, bioquimico y
microbioldgico. Ademas, el proceso a bajas temperaturas ayuda a conservar
los compuestos termoldbiles y el uso de vacio minimiza el riesgo de
oxidacion. La sublimacién del hielo genera un producto poroso que facilita
una rehidratacién rdpida y efiente, lo que, junto con su presentacion
innovadora, favorece su uso industrial (Egas, 2019). Sin embargo, el alto
costo de produccion es una desventaja significativa.

Temperatura de la bandeja

Temperatura del producto
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Figura 16. Evolucién de la temperatura del producto y etapas del proceso secado por liofilizacion.
Fuente: Adaptado de Prakash & Kuila, 2024.

Existen numerosas investigaciones sobre las técnicas para obtener miel en
polvo (Anexo I), y ademds de las mencionadas, se han desarrollado otros
métodos, como el secado a vacio mediante microondas (microwave vacuum
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drying), el secado mediante esponjado a vacio (vacuum puffing drying) y el
secado por espuma a vacio (vacuum foam drying).

Es importante sefialar que, a pesar de la extensa bibliografia sobre
metodologias para transformar la miel natural en un producto en polvo, no
existen estudios comparativos que evalten diferentes métodos de obtenciéon
de miel en polvo, diversos agentes de secado, distintos origenes botanicos de
las mieles, ni que incluyan analisis sensorial descriptivo cuantitativo.
Unicamente Nurhadi et al., (2012) y Suhag et al., (2021) llevaron a cabo una
evaluacidn sensorial hedonica de las mieles en polvo obtenidas.

6.2. Problema asociado con el secado de productos ricos en aztcar

La produccién de miel en polvo sigue presentando un desafio significativo
tanto para la industria alimentaria como para la investigacion cientifica. Las
dificultades en el proceso de secado de la miel estdn estrechamente
vinculadas a su composicion quimica tnica, caracterizada principalmente
por un alto contenido de azticares y dcidos organicos.

El problema conocido como «pegajosidad» estd directamente relacionado
con la baja Tg de los azucares (T glucosa anhidra=31 °Cy T; fructosa anhidra
=5 ’C) (Bhandari & Howes, 1999) y acidos organicos de bajo peso molecular
(citrico, malico, tartdrico, etc.). Debido a la composicién quimica de este
producto (presencia de fructosa y glucosa) y su elevado contenido de agua,
la baja T, de los productos ricos en azucar hace que la eliminacion de agua
durante el secado sea complicada, dificultando la realizaciéon exitosa del
secado y la obtencion de polvos (Samborska et al., 2024). Como resultado, el
producto no puede alcanzar un estado vitreo, y aunque se reduzca el
contenido de agua, el producto se mantiene con una estructura pegajosa,
similar a una goma, donde las particulas tienden a adherirse entre siy a las
paredes de los recipientes que los contiene, lo que reduce drasticamente el
rendimiento del proceso (Samborska, 2019).

La diferencia entre la temperatura de secado y la T; proporciona informacion
sobre los posibles problemas que pueden surgir durante el proceso de
secado, permitiendo evaluar la eficacia general. Cuando la temperatura de
secado (T) supera la Ty, el producto tiende a mostrarse en un estado gomoso
en lugar de en polvo. No obstante, se ha identificado una zona segura por
encima de la Ty, en la que, sila T se eleva aproximadamente 20 °C de la T,
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las particulas no presentan el comportamiento pegajoso (Ozmen & Langrish,
2002; Roos, 2010).

Una soluciéon comun para evitar la pegajosidad es incrementar la T, del
producto seco mediante la adicidon de coadyuvantes de secado de alto peso
molecular. Esta adicién eleva la T a un valor (T 1) superior a la temperatura
de secado, lo que facilita la obtencion del producto en forma de polvo (estado
vitreo) (Figura 17). La eleccion y cantidad de coadyuvantes depende de las
propiedades especificas de la materia prima y de los parametros de secado
aplicados.

Otra estrategia para mitigar el problema de la pegajosidad durante el secado
de productos ricos en azucar es utilizar una temperatura de secado baja (T1),
idealmente por debajo de la T; o, si se considera la zona de seguridad, por
debajo de T, + 20 "C (Roos & Karel, 1993).

A PROBLEMA B SOLUCION: PORTADOR C SOLUCION: BAJA
DE SECADO TEMPERATURA DE SECADO
‘ Alta humedad ‘ Alta humedad 6 Baja humedad
~== No adicién de portador L Adicién de alta cantidad de ——<  Adicién debaja Camid:‘id del B
de secado portador de secado portador de secado o sin adicién

L

]
@
Q
p=
Q
Q

VITREO

T=T,+20=GOMOSO T, >T=VITREO T, < T, + 20 = VITREO

Figura 17. Problema de pegajosidad durante el secado de producto ricos en azticar (A) y soluciones para
reducir el problema: (B) Adicionar coadyuvantes de secado; (C) Bajar la temperatura y humedad del
aire de secado. Fuente: Adaptado de Samborska et al., 2024.

6.3. Coadyuvantes de secado

Los coadyuvantes de secado mas utilizados incluyen polimeros basados en
carbohidratos, como el almidon y sus derivados, la celulosa y sus derivados,
las pectinas y los quitosanos. También se emplean gomas y polimeros
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proteicos, tanto de origen animal como vegetal, como leche desnatada en
polvo, suero y proteinas de guisante, trigo, arroz y avena (Coimbra et al.,
2021; Samborska et al., 2021).

En términos generales, estos auxiliares deben ser certificados como seguros
para su uso alimentario por la EFSA (Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria) y ser biodegradables. Ademds, deben presentar alta
solubilidad, una capacidad adecuada para formar peliculas y producir
soluciones de baja viscosidad incluso a concentraciones elevadas. Es crucial
que tengan un alto peso molecular y una alta Tg, y que puedan proteger
compuestos sensibles de factores ambientales como la humedad, el oxigeno,
el calor, la luz y los radicales libres durante el procesamiento y
almacenamiento (Desai & Jin Park, 2005). Otra caracteristica fundamental, es
que no deben presentar reactividad quimica con sustancias bioldgicamente
activas durante el secado (Ray et al., 2016).

6.3.1. Almidon y sus derivados

El almidon, uno de los polisacdridos mas abundante derivado de la glucosa,
se produce en las plantas como carbohidrato de reserva. Es una molécula de
bajo coste, no toxica/inmunogénica, biocompatible (alta solubilidad en agua,
baja viscosidad, sabor suave e incoloro cuando se encuentra disuelto) y
biodegradable, ademas de ofrecer proteccion contra la oxidacion y ser
facilmente extraible en forma pura. Estas caracteristicas lo convierten en un
material de secado ampliamente utilizado en productos bioactivos, ya sea en
su forma no modificada o tras la hidrolisis, donde su capacidad de retencion
estd estrechamente vinculada al valor de glucosa (Samborska et al., 2021).

Sin embargo, ciertas limitaciones como su baja capacidad emulsionante,
escasa resistencia mecanica y alta sensibilidad al agua pueden restringir el
uso de almidoén nativo. Para superar estos obstaculos, se disefian almidones
modificados mediante la alteracion bioquimica, enzimatica y/o fisica de sus
macromoléculas.

La maltodextrina (MD), un derivado del almidon hidrolizado, esta
compuesta principalmente por unidades de a-D-glucosa unidas por enlaces
glicosidicos a-(1-4) y es uno de los mas utilizados en procesos de secado. Se
caracteriza por sus diferentes valores de equivalente de dextrosa (DE), su
alta solubilidad en agua (aproximadamente 70%), su baja viscosidad a altas
concentraciones y buena proteccidon contra la oxidacion, lo que la convierte
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en un agente eficaz para reducir problemas de adherencia y aglomeracion en
productos alimenticios (Churio & Valenzuela, 2018; Samborska, 2019). Por
otro lado, su coste es relativamente bajo y su aroma y sabor son neutros. Sin
embargo, la mayor limitacion de este coadyuvante es su baja capacidad
emulsionante.

6.3.2. Gomas naturales

Las gomas naturales tienen un amplio rango de aplicaciones en la industria
alimentaria y farmacéutica, gracias a sus excepcionales propiedades como la
biocompatibilidad, no toxicidad, biodegradabilidad y su capacidad para
aumentar la viscosidad.

Las gomas de origen vegetal se dividen en cuatro categorias principales
segun su fuente de obtencion: gomas de exudados vegetales, como la goma
arabiga; gomas derivadas de semillas, como la goma guar; gomas de
exudado microbiano, como la goma xantana; y gomas extraidas de algas

marinas, como la carragenina.

La goma arabiga es un biopolimero compuesto por acido d-glucurénico, 1-
ramnosa, d-galactosa y l-arabinosa, con un contenido proteico de
aproximadamente el 2% (Coimbra et al., 2021). Sus caracteristicas, como su
alta solubilidad en agua, baja viscosidad, excelente capacidad para
estabilizar emulsiones, notable retencion de compuestos volatiles y elevada
T, la hacen ideal para aplicaciones de secado de alimentos. Sin embargo, su
uso estd limitado por su elevado coste y disponibilidad restringida.

6.3.3. Proteinas

Las matrices proteicas convencionales, compuestas por una o mas cadenas
largas de aminoacidos, son grandes moléculas bioldgicas que destacan por
su movilidad y elasticidad, lo que les otorga un notable potencial para
proteger ingredientes bioactivos sensibles. Ademads de su papel esencial en
la nutricion humana, estas proteinas exhiben una variedad de funciones,
como la capacidad de emulsificar, formar peliculas y geles (Samborska et al.,
2021).

La proteina de suero lacteo, una mezcla de proteinas globulares con diversas
propiedades moleculares, se obtiene como subproducto de la industria del
queso con un coste relativamente bajo y ha sido utilizada como coadyuvante
de secado. El alto rendimiento de secado logrado por estas proteinas puede
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atribuirse a la actividad superficial de las proteinas que se transfieren
rapidamente a la interfaz del alimento y forman una pelicula durante el
secado, superando asi la aglomeraciéon de gotitas y la adherencia entre las
gotitas y la pared de la cdmara de secado (Du et al., 2014). A diferencia de los
coadyuvantes mencionados anteriormente, este es eficaz incluso en
pequenas cantidades (Samborska, 2019).

Por otro lado, el uso de proteinas vegetales y su aplicacion comercial han
captado un gran interés en la industria alimentaria, en gran parte debido a
sus propiedades, como su menor alergenicidad en comparaciéon con las
proteinas del suero. Entre las proteinas vegetales, la proteina de soja destaca
por su alto valor bioldgico y nutricional. Esta proteina posee excelentes
propiedades funcionales, como su capacidad emulsionante, su habilidad
para absorber y retener agua y aceite, y su eficacia en la preservacion de
compuestos bioactivos tanto hidrofébicos como hidrofilicos (Shishir et al.,
2018). Gracias a su capacidad para formar peliculas y su actividad en
superficies, la eficiencia de la proteina de soja en la estabilizacion de
compuestos bioactivos se ha visto mejorada cuando se combina con
polisacaridos (Pereira-Souza et al., 2017).

6.3.4. Nuevas tendencias de coadyuvantes de secado

Actualmente, con la creciente conciencia de los consumidores sobre la
importancia de un estilo de vida saludable, se ha vuelto esencial utilizar
coadyuvantes que, ademds de facilitar el proceso de secado, ofrezcan
beneficios adicionales para la salud (Samborska et al., 2021). Siguiendo las
tendencias actuales, la busqueda de nuevas fuentes de agentes de secado con
propiedades funcionales cobra especial relevancia (Ye et al.,, 2018). Estos
coadyuvantes no solo optimizan el proceso de secado al preservar
compuestos quimicos sensibles al calor, sino que también mejoran las
propiedades funcionales de los polvos, lo que puede incrementar su
atractivo, particularmente en productos procesados de alta calidad. Una
caracteristica de estos nuevos coadyuvantes es su enfoque sostenible, debido
a su produccion a partir de residuos y subproductos alimentarios y agricolas
(Samborska et al, 2021). Dentro del ambito de los coadyuvantes de
carbohidratos, un grupo significativo se compone de aquellos con
propiedades prebidticas, como las fibras dietéticas prebioticas (inulina,
fructooligosacaridos, oligofructosa, dextrinas resistentes). Los prebidticos,
cuando se emplean como coadyuvantes, no solo pueden sustituir a los
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carbohidratos convencionales, sino que también enriquecen el producto final
con un valor nutricional adicional. Ademas, su aplicacién en el proceso de
secado ha demostrado ofrecer ventajas como un mayor rendimiento del
producto, mejor retencién de compuestos sensibles en comparacion con las
maltodextrinas convencionales, y una mayor humectabilidad y solubilidad
del polvo (Sobulska & Zbicinski, 2020).

Algunos investigadores, como Toniazzo et al., (2023b), han explorado el uso
de fuentes de proteinas alternativas y sostenibles como coadyuvantes de
secado, tales como la proteina aislada de arroz, de bajo coste debido a que es
uno de los cereales mas cultivados en el mundo, y la proteina aislada de
guisante micronizada, la cual se caracteriza por la reduccion del tamario de
particula a nivel micrométrico, lo que resulta en la mejora de propiedades
como la capacidad de retencion de agua, la capacidad de hinchamiento y la
solubilidad. También han evaluado una combinacion de ambas proteinas en
el proceso de secado por atomizacién de miel de Etiopia. Estas proteinas ya
han demostrado poseer propiedades para actuar como coadyuvantes de
secado, al ofrecer estabilidad de la espuma y capacidad emulsionante
(Nesterenko et al., 2013). También, Toniazzo et al., (2023b) han empleado una
proteina aislada derivada del salvado de arroz en el secado por atomizacion
de miel de eucalipto.

6.4. Propiedades de la miel en polvo

Existe una amplia diversidad de productos alimentarios producidos
industrialmente en forma de polvo, lo que genera la necesidad de conocer
informacion sobre sus caracteristicas de manejo y procesamiento. Es
importante determinar sus propiedades de flujo, ya que estas afectan
directamente a su Comportamiento durante el almacenamiento, la
manipulacion y el procesamiento (Fitzpatrick et al., 2004).

Las propiedades de los productos en polvo se ven afectadas tanto por las
técnicas de secado utilizadas y las condiciones empleadas en cada una de
ellas, como por los coadyuvantes que se suelen utilizar para la obtencion de
estos productos. Las propiedades del polvo (Figura 18), como densidad,
porosidad, higroscopicidad, humedad, capacidad de absorcion de agua,
capacidad de solubilidad, entre otras, determinan el uso de los alimentos en
polvo.
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Figura 18. Propiedades secundarias de los productos en polvo. Fuente: Elaboracién propia.

6.4.1. Contenido de agua

Indica la cantidad de agua contenida en un polvo, pero no ofrece detalles
sobre cémo se distribuyen las moléculas de agua dentro de la estructura del
polvo. Sin embargo, pequefias variaciones en el contenido de agua pueden
influir en la fluidez de los polvos, lo que tiene un impacto considerable en su
almacenamiento y transporte (Suhag et al., 2024).

6.4.2. Actividad de agua (aw)

Representa la cantidad de agua libre disponible en un sistema alimentario,
la cual influye en el crecimiento microbiano y en las reacciones bioquimicas.
Valores de aw < 0,6 se consideran seguros frente al deterioro microbiano,
mientras que valores de aw < 0,25 minimizan el pardeamiento no enzimatico,
la oxidacion de lipidos, la actividad enzimatica y las reacciones hidroliticas
durante el almacenamiento (Chen et al., 2021). En contraste, con el contenido
de humedad, la aw describe como se une el agua dentro de la estructura del
polvo (Suhag et al., 2024).

6.4.3. Higroscopicidad

Representa la capacidad de los polvos para absorber la humedad del
ambiente y es un parametro clave para evaluar la fluidez. Un alto valor de
este parametro indica que los polvos secados son mas propensos a volverse
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pegajosos y a compactarse durante el almacenamiento, afectando a su vida
atil (Chen et al., 2021).

6.4.4. Densidad de particula

Permite determinar tanto el tamafo de las particulas como la estructura del
polvo a granel. Esta medida se refiere a la densidad del material solido que
constituye el alimento, excluyendo los poros abiertos y cerrados, sin tener en
cuenta el nivel de compactaciéon ni el tamano de las particulas (Barbosa-
Canovas, 2005).

6.4.5. Densidad aparente (pg)

Se define como la relacién entre la masa de las particulas y el volumen total
que ocupan, incluidos los poros abiertos y cerrados. Esta propiedad es
fundamental para optimizar las condiciones de almacenamiento,
procesamiento, envasado y distribucion, y es comtinmente utilizada en
productos que han sido sometidos a molienda o secado (Barbosa-Cénovas,
2005). Esta estrechamente relacionada con la porosidad del alimento en
polvo, ya que, al ejercer presion sobre este, el volumen de los poros
disminuye, lo que incrementa la densidad aparente al reducirse el volumen
total. Esto provoca una mayor compactacion del polvo y una mayor
capacidad de retencion de agua debido a la disminucién de los espacios
ocupados por aire.

6.4.6. Densidad aparente compacta (pr)

Se obtiene tras golpear mecdnicamente un recipiente de medicion graduado
que contiene la misma muestra de polvo empleada en la prueba de densidad
aparente. Este valor es mayor que el de la densidad aparente inicial debido
a la reduccién del volumen causado por la compactacion (Barbosa-Canovas,
2005).

6.4.7. Fluidez

Se refiere a la capacidad de superar la resistencia de flujo (movimiento) y
permitir que las particulas se deslicen entre si. Este proceso implica superar
las fuerzas de interaccidn superficial, como la friccién interna y cohesion,
presentes entre las particulas en contacto (Barbosa-Canovas, 2005). La
comprensibilidad o propiedad de flujo libre se expresa a través del indice de
Carr (C) calculado a partir de las mediciones de densidad aparente y
densidad aparente compacta (Gorle & Chopade, 2020).
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6.4.8. Cohesividad

Se refiere a la fuerza de atraccién entre particulas adyacentes dentro de un
mismo tipo. En general, las particulas pequefias con una alta relacion
superficie-volumen tienden a ser mas cohesivas y tener menor fluidez
(Barbosa-Canovas, 2021). La cohesividad de un polvo se define mediante el
indice de Hausner (HR) (Gorle & Chopade, 2020).

_Pr
PB

HR
Ambos indices permiten estimar la fluidez de un producto en polvo (Tabla
2).

Tabla 2. Relacion del indice de Carr y el indice de Hausner con la fluidez de los polvos. Fuente:
adaptado de Gorle & Chopade, 2020.

indice de Carr Propiedad de flujo indice de Hausner
<10 Excelente 1,00-1,11
11-15 Buena 1,12-1,18
16 -20 Justa 1,19-1,25
21-25 Pasable 1,26 - 1,34
26 - 31 Pobre 1,35-1,45
32-37 Muy pobre 1,46 - 1,59
> 38 Extremadamente pobre >1,60

6.4.9. Porosidad

Describe la estructura interna abierta de un material y se define como la
proporcidon de volumen ocupado por vacios o huecos. Generalmente, se
calcula a partir de la relacion entre la densidad aparente y la densidad real
del material (Boukouvalas et al., 2007).

6.4.10. Apelmazamiento

Ocurre cuando el contenido de agua se redistribuye o es absorbido por los
polvos durante el procesamiento y almacenamiento. Este fenémeno provoca
que los polvos adquieran una textura pegajosa, ya que el agua moviliza sus
superficies, lo que resulta en la adhesion entre particulas, la formacién de
grumos y la fusidon de particulas, conduciéndose asi al apelmazamiento
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(Ruan et al., 2007). Como consecuencia, la solubilidad de los productos en
polvo puede verse afectada, incrementandose la oxidacion de los lipidos y la
actividad enzimatica, lo que puede deteriorar caracteristicas sensoriales
como el sabor y la textura. Ademas, el apelmazamiento puede favorecer el
crecimiento microbiano.

6.4.11. Dispersabilidad:

Se refiere a la capacidad de un polvo para dispersarse en agua, este comienza
a humedecerse y hundirse separandose rapidamente y comenzandose a
disolver (Barbosa-Canovas, 2021). Este proceso resulta menos eficiente
cuando se forman aglomerados, ya que estos reducen la eficiencia al requerir
la descomposicion de las particulas para maximizar el drea de contacto entre
el polvo y el liquido (Ueda et al., 2023).

6.4.12. Humectabilidad:

Mide la capacidad de un polvo para absorber liquido bajo fuerzas capilares,
y estd influenciada por factores como el tamano de particula, densidad,
porosidad, tension y drea superficial y la presencia de sustancias
hidrofdbicas o higroscopicas. Se evaltia segtn el angulo entre la superficie
del polvo y el agua. Las superficies con materiales hidrofdbicos tienen
angulos amplios, mientras que las superficies higroscdpicas facilitan el
mojado al presentar menores angulos. Para mejorar la humectabilidad, el
tamano de particula debe ser mayor a 100 um, permitiendo que el agua
penetre por los poros y disuelva el polvo de manera eficiente (Barbosa-
Cénovas, 2021).

6.4.13. Solubilidad:

Se refiere a la capacidad de las particulas para disolverse por completo en un
liquido. Esta propiedad depende principalmente de la composicion quimica
del polvo y de su estado fisico (Ueda et al., 2023). Como etapa final del
proceso de reconstruccidn, la solubilidad es un indicador crucial para
evaluar el comportamiento del polvo en la fase liquida.
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7. Usos de la miel en polvo en la industria

Unos pocos autores han explorado el uso de la miel en polvo como
ingrediente en la creacidon de nuevos productos alimentarios o mejora de los
ya existentes.

Tong et al. (2010) y Sathivel et al. (2013) utilizaron miel en polvo en
panificacion para mejorar la reologia de las masas, las propiedades
sensoriales y de textura del pan, asi como la calidad de horneado,
demostrando su potencial en esta industria; Kiling & Demir (2017) también
hallaron la posibilidad de sustituir aztcar por miel en polvo, mejorando las
caracteristicas nutricionales y sensoriales de galletas. Por otro lado, Antony
et al. (2000) emplearon miel en polvo sobre carne de pavo, logrando
aceptables resultados en cuanto a su efecto antioxidante. Lopez-Patifio et al.
(2023) utilizaron miel en polvo sobre carne picada de ternera logrando una
reduccion en el crecimiento de enterobacterias y aerobios mesofilos totales.
Este efecto fue mas pronunciado a medida que aumentaba la concentracion
de miel liofilizada. Se ha visto que el uso de la miel en polvo en los pocos
estudios realizados ha sido positivo, por lo que es necesario una
optimizacion de la obtencion de miel en polvo para poder hacer un uso mas
adecuado y frecuente de este producto en la industria alimentaria.

8. Impacto social y econdmico de la miel en
polvo

Espana posee el mayor niimero de colmenas de la Union Europea, siendo
Castilla y Leodn la regién que cuenta con mas explotaciones apicolas de todo
el pais. El potencial apicola castellano-leonés es cada vez mas importante,
porque contribuye decisivamente a la sostenibilidad del medio rural,
mantenimiento de ecosistemas naturales, la polinizacién de los cultivos y
promocion de la biodiversidad. Sin embargo, en los ultimos afios la
apicultura de esta zona ha tenido que hacer frente a problemas que han
repercutido muy negativamente en la economia del sector, entre los que
destacan la mortandad de colmenas, las malas condiciones climatoldgicas y
la extension de especies invasoras que destruyen la cabafa apicola. En este
contexto, el avance en cualquier aspecto de la apicultura es fundamental para
promover su fomento y desarrollo, el sostenimiento de empleo verde, al
desarrollo de las areas rurales evitando la despoblacion en las mismas, y el
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incremento y optimizacidn de las cosechas agricolas. La comercializaciéon de
mieles en polvo se ha incrementado en los tltimos afios por la facilidad de
manejo y envasado de este producto, asi como por el alargamiento de su vida
util. El tamano de mercado global para la miel en polvo se estim6 en 1,18
billones de délares (USD) en 2018 y se espera que se expanda en los proximos
anos con una tasa de crecimiento anual de entre un 4,1% y un 5,18% (Grand
View Research, 2022).

Por otra parte, los consumidores muestran una creciente valoracion positiva
de los productos funcionales y demandan continuamente alimentos de larga
duracion, con ingredientes naturales y saludables. En este contexto, el
conocimiento de los posibles beneficios para la salud de las mieles en polvo
puede contribuir a enriquecer nuestra dieta mediterrdnea, reconocida como

saludable por las distintas instituciones sanitarias.

Ademas, la miel en polvo puede incorporarse a otros alimentos, ofreciendo
una enorme variedad de aromas, sabores y texturas. Su investigacion y
desarrollo pueden ser un elemento clave para las industrias alimentarias,
que buscan continuamente la comercializacion de nuevos alimentos con
ventajas sobre los que ya se encuentran en los mercados, permitiendo
aumentar la competitividad de las empresas y ampliar su gama de
productos, generando empleo en los dambitos gastrondmico y hostelero.
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Justificacion y objetivos

Los objetivos principales de este trabajo han sido la obtener miel en polvo

seleccionando el procedimiento tecnoldgico y el coadyuvante mas adecuado

y evaluar el impacto de los procesos de desecacidon sobre las propiedades

fisico-quimicas, funcionales y microbioldgicas del producto final,

comparandolo con los valores de las mismas mieles naturales.

Los objetivos especificos han sido:

1.

Investigar las ventajas e inconvenientes de los procedimientos de
desecacion a vacio, liofilizacidn y desecacion por atomizacion (spray-
drying) para elaborar mieles en polvo.

Evaluar las propiedades fisico-quimicas y caracteristicas sensoriales de
las mieles en polvo.

Analizar los contenidos en fenoles totales y flavonoides totales en
mieles naturales y en mieles en polvo.

Estudiar la capacidad antioxidante de las mieles naturales y de las
mieles en polvo.

Realizar ensayos sobre las actividades antimicrobianas de las mieles
naturales y de las mieles en polvo.

Examinar las propiedades anti-inflamatorias en mieles naturales y
mieles en polvo.

Evaluar la influencia del origen botdnico de la miel en las propiedades
fisico-quimicas y bioldgicas de las mieles en polvo.
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Capitulo 1

Atributos de miel de brecina en polvo obtenida por diferentes
métodos con varios coadyuvantes

El articulo original incluido en los anexos de esta Tesis doctoral es el siguiente:

Osés, S. M., Cantero, L., Crespo, M., Puertas, G., Gonzalez-Ceballos, L., Vallejos, S., Fernandez-Muifo,
M. A & Sancho, M. T. (2021). Attributes of ling-heather honey powder obtained by different methods
with several carriers. LWT-Food Science and Technology, 150, 112063.
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2021.112063
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Capitulo 1

Resumen

Para obtener la miel en polvo con las mejores propiedades fisicoquimicas y
sensoriales, esta investigaciéon evalud tres procedimientos de secado
(atomizacion, vacio y liofilizacion), asi como tres coadyuvantes (goma
arabiga, aislado de proteina de lactosuero y maltodextrina) en la
deshidratacion de mieles de brecina [Calluna wvulgaris (L.) Hull].
Independientemente del coadyuvante, tanto el secado a vacio como la
liofilizacién fueron los procedimientos que proporcionaron mayores
recuperaciones (76% — 98%) y mayores concentraciones finales de miel en los
polvos (56% — 73%). El coadyuvante mas adecuado fue la maltodextrina,
porque con ella se logré un menor contenido en agua (1,90% — 4,20%), mayor
solubilidad (21 s — 123 s) y una menor higroscopicidad (6,32% — 13,68%). Las
mieles en polvo obtenidas con maltodextrina mediante secado a vacio y
liofilizaciéon mostraron mayores recuperaciones (88% — 98%) y las mejores
caracteristicas sensoriales, con olores y sabores florales mas fuertes, mayor

dulzura, menor viscosidad y menores percepciones cerosas.
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1. Introduccion

La miel es un alimento natural elaborado por las abejas, muy apreciado por
sus agradables atributos sensoriales, excelentes propiedades culinarias, asi
como por sus ventajas para la salud, sector cosmético y &mbitos tecnoldgicos,
entre otros. Los componentes mayoritarios de la miel son la fructosa y la
glucosa que, junto con otros azucares, le proporcionan alta viscosidad y
pegajosidad, lo que puede dificultar su manejo en algunas especialidades
culinarias y aplicaciones farmacéuticas. La miel en polvo es una buena
alternativa que puede afadirse directamente a mezclas secas, condimentos o
recubrimientos secos, manteniendo los sabores y proporcionando facilidad
de manejo y pesaje, asi como mejores aspectos sanitarios (Samborska, 2019).

La elaboracién de miel en polvo es dificil debido al alto contenido de
azucares con bajas temperaturas de transicion vitrea (T%), lo que genera un
producto muy pegajoso y extremadamente dificil de manejar (Jedlinska et
al., 2019; Samborska et al., 2019; Shi, Fang, & Bhandari, 2013; Umesh Hebbar
et al., 2008). Por lo tanto, la adiciéon de coadyuvantes que proporcionen altos
pesos moleculares es esencial para fabricar miel en polvo, ya que aumentan
la T. Entre ellos destacan la goma ardbiga, la maltodextrina, el almidén o el
jarabe de glucosa (Fan & Roos, 2019; Nurhadi et al., 2012; Ram, 2011; Sramek
et, 2016). Asimismo, la adicion de pequenas cantidades de sustancias
tensoactivas, como el aislado de proteina de lactosuero o el caseinato de
sodio, es comun para obtener miel en polvo, porque las proteinas ayudan a
encapsular la miel (Samborska et al., 2014a; Shi et al., 2013; Suhag & Nanda,
2016).

El secado por atomizacion es actualmente la técnica mas estudiada para
obtener miel en polvo, siendo descrita como una opcion mas rentable, rapida
y facil de escalar que otros procedimientos (Samborska et al., 2014a; Shi et
al., 2013; Suhag & Nanda, 2015). Algunos investigadores han mejorado las
recuperaciones de polvo (hasta un 90%) y/o han obtenido mayores
concentraciones finales de miel (hasta un 80%) utilizando proteinas como
coadyuvantes, el uso de diafiltracion antes del secado por atomizacion o aire
deshumidificado como medio de secado durante el secado por atomizacion
(Jedlinska et al., 2019; Samborska et., 2017; Shi et al., 2013). El secado a vacio
(Nurhadi et al., 2012; Sahu, 2008), la liofilizacion (Sramek et al., 2016), el
secado mediante esponjado a vacio (Sahu & Devi, 2013), el secado por
microondas-vacio (Cui et., 2008) y el secado por espuma (Sramek et al., 2016)
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han sido métodos menos investigados. El secado a vacio y la liofilizacion
podrian ser procedimientos prometedores para obtener miel en polvo. Hasta
ahora, la literatura no ha mostrado datos sobre la mayor concentracion de
miel que se podria obtener utilizando métodos de secado a vacio o
liofilizacion para hacer miel en polvo.

La mayoria de los estudios sobre mieles en polvo se realizaron con muestras
multiflorales, de colza, trigo sarraceno y girasol. Jedlinska et al. (2019)
obtuvieron miel en polvo utilizando mieles de mielada, que fueron mas
faciles de secar que las mieles de flores debido al mayor contenido de
oligosacaridos en las mieles de mielada. En la actualidad, resultan de gran
interés los estudios sobre las propiedades de las mieles en polvo obtenidos
con otras mieles, ya que mieles distintas pueden reaccionar de manera
diferente a los procedimientos de secado y al uso de coadyuvantes,
proporcionando diferentes caracteristicas a los polvos. La miel de brecina
[Calluna vulgaris (L.) Hull] y otras mieles de brezo son muy apreciadas por
los consumidores debido a sus sabores especiales y sus posibles propiedades
biologicas. La miel de brecina es una miel no newtoniana con
comportamiento tixotropico, por lo que su viscosidad aparente disminuye a
medida que aumenta la velocidad de cizallamiento debido a las sustancias
coloidales de alto peso molecular, como las proteinas o los dextranos (Osés
et al., 2017). Ademas, las mieles de brezo tienen un contenido mas alto de
monosacaridos (alrededor del 71%) y un contenido mas bajo de disacaridos
(alrededor del 4,9%) en comparacion con otras mieles (Pascual-Maté et al.,
2018), lo que podria ser una desventaja para obtener miel en polvo, ya que la
glucosa y la fructosa generan una mayor pegajosidad que otros azticares
como la sacarosa, lo cual estd relacionado con la Ty mas baja de los primeros
azucares (31 °C para la glucosa y 5 °C para la fructosa) en comparacion con
la T mas alta (62 °C) de la sacarosa (Jayasundera et al., 2009).

En los tltimos afos, diversos investigadores han estudiado las propiedades
fisicoquimicas de las mieles en polvo obtenidas principalmente mediante
secado por atomizacidn, utilizando goma ardbiga, aislado de proteinas de
lactosuero y maltodextrina como coadyuvantes (Nurhadi et al., 2012; Sahu &
Nanda, 2016; Samborska et., 2015a; Shi et al., 2013). A pesar de su
importancia primordial para los consumidores, el analisis sensorial de las
mieles en polvo ha sido poco realizado hasta ahora (Nurhadi et al., 2012).
Samborska (2019) publicé una revision que resume los principales métodos
y coadyuvantes utilizados para el secado de mieles, asi como los problemas
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y las propiedades fisicoquimicas de las mieles en polvo, concluyendo que «la
produccién de miel en polvo sigue siendo un desafio tanto para la industria
como para los investigadores». De acuerdo con Samborska (2019), el objetivo
de este trabajo fue producir una miel en polvo de brecina con el mayor
contenido de miel, la menor cantidad de coadyuvante y el mayor
rendimiento posible, logrando también agradables caracteristicas sensoriales
y buenas propiedades fisicoquimicas. Se investigaron tres métodos de
secado diferentes (atomizacion, vacio y liofilizacion) y tres coadyuvantes
diferentes (goma arabiga, aislado de proteina de lactosuero y maltodextrina).

2. Materiales y métodos
2.1.Muestras de miel

Este trabajo se realizd con tres muestras de miel de brecina [Calluna vulgaris
(L.) Hull] procedentes de "Castilla-Le6n" (Espafa), y suministradas por
apicultores (LH1, LH2 y LH3). Los origenes botanicos se determinaron
mediante melisopalinologia (Louveaux et al., 1978; Terradillos et al., 1994;
Von der Ohe et al, 2004) y anadlisis sensoriales (Marcazzan et al., 2018;
Persano Oddo & Piro, 2004; Piana et al., 2004). Los polvos correspondientes
(LHP) para cada muestra de miel se nombraron como: LHP1, LHP2 y LHP3.

2.1.1. Parametros de control de calidad

El contenido en agua, la actividad de agua (aw), los azticares fructosa, glucosa
y sacarosa, la conductividad eléctrica, pH, acidez, indice de formol, indice de
diastasa, hidroximetilfurfural (HMF), prolina y color se determinaron segin
los procedimientos de la AOAC (Asociacion Oficial de Analistas Quimicos,
2012), Bogdanov (2009), el Codex Alimentarius para la Miel (2001), la
Comision Internacional de Iluminacion (2004), Hadorn & Ziircher (1963),
Pascual-Maté et al., (2018) y Sancho et al., (1991).

2.2.Coadyuvantes

Goma ardbiga (AG) (Sigma-Aldrich, 30888, secada por atomizacion,
certificada segin Ph Eur). Aislado de proteina de lactosuero (WH) con un
contenido de proteina del 90% (Myprotein, Northwich, Reino Unido).
Maltodextrina con un equivalente de dextrosa de 20 (MD) gentilmente
proporcionada por Calaf Nuances (Barcelona, Espafa).
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2.3.Métodos de secado

Las mieles en polvo de brecina (LHP) (27 muestras) se obtuvieron a partir de
tres mieles (LH1, LH2 y LH3) mediante tres técnicas: secado por atomizacion
(SP), secado a vacio (VC) y liofilizacién (FZ), utilizando para cada método
tres coadyuvantes: AG, WH y MD. Con el fin de obtener la mayor
concentracion de miel posible para cada técnica con cada coadyuvante, se
probaron diferentes concentraciones de miel y coadyuvante, asi como
diferentes condiciones de tratamiento para cada técnica antes de establecer
el procedimiento final descrito en este trabajo. Para determinar el contenido
final de miel, se eligié el contenido mas alto de miel con el que el producto
final pudiera ser pulverizado adecuadamente. La Tabla 1 muestra las
proporciones de sdlidos de miel: solidos de coadyuvante y la concentracion
(%) de la solucién de mezcla inicial obtenida para cada técnica de secado con
cada coadyuvante.

SP: Las soluciones iniciales con diferente proporcion miel: coadyuvante se
prepararon con una fraccion sdlida del 18% (p/p). Se secaron por atomizacion
300 ml de solucidn para cada tanda en un secador por atomizacion mini
Biichi B-290 (Biichi Labortechnik AG, Suiza) en un sistema de ciclo abierto,
con temperaturas de entrada y salida del aire de secado de 120 +1 °Cy 67,5
+2,5 °C, respectivamente. El caudal de aire se mantuvo a 50 mm con una tasa
de aspiracion del 70%, limpieza de la boquilla de 4 veces/min y bomba al 5%.
Las mieles en polvo (SP-LHP) se recolectaron del ciclén después de cada
proceso de secado por atomizacion y se almacenaron en frascos de vidrio en
un deshidratador con silicalgel hasta su analisis.

VC: Lamiel y los coadyuvantes se mezclaron primero con agua por separado.
Luego, se combinaron suavemente agitando con un agitador magnético a
temperatura ambiente (24 + 1,5 °C), manteniendo una concentracidn total de
solidos del 43 — 48% (p/p) y las proporciones de sdlidos de miel
(concentraciéon de miel) a solidos de coadyuvante en la solucion inicial, como
se muestra en la Tabla 1. Cada muestra se vertié en un molde de silicona con
un grosor de 3-4 mm y se secé en una estufa de vacio a escala de laboratorio
(Heraeus Instruments Vacutherm, Thermo Scientific) a 60 °C con una presién
absoluta mantenida dentro de la cdmara a 100 mbar (75 mmHg) durante 24
horas. Luego, las muestras se mantuvieron en un deshidratador hasta
enfriarse y, antes del analisis, se trituraron con un mortero y las mieles en
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polvo (VC-LHP) se almacenaron en frascos de vidrio en un desecador con
silicagel.

FZ: La mezcla de miel y coadyuvante se prepar6 de la misma manera que se
describe para el secado a vacio (Tabla 1) y también se vertié en un molde de
silicona. La mezcla se congel6 a - 30 °C durante 5 horas y luego a - 80 °C
durante 24 horas antes de ser deshidratada por liofilizacion en un liofilizador
Labconco Freezone 12L (Kansas, EE.UU.) durante 3 dias a una presion de
0,112 mbar. Tras la liofilizacion, se molié inmediatamente. Las mieles en
polvo (FZ-LHP) se almacenaron en frascos de vidrio en un desecador con
silicagel hasta su analisis.

Tabla 1. Promedios de las muestras LHP1, LHP2 y LHP3 correspondientes a la relacién sélidos de miel:
solidos de coadyuvante y la concentracion de la solucion inicial (%) obtenidos para cada técnica de secado

con tres coadyuvantes diferentes (AG, WH y MD). Las desviaciones estandar fueron inferiores al 0,2%
para todos los porcentajes.

SP VC FZ
Relacion de Solucion Relacion de Solucion Relacion de Solucion
solidos de inicial solidos de inicial solidos de inicial
miel a miel a miel a
solidos de solidos de solidos de
coadyuvante coadyuvante coadyuvante
AG 58:42 18,7% 73:27 43,2% 73:27 43,2%
WH 72:28 18,7% 72:28 43,2% 72:28 43,2%
MD 46:54 17,2% 56:44 48,8% 72:28 43,2%

AG: Goma arabiga; MD: maltodextrina; WH: aislado de proteina de suero; SP: atomizacién; VC: vacio;
FZ.: liofilizacion.

2.4.Recuperacion del polvo

La recuperacion del polvo se calculé de acuerdo con la siguiente formula:

Soélidos totales en el polvo resultante

% recuperacion del polvo =
? P P Contenido total de sdlidos en la solucion inicial

2.5.Parametros de calidad y propiedades fisicas

La actividad de agua (aw), la prolina y los parametros de color L¥, a* y b* de
las LHP se determinaron siguiendo los mismos procedimientos descritos
para las mieles crudas.

88



Capitulo 1

2.5.1. Temperatura de transicion vitrea

Las propiedades térmicas de las muestras de miel y los polvos obtenidos de
LH1 (como representante de todos los polvos obtenidos) se midieron
utilizando calorimetria diferencial de barrido (DSC, 10 — 15 mg de muestra
bajo un flujo constante de nitrogeno de 50 ml-min, con un analizador DSC
TA Instruments Q200 equipado con un sistema de enfriamiento Intra-Cooler,
a 20 °C:min™). El método de medicién se basdé en una secuencia de
calentamiento/enfriamiento/calentamiento, que comenzé a - 80 °C y subid
hasta no mas de 120 °C, evitando asi la degradacion de la muestra (Cordella
et al., 2002; Cordella et al., 2003). Las mediciones se llevaron a cabo en vasos
de aluminio perforados, y los valores de Tg se calcularon utilizando el
software “TA Universal Analysis”.

2.5.2. Contenido en agua

El contenido en agua se determiné gravimétricamente secando 1 g de LHP a
105 °C durante 4 horas (Samborska et al., 2015b).

2.5.3. Higroscopicidad

Para la medicién de la higroscopicidad, 1 g de LHP se colocé en capsulas de
vidrio de fondo bajo y se mantuvieron en desecadores a temperatura
ambiente, utilizando una solucion saturada de NaCl (75% de humedad
relativa) durante una semana. Las muestras se pesaron cada hora durante las
primeras 4 horas para obtener la tasa higroscopica (g H.O/min, la pendiente
de la variacion de peso de la miel en polvo) y después de 7 dias para obtener
el indice higroscdpico, que se expresd como gramos de humedad absorbida
después de una semana por cada 100 g de solidos secos (g/100 g) (Nurhadi
et al., 2012; Shi et al., 2013; Suhag & Nanda, 2015).

2.5.4. Densidad compacta

La densidad compacta se midio vertiendo 2 g de LHP en una probeta de 10
ml, golpeando suavemente 25 veces y registrando el volumen (Suhag &
Nanda, 2015; Suhag & Nanda, 2016). Los resultados se expresaron en g/ml.

2.5.5. Solubilidad

La solubilidad de los polvos se midid agregando 1 g de LHP a 25 ml de agua
destilada en un vaso de vidrio de 100 ml a temperatura ambiente. La mezcla
se agitd con un agitador magnético a 890 rpm (barra de agitacion de 8 mm x
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25 mm), registrando el tiempo necesario para que cada polvo se disolviera
completamente (Samborska & Biertkowska, 2013).

2.5.6. Azucares

La glucosa, la fructosa y la sacarosa se determinaron siguiendo los mismos
procedimientos para mieles crudas mediante cromatografia de gases (GC)
después de la derivatizacion previa descrita por Pascual-Maté et al. (2018).

2.6.Analisis sensorial

Se seleccion6 un método descriptivo cuantitativo de perfil sensorial para
obtener las diferencias organolépticas entre 9 muestras de LHP, realizando
el analisis con las muestras en polvo obtenidas con LH1. El método se
desarroll6 siguiendo las normas ISO y procedimientos internacionales (ISO
4121, 2003; ISO 13299, 2016; ISO 6658, 2017; Marcazzan et al., 2018).

El panel estuvo compuesto por siete evaluadores seleccionados (4 mujeres y
3 hombres, con edades comprendidas entre 31 y 57 afios) con experiencia
previa en analisis sensorial de miel (uno de ellos registrado como experto en
Andlisis Sensorial de Miel por el Gobierno Italiano).

En la primera sesion, el panel generd descriptores de forma individual para
describir las diferencias entre los coadyuvantes y las mieles en polvo,
degustando diferentes mieles de brecina, coadyuvantes disueltos en agua
(AG, WH y MD) y tres tipos diferentes de miel en polvo obtenidos en
experimentos previos. En la misma sesion, se eligieron y definieron en
comun diecinueve atributos (Tabla 2). Ademas, la intensidad de cada
descriptor fue consensuada.

La segunda sesion se llevd a cabo eligiendo como representantes de los
polvos las 9 muestras de LHP1 (con los tres coadyuvantees y obtenidas
mediante los tres procedimientos de secado), para evitar la saturacion del
paladar con 27 muestras, si también se probaran LHP2 y LHP3. Las muestras
de LHP1 se disolvieron en agua (2,5:1 [miel: agua]) y luego se evaluaron.
Todos los descriptores y la percepcion global se cuantificaron para cada
muestra en una escala continua unipolar de 10 cm [escala continua de 10 cm,
ancladaen 1 cm (minimo) y 9 cm (méaximo), marcada del 1 al 9, donde el lado
izquierdo de la escala correspondia a la ausencia de la caracteristica y el lado
derecho a la maxima intensidad]. La intensidad de los atributos se cuantific
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midiendo desde el lado izquierdo en la linea de escala hasta la marca del
evaluador, calculando el valor medio para cada atributo.

Las 9 muestras de LHP1 se presentaron de manera aleatoria y anonima (con
un cddigo de tres digitos) en un recipiente de vidrio con tapa para evitar la
contaminacion y dispersion de los aromas de miel, manteniendo la
proporcion muestra/volumen cerca de 1/4. Se usaron cucharas de plastico
para agitar la miel durante la evaluacion olfativa y para probar el producto.
Se utilizaron agua mineral y pan bajo en sal para limpiar el paladar entre
degustaciones.

Tabla 2. Atributos seleccionados por el panel en este estudio para la evaluacion del perfil sensorial de
mieles en polvo.

Caracteristicas Descriptores Descriptores Percepciones
olfativas de flavor de sabor de textura
floral floral dulce viscoso
dulce dulce acido cristalizado
lacteo lacteo salado gomoso/untuoso
goma/neumatico quimico amargo
fruta seca jabon
animal
quimico

2.7.Andlisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron por triplicado, excepto el andlisis sensorial.
Los resultados se expresaron como promedios y desviaciones estandar. Se
realizo una prueba de normalidad. Se utiliz6 el andlisis de varianza
(ANOVA) de un solo factor seguido de la prueba de diferencia significativa
de Tukey (p < 0,05) para los valores paramétricos, mientras que los valores
no paramétricos se analizaron utilizando la prueba de Kruskal-Wallis
seguida de interpretaciones graficas de caja y bigotes. Para el andlisis
sensorial, se realizaron un analisis de componentes principales (PCA) y un
andlisis de cluster utilizando el algoritmo de enlace de Ward y la distancia
euclidiana. Los analisis se llevaron a cabo utilizando el software Statgraphics
Centurion XVIII (Statgraphics Technologies, Inc., The Plains, VA, EE. UU.).
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3. Resultados y discusion
3.1. Muestras de miel

La Tabla 3 muestra los resultados de los parametros de control de calidad de
las mieles. En cuanto a los criterios de composicion que deben cumplir las
mieles europeas, el contenido en humedad (16,04 — 17,54%), la suma de
fructosa y glucosa (60,05 — 71,69%), la sacarosa (0,24 - 2,70%), la
conductividad eléctrica (0,33 — 1,01 mS/cm), la acidez libre (41,02 — 49,77
meq/kg), la actividad diastasica (3,93 — 23,55 en la escala de Schade) y el
contenido de HMF (0,00 - 18,01 mg/kg) cumplieron con los limites europeos
para estos parametros (OJEC- Diario Oficial de las Comunidades Europeas,
2002). Los valores de aw (0,5400 — 0,6243) se encontraban dentro del rango
habitual para muestras de miel, siendo LH3 el que mostr6 el resultado mas
bajo de aw y el menor porcentaje de agua. Los valores de aw menores a 0,6
inhiben las levaduras osmofilas que pueden ser responsables de la
fermentacion de la miel (Bogdanov, 2011). El pH de las muestras vario de
3,87 a 4,14, estando dentro de los valores habituales para las mieles florales
(Bogdanov et al., 2004). Las tres LH mostraron una acidez libre alta (41,02 -
49,77 meq/kg) y una acidez de lacténica muy baja (0,00 — 0,23 meq/kg). El
indice de formol (0,61 — 0,93 meq/100 g), que esta relacionado con el
contenido de aminodcidos libres (Hadorn & Ziircher, 1963), concordo con las
referencias bibliograficas (Andrade et al., 1999; Manuel Suisse des Denrées
Alimentaires, 1974). La prolina (73,06 — 107,24 mg/100 g) fue superior a 18
mg/100 g, que es el nivel minimo propuesto para mieles auténticas
(Bogdanov, 2016). Las muestras exhibieron un color rojizo, tipico de las
mieles de brezo. LH3 fue mas clara, menos rojiza y mas amarillenta en
comparacion con las otras mieles. Algunos investigadores sefialaron que
cuanto mas oscuras eran las mieles, mayores eran los contenidos fenolicos y
las actividades antioxidantes (Meda et al., 2005; Alvarez-Suarez et al., 2010).

3.1.Mieles en polvo
3.1.1. Recuperacion del polvo

LHP mostré recuperaciones entre 59,88% y 97,90% (Fig. 1).
Independientemente de la muestra de miel, VC-LHP (80,55 — 97,90%) y FZ-
LHP (73,62 — 96,41%) exhibieron las mayores recuperaciones, mientras que
SP-LHP mostré las menores (59,10 — 78,60%). El menor rendimiento de SP en
comparacion con VC y FZ podria deberse a la mayor diferencia de
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temperatura entre la temperatura a la que se obtiene el polvo y su T
(Jedlinska et al.,, 2019), ya que este hecho aumenta la pegajosidad del
producto, afectando negativamente al rendimiento. De todas formas,
nuestros datos para SP-LHP fueron superiores al 50% descrito como
recuperaciones exitosas para el secado por atomizacion por Shi et al. (2013).
MD fue el coadyuvante con el que se obtuvieron las mayores recuperaciones
por VC y FZ, mientras que WH fue el coadyuvante con el que se obtuvo la
mayor recuperacion por SP.

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de las mieles de brecina utilizadas para obtener miel en polvo (n =
3, excepto azticares n = 1).

LH1 LH2 LH3
Contenido en agua (%) 16,72 £ 0,12 17,54 + 0,05 16,04 +0,23a
Aw 0,624 + 0,044 0,605 + 0,004 0,540 + 0,008a
Fructosa (%) 37,14 34,59 32,16
Glucosa (%) 34,55 33,52 27,89
Sacarosa (%) 2,70 0,24 2,63
Conductividad (mS/cm) 0,647 + 0,002 1,012 + 0,006 0,332 +0,001a
pH 4,05 +0,01v 4,14 + 0,02 3,87 £0,03a
Acidez libre (meq/kg) 49,77 + 3,05a 49,70 + 2,49, 41,02 + 6,56a
Acidez lacténica (meq/kg) 0,00 £ 0,00a 0,23 +0,05a 0,00 + 0,004
Indice de formol (meq/100 g) 0,61 +0,05a 0,74 +0,01a 0,93 +0,13a
Indice de diastasas (escala Schade) 3,93 +0,07a 13,55 + 0,35 23,55 + 1,49
HMF (mg/kg) 0,00 £ 0,00a 0,00 +0,00a 18,01 +0,43v
Prolina (mg/100 g) 74,33 + 3,72a 107,24 + 4,85 73,06 +0,75a
L* 24,77 +0,03a 25,66 +0,03b 44,61 £ 0,01
a* 16,54 + 0,02 16,61 = 0,03 10,17 £0,01a
b* 33,15+ 0,07a 34,49 +0,11v 40,42 + 0,03c

a-c: letras diferentes muestran diferencias significativas (p < 0,05) entre las mieles.

Con respecto a los coadyuvantes: 1) Usando AG las recuperaciones variaron
entre 60% y 69%, con una concentracion de miel del 58% (proporcion 58:42)
en SP-LHP. Suhag et al. (2016) describieron valores similares para el mismo
coadyuvante y el mismo procedimiento, logrando una miel en polvo con 65%
de miel y 60% de recuperacion. Otros investigadores que también
deshidrataron mieles con AG mediante SP obtuvieron polvos con menor
cantidad de miel (50%) y rendimientos entre 36,6% (Nurhadi et al., 2012) y
68%, aumentando la recuperacion hasta 75% si se afnadia caseinato al 2%
(Samborska et al., 2014a). Samborska et al. (2017) obtuvieron un polvo con
75% de miel, pero con un rendimiento del 25% aplicando diafiltracion como
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paso previo a la desecacion SP. Deshidratando mediante VC, Nurhadi et al.
(2012) obtuvieron una recuperacion del 73,8% con 50% de miel en el polvo
final. En nuestro estudio, se obtuvieron rendimientos considerablemente
mas altos (80% — 89,4%) con VC usando AG (VC-AG). FZ demostro ser el
mejor y mas efectivo procedimiento para hacer mieles en polvo, ya que
usando este método se logrd la mayor recuperacion (87% —93%) y la mayor
concentracion de miel en el polvo (73%). 2) Empleando WH, se obtuvo la
misma concentracion final de miel (72%) con las tres técnicas con las
siguientes recuperaciones: SP: 74,8 — 78,6%, VC: 85 — 95%, FZ: 75 — 94%. Para
SP, WH resulto ser el coadyuvante mas eficiente, ya que se lograron mayores
cantidades de miel en el polvo (72%) y mayores porcentajes de recuperacion
(75% — 79%), coincidiendo con otros estudios (Shi et al., 2013; Suhag &
Nanda, 2016). 3) Utilizando MD, el rendimiento varié del 59% al 72% y la
concentracion final de miel en el polvo fue del 46% en SP-LHP. Aplicando la
misma técnica y empleando el mismo coadyuvante, otros cientificos
mostraron recuperaciones entre 9,7% (Nurhadi et al, 2012) y 74%
(Samborska et al., 2020) con un 50% de miel en el producto final. Sin
embargo, para obtener una mayor concentracion de miel, Shi et al. (2013)
anadieron un 2,5% de WH a la mezcla, obteniendo un polvo con un 60% de
miel y un rendimiento del 70%. Trabajando con una miel de colza,
Samborska et al. (2019) obtuvieron un polvo con mayor cantidad de miel (60
- 80%) y con un rendimiento muy alto (75 - 90%) después de usar aire
deshumidificado durante el proceso de secado por atomizacion, siendo
probable que las mieles de colza sean mas faciles de secar que las mieles de
brezo. En nuestro estudio, se obtuvieron mayores rendimientos y
concentraciones mas altas de miel utilizando VC (90 - 98% de rendimiento,
56% de miel) y FZ (88 - 96% de rendimiento, 72% de miel), siendo nuestros
resultados considerablemente mejores que los obtenidos por Nurhadi et al.
(2012), utilizando VC y MD (73% de recuperacion, 50% de miel en el polvo)
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por Fan y Roos (2019), quienes obtuvieron un polvo con 50% de miel
utilizando FZ.

sp VC FZ
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Fig. 1. Diagrama de la relacion entre la recuperacion del polvo y la cantidad de miel en muestras de
miel en polvo obtenidas mediante secado por atomizacion (SP), vacio (VC) y liofilizacion (FZ),
utilizando goma arabiga (AG), aislado de proteina de suero (WH) y maltodextrina (MD). Grafico
realizado con R-Studio.

3.1.2. Propiedades fisicas
3.1.2.1. Temperatura de transicion vitrea (T%)

La Tabla 4 muestra una sola Ty en LH (entre - 27,33 y - 29,81 °C). Nuestros
valores fueron superiores a los obtenidos para otras mieles (Kantor et al.,
1999; Nurhadi et al., 2012; Shi et al., 2013; Sramek et al., 2016), donde se
describieron valores entre - 40,2 y - 51 °C. Este contraste entre los valores
podria deberse a los diferentes origenes botanicos o al diferente
procedimiento de medicion de T;. Nurhadi et al. (2012) explicaron que la
temperatura de transicion vitrea de la miel liquida esta fuertemente afectada
por el contenido de humedad, ya que el agua acttia como plastificante y la Tg
de la muestra disminuye considerablemente.
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Tabla 4. Temperatura de transicion vitrea T (*C) de mieles crudas (LH1, LH2, LH3) y mieles en polvo
(LHP1) obtenidas por secado por atomizacién (SP), vacio (VC) y liofilizacién (FZ), utilizando goma
arabiga (AG), aislado de proteina de suero (WH) y maltodextrina (MD).

Muestra Tg1 (Tmepia °C) Tg2 (T™mepia °C)

LH1 -27,66 -

LH2 -29,81 -

LH3 -27,33 -

SP-AG-LHP1 49,86 -
SP-WH-LHP1 13,31 64,54
SP-MD-LHP1 25,44 90,58
VC-AG-LHP1 13,62 80,09
VC-WH-LHP1 22,20 71,08
VC-MD-LHP1 25,99 91,34
FZ-AG-LHP1 19,34 81,26
FZ-WH-LHP1 14,32 66,52
FZ-MD-LHP1 18,47 88,82

- : Ausente (no hay T5 2)

Sin embargo, LHP1 mostrd dos transiciones a temperaturas mas altas (Tabla
4). Este hecho puede explicarse por el doble papel del agua como
compatibilizador y plastificante. Las dos T; observadas en las muestras secas
corresponden a dos polimeros diferentes. T; 1 probablemente se debid a los
polimeros de miel seca. Ty 2 (que fue menos notable que la primera, Fig. 1-
material suplementario) probablemente se debié a los coadyuvantes. T 2
parecia ser menor que la Tg de los coadyuvantes puros (205,5 °C para MD;
194,5 °C para AG; 132,12 °C para WH, Nurhadi et al., 2012; Shi et al., 2013),
lo que mostr6 una compatibilidad parcial entre los polimeros de miel y los
coadyuvantes, pero no una compatibilidad total, ya que, en este tltimo caso,
solo se observaria una tnica T;. Los valores de T 2 de los polvos obtenidos
con WP fueron menores que T; 2 para los polvos obtenidos con MD,
confirmando la influencia de la naturaleza quimica de los coadyuvantes en
la compatibilidad de las mezclas. Se puede destacar la muestra SP-AG-LHP1,
porque solo se observd una unica T; a 49,86 °C, lo que significa que los
polimeros de miel y el coadyuvante eran totalmente compatibles en este
caso.

La T, 1 para LHP1 vario entre 13,31 y 25,99 °C, excepto para SP-AG-LHP1.
Los resultados fueron menores que los obtenidos por otros investigadores
que describieron valores de Ty entre 42,6 y 49,7 °C en polvos obtenidos por
vacio y valores de T; entre 47,5 y 82,14 °C en polvos obtenidos por secado
por atomizacion (Sahu et al., 2008; Samborska et al., 2020; Shi et al., 2013). Sin
embargo, obtuvimos valores de Ty similares a los de Jedlinska et al. (2019) y
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Samborska et al. (2019) para mieles en polvo obtenidas por secado por
atomizacion con aire deshumidificado (T; entre 6,5 y 26,1 °C). Estos
investigadores obtuvieron una concentracion de miel similar (60 - 80%) a la
nuestra en los polvos finales, confirmando que los valores de T; disminuyen
amedida que aumenta la concentracién de miel. MD-LHP exhibi6 los valores
de Ty mas altos para todos los procedimientos de secado, probablemente
debido a la menor proporcidon de miel en estas muestras.

Los valores bajos de T; para las mieles en polvo (cercanos a la temperatura
ambiente) sugieren que las mieles en polvo deben almacenarse a
temperaturas de refrigeracion en envases de alta barrera porque los
materiales amorfos son inestables si se almacenan a temperaturas cercanas o
superiores a la Ty (Jedliniska et al., 2019).

3.1.2.2. Color

El color del LHP es un factor de calidad de suma importancia para los
consumidores. El color de la miel varia desde incoloro y amarillo claro hasta
ambar oscuro o casi negro, a veces con reflejos verdes o rojizos (Bogdanov,
2011), y esta relacionado con el origen botanico. Las mieles de brezo, junto
con las mieles de castafio y de melaza, son de color oscuro con valores de L*
inferiores a 50 (Gonzalez-Miret et al., 2005). La Figura 2 muestra imagenes
de los polvos, donde se puede observar el color de los polvos. La Tabla 5
muestra que la luminosidad (L*) de LHP fue significativamente mayor (p <
0,05) para SP-LHP vy significativamente menor (p < 0,05) para VC-LHP.
Nurhadi et al. (2012) describieron valores mas altos de L* en polvos SPy VC
con AG y MD (94,3 - 98,1), al igual que Samborska et al. (2019) en polvos SP
con MD (93,9 — 94,3). En general, AG-LHP mostr6 una mayor luminosidad.
Como se esperaba, LHP3 mostro los valores mas altos para la luminosidad
(ver Tabla 5).

En cuanto a los valores de a*, todos los coadyuvantes y la mayoria de los SP-
LHP mostraron valores negativos, lo que significaba que tenian una
tonalidad ligeramente verde. Por el contrario, los VC-LHP y FZ-LHP
tendieron al rojo, siendo el VC-LHP el mas rojizo. LHP3 exhibi¢ los valores
de a* mas bajos, lo que coincidié con los valores obtenidos para las LH (Tabla
3). En general, AG-LHP mostré valores de a* mas bajos que WH-LHP y MD-
LHP. VC-WH-LHP exhibid los valores de a* mas altos (p < 0,05). Entre otros
estudios también se describieron valores negativos de a* para las mieles en
polvo SP (0,1 a —0,5) (Nurhadi et al., 2012; Samborska et al., 2019). Sin

97



Capitulo 1

embargo, en los polvos VC, Nurhadi et al. (2012) obtuvieron valores
negativos (- 0,2). Esta diferencia contrastante entre los resultados de
Nurhadi et al. (2012) y los resultados de este estudio probablemente se deba
al diferente tiempo de secado. Las mieles en polvo elaboradas por Nurhadi
et al. (2012) se obtuvieron en 1 hora, mientras que los LHP de nuestra
investigacion se obtuvieron en 24 horas.

SP-MD-LHP1

Fig. 2. Imagenes de mieles de brecina en polvo (LH1) obtenidas mediante secado por atomizacion (SP),
vacio (VC) y liofilizacion (FZ), utilizando goma arabiga (AG), aislado de proteinas de suero (WH) y
maltodextrina (MD).

En cuanto a los valores de b* todos los LHP tendieron al amarillo. Los SP-
LHP mostraron los valores de b* mas bajos, en contraste con los VC-LHP,
que exhibieron los valores de b* mas altos (p < 0,05). En comparacién con
LHP1 y LHP2, LHP3 mostrd los valores de b* mas bajos, a diferencia de los
datos obtenidos para el LH3 crudo (Tabla 3). Todos los AG-LHP mostraron
los valores de b* mas bajos y VC-WH-LHP los valores mas altos. Nurhadi et
al. (2012) obtuvieron valores de b* mas bajos con AG y MD (2,1-10,5),
también obteniendo valores mas altos de b* en los polvos VC en comparacion
con los polvos SP.
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Tabla 5. Parametros de color (L*, a* and b*) de los coadyuvantes y mieles en polvo obtenidos mediante secado por atomizacién (SP), vacio (VC) y
liofilizaciéon (FZ) utilizando goma ardbiga (AG), aislado de proteina de suero (WH) y maltodextrina (MD) (n = 3).

L*

LHFP1 LHF2 LHFP3

Sp vC FZ SP vC FZ 5P vC FZ
AG  89,52+0,11 ©88,50+0,02.  259,74+0,14.  573,29+0,01- ©88,42+0,02: 463,7340,02. 371,800,086 ©93,79+0,06. 579,0620,02- 475,84+0,04=
WH  58,59+0,07  ©88,31%0,03:  A31,9440,35.  ®67,22:0,02. ©87,7040,05-  250,48+0,13.  ®66,89+0,12. ©93,14+0,03=  257,8840,02.  578,31+0,04x
MD  95,50+0,19  <79,7840,05. 458,7240,160  570,99+0,03¢ ©84,86+0,03. 463,4340,03:  569,4620,17 ©92,31+0,04= A76,9840,02:  383,05+0,03:
a*

LHFP1 LHF2 LHFP3

sp vC FZ SP vC FZ 5P vC FZ
AG  -0,6840,01 20,15+0,01e =7,5640,04 53,87+0,01. 4-0,47+0,02. <6,11+0,01. 54,550,035 4-1,3140,01e ©2,60+0,01a 50,03+0,03=
WH -0,35%0,01 40,28+0,01. ©13,20+0,14- 55,50£0,01 4.0,2620,01= ©13,18+0,05- 55,7220,05: 4-1,18+0,01- ©12,55+0,01- 52,40+0,01-
MD -1,64+0,01 42,43+0,01 ©8,4620,100 B5,7440,02: 20,95+0,01- ©7,8440,01v 56,04:+0,09: 4-1,5940,01a ©2,7320,000 51,15+0,02s
b

LHP1 LHFP2 LHP3

5P vC FZ SpP vC FZ 5P vC FZ
AG  9,72+0,00 412,1840,03.  ©29,26+0,11 524,71+0,00a 211,8940,03.  <28,6540,03. 527,2020,09. 43,6440,02. ©22,33+0,01 520,94+0,042
WH 17,340,035  41349£0,01s  =34,7020,07: 526,2240,05 2414,1340,03%  =32,960,22. 527,730,135 A7,81=0,01 ©35,2640,01- 522,4940,07
MD 1164002 A21,8740,02.  ©30,99+0,26.  528,40+0,03: 418,26+0,04. <32, 60£0,03.  29,05+0,19: A7,01£0,02- €27,37+0,02:  520,92#0,31.

A-C: Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los procedimientos de secado para cada miel y coadyuvante.

a-c: Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los coadyuvantees para cada miel y procedimiento de secado.
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Al comparar los parametros de color entre las mieles crudas y sus polvos, se
puede observar que en los LHP L* aumentd (tendiendo a un tono
blanquecino), mientras que a* y b* disminuyeron, probablemente debido al
uso de coadyuvantes. Ademas, la disminucion significativa del valor de L* y
el aumento en los valores de a* y b* de VC-LHP, particularmente para el VC-
WH-LHP, podrian atribuirse a las reacciones de Maillard y la caramelizacion
de fructosa y glucosa. Los VC-LHP se deshidrataron a 60 °C durante un largo
tiempo. Ademas, es probable que haya habido reacciones de deterioro de los
polifenoles con proteinas al usar WH (Samborska et al., 2014a).

3.1.2.3. Contenido en agua y actividad de agua

La Tabla 6 muestra los resultados para el contenido en agua y la aw. Los LHP
mostraron resultados de humedad entre 1,90% y 7,48%. En general, los
porcentajes de agua mas bajos se obtuvieron para las mieles deshidratadas
con MD (MD-LHP) y los mas altos para las mieles deshidratadas con WH
(WH-LHP). Otros estudios mostraron la misma tendencia en las mieles en
polvo SP (Shi et al., 2013 y Suhag & Nanda, 2016), donde las mieles
deshidratadas con WH exhibieron el mayor contenido en agua (4,5 - 5,7%),
con GA un valor intermedio (4,6%) y con MD el contenido de agua mas bajo
(31 — 3,6%). Este comportamiento podria esperarse dado que existen
diferencias entre las estructuras quimicas de los coadyuvantes. Las proteinas
muestran una fuerte capacidad para retener agua y recubren las gotas con
una capa delgada, evitando la evaporacién (Suhag & Nanda, 2016). Sin
embargo, esta tendencia no se observo en otros estudios en VC-LHP, donde
los porcentajes finales de humedad variaron entre 1,40% y 1,92% utilizando
AG, WP y MD, sin diferencias significativas entre los coadyuvantes (Mutlu
etal., 2020). Se obtuvieron valores de humedad mas bajos (0,9 - 1,6%) cuando
se utilizé aire deshumidificado para SP (Samborska et al., 2019). No hubo
diferencias entre las muestras de miel, la concentraciéon de miel o el método
de secado, aunque en general, el VC-LHP tuvo porcentajes de humedad mas
bajos. Ademads, Nurhadi et al. (2012) mostraron una humedad menor en las
mieles en polvo VC (1,1 - 2%) en comparacion con las mieles en polvo SP (2,3
—4,4%). Otros estudios concluyeron que el contenido de agua de los polvos
dependia de la proporcién de coadyuvante en el polvo. Cuanto mayor es el
contenido de coadyuvante, mayor es el contenido final de agua (Samborska
et al.,, 2015a, 2017, 2019). En nuestro estudio, comparamos las tres muestras
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Tabla 6. Contenido de humedad (%) y actividad de agua de coadyuvantes y mieles en polvo obtenidos por secado por atomizacién (SP), vacio (VC) y liofilizacién (FZ),
utilizando goma arabiga (AG), aislado de proteina de suero (WH) y maltodextrina (MD) (n = 3).

Humedad
LHP1 LHP2 LHP3
SP vC FZ SP vC FZ SP vC FZ
AG 7,51£033  44,63+047, *3,43+0,12, 44,09+0,68, 3,00+0,11, Bg’?ibi 8459 +£ 0,27, B4 87 + 0,20, A2.74 £ 0,56, Bg’éébi
WH 1,33+0,20 B727+023, £574+0,28, B7,40+0,61. 57,02+0,16, Ag’zzj 45,99 £ 0,19, €7,48 £ 0.36, A3.91 + 0,46, Bg’?;j
MD  234+027 54,08+0,10, “2,61+026, #221+0,16, ©3,80+0,01, B%’gllf A1,90 £ 0,00, 21,92 £ 0,09, 42,12+ 0,09, Bg’gﬁf
aw
LHP1 LHP2 LHP3
Sp vC FZ Sp vC FZ Sp vC FZ
AG 0,324 +0,003 40,263 +0,001, 0,317 0,021, *0,254 +0,004, 40,211+ 0,001, 20,250 + 0,005, €0,304 + 0,002, 0,236 + 0,001, 20,257 +0,007, 0,315 + 0,001,
WH 0,120+ 0,001 40,256 + 0,002, 20,297 + 0,001, *0,253 +0,007, 0,257 0,001, 20,240 + 0,000, 0,263 + 0,002, 0,260 + 0,002, 0,260 + 0,003, 0,250 £ 0,002,
MD 0204 +0,001 0,342 +0,002. 50,337 +0,001, “0,211+0,002, “0,257 0,001, 20,271 + 0,000, 20,250 + 0,006, 0,267 =0,001. €0,318 + 0,001, 20,261 + 0,001,

A-C: Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los procedimientos de secado para cada miel y coadyuvante.
a-c: Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los coadyuvantees para cada miel y procedimiento de secado
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MD-LHP, donde se utilizaron distinta relacion miel: coadyuvante para cada
tratamiento, MD-LHP1 y MD-LHP2 siguieron la tendencia mencionada, a
diferencia de MD-LHP3. En otros polvos de FZ, se obtuvo una humedad del
3,10% en la miel en polvo con 50% de miel, utilizando jarabes de glucosa +
1% de WP como agente secante (Sramek et al., 2016).

WH mostr6 el valor mas bajo para aw y AG el mas alto. Los LHP exhibieron
una gran variabilidad con valores de aw que oscilaban entre 0,2106 y 0,3421.
Nurhadi et al. (2012), Nurhadi y Roos (2017) y Shi et al. (2013) obtuvieron
valores similares para SP y VC, mientras que Samborska et al. (2014a, 2017,
2020) y Samborska y Czelejewska (2014b) obtuvieron resultados de actividad
de agua mas bajos (0,066-0,138) en polvos SP con AG o MD. Estas diferencias
podrian atribuirse al tipo de miel, el tiempo hasta el andlisis y las condiciones

de almacenamiento.
3.1.2.1. Solubilidad y densidad compacta

MD fue el coadyuvante con la mayor solubilidad (10 s), mientras que AG
mostro la menor (311 s). LHP también exhibié la misma tendencia, siendo
MD-LHP el mas soluble (37 — 92 s) sin importar el procedimiento de secado.
Las mieles deshidratadas con AG (AG-LHP) fueron las menos solubles (p <
0,05), tardando entre 83 y 286 s (Fig. 3A). FZ-LHP tuvo los mejores valores
de solubilidad, seguido por SP-LHP, mientras que VC-LHP mostré la menor
solubilidad (p < 0,05). Samborska y Bienkowska (2013) obtuvieron valores
similares para los polvos SP con MD (28 — 148 s). Estos autores demostraron
que cuanto menor era el contenido de humedad de los polvos, peor era la
solubilidad. No obstante, en nuestra investigacion esa relacion cambid, ya
que los polvos con menor humedad, como MD-LHP, mostraron la mejor
solubilidad, mientras que WH-LHP, que eran las muestras con mayor
humedad, presentaron una solubilidad intermedia.

La densidad compacta fue mayor en MD (0,64 g/ml) que en el resto de los
coadyuvantes (0,42 — 0,45 g/ml). LHP no siguié una tendencia clara en
relacién al coadyuvante, aunque MD-LHP mostré la mayor densidad en la
mayoria de las muestras (0,29 — 0,79 g/ml) (Fig. 3B). Samborska, Gajek y
Kaminska-Dworznicka (2015b) y Shi et al. (2013) también concluyeron que
la densidad compacta era mayor en los polvos con MD, lo que estaba
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relacionado con su alto grado de aglomeracion y colapso estructural,
resultando en una disminucién del volumen de las particulas del polvo.
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Fig. 3. Solubilidad (s) y densidad (g/ ml) de las mieles de brecina en polvo (LHP) obtenidos
mediante secado por atomizacién (SP), vacio (VC) y por liofilizacion (FZ), utilizando goma
arabiga (AG), aislado de proteina de suero (WH) y maltodextrina (MD) como coadyuvantes
(n=3, densidad n=2). Las barras de error representan la desviacién estandar para cada punto

de datos. A-C: letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los

procedimientos de secado para cada miel y portados; a-c: letras diferentes indican diferencias

significativas (p < 0,05) entre los coadyuvantes para cada miel y procedimiento de secado.

La muestra MD-LHP, con diferentes concentraciones de miel para cada
tratamiento de secado (Tabla 1), mostré que la densidad compacta de SP-
MD-LHP era menor que la densidad compacta de VC-MD-LHP y FZ-MD-
LHP, siendo FZ-MD-LHP1 la excepcién. Por lo tanto, hubo un aumento en
la densidad compacta cuando la concentracion de miel aumentd (o la

concentracion de coadyuvante disminuyo). En otros estudios se observaron
resultados similares (Suhag et al., 2016). Se mostré una menor densidad
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compacta en SP-LHP (0,24 — 0,50 g/ml), por lo que se necesita mas espacio
para almacenar este producto en comparacion con VC-LHP (0,61 - 0,79 g/ml)
y FZ-LHP (0,37 - 0,78 g/ml). VC-LHP mostr6 la mayor densidad, excepto
para VC-MD-LHP2 y VC-MD-LHP3. Mutlu et al. (2020) obtuvieron valores
similares para polvos VC con tres coadyuvantes diferentes (AG, WH, MD)
(0,74 - 0,80 g/ml). Se observd una ligera correlacion negativa entre la
densidad compacta y el contenido en agua (r = -0,3814, p = 0,0020),
concordando con otras investigaciones (Samborska et al., 2015b; Shi et al.,
2013). La densidad de un producto es relevante para el almacenamiento,
procesado, envasado y distribucion. Tener una mayor densidad podria ser
positivo, ya que implica un menor volumen y, por lo tanto, un
almacenamiento, envasado y distribucion mas eficientes. Sin embargo,
también podria ser negativo, ya que una mayor densidad podria provocar
una mayor cohesién entre las particulas y formar aglomerados mas

facilmente.
3.1.2.2. Higroscopicidad

LHP es un producto con alta higroscopicidad debido a su alto contenido de
azucares. La Fig. 4 representa la higroscopicidad de las mieles en polvo y los
coadyuvantes. La Fig. 4A muestra el porcentaje de agua absorbida en una
semana (indice higroscopico). La Fig.4B exhibe la cantidad de agua
absorbida por minuto (tasa higroscdpica). El coadyuvante WH mostré la
mayor higroscopicidad en ambas mediciones.

En general, MD-LHP mostré un indice higroscépico mas bajo (7,21 - 13,14%),
a diferencia de AG-LHP que mostré porcentajes mas altos (10,18 — 16,26%),
excepto para VC-AG-LHP3 y FZ-AG-LHP3. Los valores higroscopicos
obtenidos en nuestro estudio fueron mas bajos que los descritos en otras
investigaciones de mieles en polvo obtenidas mediante SP utilizando los tres
coadyuvantees y las mismas condiciones de analisis (1 g/25 "C/75% HR/7
dias), con valores entre 20,13% y 27,8% (Samborska et al., 2020; Shi et al.,
2013; Suhag & Nanda, 2015). La discrepancia en los resultados podria
deberse al tipo de miel. Nuestros resultados también fueron contradictorios
con los de Suhag & Nanda (2016), quienes observaron la menor
higroscopicidad (23,1%) para mieles en polvo SP con WH y la mayor (26,4%)
para polvos con MD. Sin embargo, nuestros valores coincidieron con los
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resultados de Samborska et al. (2015b), cuyos polvos de miel con MD

mostraron la menor higroscopicidad.
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Fig. 4. Higroscopicidad (%) y tasa higroscopica (g H2O/ min) de mieles de brecina en polvo
(LHP) obtenidos por secado por atomizacién (SP), vacio (VC) y liofilizacién (FZ), utilizando
goma ardbiga (AG), aislado de proteina de suero (WH) y maltodextrina (MD) como
coadyuvantes (n=3). Las barras de errores representan la desviacién estandar para cada punto
de datos. A-C: letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los
procedimientos de secado para cada miel y coadyuvante; a-c: letras diferentes indican diferencias
significativas (p < 0,05) entre coadyuvantes para cada miel y procedimiento de secado.

Estos investigadores atribuyeron sus valores a la menor higroscopicidad del
MD, asi como a una combinacion de factores, como la conformacion y la
topologia de la molécula y los sitios hidrofilicos/hidrofébicos absorbidos en

la interfaz (Pérez-Alonso et al., 2006). SP-LHP mostré porcentajes de
higroscopicidad entre 8,37% y 15,58%, VC-LHP exhibi6 valores entre 7,9% y
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15,43%, y FZ-LHP entre 5,56% y 16,41%. Nurhadi et al. (2012) describieron
resultados similares en mieles en polvo obtenidas por VC con AG y MD (12
—13,7%). El analisis de varianza reveld que el método de secado no tuvo un
efecto significativo sobre el indice higroscopico. Sin embargo, el SP-LHP
mostrd la tasa de higroscopicidad mas alta (Fig. 4B), siendo menores y
similares las de VC-LHP y FZ-LHP. Por lo tanto, durante las primeras 4
horas, SP-LHP absorbié agua mas rapido que los polvos obtenidos por los
otros dos tratamientos. Sin embargo, después de una semana, el indice de
higroscopicidad fue similar para los polvos obtenidos por todos los
procedimientos. Tasas de higroscopicidad mas altas fueron obtenidas por
Nurhadi et al. (2012), quienes describieron valores entre 0,00020 y 0,00033 g
H2O/min en polvos SP y VC, con resultados menores en polvos obtenidos
con MD que con AG. Aunque algunos autores habian descrito una relacién
entre el contenido en agua del polvo y la higroscopicidad (Shi et al., 2013),
en nuestra investigaciéon no se encontr6 esa correlacion. Sin embargo, se
encontré una correlacion muy débil entre la cantidad de miel en el polvo
final y el nivel de higroscopicidad (r=0,3, p=0,017), que también observaron
Samborska et al. (2019).

3.1.3. Prolina

Este aminoacido se esta utilizando como un posible indicador de la calidad
de la miel. Por lo que es interesante comprobar en qué medida la
incorporacion de aditivos con proteinas que contienen prolina (por ejemplo,
aislado de proteinas de suero) puede aumentar el contenido de prolina en
las mieles en polvo en comparacidon con las mieles iniciales, con el fin de
detectar en el futuro mieles en polvo elaboradas con compuestos que

contienen prolina.

En cuanto a los coadyuvantes, como se esperaba, el suero (WH) mostro el
valor mas alto, seguido por la goma arabiga (AG), que estd compuesta por
una mezcla de polisacaridos con un 10% de material proteico, que contiene
un 50% de hidroxiprolina, serina y prolina (Lopera et al., 2009). Los LHP
mostraron contenidos de prolina menores que los correspondientes LH,
siendo el WP-LHP el que presento los valores mas altos, seguido por el AG-
LHP. El LHP2 mostré mayores contenidos de prolina, coincidiendo con el
valor méas alto del LH2. El FZ-LHP mostré los contenidos de prolina mas
altos, probablemente porque estos polvos contenian la mayor cantidad de
miel y no se sometieron a ningtin tratamiento térmico. E1 VC-LHP mostro el
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contenido de prolina mas bajo, principalmente debido a los intensos
tratamientos térmicos recibidos (60 °C/24 h), donde la reaccién de Maillard
entre azucar y aminodcido podria provocar una disminucion de la prolina
(Tabla 7).

3.1.4. Aztcares

El contenido de azticares se puede utilizar para detectar la adulteracion de
la miel. Por lo tanto, determinar los cambios en los aztucares después del
proceso de secado es util para verificar las mieles en polvo provenientes de
mieles adulteradas o la posible adicion de aztcares a la miel en polvo.

La fructosa y la glucosa fueron los principales componentes de LHP. La
Tabla 8 muestra que, entre los coadyuvantes, solo AG tenia una pequena
cantidad de ambos monosacéridos. En la mayoria de los LHP, la fructosa fue
mayor que la glucosa, aunque hubo algunas excepciones. La sacarosa no se
detectd en ningun polvo. En los métodos cromatograficos, tanto la
cromatografia de gases como la HPLC, un % RSD de alrededor del 3 se
considera aceptable. Un método cromatografico muy bueno puede tener
valores alrededor del 1% RSD, siendo comtn en la bibliografia encontrar
valores del 6%, 7% o incluso 8%. Suponiendo un método con un 1% RSD, un
valor menor al 1% de sacarosa no es analiticamente significativo, lo que
puede explicar por qué en nuestro estudio se obtuvieron valores de 0,00. De
hecho, verificamos que habia picos pequefios de sacarosa en los
cromatogramas, pero después de dividir este valor por el A4rea
considerablemente mayor de manitol (utilizado como patréon interno), y
después de llevar este valor de la divisién a la curva de calibracion de
sacarosa, se obtuvieron valores de 0,00 en todos los casos para las mieles en
polvo de nuestro estudio. Lo que queda claro, sin embargo, es que los
contenidos de sacarosa disminuyeron después del tratamiento de secado.
Por lo tanto, si se detectaran altos contenidos de sacarosa en una miel en
polvo, es probable que se haya anadido sacarosa al polvo.

No encontramos una tendencia clara en cuanto a la composicion de aztcares
en relacion con el procedimiento de secado o con el coadyuvante utilizado,
aunque los LHP mostraron una menor cantidad de aztcares que los LH.
Comparando nuestros resultados con los de otros estudios, Nurhadi et al.
(2012) obtuvieron valores mas bajos en polvos de miel obtenidos por SP y
VC con AG y MD, mientras que Kozlowicz et al. (2020) y Tomczyk et al,,
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(2020) mostraron valores mas altos en polvos SP con MD (fructosa: 30,6~
39,5%, glucosa: 27,2-51,6%).

3.1.1. Analisis sensorial

La primera parte consistio6 en establecer un perfil sensorial descriptivo
cuantitativo previo de las mieles de brecina en polvo (LHP). Se evaluaron
diecinueve atributos, de los cuales se seleccionaron seis (caracteristica
olfativa floral, descriptor del sabor floral y a caramelo, dulzura, viscosidad y
percepcion cerosa), junto con la percepcidn general, para una segunda etapa,
tras realizar un estudio estadistico de diferencias significativas (p < 0,05). La
Fig. 5 muestra el promedio de cada atributo para cada LHP. Los WH-LHP
fueron descritos como muy insipidos, con olores y sabores extremadamente
débiles, alta viscosidad y mala percepcion general. Los AG-LHP fueron
descritos como muy viscosos, siendo mas cerosos y mostrando un olor floral
y una mejor percepcion del sabor. Los MD-LHP fueron los mas apreciados,
obteniendo la puntuacion mas alta en cuanto a percepcién general. Los VC-
MD-LHP y FZ-MD-LHP obtuvieron la puntuacion mas alta para el olor y
sabor floral, asi como para la dulzura, y la mas baja para la viscosidad y la
percepcién cerosa. Los VC-LHP tenian un sabor a caramelo mas alto y los
FZ-LHP un olor floral mas fuerte. Los SP-LHP fueron los peor puntuados
por el panel, describiéndose como los mas viscosos. Las referencias
bibliograficas muestran que solo Nurhadi et al. (2012) realizaron un analisis
sensorial en el que la miel en polvo elaborada por VC fue mas atractiva que
la miel en polvo hecha por SP, considerando el aroma y el sabor. Estos
autores también encontraron que el uso de MD aumenté la aceptacion
sensorial. Con los resultados del analisis sensorial, se realizé6 un PCA. La
primera componente describi6 el 43,48% de la varianza, mientras que el
segundo componente describid el 29,97% (Fig. 6A y B). El PC1 se defini6
principalmente por la percepcidon general, la viscosidad y la percepcion
cerosa, mientras que el PC2 se defini6 principalmente por el olor floral y el
sabor a caramelo. Los polvos se pudieron dividir en tres grupos diferentes:
grupo I, donde se incluyeron VC-MD-LHP y FZ-MD-LHP, siendo los polvos
mas atractivos en términos de percepcion general y sabores florales dulces;
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Tabla 7. Valores de prolina (mg/100 g de polvo en materia seca) de coadyuvantes y mieles en polvo obtenidos por secado por atomizacién (SP), vacio (VC) y liofilizacion

(FZ), utilizando goma arabiga (AG), aislado de proteina de suero (WH) y maltodextrina (MD) (n = 3).

LHP1 LHP2 LHP3
Sp FZ sp VvC FzZ Sp vC FzZ
AG 2562+2,23 231,48+1,750 429,45+097, P4244+0,56v B850,73+1,37» A37,05+1,050 €65,68+1,75. 42581 +2,37. B31,88+1,78 43,53 +1,02v
WH 75704504 860,78+0,86c 431,16+1,11» 86534 +£3,65c B88,16+1,21. A38,61+1,42 €108,99+3,81b ©6595+2,37> 229,43+0,72v 856,82 + 2,05
MD 821+023 82540+0,11a 421,96+0,88. ©36,03+1,05. 838,16+1,80a 424,75+0,50a ©67,70+£0,17a 421,39 +1,44a 219,56 +1,01a 835,73 +1,51a

A-C: letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los métodos de secado para cada miel y coadyuvante.

a-c: letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los coadyuvantes para cada miel y método de secado.

Tabla 8. Fructosa y glucosa obtenidas por CG-MS expresadas en materia seca (g/100 g de polvo seco) de coadyuvantes y mieles en polvo obtenidos por secado por
atomizacion (SP), vacio (VC) y liofilizacion (FZ), utilizando goma arabiga (AG), aislado de proteina de suero (WH) y maltodextrina (MD) (n = 1).

Fructosa
LHP1 LHP2 LHP3
SP vC FZ sP vC FZ sP vC FZ
AG 0,36 29,41 32,18 27,61 28,74 24,46 27,13 27,62 32,96 27,98
WH 0,00 28,99 31,82 31,15 27,97 28,76 30,21 29,71 25,57 31,68
MD 0,00 27,40 26,00 30,43 23,88 32,21 26,47 25,63 24,16 32,13
Glucosa
LHP1 LHP2 LHP3
SP vC FZ SP vC FZ SP vC FZ
AG 0,25 24,68 27,52 21,53 25,46 29,74 21,38 23,57 29,43 21,91
WH 0,00 22,77 26,19 24,30 22,69 27,91 24,10 25,16 27,90 27,06
MD 0,00 25,38 21,83 26,50 2326 32,93 27,15 26,58 25,13 28,36

I oymide)
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grupo II, donde se incluyeron WH-LHP y VC-AG-LHP, siendo los polvos
menos atractivos caracterizados por olores y sabores florales débiles; y grupo
IlI, donde se incluyeron SP-AG-LHP, SP-MD-LHP y FZ-AG-LHP,
caracterizandose estos polvos por su menor dulzura y sabor a caramelo. La
misma division de los polvos en grupos se observo en el dendrograma (Fig.
6C). Por lo tanto, se puede concluir que el método de secado, el tipo de
coadyuvante y el contenido de miel influyen en gran medida en la aceptacion
sensorial del polvo.
Fig. 5. Diagrama que representa la media (n =7) de los analisis descriptivos sensoriales realizados por

expertos, en LHP1 obtenidos por secado por atomizacién (SP), vacio (VC) y por liofilizacion (FZ),
utilizando goma arabiga (AG), suero (WH) y maltodextrina (MD) como coadyuvantes.
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4. Conclusion

Se investigaron por primera vez tres procedimientos de secado diferentes
(SP, VC y FZ) y tres coadyuvantes distintos (AG, WH y MD) para producir
mieles en polvo. A diferencia del SP, tanto el VC como el FZ fueron los
procedimientos que proporcionaron mayores recuperaciones y mayores
concentraciones finales de miel en los polvos para cada coadyuvante. El
coadyuvante mas adecuado fue MD, ya que con él se lograron menores
contenidos en agua, mayor solubilidad y menor higroscopicidad. VC-MD-
LHP y FZ-MD-LHP lograron mayores recuperaciones y las mejores
caracteristicas sensoriales, con olores y sabores florales mas intensos, mayor
dulzura, menor viscosidad y menor percepcion cerosa.

Apéndice A- Datos suplementarios

Los datos suplementarios de este articulo se pueden encontrar en linea en
https://doi.org/10.1016/j.1wt.2021.112063 .
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Capitulo 1

Material suplementario

Figura 1. Curvas DSC a 20 °C/min para mieles crudas (LH1, LH2, LH3) y
mieles en polvo (LHP1) obtenidas mediante secado por atomizacion (SP),
vacio (VC) y liofilizacion (FZ), utilizando goma arabiga (AG), aislado de
proteina de suero (WH) y maltodextrina (MD) en una atmdsfera de

nitrogeno. La figura muestra la variacion de la capacidad calorifica especifica

(ACp) y la temperatura de transicion vitrea (Tg) en el inicio y en el punto

medio.
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SP-MD-LHP1
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Capitulo 2

Actividad antioxidante, antimicrobiana y anti-
inflamatoria de la miel en polvo de brecina obtenida por
diferentes métodos con varios coadyuvantes

El articulo original incluido en los anexos de esta Tesis doctoral es el siguiente:

Osés, S. M., Cantero, L., Puertas, G., Fernandez-Muino, M. A & Sancho, M. T. (2022).
Antioxidant, antimicrobial and anti-inflammatory activities of ling-heather honey powder
obtained by different methods with several carriers. LWT-Food Science and Technology,
159, 113235. https://doi.org/10.1016/j.1wt.2022.113235
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Resumen

La miel en polvo se estd utilizando cada vez mas en la industria alimentaria,
cosmética y farmacéutica, ya que evita inconvenientes de la miel cruda, como
son su alta viscosidad, pegajosidad y formacion de cristales de aztcar. Es de
gran importancia conocer si las mieles en polvo conservan las caracteristicas
de las mieles crudas. Este es el primer estudio en el que se evaluaron los
fenoles totales, los flavonoides totales y las propiedades bioldgicas de miel
de brecina [Calluna vulgaris (L.) Hull] en polvo obtenidas por diferentes
métodos de secado (secado por atomizacion, secado a vacio y secado por
liofilizacion), utilizando diferentes coadyuvantes (goma arabiga, aislado de
proteina de suero y maltodextrina). Los resultados mostraron que todos los
procedimientos de secado y coadyuvantes retuvieron los fenoles de la miel
en las mieles en polvo. Las actividades antioxidantes de las mieles en polvo
contra diferentes radicales libres (ABTS**, ROO*, *OH y O2*-) fueron mayores
que las de las mieles crudas, mientras que las actividades anti-inflamatorias
y antimicrobianas frente a distintos microorganismos (Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes y Escherichia coli) de las mieles en polvo fueron
menores. La concentracion de miel en el polvo y el tipo de coadyuvante
utilizado para la deshidratacion fueron los factores clave para la calidad de
las mieles en polvo. Sin embargo, el procedimiento de secado no influyé
significativamente en los pardmetros y propiedades estudiados.
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1. Introduccion

Hoy en dia, existe una alta demanda por parte de los consumidores de
alimentos que promuevan beneficios para la salud, como la miel. La miel es
un alimento natural producido por abejas que ha sido utilizado desde la
antigiiedad como medicina tradicional para el tratamiento de heridas,
infecciones microbianas y quemaduras, entre otras affeciones (Bogdanov,
2016). Numerosos estudios destacan una variedad de propiedades
potencialmente funcionales de las mieles (Alevia et al., 2021; Molan, 1992;
Seraglio et al., 2019; Alvarez-Suarez et al., 2010), principalmente atribuidas a
compuestos fendlicos, dcidos organicos, aminoacidos, enzimas y compuestos
de Maillard (Alvarez-Sudrez et al., 2010; Bogdanov et al., 2008). La miel se
utiliza cada vez mas como sustituto del aztcar en caramelos, confiteria y
productos de panaderia, y también se afiade a diferentes alimentos, como
salchichas, hamburguesas de carne de ternera, pescado, frutas y verduras,
con el fin de extender su vida util y/o mejorar sus propiedades bioactivas
(Chen et al., 2000; Hakim et al., 2019; Johnston et al., 2005; Pottorak et al.,
2018). Sin embargo, el uso de la miel estd limitado debido a su alta
viscosidad, pegajosidad y la formacion de cristales de glucosa, lo que causa
problemas de manejo (Suhag et al.,, 2016). Para solucionarlo, estudios
recientes se han centrado en la elaboracion de mieles en polvo atractivas para
los consumidores, con propiedades fisicoquimicas dptimas que puedan ser
facilmente almacenadas, transportadas y mezcladas con otros productos
alimenticios, como pan y carne de pechuga de pavo (Antony et al., 2000;
Ram, 2011; Rivero et al., 2021; Samborska, 2019; Suhag et al., 2021). Sin
embargo, la miel en polvo es dificil de fabricar debido al aumento de su
pegajosidad producida como consecuencia del procedimiento de secado. La
pegajosidad se debe a la composicion quimica de la miel, principalmente a
los aztcares de bajo peso molecular, como la glucosa y la fructosa, que
exhiben bajas temperaturas de transiciéon vitrea (Ty) 31 y 5 °C,
respectivamente) (Jayasundera et al., 2009). La T; de la miel varia entre -27 y
-51 °C (Osés et al., 2021; Sramek et al., 2016).

Habitualmente, la miel en polvo se obtiene por diferentes procedimientos,
siendo el secado por atomizacién el mas investigado (Jedlinska et al., 2019;
Samborska, 2019; Shi et al, 2013; Suhag & Nanda, 2015). Otros
procedimientos, como el secado a vacio (Nurhadi et al., 2012; Sahu, 2008), el
secado por liofilizacién (Rivero et al., 2021; Sramek et al., 2016), el secado por
microondas a vacio (Cui et al., 2008), el secado mediante esponjado a vacio
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(Sahu & Devi, 2013) y el secado por espuma (Sramek et al., 2016), también se
describen como técnicas de secado comunes. Para obtener miel en polvo
evitando los problemas relacionados con la pegajosidad, es de enorme
importancia el uso de coadyuvantes que aumenten la T;. Los coadyuvantes
mas utilizados para hacer miel en polvo son la maltodextrina, la goma
arabiga, el aislado de proteina de suero o el caseinato de sodio (Samborska
et al., 2014; Suhag & Nanda, 2017). Para aumentar el valor nutricional de la
miel en polvo se emplearon Nutriose o leche en polvo desnatada (Samborska
et al., 2020).

La mayoria de las investigaciones sobre la miel en polvo se centran en las
propiedades fisicoquimicas como el color, Ty, higroscopicidad, solubilidad,
densidad por compactacion, humedad, actividad del agua, composicion de
azucares, prolina, propiedades morfoldgicas y caracteristicas sensoriales
(Nurhadi et al., 2012; Osés et al., 2021; Samborska, 2019; Shi et al., 2013). Hay
muchos menos estudios sobre los parametros beneficiosos de las mieles en
polvo, limitdndose a los compuestos fenolicos totales y las capacidades
antioxidantes, como FRAP, CUPRAC, DPPH y TEAC, utilizando diferentes
procedimientos de extraccion de polifenoles. Suhag & Nanda (2016)
obtuvieron el extracto fenolico de mieles en polvo con acetona al 60%,
agitandolo durante 30 min a 30 °C; Bansal et al. (2017) con metanol,
centrifugdndolo durante 10 min; Samborska et al. (2020) con acetona al 70%,
agitandolo durante 2 h, seguido de una extraccion estatica a 4 °C durante 24
h, agitdndolo finalmente durante 30 min y filtrandolo. Este tultimo
procedimiento fue modificado por Jedliriska et al. (2021), disolviendo el
polvo en agua y etanol en lugar de utilizar acetona al 70%, mientras que
Baranska et al. (2021) y Tomczyk et al. (2020) disolvieron la miel en polvo
solo con agua destilada. El uso de diferentes procedimientos de extraccion
para los fenoles de la miel dificulta la comparacion de resultados entre los
estudios sobre mieles en polvo, asi como entre mieles en polvo y mieles
crudas, en las cuales los extractos fenolicos se obtuvieron mayormente
empleando amberlita o SPE (Baltrusaityté et al., 2007; Sancho et al., 2016).
Toda la investigacion mencionada sobre extractos fendlicos de mieles en
polvo se realizo en polvos obtenidos por secado por atomizacion. Solo Rivero
et al. (2021) evaluaron la actividad antioxidante de la miel en polvo obtenida
por liofilizacién. Tomczyk et al. (2020) también evaluaron la actividad
antimicrobiana de la miel en polvo obtenida por secado por atomizacién
utilizando maltodextrina como coadyuvante. Las actividades antioxidantes
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de las mieles en polvo frente a radicales libres particularmente dafinos para
los organismos vivos, como el peroxilo (ROO®), hidroxilo (*OH) vy
superoxido (O2*), no han sido investigadas hasta ahora. Ademas, no se ha
publicado ningun articulo cientifico que trate sobre las actividades
antioxidantes, antimicrobianas o anti-inflamatorias de las mieles en polvo
obtenidas por diferentes procedimientos de secado utilizando diferentes
coadyuvantes. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue investigar en qué
medida se modifico la cantidad de polifenoles, y las actividades
antioxidantes, antimicrobianas y anti-inflamatorias de las mieles en polvo
obtenidas con diferentes tratamientos (secado por atomizacion, secado a
vacio y secado por liofilizacion) utilizando diferentes coadyuvantes
(maltodextrina, goma arabiga y suero de leche).

2. Materiales y métodos
2.1.Patrones, reactivos y equipos

Goma arabiga (Sigma-Aldrich, 30888). Aislado de proteina de lactosuero con
un contenido de proteina del 90% (Myprotein, Manchester, Reino Unido).
Maltodextrina con equivalente de dextrosa de 20 (Calaf Nuances, Barcelona,
Espafa). Metanol, carbonato de sodio, cloruro de sodio, hidréxido de sodio,
hidroxido de potasio, persulfato de potasio, Fe(NH4)2(SOs)2, EDTA, &cido
acético, acido férmico, p-dimetilaminobenzaldehido, HCl, H.SOs, H202, agar
Baird Parker (BP), agar Tripona bilis x-glucurénido (TBX) y emulsién estéril
de telurito de yema de huevo (VWR International Eurolab, parte de Avantor,
Llinars del Vallés, Espafa). Acido galico, NaNOz, Na:SO: y catequina
(Panreac, Barcelona, Espafia). AICls y sal de fluoresceina (Fluka Chemie
GmbH, parte de Sigma-Aldrich, Buchs, San Galo, Suiza). Na2HPO4, NaH2POx
(Scharlab, Sentmenat, Espana). Tetraborato de potasio, tetrazolio nitroazul,
benzoato de sodio y acido trico (Alfa Aesar, parte de Thermo Fisher, Kandel,
Rheinland-Pfalz, Alemania). Caldo nutritivo No.2 (NB), infusion cerebro-
corazén (BHI), agar técnico No.2 y solucién de Ringer (Oxoid, parte de
Thermo Fisher, Basingstoke, Hampshire, Reino Unido). Base de Agar
Microinstant Listeria (LAB), suplemento de enriquecimiento de Listeria
Ottaviani & Agosti y suplemento selectivo de Listeria (Scharlau S.L.,
Sentmenat, Espana). Reactivo Folin-Ciocalteu, quercetina,
dinitrofenilhidrazina, acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
(ABTS), acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox),
acido tiobarbiturico, xantina, xantina oxidasa (10110434001), 2,2"-azobis(2-
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amidopropano) dihidrocloruro (ABAP), N-acetil-D-glucosamina (NAG), sal
sodica de acido hialurénico de Streptococcus equi (53747), albumina de
suero bovino, hialuronidasa de testiculos bovinos tipo IV-S (1400 U/ml,
H3884) (Sigma-Aldrich, parte de Merck, Steinheim, Nordrhein-Westfalen,
Alemania). El agua se desionizé utilizando un sistema de purificacion Milli-
Q (Millipore, parte de Merck, Bedford, MA, EE. UU.). Las absorbancias se
midieron con un espectrofotometro UV-visible 400Bio (Varian, Mulgrave,
Vic., Australia). Las mediciones de fluorescencia se realizaron con un lector
de microplacas Varioskan LUX (Thermo Fisher).

2.2. Muestras

Se utilizaron tres mieles de brecina [Calluna vulgaris (L.) Hull) (LH],
denominadas como LH1, LH2 y LH3, y sus correspondientes polvos (LHP)
denominados como LHP1, LHP2 y LHP3. Los origenes botanicos de las
mieles se determinaron tanto por melisopalinologia (Louveaux et al., 1978;
Terradillos et al., 1994; Von der Ohe et al., 2004) como por analisis sensorial
(Marcazzan et al., 2018; Persano Oddo & Piro, 2004; Piana et al., 2004). LH1
y LH2 eran mieles de brezo, en las que la frecuencia relativa de la suma de
polenes de brezos (Erica spp.) y brecina era superior al 45%, siendo la
frecuencia relativa del polen de brecina superior al 20%. Sin embargo, la
frecuencia relativa de la suma de los pdlenes de brezo y brecina en LH3 no
alcanzo el 45%, siendo la frecuencia relativa del polen de brecina superior al
15%. El polen de Calluna vulgaris (L.) Hull puede estar infrarrepresentado en
las mieles de esta especie (Von der Ohe et al., 2004), por lo que las muestras
con una frecuencia relativa del 10% de polen de brecina pueden ser mieles
monoflorales si sus atributos fisico-quimicos y sensoriales corresponden con
los de este tipo de miel. Las tres muestras (LH1, LH2 y LH3) tenian
propiedades sensoriales notables de las mieles de brecina, como un tono
rojizo oscuro, un sabor floral cdlido y amaderado, un amargor medio y una
persistencia larga en el retrogusto (Persano Oddo & Piro, 2004), entre otras,
por lo que todas ellas podrian comercializarse como mieles monoflorales de
brecina. Los polvos (27 muestras) se obtuvieron con tres métodos de secado:
secado por atomizacién (SP), secado a vacio (VC) y liofilizacion (FZ),
utilizando para cada procedimiento tres coadyuvantes diferentes: goma
arabiga (AG), aislado de proteina de lactosuero (WH) y maltodextrina (MD).
Todos los procedimientos de secado se describieron en detalle en un articulo
anterior (Osés et al., 2021), asi como en el archivo suplementario (S1).
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2.3. Analisis de propiedades bioldgicas

En LH y LHP, se determinaron por triplicado los fenoles totales, los
flavonoides, la actividad antioxidante frente a cuatro radicales, la actividad
anti-inflamatoria y la actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes y Escherichia coli.

2.3.1. Extractos fenolicos

Los compuestos fendlicos de las muestras de LH (5,00 g) y LHP (2,00 g)
disueltos en 20 ml de agua destilada acidificada (pH = 2, con HCI), se
extrajeron por extraccion en fase sdlida (SPE) eluyendo con 5 ml de metanol
(Sancho et al., 2016), utilizando columnas SPE Strata-X PRO (200 mg/6 ml;
Phenomenex, Torrance, CA, USA) y un colector de vacio (Phenomenex). Los
extractos se mantuvieron congelados (- 30 °C) en frascos de vidrio ambar
hasta su analisis.

2.3.2. Contenido de fenoles totales (TPC)

El contenido de fenoles totales (TPC) se determin6é en LH, LHP y sus
correspondientes extractos metandlicos (Meda et al., 2005). Las muestras de
miel (10,0 g/100 ml de agua destilada) y polvos (0,5 g en 5 ml de agua
destilada) se filtraron a través de un filtro Whatman n® 40. Las muestras (100
ul de LH y LHP disueltos o 100 pl de extractos metanoélicos) se mezclaron
con 500 pl de reactivo de Folin-Ciocalteu 0,2 mol/l. Después de 5 minutos, se
anadieron 400 pl de NaCOs (75 g/l) y las muestras se incubaron durante 2
horas a temperatura ambiente. La absorbancia se midid a 760 nm, utilizando
acido galico (GA) como estandar para la curva de calibrado (5 — 500 mg/L).
Los resultados se expresaron como mg de GA/100 g de miel 0 100 g de miel
en polvo (m.s.).

2.3.3. Flavonoides totales

Las determinaciones de flavonoides en LH y LHP se realizaron en extractos
metandlicos. Se determinaron dos tipos de flavonoides: flavonas/flavonoles
y flavanoles.

El contenido de flavonas/flavonoles se analizdé mediante la reaccion de estos
flavonoides con AICl; en medio neutro (Meda et al., 2005). 500 pl de extractos
metanolicos se mezclaron con 500 ul de AICl; (2% en metanol). Después de
10 minutos, se ley¢ la absorbancia a 415 nm, utilizando quercetina (Q) como
patrén para la curva de calibracion (1 — 200 pg/ml). Para cada muestra se
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necesitd una correccion de color, reemplazando AICl; por metanol. Los
resultados se expresaron como mg de Q/100 g de miel o 100 g de miel en
polvo (m.s.).

Los flavanoles se analizaron mediante la reaccion con AICl; en medio
alcalino (Pekal & Pyrzynska, 2014). 500 pl de extractos metanodlicos se
mezclaron con 150 pl de NaNO; (5 g/100 ml). Después de 5 minutos, se
anadieron 250 pl de AlCl; (2 g/100 ml en metanol) y se mezclaron. Después
de 6 minutos, se anadieron 250 pul de NaOH 1 mol/l. Tras 10 minutos a
temperatura ambiente, se ley6 la absorbancia a 510 nm, utilizando catequina
(Ct) como patrén para la curva de calibracion (1 — 100 pg/ml). Los resultados
se expresaron como mg de Ct/100 g de miel o 100 g de miel en polvo (m.s.).

2.3.4. Actividades antioxidantes

Capacidad antioxidante frente al radical ABTS*": La capacidad antioxidante
equivalente a Trolox (TEAC) de LH (0,5 g en 1 ml de agua) y LHP (0,1 gen 1
ml de agua) se evaluo siguiendo los pasos detallados en el articulo de Osés
et al. (2020), basado en el método de Re et al. (1999) modificado por Sancho
et al. (2016). La capacidad secuestrante de ABTS* por la muestra se midié
espectrofotométricamente a 734 nm, utilizando Trolox (T) como patrén para
la curva de calibracion (0,625 — 3 mmol/l). Los resultados se expresaron como
umol de T/100 g de miel 0 100 g de miel en polvo (m.s.).

La concentracion de las soluciones acuosas de LH y LHP fue de 0,1 g/ml para
la medicion de la capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC),
que determina la actividad antioxidante frente a ROO". Las capacidades
antioxidantes como el efecto secuestrante de radicales frente a *OH (AOA) y
O2*- (SRS) se evaluaron en soluciones acuosas al 75% de LH y 75% de LHP.
Los procedimientos analiticos de ORAC, AOA y SRS se llevaron a cabo
siguiendo los pasos detallados por Osés et al. (2020).

ORAC: se determind mediante fluorescencia (siendo las longitudes de onda
de excitacion y emision 485 nm y 520 nm, respectivamente). Los radicales
peroxilo reaccionaron con fluoresceina disédica liberando un producto no
fluorescente. Una vez que se anadid las muestras diluidas de LH y LHP, la
fluorescencia se midid siguiendo el procedimiento de Osés et al. (2020).

A 187 ul de muestra diluida en el tampdn (75 mmol/l de fosfato de sodio, pH
7,4), 0 a 187 ul de tampodn (75 mmol/l de fosfato de sodio, pH 7,4) o a una
mezcla de 181 pl de tamdn (75 mmol/l de fosfato de sodio, pH 7,4) y 6 ul de
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soluciones de T 0,2 umol/L, se le anadié 3 pl de fluoresceina disddica 4,1
umol/L en una placa blanca de 96 pocillos (Greiner Bio-one, San Sebastian
de los Reyes, Madrid, Espana), manteniendo la placa a 37 °C durante 5
minutos. Luego, se afadié 10 ul de ABAP 0,37 mol/l a la mezcla y se midi6 a
37 °C cada 5 minutos durante 90 minutos. Los resultados se expresaron como
umol T/g de miel o g de miel en polvo (m.s.) usando la siguiente ecuacion:

ORAC (umol T/g) = [(drea muestra — &rea blanco)/((area T - drea
blanco)/umol T)]

AOA: se realizo6 mediante el método de Koracevic et al. (2001), que midio
espectrofotométricamente (532 nm) la capacidad de las muestras diluidas
(75% LHy 75% LHP) para reacionar con TBARS (sustancias reactivas al dcido
tiobarbittrico), liberadas de la reaccion de *OH y benzoato. Los *OH se
produjeron mediante una reaccién tipo Fenton de H20:z con un complejo Fe-
EDTA. Se utilizé acido arico (UA) a 1 mmol/l en NaOH (5 mmol/l) como
patrén, expresando los resultados como mmol UA/100 g de miel o 100 g de
miel en polvo (m.s.).

SRS: el O2*- se generd mediante el sistema xantina-xantina oxidasa (Kiigiik et
al., 2007). La capacidad de las muestras diluidas LH y LHP para inhibir el
O:*- se midio espectrofotométricamente (560 nm), expresando los resultados
como % de inhibicién = (A — (M-B)/A) x 100, donde A era la absorbancia en
el control positivo (en el que el tampdn reemplazaba a la muestra), M era la
absorbancia de cada reacciéon de muestra y B era la absorbancia de las
muestras en blanco (en las que el tampdn reemplazaba a la enzima).

2.3.5. Actividad anti-inflamatoria

La actividad anti-inflamatoria de LH y LHP (75% en agua) se evalud
mediante el ensayo de inhibicion de hialuronidasa (Ferreres et al., 2012),
basado en el mecanismo de la reaccion de Morgan-Elson con algunas
modificaciones descritas por Osés et al. (2020). La actividad de la
hialuronidasa se definié como 1 unidad (U) de hialuronidasa que cataliza la
liberacion de 1 umol de NAG por minuto bajo condiciones especificas. Las
soluciones estandar de NAG (en el rango de 0 a 2 umol por prueba) se
utilizaron como estandar para las curvas de calibracion. La absorbancia se
midié a 586 nm frente a un blanco, en el cual el tampdn reemplazaba a la
hialuronidasa. Con el NAG producido por cada reacciéon enzimdtica y
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utilizando la ecuacién de regresion lineal, se calculd el porcentaje de
inhibicién enzimatica como % Inhibicién = (A - B/A) x 100, donde A era pmol
de NAG en el control positivo (en el cual el tampdn reemplazaba a la
muestra) y B era pumol de NAG en cada reaccion de muestra.

2.3.6. Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de LH y LHP se evalu6é mediante el método de
microdilucion en caldo frente a tres bacterias: Staphylococcus aureus CECT
435, Escherichia coli CECT 99 y Listeria monocytogenes CECT 934 (Coleccion
Espanola de Cultivos Tipo, Universidad de Valencia, Espana). Las cepas de
referencia se mantuvieron en NB para St. aureus y E. coli, o en BHI para L.
monocytogenes, con glicerol (20%) a - 80 °C. El indculo bacteriano se prepard
en NB o BHI a 37 °C durante 24 h. Se utiliz6 Ringer estéril para preparar las
suspensiones celulares a 6 log UFC/ml (determinadas mediante conteo en
placa). Se usaron placas de microtitulacion estériles de 96 pocillos de fondo
redondo de poliestireno (Brand, Wertheim, Alemania).

Para cada muestra, se estudiaron 8 concentraciones diferentes de LH y LHP
(70 g/100 ml, 60 g/100 ml, 50 g/100 ml, 40 g/100 ml, 30 g/100 ml, 20 g/100 ml,
10 g/100 ml y 5 g/100 ml). Cada muestra, a cada concentracion, se disolvié en
el caldo correspondiente para cada bacteria. Luego, se inocularon 20 ul del
microorganismo correspondiente (6 log UFC/ml) en un volumen final de 200
ul, obteniendo una concentracion final de microorganismo de 5 log UFC/ml
(verificada mediante conteo en placa). Las placas de 96 pocillos se incubaron
a 37 °C durante 24 h. Tras la incubacion, se observé turbidez debido al
precipitado producido por el crecimiento del microorganismo. La
concentracion minima inhibitoria (CMI) se describié como la minima
concentracion de LH o LHP en la que no se observo crecimiento bacteriano
en la placa. Finalmente, se incubaron 10 ul de cada placa de fondo redondo
a 37 °C durante 24 h en placas con agar especifico para cada microorganismo
(BP para St. aureus, LAB para L. monocytogenes y TBX para E. coli),
determinando asi la concentracion minima bactericida (CMB), descrita como
la minima concentracién de LH o LHP en la que no se observo crecimiento
de la bacteria en la placa.

2.4. Analisis estadistico
Se utilizo el andlisis de varianza de un factor (ANOVA) y el ANOVA

multifactorial, seguidos por la prueba de diferencia significativa de Tukey (p
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< 0,05). Se evaluaron correlaciones de Pearson, andlisis de componentes
principales (PCA) y analisis de conglomerados (método del vecino mas
lejano y distancia euclidea al cuadrado). Se emple¢ el software estadistico
Statgraphics Centurion XVIII (Statgraphics Technologies, Inc., The Plains,
VA, EE.UL.).

3. Resultados y discusion

Todos los datos, excepto el % de inhibicion (SRS y actividad anti-
inflamatoria) y la MBC, se expresaron en materia seca (m.s.) para una
comparacion adecuada de los resultados de LH y LHP.

3.1. Fenoles, flavonoides y propiedades bioldgicas de las mieles de
brecina

La Tabla 1 muestra los promedios y las desviaciones estandar de los
resultados correspondientes a LH. El TPC vari6 entre 81y 272 mg GA/100 g
m.s. El TPC de los extractos metandlicos fue bastante menor (11-22,3 mg
AG/100 g m.s.). Estos valores coincidieron con los resultados obtenidos por
otros autores, que oscilaron entre 110 y 195 mg GA/100 g en mieles de brezo
y entre 15,6 y 60,3 mg GA/100 g en extractos (Kaygusuz et al., 2016; Sancho
et al., 2016; Starowicz et al., 2021). Como era de esperar, en los extractos
metandlicos se obtuvieron valores menores de TPC, ya que el reactivo de
Folin-Ciocalteu también cuantifica otros compuestos reductores, como los
azucares (Petretto et al., 2015) que estan presentes en las muestras crudas,
pero no en sus extractos metandlicos.

Las flavonas y los flavonoles oscilaron entre 0,71 y 1,669 mg Q/100 g de
materia seca (m.s.), siendo estos valores inferiores a los obtenidos por otros
investigadores en mieles de brezo, que varian entre 2,4 y 21 mg Q/100 g
(Aazza et al., 2013; Kivima et al., 2021; Rodriguez-Flores et al., 2019). Los
flavanoles oscilaron entre 2,08 y 4,42 mg Ct/100 g m.s.

Los valores de TEAC, ORAC, AOA y SRS obtenidos en las muestras de LH
revelaron que los resultados de TEAC (20-825 pmol T/100 g m.s.) y AOA
(<0,15 mmol UA/100 g m.s.) fueron similares a los obtenidos por otros
investigadores (Gorjanovic et al., 2013; Osés et al., 2016) en diferentes mieles.
Sin embargo, en este trabajo se obtuvieron valores de ORAC mas altos que
los obtenidos en otros estudios, con resultados de 22,6 pumol T/g m.s. para
mieles de brezo (Aazza et al., 2013). En cuanto a SRS, LH (750 mg/ml) mostrd
una inhibicion de Oz entre el 25% y el 78%. En otro estudio realizado en
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mieles de castafio, rododendro y multiflorales, el ICs0 oscilé entre 5,2 y 7,6
mg/ml (Kiiciik et al., 2007).

Tabla 1. Promedios y desviaciones estandar (n=3) de los fenoles totales, flavonoides, actividad
antioxidante frente a los radicales ABTS**, ROO*, Oz*- y *OH, actividad anti-inflamatoria y
antimicrobiana frente a St. aureus, L. monocytogenes y E. coli de las mieles de brecina (LH1, LH2 y LH3)
utilizadas para hacer la miel en polvo. Todos los resultados se expresan en materia seca.

LH1 LH2 LH3
Fenoles totales (mg GA/100 g) 272 +152 169 + 10 81 + 3¢
Fenoles totales en extracto 22,3 +0,4a 21,4 +0,1b 11,0 £ 0,4¢
metanolico (mg GA/100 g)
Flavonas/flavonoles totales (mg 1,50 + 0,03 1,69 + 0,052 0,71 £0,01¢
Q/100 g)
Flavanoles totales (mg Ct/100 g) 424 +0,19 4,42 + 0,052 2,08 + 0,06
TEAC (ABTS**) (umol T/100 g) 240 +23b 449 + 212 123 +2¢
ORAC (ROO") (umol T/g) 37,0 £4,6° 44,0+1,12 36,3 +1,4>
AOA ("OH) (mmol UA/100 g) 0,047 £0,010= 0,049 £ 0,0082 0,052 +0,0122
SRS (O2) (% inh) 53 +1b 78 £ 12 25 +2¢
Actividad anti-inflamatoria (% 54,2 +0,32 46,6 +0,7¢ 53,0 +0,3"
inh)
MBC St. aureus 40+ 02 5+0p <5+0pb
MBC L. monocytogenes 20+ 02 10+ 0P 20+ 02
MBC E. coli 40 £ 00 20 + Qb 20 + Qb

inh = inhibicién; las letras mintisculas diferentes (a-c) indican diferencias significativas (p < 0,05) entre
las mieles.

La actividad anti-inflamatoria de las muestras de LH oscil6 entre 46,6 y
54,2% siendo alrededor de 0,75 g/ml (75%) el ICso. Los resultados para esta
actividad fueron similares a las capacidades descritas por Osés et al., (2016)
y Osés et al., (2020) para otras mieles de ericaceas espafiolas, pero inferiores
a los datos de Kolayli et al., (2016) obtenidos en mieles de brezo turcas (0,17-
0,22 g/ml).

Las tres muestras de LH mostraron actividad antimicrobiana frente a los tres
patdgenos estudiados. MBC varié entre < 5% y 40%. St. aureus fue el
microorganismo mas sensible y E. coli el mas resistente. Para mieles de brezo,
otros investigadores obtuvieron MBC que oscilan entre 4,7 y 37,5% frente a
St. aureus (Osés et al., 2016; Salonen et al., 2017).

3.2.Mieles en polvo
3.2.1. Fenoles y flavonoides totales

Tanto WH como WH-LHP mostraron claramente el mayor TPC (Fig. 1A).
WH incrementd los valores obtenidos para las muestras LH
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correspondientes entre 300 y 1300%. Los valores muy altos de TPC obtenidos
para WH-LHP probablemente se debieron al alto contenido de proteinas de
WH (> 90%) que también reaccionaron con el reactivo de Folin-Ciocalteu
(Singleton et al., 1999). AG-LHP y MD-LHP exhibieron retenciones entre el
39% y el 106% en comparacion con las mieles LH crudas. En comparacion
con MD-LHP, AG-LHP mostré un TPC mas alto mediante SP y VC. Con
respecto a FZ, no se encontraron diferencias significativas entre el TPC de
FZ-AG-LHP y FZ-MD-LHP, probablemente debido a la cantidad de miel en
las muestras de polvo, que fue alrededor del 75% en todas las FZ-LHP. En
cambio, el contenido de miel en SP-AG-LHP fue alrededor del 60%, en VC-
AG-LHP fue alrededor del 75%, en SP-MD-LHP fue alrededor del 50% y en
VC-MD-LHP fue alrededor del 60%. Con respecto a la técnica de
deshidratacion, en general VC-LHP mostr6 el mayor TPC, probablemente
debido a los compuestos de la reaccion de Maillard formados durante el
procedimiento de deshidratacion a 60 “C/72 h. Por lo tanto, el procedimiento
de secado, el coadyuvante utilizado y su interacciéon influyeron
significativamente en el TPC (Tabla 2).

Para eliminar la interferencia de azucares (provenientes de la miel) y
proteinas (principalmente de WH) en el andlisis de TPC, se realizaron
mediciones de este pardmetro en extractos metandlicos (Fig. 1B). Como era
de esperar, los resultados de TPC fueron mas bajos en los extractos de los
polvos que en los de LHP. A diferencia de los procedimientos de secado, los
coadyuvantes estudiados y su interaccion con los procedimientos de secado
no mostraron influencia en el TPC (Tabla 2).

Los extractos de LHP obtenidos de LH3 exhibieron los valores mas bajos (5
- 16 mg GA/100 g m.s.), mientras que los extractos obtenidos de LH1
mostraron los resultados mas altos (22 — 37 mg GA/100 g m.s.), los cuales
estaban en consonancia con los datos de LH. Valores similares (28,6 mg
GA/100 g) fueron obtenidos por Samborska et al. (2020) para polvos de miel
SP obtenidos con MD al 50%, mientras que Suhag & Nanda (2016) y
Tomczyk et al. (2020) obtuvieron TPC mas altos (29,6 - 51,1 mg GA/100 g) en
polvos SP con AG, WH o MD.
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Fig. 1. Fenoles totales (mg de GA/100 g (m.s.)) de los coadyuvantes y mieles en polvo (A) y sus extractos
metanolicos (B) obtenidos mediante secado por atomizacion (SP), vacio (VC) y liofilizacién (FZ), usando
goma arabiga (AG), aislado de proteina de suero (WH) y maltodextrina (MD) (n = 3). Las barras de error
representan la desviacion estandar para cada punto de datos. Las letras mayusculas diferentes (A-C)
indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los procedimientos de secado para cada miel y
coadyuvante. Las letras mintsculas diferentes (a—c) indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los
coadyuvantees para cada miel y procedimiento de secado.

Estas ligeras diferencias podrian deberse al uso de diferentes tipos de miel,
pero también a diferentes procedimientos de extraccion de fenoles utilizados
por cada equipo de investigacion. Se obtuvieron TPC mas altos por otros
autores (Suhag et al., 2016), afiadiendo extractos de aonla o grosella de la
India (Emblica officinalis. Gaertn) y albahaca a los polvos de miel (60 — 62 mg
GA/100 g); o usando leche desnatada en polvo (Samborska et al., 2020) como
coadyuvante (50 — 70 mg GA/100 g). El1 TPC de los polvos mostré una
retencion entre el 50% y el 172% en comparacion con las mieles crudas, y solo
tres LHP estuvieron por debajo del 90% de retencion. Los resultados de LHP
fueron mas altos que los obtenidos por Jedlinska et al. (2021) en polvos de
miel SP usando Nutriose como coadyuvante en una proporcion de 1:1
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(retencion del 41 - 59% en polvos SP, y 80 — 91% wusando aire
deshumidificado SP), probablemente debido al uso de diferentes
concentraciones de miel, diferentes coadyuvantes y diferentes métodos para
la extraccion de fenoles. Por lo tanto, independientemente del método de
secado, todos los LHP retuvieron los TPC y ninguno de los procedimientos
de secado utilizados deteriord los compuestos fendlicos de la miel. Por el
contrario, otros investigadores observaron un TPC mas bajo en mieles
deshidratadas por SP a alta temperatura (Suhag et al., 2016).

Tabla 2. Efecto de la interaccion (ANOVA multifactorial) entre los métodos de secado y los
coadyuvantes en los compuestos fendlicos, flavonoides, actividades antioxidantes, anti-inflamatoria y

antimicrobiana.
Fuente TPC TPCe Flavon. Flavan. ABTS* ROO* +OH 02+ Anti- St L. E.
infl. aureus  momno  coli
A- Se(ﬂdo ot £l NS * #EE * Rl Eiad NS NS NS *
B: o NS NS - . e o o e P NS NS
coadyuvante
Interacciéon: e NS NS NS A N5 b ® * NS i #

AB

TPC: Contenido de fenoles totales; TPCex: Contenido de fenoles en extractos metandlicos; Flavon.:
Flavona/Flavonol; Flavan: Flavanoles. Anti-infl.: Anti-inflamatorio; L. mono: L. monocytogenes.
* p-valor <0,05; ** p-valor <0,01; *** p-valor < 0,001; NS: no significativo

El contenido total de flavanoles en LHP vari6 de 0,38 a 36,3 mg Ct/100 g m.s.
El contenido total de flavonas/flavonoles oscil6 entre 0y 3,6 mg Q/100 g m.s.
(Fig. 2). Estos resultados fueron superiores a los obtenidos para las mieles
crudas. Aunque todos los coadyuvantees parecian de alguna manera
contribuir o influir en los analisis de flavonoides, en cuanto a flavonoles, los
resultados no estaban relacionados ni con el método de secado ni con el tipo
de coadyuvante. En cuanto a los flavanoles, los resultados fueron
ligeramente influenciados por ambos factores, pero no por su interaccion
(Tabla 2). Los resultados obtenidos confirmaron que la cantidad total de
diferentes flavonoides en las mieles se retuvo completamente en las mieles

en polvo correspondientes.
3.2.2. Actividad antioxidante

La Fig. 3 muestra la actividad antioxidante de todos los coadyuvantes y LHP
contra los cuatro radicales estudiados. La actividad antioxidante de las
mieles en polvo no ha sido extensamente estudiada hasta ahora. Solo cuatro
investigadores determinaron la capacidad TEAC contra el radical ABTS**
(Baranska et al., 2021; Mutlu & Erbas, 2021; Rivero et al., 2021; Samborska et
al., 2020), sin que haya estudios sobre radicales peroxilo, hidroxilo y
superdxido. En este estudio, TEAC (Fig. 3A) vario6 entre 201 y 754 umol T/100
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g m.s. para AG-LHP y MD-LHP, y entre 646 y 2518 umol T/100 g m.s. para
WH-LHP. El1 TEAC de LHP fue mayor que el de LH. LHP3 mostré el TEAC
mas bajo, al igual que su miel correspondiente (LH3).
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Fig. 2. Flavanoles totales (mg de Ct/100 g (m.s.)) y flavonas/flavonoles totales (mg de Q/100 g (m.s)) de
coadyuvantes y mieles en polvo obtenidas mediante secado por atomizacién (SP), vacio (VC) y
liofilizacion (FZ), utilizando goma arabiga (AG), aislado de proteina de suero (WH) y maltodextrina
(MD) (n = 3). Las barras de error representan la desviacion estandar para cada punto de datos. Las letras
mayusculas diferentes (A-C) indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los procedimientos de
secado para cada miel y coadyuvante. Las letras minuisculas diferentes (a—c) indican diferencias
significativas (p < 0,05) entre los coadyuvantes para cada miel y procedimiento de secado.

Todos los coadyuvantes exhibieron altos resultados de TEAC, siendo en
parte responsables de las capacidades anti-ABTS** de LHP (Tabla 2). WH-
LHP present6 los valores de TEAC mas altos, lo que podria atribuirse a la
actividad antioxidante de WH, debido a sus aminoacidos hidrofobicos y
aromaticos que pueden estabilizar radicales deficientes en electrones al
donar protones (Arranz et al., 2019). Mutlu & Erbas (2021) describieron
resultados similares en miel en polvo obtenida por VC y SP, con valores de
TEAC de 251 umol T/100 g en polvos que contienen MD, 787 umol T/100 g
en polvos que contienen AG y 3017 umol T/100 g en polvos que contienen
WH. Nuestros resultados también fueron comparables a los de Samborska
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et al. (2020), con un TEAC de 726 mg T/kg (= 290 umol T/100 g sélidos) en
una miel en polvo obtenida por SP utilizando MD, y valores de 1080 a 1245
mg T/kg (= 431 — 497 pmol T/100 g solidos) en mieles en polvo utilizando
leche desnatada como coadyuvante. En mieles en polvo obtenidas por FZ
utilizando diferentes proporciones de WH y AG, Rivero et al. (2021)
describieron valores de TEAC que variaban de 5 a 10 mmol T/100 g,
observando también mayores actividades antioxidantes en las mieles en
polvo que en las mieles crudas correspondientes (0,7 — 2,3 mmol T/100 g).
Estos investigadores concluyeron que el TEAC estaba mayormente
relacionado con el tipo de miel y su origen, no viendose afectado en gran
medida por la proporcion de coadyuvante. En general, con respecto a la
técnica de deshidratacion, VC-LHP proporcioné el TEAC mas alto,
probablemente debido a los compuestos de Maillard que podrian contribuir
a aumentar las actividades antioxidantes frente a ABTS** (Suhag & Nanda,
2017). Mutlu & Erbas (2021) también describieron valores de TEAC mas altos
para mieles deshidratadas por secado a vacio, en comparacion con los polvos
de miel obtenidos por otros métodos. Los resultados de TEAC mostraron
estar altamente influenciados por la interaccion entre los coadyuvantes y los
procedimientos de secado (Tabla 2).

ORAC vari6 entre 197 y 333 umol T/g m.s. para WH-LHP, de 2,5 a 69,2 umol
T/g m.s para AG-LHP y de 13,4 a 559 pmol T/g m.s para MD-LHP,
obteniendo una actividad de ORAC en el siguiente orden decreciente WH >
AG > MD (Fig. 3B). Este orden podria estar relacionado con la composicion
del coadyuvante, asi como con la concentracion de miel, ya que las muestras
de SP-WH-LHP y VC-WH-LHP tenian concentraciones de miel mas altas
(75%) que SP-MD-LHP (50% miel) y VC-MD-LHP (60% miel). Un valor de
ORAC de 23000 pmol T/100 g fue obtenido para WH (Adjonu et al., 2013).

AOA mostré una enorme variabilidad entre las muestras e incluso para la
misma muestra (Fig. 3C). Los resultados de AOA variaron entre 0 y 0,168
mmol UA/100 g m.s., siendo en casi todos los LHP mas altos que en los LH
(Tabla 1). AOA parecia estar muy influenciado por el coadyuvante (Tabla 2),
ya que MD exhibid los valores mas altos, seguido de AG y luego de WH.
Contrariamente a lo que ocurrié con otras capacidades antioxidantes, WH
no mostrod los resultados mas altos de AOA, destacando la importancia de
usar varios métodos contra diferentes radicales libres para determinar la
actividad antioxidante, ya que ningtin método tinico es capaz de evaluar
adecuadamente todas las capacidades antioxidantes. En general, en lo que
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respecta a la técnica de deshidrataciéon, SP-LHP mostro los valores mas altos
de AOA, lo que significa que la técnica de secado también influy6 en esta
actividad, al igual que la interaccion entre los coadyuvantes y los
procedimientos de secado (Tabla 2).

LHP mostrd un SRS entre el 11% y el 88%, presentando LHP2 la mayor
inhibicién de radicales (Fig. 3D), coincidiendo con el resultado de LH2 (Tabla
1). WH exhibié una inhibicion del 94%, obteniendo WH-LHP el mayor
porcentaje de inhibicidn. En cuanto a la técnica de secado, SP-LHP mostré la
menor inhibiciéon y VC-LHP la mayor. Otros autores evaluaron la actividad
antioxidante de los polvos de miel contra otros radicales libres, como DPPH
o FRAP (Jedlinska et al., 2021; Suhag et al., 2021; Suhag & Nanda, 2016;
Tomczyk et al.,, 2020), concluyendo que cuando se utilizaba SP, a mayor
temperatura de entrada, menor era la actividad antioxidante, ya que a altas
temperaturas los fenoles, que son principalmente responsables de la
capacidad antioxidante, se oxidaban y se degradaban facilmente. Estos
investigadores también afirmaron que WH promovia un aumento de la
actividad antioxidante debido a sus mayores propiedades como
encapsulante.

Los valores mas bajos de fenoles totales, flavonoides, TEAC y SRS obtenidos
para la muestra LH3 y sus polvos correspondientes podrian deberse a la
menor pureza en brezo de LH3 en comparacion con LH1 y LH2, aunque
todas las muestras eran mieles monoflorales de brecina.

3.2.3. Actividad anti-inflamatoria

La Fig. 4 muestra la actividad anti-inflamatoria de los coadyuvantes y los
LHP. Aunque los coadyuvantes no exhibieron ninguna actividad anti-
inflamatoria en el ensayo de inhibicion de hialuronidasa, el uso de diferentes
coadyuvantes parecié afectar la retencion de esta actividad de la miel, sin
haber una relacién con el procedimiento de secado ni con el porcentaje de
miel en el polvo. Los AG-LHP mostraron el mayor porcentaje de inhibicién,
lo que significa que hubo una retencién completa de las actividades anti-
inflamatorias de las mieles crudas (91 - 137%).
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Fig. 3. Actividad antioxidante de los coadyuvantes (Carr) y polvos de miel obtenidos mediante secado por atomizacién (SP), vacio (VC) y liofilizacién (FZ),
utilizando goma arabiga (AG), aislado de proteina de suero (WH) y maltodextrina (MD) frente a diferentes radicales (ABTS** (A), ROO* (B), *OH (C) y Oz*
(D)). Las barras de error representan la desviacién estandar para cada punto de datos. Las letras maytsculas diferentes (A-C) indican diferencias
significativas (p < 0,05) entre los procedimientos de secado para cada miel y coadyuvante. Las letras mintisculas diferentes (a—c) indican diferencias
significativas (p < 0,05) entre los coadyuvantes para cada miel y procedimiento de secado (n=3).
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Sin embargo, en comparacion con las actividades anti-inflamatorias
correspondientes de las LH, los MD-LHP retuvieron entre el 77 y el 145% de
la actividad anti-inflamatoria, y los WH-LHP solo entre el 6 y el 17% de la
actividad anti-inflamatoria. Por lo tanto, los WH mostraron la menor
retencion de los componentes responsables de esta actividad. En las mieles
de madrofio, Osés et al. (2020) informaron que la actividad anti-inflamatoria
de la miel estaba principalmente relacionada con compuestos no fendlicos,
como algunas sustancias volatiles y semivolatiles.

oy ———— Y =— Bb
——— Ba
. M Aa
T VO e Bb
- = Bb
—
B¢ Aa
= Aa
7 ———
- I Ch
“ ==—iBa

Aa

MD
o —
* —————— A0 Ba =WH

pe————r Ab

HAG
Aa

= Ab

H1
=

€ —— B C

1 Aa

p==—oi Bb
5P —- B C Ba

Coady
wow

0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00 80,00 90,00
%INH

Fig. 4. Actividad anti-inflamatoria de los coadyuvantes y las mieles en polvo obtenidas mediante secado por
atomizacion (SP), vacio (VC) y liofilizacién (FZ), utilizando goma arabiga (AG), aislado de proteina de suero
(WH) y maltodextrina (MD). Las barras de error representan la desviacion estandar para cada punto de
datos. Las letras mayusculas diferentes (A-C) indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los
procedimientos de secado para cada miel y coadyuvante. Las letras mintisculas diferentes (a—c) indican
diferencias significativas (p < 0,05) entre coadyuvantes para cada miel y procedimiento de secado (n = 3).

3.2.4. Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana se evalud en los coadyuvantes y en los LHP a
concentraciones entre el 5% y el 70% utilizando el método de microdilucion
en caldo (Tabla 3). Los coadyuvantes no mostraron actividad antimicrobiana
a esas concentraciones, mientras que los LHP presentaron una MBC entre el
10% y superiores al 70%, que fueron actividades antimicrobianas menores
en comparacion con sus correspondientes LH. E. coli fue el microorganismo
mas sensible a los LHP, mientras que L. monocytogenes fue el mas resistente.
De manera similar a lo ocurrido con los LH, el LHP1 mostré las actividades
antimicrobianas mas bajas, siendo estas capacidades similares en LHP2 y
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LHP 3. Los WH-LHP y MD-LHP mostraron mayores actividades frente a St.
aureus que el AG-LHP (Tablas 2 y 3).

En cuanto a los procedimientos de secado, el FZ-LHP mostré mayores
actividades antimicrobianas frente a E. coli que el SP-LHP y el VC-LHP
(Tabla 3), lo cual podria deberse a que durante el SP y VC las muestras se
calientan, a diferencia de lo que ocurre con la FZ, que se realiza en frio. La
interaccion entre los coadyuvantes y los procedimientos de secado influyd
en las actividades antimicrobianas contra L. monocytogenes y E. coli (Tabla 2).

Tomczyk et al. (2020) también evaluaron la actividad antimicrobiana
mediante la difusién en agar de miel en polvo obtenida por SP utilizando
MD al 50%. Estos investigadores observaron que ninguna de las muestras
mostrd accidon antibacteriana frente a los microorganismos evaluados, lo que
podria atribuirse a la pérdida de componentes antioxidantes termoldbiles de
la miel, al 50% de MD en el producto final o a las concentraciones de polvo
evaluadas (12,5 — 50%), que no fueron suficientes para proporcionar
actividades antibacterianas.

4. Analisis estadistico

A un nivel de confianza del 95%, los TPC se correlacionaron linealmente con
TEAC (r=0,8474), ORAC (r =0,9136) y SRS (r = 0,617), mientras que los TPC
de los extractos metandlicos se correlacionaron linealmente con los
flavanoles (r = 0,4823) y las flavonas/flavonoles (r = 0,7190). Estos resultados
revelan que las actividades antioxidantes estdn relacionadas con los
compuestos fenolicos, asi como con otras sustancias no fendlicas, como
proteinas o productos de Maillard. Con los resultados de todos los
parametros, se llevd a cabo un PCA. La primera componente explico un
34,78% de la varianza total observada, mientras que la segunda componente
explico un 22,30% de la varianza total observada (Fig. 5A y B). Los factores
que principalmente definen la PC1 son los TPC, las actividades antioxidantes
y anti-inflamatorias, mientras que la PC2 se definié principalmente por el
TPC de los extractos metandlicos, los flavonoides y las actividades
antimicrobianas. Los LHP se podian dividir en dos grupos diferentes. El
primer grupo se situaba en el lado derecho del eje e incluye los WH-LHP,
que eran las mieles en polvo con mayores componentes reductores, TEAC,
ORAC y SRS, y menor actividad anti-inflamatoria. El segundo grupo se
situaba en el lado izquierdo del eje y comprendia los AG-LHP y MD-LHP,
que eran las mieles en polvo con mayor AOA y actividad anti-inflamatoria.
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Tabla 3. Concentracion bactericida minima (MBC) de coadyuvantes y mieles en polvo obtenidas
mediante secado por atomizacion (SP), vacio (VC) y liofilizacién (FZ), usando goma arabiga (AG), suero
de leche (WH) y maltodextrina (MD) expresada como % de miel frente a S. aureus, L. monocytogenes y E.

coli. Los triplicados muestran MBC idénticas para cada muestra. Diferentes valores de MBC indican
diferencias significativas (p < 0,05) entre las muestras.

S. aureus
LHP1 LHP2 LHP3
SP vC FZ SP vC FZ SP vC FZ
AG =70 A70+0. 270+0. B60x0r 250+0. #50x0. 450+0. 270+0. “460x0. 470+x0«
WH =70 4=70. F70x0.  4x70. B20+0. 450£0. B20x0e B20x0e 230x0. 32040.
MD =70 A=70a 4=70. 460 %0  A30%0. 430%0. 5200 2200w 250+0s ©10+0-
L. monecytogenes
LHP1 LHP2 LHP3
SP vC FZ SP vC FZ SP vC FZ
AG =70 B70+0e P67 & Ax70a E37 6 BITx6 A0 E70+0. EB50x0. B47 46
WH =70 A=70a 4270a A=70a €20+0. =47+60  Ax70a €20 0« 4x70.  B537 £ 6a
MD =70 A7020. 270+0. Z60+0e AV0+0. 470%0. B3V 26 E60x(e 470, €20+ 0-
E. coli
LHP1 LHP2 LHP3
SP vC FZ SP vC FZ SP vC FZ
AG =70 450+0s 340+0. ®40+0. 240+0. #40+0. =30+0. ~50+0. 450%0. 340 x0a
WH =70 250 +0. 400 A=V0a 430 0  430+0v 427 x6. 320+ 0. 450x0. B20 £0e
MD =70 463 +6. 50 +0- ©30x0. #30x0. 240%0. <20*0x B30%x0 #50£0. ©<20+0s

A-C: Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los procedimientos de secado
para cada miel y coadyuvante. a-c: Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los
coadyuvantes para cada miel y procedimiento de secado.

El LHP1 se situdé en la parte superior, mostrando altos contenidos de
flavonoides y la menor actividad antimicrobiana (mayor MBC). Por el
contrario, el LHP3 se situ6 en la parte inferior, exhibiendo el menor
contenido de flavonoides y la mayor actividad antimicrobiana.

El PCA no mostré diferencias entre los procedimientos de secado en cuanto
a los parametros estudiados. El andlisis de conglomerados también dividio
las muestras en dos grupos de manera similar al PCA (Fig. 5C). En el
dendrograma se observaron dos conglomerados, el primero con WH-LHP y
el segundo con AG-LHP y MD-LHP. Los LHP3 estaban ligeramente
separados de las otras muestras en cada conglomerado. Por lo tanto, se
puede concluir que la contribucién de las especies botanicas y el tipo de
coadyuvante influye en las propiedades bioldgicas de la miel en polvo.
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Fig. 5. Diagrama de cargas (A) y diagrama de puntuaciones (B) del Analisis de Componentes
Principales. Diagrama de dendrograma derivado del analisis de conglomerados jerarquico (C).
ME-TPC: Compuestos fendlicos totales en extractos metandlicos; SP: Secado por atomizacién; VC:
Secado a vacio; FZ: Secado por liofilizacion; AG: Goma arabiga; WH: aislado de proteina de suero;
MD: Maltodextrina; H: Miel.
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5. Conclusiones

Todos los métodos de secado y coadyuvantes retuvieron los TPC y los
flavonoides de las mieles, aunque es necesario un procedimiento
normalizado para extraer los compuestos fendlicos de la miel para obtener
una comparacion mads adecuada de los resultados. Las actividades
antioxidantes de las mieles en polvo fueron superiores a las de las mieles
crudas. WH-LHP mostré los valores mas altos de TEAC, ORAC y SRS,
mientras que MD-LHP mostr6 la mayor actividad AOA. Las actividades
antioxidantes de LHP dependieron del contenido de miel en el polvo, del
coadyuvante utilizado y del procedimiento de secado. La actividad anti-
inflamatoria de LH y LHP fue similar cuando se utilizo6 AG como
coadyuvante, y disminuy6 si los coadyuvantes eran WH o MD. Las
actividades antimicrobianas de LHP fueron inferiores a las de LH, debido al
factor de diluciéon del coadyuvante o a la degradacion de compuestos
antimicrobianos termoldabiles. En general, las propiedades bioldgicas de las
mieles en polvo estuvieron principalmente influenciadas por el tipo de
coadyuvante utilizado para la deshidratacion, siendo apenas influenciadas
por el procedimiento de secado.

Apéndice A. Datos suplementarios

Los datos suplementarios de este articulo se pueden encontrar en linea en
https://doi.org/10.1016/j.1wt.2022.113235 .
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Impacto del procedimiento de secado y del origen
botanico en las propiedades fisico-quimicas y
potencialmente bioactivas de las mieles en polvo
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Resumen

Este estudio tuvo como objetivo investigar el impacto del procedimiento de
secado (utilizando la concentracion mas adecuada de miel-maltodextrina
para cada técnica de secado) y el origen botdnico de la miel en las
propiedades fisico-quimicas y las propiedades potencialmente bioactivas de
mieles en polvo que se elaboraron utilizando maltodextrina como
coadyuvante. La investigacion se llevo a cabo con miel de tomillo, lavanda,
veza y multifloral deshidratada utilizando secado a vacio y liofilizacion. Los
parametros analizados fueron: contenido en agua, actividad de agua (aw),
color, temperatura de transicidn vitrea, recuperacion del polvo, indice y tasa
higroscépica, densidad compacta, solubilidad, compuestos fenolicos, asi
como actividades antirradicales (ABTS**, ROO°, *OH y O2%),
antiinflamatoria y antimicrobiana (frente a Staphylococcus aureus, Escherichia
coli y Listeria monocytogenes). La liofilizacion proporciond las mayores
recuperaciones. Los polvos obtenidos mediante liofilizacion mostraron
mayor contenido en agua y solubilidad, asi como menor temperatura de
transicion vitrea, densidad e higroscopicidad en comparacion con los
obtenidos mediante secado a vacio. La higroscopicidad, la temperatura de
transicion vitrea y la actividad antimicrobiana frente a S. aureus dependieron
del procedimiento de secado—concentracién de miel. El color, la actividad
anti-Oz*" y la actividad antimicrobiana frente a L. monocytogenes dependieron
del origen botanico de la miel cruda. El contenido en agua, la solubilidad, la
densidad, el contenido de fenoles totales, las actividades anti- ABTS** y anti-
ROO¢, asi como la actividad antiinflamatoria y antimicrobiana frente a E. coli,
dependieron tanto del procedimiento de secado—concentracién de miel como
del origen botanico.

159



Capitulo 3

1. Introduccion

La miel es un edulcorante natural con una larga historia de uso en la
nutriciéon humana. Las mieles de diferentes origenes botanicos/geograficos
son muy apreciadas por los consumidores debido a sus sabores timnicos y
composiciones nutritivas. En Espafia, se valoran mucho las mieles de brezo,
tomillo, veza (Leguminosae tipo Vicia), lavanda y algunas multiflorales. Las
industrias y distribuidores alimentarios aprecian la miel por sus potenciales
beneficios para la salud, que generalmente estdn relacionados con
microcomponentes como polifenoles, acidos organicos, enzimas y
aminodcidos, entre otros, que pueden proporcionar acciones antioxidantes,
antimicrobianas, antiinflamatorias e inmunoestimulantes (Mutlu & Erbas,
2021; Rivero et al., 2021; Sramek et al., 2016). Los consumidores asocian la
miel con la naturaleza y la ecologia (Nedi¢ et al., 2020). Un inconveniente
importante respecto al uso potencial de la miel en las industrias alimentaria,
farmacéutica y cosmética es su alta viscosidad y pegajosidad, que crea
multiples problemas, principalmente relacionados con la tendencia de la
miel a cristalizar debido a su alto contenido de aztcares. Por lo tanto,
actualmente se estan investigando alternativas a la miel cruda, entre las
cuales la miel en polvo (P) es una de las opciones mas importantes (Suhag &
Nanda, 2016). La miel en polvo se ha utilizado como ingrediente en varios
productos alimenticios, como pan, galletas o marinados para carne (Antony
et al., 2000; Tong et al., 2010; Kiling & Demir, 2017). La adicion de hasta un
15% de miel en polvo a los productos alimentarios inhibi6 el desarrollo de
compuestos oxidativos en la carne de pavo cocida (Antony et al., 2000). La
adicién de miel en polvo también mejoro la reologia de la masa y la textura
del pan (Tong et al., 2010). Kiling & Demir (2017) hicieron galletas
sustituyendo el aztcar por miel en polvo, aumentando el contenido mineral
y los compuestos fendlicos totales. Lopez-Patifio et al., (2023) utiliz6 miel en
polvo en carne a la parrilla, ralentizando el crecimiento microbiano de
enterobacterias y aumentando la vida ttil del producto.

La miel en polvo tiene muchas ventajas en comparacion con la miel, como la
facilidad de envasado, transporte y almacenamiento debido a la reduccién
de volumen y peso, asi como la posibilidad de combinarlo con otros
productos secos (Mutlu & Erbas, 2021; Jendlinska et al., 2019). La miel en
polvo es higroscépica, por lo cual es dificil de obtener debido a su
composicion y estructura. La fructosa (38 — 40%) y la glucosa (33 — 35%) de
la miel, junto con otros componentes, son responsables de las bajas
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temperaturas de transicion vitrea (Tg) de este alimento, entre - 27 °C y - 51
°C (Sramek et al., 2016; Osés et al., 2021), lo que hace imposible obtener el
polvo sin la adicion de coadyuvantes (Nurhadi & Roos, 2016; Samborska et
al., 2017). La goma arabiga, las dextrinas, las maltodextrinas y el concentrado
de proteinas de lactosuero son coadyuvantes comunes que actian como
agentes emulsionantes, agentes antiaglomerantes y materiales de relleno de
alto peso molecular. Otros coadyuvantes que se estan utilizando con éxito en
la actualidad son el polen de abeja junto con la goma ardbiga (Mutlu, 2023)
y las proteinas de arroz y guisante (Toniazzo et al., 2023). Estos aumentan la
Tg de las mezclas, manteniendo la estabilidad de los polvos con alto
contenido de azticar y evitando la transicion del material de un estado vitreo
a uno gomoso. Los coadyuvantes minimizan los principales problemas
durante el secado, como la pegajosidad y las dificultades de secado (Nurhadi
et al, 2012; Samborska et al., 2014). Sin embargo, el uso de grandes
cantidades de coadyuvantes de secado aumenta los costes de produccién y
puede alterar el sabor original de las mieles crudas, pudiendo los polvos
resultantes, correr el riesgo de no ser aceptados por parte de los
consumidores (Shi et al., 2013).

El secado por atomizacion (SP) es el método mas utilizado para la
produccion de miel en polvo debido a su reducido tiempo de secado, lo que
previene la degradacion de sabores, colores y nutrientes. El secado por
atomizaciéon proporciona polvos con buenas caracteristicas de
reconstitucion, estabilidad en almacenamiento y baja actividad de agua,
aunque con una disminucién de la actividad antioxidante y del contenido de
fenoles totales (Samborska et al., 2020). Entre las diversas tecnologias de
secado, existen otros procedimientos menos utilizados, como el secado a
vacio (VC), el secado por microondas a vacio y el secado por liofilizacion
(FZ). Las técnicas mencionadas son de gran interés ya que reducen los
cambios debidos a la alta temperatura del secado por atomizacion (Mutlu &
Erbas, 2021; Rivero et al., 2021). El secado a vacio ademas se realiza en
ausencia de oxigeno, lo que reduce la degradacion oxidativa y tiene un indice
de secado rapido debido a la formacion de una estructura espumosa o
hinchada en el polvo (Sramek et al., 2016; Sahu, 2008). Como resultado de las
condiciones de secado (baja temperatura en comparacion con el secado por
atomizacion y presion reducida), se conservan cantidades de nutrientes
termorresistentes (Sramek et al., 2016). La liofilizacién es mas lenta y costosa
que otros procedimientos (Sramek et al., 2016). Sin embargo, la liofilizacion
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(realizada en ausencia de oxigeno y utilizando bajas temperaturas de secado)
muestra algunas ventajas sobre otras técnicas de secado, tales como mayor
contenido de compuestos volatiles, retenciéon de compuestos y aromas
sensibles al calor, preservacion de la estructura, menor dafio por reacciones
no enzimaticas u oxidativas y mantenimiento de las propiedades
nutricionales y bioactivas (Rivero et al., 2021).

En estudios anteriores, verificamos que las mieles en polvo de brecina (LHP)
obtenidas mediante secado a vacio y liofilizacion utilizando tinicamente
maltodextrina (MD) como coadyuvante mostraron mayores recuperaciones
(88 — 98%) y mejores caracteristicas sensoriales en comparacion con las
mieles en polvo obtenidas mediante secado por atomizacion y/o utilizando
otros coadyuvantes (Osés et al., 2021). Los LHP también proporcionaron
interesantes actividades antirradicales, antimicrobianas y antiinflamatorias,
lo que podria ayudar a fomentar el uso de estos polvos (Osés et al., 2022).
Considerando investigaciones previas sobre mieles en polvo, el objetivo de
este trabajo fue determinar el impacto real tanto del procedimiento de secado
(utilizando la concentracion mas adecuada de miel-maltodextrina para cada
técnica de secado) como del origen botanico de la miel en las caracteristicas
fisico-quimicas y funcionales de la miel en polvo elaborada con mieles de
diferentes origenes botanicos y deshidratada por secado a vacio y
liofilizacion, analizando las propiedades fisico-quimicas y bioactivas, asi
como las actividades antirradicales libres.

2. Materiales y métodos
2.1.Materiales

Reactivos: Maltodextrina (MD) con equivalente de dextrosa 20 (Calaf
Nuances, Barcelona, Espafia). Metanol, carbonato de sodio, cloruro de sodio,
hidroxido de sodio, hidréxido de potasio, persulfato de potasio, Fe
(NH4)2(SO4)z, EDTA, acido acético, acido férmico, p-
dimetilaminobenzaldehido (DMAB), HCl, H2SOs, H202, agar Baird Parker
(BP), agar Tripona bilis x-glucurénido (TBX) y emulsion estéril de yema de
huevo con telurito (VWR International Eurolab, parte de Avantor, Llinars
del Vallés, Espana). Acido galico, NaNO:, Na:SO: y catequina (Panreac,
Barcelona, Espafia). AICl: y sal sédica de fluoresceina (Fluka Chemie GmbH,
parte de Sigma-Aldrich, Buchs, San Galo, Suiza). Na:HPOs, NaH:POs
(Scharlab, Sentmenat, Espafia). Tetraborato de potasio, nitroazul de
tetrazolio, benzoato de sodio y acido drico (Alfa Aesar, parte de Thermo
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Fisher, Kandel, Rheinland-Pfalz, Alemania). Caldo nutritivo No. 2 (NB),
infusion de cerebro y corazén (BHI), agar técnico No. 2 y solucién de Ringer
(Oxoid, parte de Thermo Fisher, Basingstoke, Hampshire, Reino Unido).
Base de Agar Microinstant Listeria (LAB), suplemento de enriquecimiento
de Listeria Ottaviani & Agosti y Suplemento Selectivo de Listeria (Scharlau
S.L., Senmanat, Espafa). Reactivo fenodlico Folin-Ciocalteu, quercetina,
dinitrofenilhidrazina, acido  2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfonico) (ABTS), acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico
(Trolox), acido tiobarbittrico (TBA), xantina, xantina oxidasa (10110434001),
2,2'-azobis(2-amino-propano)dihidrocloruro (ABAP), N-acetil-D-
glucosamina (NAG), 4cido hialuroénico en sal sédica de Streptococcus equi
(53,747), albumina sérica bovina (BSA), hialuronidasa de testiculos bovinos
tipo IV-S (1400 U/ml, H3884) (Sigma-Aldrich, parte de Merck, Steinheim,
Nordrhein-Westfalen, Alemania). El agua fue desionizada utilizando un
sistema de purificacion de agua Milli-Q (Millipore, parte de Merck, Bedford,
MA, EE.UU.).

Equipos: Vacutherm Heraeus Instruments (ThermoFisher Scientific, Madrid,
Espafia); LyoQuest-55 ECO PLUS (Azbil Telstar Technologies, S.L.U.,
Barcelona, Espana); Aqualab Serie 4 TE (Labferrer, Lleida, Espana);
colorimetro Hunter Lab (ColorFlex EZ System®, Reston, VA, EE.UU.);
calorimetria de barrido diferencial con un Q200 DSC equipado con un
sistema de enfriamiento Intra-Cooler (TA Instruments, New Castle, DE,
EE.UU.) a 20 °C/min; espectrofotometro UV-visible 400Bio (Varian,
Mulgrave, Vic.,, Australia); lector de microplacas Varioskan LUX
(ThermoFisher Scientific); microplacas estériles de poliestireno con fondo
redondo de 96 pocillos (Brand, Wertheim, Alemania).

2.2.Muestras de miel y procedimientos de secado

Nueve muestras de mieles de tomillo (TH), lavanda (LV), veza (V) y
multifloral (M) (Tabla 1), recolectadas por apicultores de Castilla y Leon
(Espania), fueron procesadas para obtener miel en polvo. Los origenes
botanicos se determinaron utilizando melissopalinologia y analisis
sensoriales (Louveaux et al., 1978; Marcazzan et al., 2018; Persano-Oddo &
Piro, 2004; Piana et al., 2004; Terradillos et al., 1994; Von der Ohe et al., 2004).
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Tabla 1. Origenes botanicos de las muestras de miel.

Miel Familia Nombre cientifico Nombre comin
THI Labiatae Thymus sp. Tomillo
TH2 Labiatae Thymus sp. Tomillo
LV1 Labiatae Lavandula hybrida Reverchon Lavanda
LV2 Labiatae Lavandula latifolia Medik Lavanda
LV3 Labiatae Lavandula stoechas Lam Lavanda

V1 Leguminosae Vicia sp. Veza

Ml Multifloral - Multifloral
M2 Multifloral - Multifloral
M3 Multifloral - Multifloral

2.3.Mieles en polvo

La miel liquida se mezclé con MD y agua. Se obtuvieron dieciocho muestras
de miel en polvo a partir de las nueve mieles y del coadyuvante de secado
(MD) utilizando dos procedimientos de secado: vacio y liofilizacion. La miel
y la MD se disolvieron primero por separado en agua. Luego, se mezclaron
suavemente con un agitador magnético a temperatura ambiente. Los
métodos de secado y las proporciones de miel y coadyuvante se
seleccionaron de acuerdo con experimentos preliminares (Osés et al., 2021).

VC: Se preparo una mezcla con una concentracion total de solidos del 42%
(w/w) [(miel + MD)/(miel + MD + H20) x 100] y una proporciéon de miel: MD
de 60:40 (57% de miel en materia seca), que se vertio en un molde de silicona
con un grosor de 3-4 mm y se secé en una estufa de vacio escala de
laboratorio (Heraeus Instruments vacutherm) a 60 °C con una presion de 100
mbar durante dos dias, enfriando hasta temperatura ambiente,
posteriormente las muestras, en un desecador antes de ser molido con un
mortero.

FZ: Las mezclas se prepararon con una proporcion miel: MD de 75:25 (73%
de miel en materia seca), manteniendo una concentracion total de solidos del
45%. La mezcla se congel6 a - 30 °C en un molde de silicona (3—4 mm)
durante 5 horas y luego a - 80 °C durante 24 horas. Posteriormente, las
muestras se desecaron por liofilizaciéon en un equipo LyoQuest-55 ECO
PLUS durante 3 dias a una presion de 0,057 mbar, triturdndolas
inmediatamente. Cada procedimiento de secado se realiz6 tres veces para
cada miel, y la combinacion de los tres polvos (obtenidos utilizando el mismo
procedimiento para la misma miel) se utilizo para el analisis. Las muestras

de vacio y liofilizacion se almacenaron en frascos de vidrio en un desecador

164



Capitulo 3

con silicagel hasta su andlisis posterior. La humedad, aw, higroscopicidad,
solubilidad, densidad y color se analizaron durante la primera semana. Los
fenoles totales, flavonoides totales, actividad antioxidante, anti-inflamatoria
y antimicrobiana se determinaron dentro del primer mes después de la
elaboracion de las mieles en polvo.

2.4.Parametros de calidad y propiedades fisicas de la miel y las mieles
en polvo

La humedad, la aw y el color de las mieles se determinaron utilizando los
métodos AOAC (969.38) (AOAC, 2012), Bogdanov (2019), el Estandar Codex
Alimentarius para miel (2001), Commission Internationale de I'Eclairage
(2004), Pascual-Maté et al. (2018) y Sancho et al. (1991). Los pardmetros de
actividad de agua y color L*, a* y b* de miel en polvo se determinaron
siguiendo los mismos procedimientos descritos para la miel, utilizando un
AquaLab Series 4 TE y un colorimetro Hunter Lab, respectivamente. Se
determiné la recuperacion del polvo, el contenido en agua (gravimetria,
secado a 105 °C durante 4 h), el indice y la tasa de higroscopicidad (1,00 g
colocado en un desecador a 25 °C con una solucion saturada de NaCl durante
1 semana), la densidad compacta (registrando el volumen de 2,00 g de miel
en polvo en una probeta después de golpear 25 veces), la solubilidad (tiempo
requerido para que 2,00 g de miel en polvo se disuelvan completamente en
25 ml de agua destilada en un vaso de vidrio de 100 ml a temperatura
ambiente, agitando a 890 rpm), y la T (calorimetria de barrido diferencial
con un Q200 DSC equipado con un sistema de enfriamiento Intra-Cooler a
20 °C/min) siguiendo los procedimientos de Osés et al. (2021) brevemente
descritos en la Figura Suplementaria S1.

2.5. Analisis de propiedades potencialmente bioactivas de la miel y la
miel en polvo

Los compuestos fenolicos (fenoles totales, flavonas/flavonoles totales y
flavanoles totales), las actividades antirradicales frente a ABTS**, *OH y O>*
y la actividad anti-inflamatoria se midieron utilizando un espectrofotometro
UV-visible 400Bio para absorbancia, mientras que la fluorescencia (actividad
antirradical contra ROO®) se midi6 con un lector de microplacas Varioskan
LUX. La actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus CECT 435,
Escherichia coli CECT 99 y Listeria monocytogenes CECT 934 (Coleccion
Espafiola de Cultivos Tipo, Universidad de Valencia, Espafna) se evalud
mediante un método de microdilucion en caldo (5-70 ug/100 ml),
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determinando la concentracion minima bactericida (MBC) utilizando
microplacas de poliestireno estériles con fondo redondo de 96 pocillos.
Todas las propiedades bioactivas de la miel y la miel en polvo se realizaron
siguiendo los procedimientos de Osés et al. (2022), descritos brevemente en
la Figura Suplementaria S2.

2.6. Analisis estadistico

Todos los analisis se realizaron por triplicado, excepto T (solo una vez). Los
resultados se expresaron como medias y desviaciones estandar. Se utilizaron
el analisis de varianza de un solo factor (ANOVA) y ANOVA multifactorial
seguido de la prueba de diferencia significativa de Tukey (p < 0,05). Se
aplicaron correlaciones de Pearson y andlisis de componentes principales
(PCA) (utilizando una matriz de datos de 18 x 7 para propiedades
fisicoquimicas y una matriz de 18 x 12 para propiedades bioactivas,
escaladas automaticamente). Se utilizé el software estadistico Startgraphics
Centurion XVIII (Statgraphics Technologies, Inc., The Plains, VA, EE.UU.).

3. Resultados y discusion

Las propiedades bioactivas, excepto el % inhibicion (actividades anti-O2*-y
antiinflamatorias) y la concentracion minima bactericida (MBC), se
expresaron en materia seca (m.s.) para una comparacion adecuada de los
datos de miel y miel en polvo. La Tabla 2 muestra los resultados de las
propiedades fisicoquimicas y bioactivas de las mieles crudas.

3.1.Recuperacion de polvo

La miel en polvo mostrd recuperaciones entre 85,82% y 99,89% (Tabla 3). FZ-
P exhibio las recuperaciones mas altas (96,60 — 99,89%), con una
concentracion de miel del 73%, independientemente del origen botanico de
la miel. VC-P también mostrd altas recuperaciones (85,82 — 94,89%) con una
concentracion de miel del 57%. Estos rendimientos fueron similares a los
descritos por Osés et al. (2021) (56% de miel, MD-VC: 93,34 —96,01%; 72% de
miel, MD-FZ 89,87 — 95,57%) y Mutlu & Erbas (2021) en mieles en polvo
obtenidas mediante VC utilizando diferentes coadyuvantes (90,95%), siendo
superiores a los obtenidos por Mutlu y Erbas (2021) con MD,
independientemente del proceso de secado (61,95%). Nuestra recuperacion
de miel en polvo también fue superior al valor descrito por Nurhadi et al.
(2012) (50% de miel, MD-VC: 73%).
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Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas y bioactivas (media + SD) de mieles crudas de diversos origenes botanicos utilizadas para obtener miel en polvo (n=3).

LVl V2 V3 TH1 TH2 V1 M1 M2 M3
Humedad 1385:000¢  1467+000° 1874000+ 61620227 156E028° o aind  quis.0ps | 1051c000% | 1ie7e00ie
aw 0506+0028<  04920002¢ oo ooso.  0546+0,007% 05570025 0523:004c  0694+0038: 05360003  0542+0,035¢
2y 428720025 48540,024 2520008« 46922292 2948+002%  4433:001=  3323:004b  2843:001% 123420024
&> 055320012e  LU=001f 435, 0031¢ 7,142002¢ 11302001+ 0477:0003%  489:0,024 7,550,020 3,33+0,03¢
b” ZA32002= 671008 Baneloe 3806:002:  3418:0,07¢ 23,98+0,05¢ 3326:011c 31860154  1622:010%
TEC BLALELALE  10060x06h™ 616442139 62670354  13150:434+  3273:173+  6086:1784  7697:082c  10550:080°
TPCE £302009  U20BE014E 630198 11,560,302 9,03+0,35% 448005+ 6,80+0,13¢ 8,67+0,08% 57140124
TECE 207006 4050062 256 0,10 4122017+ 305£0,13¢ 2,38+0,06 ¢ 1,97+0,05 ¢ 362:0,10% 3,15+002¢
TFCe DHOZO0EE  LOHTODIIN 0520010 1142003 0715:0014¢ 06080018  0600:0007¢  0900=0018c 0367200072
TEAC(ABTS:) 1774513 10631£3404 31332861 3377w 2777222155+ 3273:097¢  9518+12994 14613576  23421£2200%
AOA (COH) 0,056+ 00078 0,052=0,001%  0054=0011% 407500082  0056+0006b:  0055+0000%  0062+0006% 00410002  0062+0001
ORAC (ROO?) 42762215 3445£056  6785£1615%  gy9g.g3ge 3784746 2492:7814 5391500k 7652271+ 31911554
SRS (0z-) Hadaslos  aREF: 08 287 23,51 167+2084  5133+0585%  1250+071f 4733153« 2200:141:  5650+3,54%
Actividad antiinflamatotia o 5. 0732 1086:075: 64,16+ 0,81 68612039+  4821:071%  4476:514f  5979:005b 537340774  5448+176<
MBC 5t. aureus 2000:£000 3000000 80,00::0,00:« 5002000+ 60,00£0,005  7000+000a  2000:0004 7000000 20,000,004
MBCE: coli 2000000 20000007 300050000 2000000 40001000  20,00:000¢  2000:000  4000:000=  20,00+0,00¢
MBC L.monocytogenas 20000007 2000000 60,00:+0,00> 4000£000¢  5000:000°  5333+577® 53332577  5000=000°  40,00+0,00°

LV: miel de lavanda; TH: miel de tomillo; V: miel de veza; M: miel multifloral; humedad (%); TPC fenoles totales (mg GA/100 g); TPC-E: fenoles totales del extracto
(mg GA/100 g); TFCc: flavanoles totales (mg Ct/100 g); TFCq: flavonas/flavonoles totales (mg Q/100 mg); TEAC (umol T/100 g); ORAC (umol T/g); AOA (mmol UA/100
g); SRS (% inh); actividad antiinflamatoria (% inh); MBC St. aureus, E. coli y L. monocytogenes (%). a-i: letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los

diferentes origenes botanicos.
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3.2.Propiedades fisicoquimicas
321 Ty

La T; se define como la temperatura por encima de la cual el material
alimenticio amorfo (estado metaestable) transita de un sélido vitreo a un
estado gomoso, con cambios significativos en las propiedades fisicas y la
movilidad molecular (la posicion de las moléculas unas respecto a otras es
aleatoria) (Bhatta et al., 2020; Santivarangkna et al., 2011). La Tabla 4 muestra
la T; de las mieles y mieles en polvo obtenidas mediante liofilizacion y vacio.
Los valores de Ty de las mieles variaron desde - 25,45 hasta - 37,37 °C. Tg
oscilé dependiendo tanto del origen botdnico de las muestras como del
contenido de humedad. En general, la T; de las mieles disminuy6 con el
aumento de la humedad, excepto para las mieles tomillo. La Ty del agua es
muy baja, alrededor de - 138 °C, lo que le permite actuar como plastificante
ayudando a reducir la T¢ de las mezclas (Nurhadi et al., 2012). Los polvos se
caracterizaron por exhibir dos Ts (T 1y Tg 2), en comparaciéon con la miel,
que solo exhibié una T;. Las dos Ty de las mieles en polvo correspondieron
a dos polimeros diferentes formados en las muestras deshidratadas, donde
T¢ 1 corresponde al polimero de la miel en polvo y Tg 2 corresponde al
polimero del coadyuvante (Osés et al., 2021). Los valores de T de los polvos
fueron mas altos que los de las mieles. Los valores de T 1 de FZ-P (12,58 —
16,50 °C) fueron mas bajos que los de VC-P (27,75 - 35,50 °C), confirmando
la influencia tanto de la concentracién de miel como del procedimiento de
secado en la T; del producto final. Las muestras de vacio tenian una
concentracion mas baja de miel (57%) en comparacion con las muestras de
liofilizacion (73% de miel), confirmando que los valores de Tg disminuyen
cuando aumenta la concentracién de miel y aumentan cuando lo hace la
concentracion del coadyuvante, en este caso MD, cuya Ty es de 205,5 °C
(Nurhadi et al., 2012; Samborska et al., 2014; Shi et al., 2013). Los porcentajes
de contenido en agua (Tabla 3) de VC-P (0,702% — 1,63%) fueron inferiores a
los de FZ-P (1,30% — 1,63%), corroborando la influencia de la humedad en la
T¢. Dado que T¢ 1 de FZ-P fue inferior a la temperatura ambiente (25 “C), FZ-
P debe almacenarse a temperaturas de refrigeracion dentro de un envase de
alta barrera (Bhatta et al., 2020; Santivarangkna et al., 2011; Ganaie et al.,
2021).
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3.2.2. Contenido en agua y actividad de agua (aw)

La Tabla 3 muestra los resultados del contenido en agua y de la aw. El
porcentaje de agua fue menor en VC-P (57% miel) que en FZ-P (73%), a
diferencia de los datos descritos por Samborska et al. (2017), donde las mieles
en polvo con mayores concentraciones de miel presentaban los porcentajes
de agua mas bajos. Nuestros valores fueron similares a los de Nurhadi et al.
(2012) para VC-P (1,1%) en muestras de 50% de miel obtenidas mediante
secado a vacio usando MD, y menores que los resultados obtenidos en miel
en polvo de trigo sarraceno al 50% (MD-FZ) por Keke & Cinkmanis (2021)
(5,6%).

Mutlu & Erbas (2021) obtuvieron un valor medio de humedad de 3,15% en
MD-P independientemente del proceso utilizado (VC o SP) o del contenido
de miel (50, 57 0 67%), siendo este porcentaje considerablemente mayor que
los porcentajes de nuestra investigacion. Las diferencias con otros estudios
podrian deberse principalmente a la concentracion de miel. Entre los FZ-P,
no se observaron diferencias significativas (p < 0,05) considerando los
diferentes origenes botdnicos. Sin embargo, en lo que respecta a VC-P, se
observaron diferencias significativas considerando los origenes de las
mieles, siendo LVP1, LVP2, LVP3, THP1 y MP1 los polvos con los
porcentajes de agua mas bajos. Por lo tanto, los origenes botédnicos, los
procedimientos de secado y su interaccién influyen en el contenido en agua,
como se muestra en el analisis ANOVA multifactorial (Tabla 5A). La
reduccion del porcentaje de agua durante los procesos de secado al hacer
miel en polvo contribuy?6 significativamente a una mayor estabilidad de la
miel durante el almacenamiento (Nedic¢ et al., 2020).

Nuestros valores de aw en VC-P fueron similares a los obtenidos por Mutlu
& Erbas (2021), independientemente del coadyuvante utilizado (0,32), siendo
también similares a los valores de aw obtenidos con MD,
independientemente del procedimiento de secado (0,24). Nuestros valores
de aw en FZ-P fueron similares al valor obtenido en miel en polvo multifloral
obtenida mediante liofilizacion (0,215) por Ganaie et al. (2021). En general, la
aw fue algo mayor en VC-P, dependiendo del tipo de miel, el tiempo
transcurrido hasta el andlisis y las condiciones de almacenamiento [11].
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Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de la miel en polvo (media + SD) de diversos origenes botanicos obtenidas mediante secado a vacio (VC) y secado por
liofilizacion (FZ) utilizando maltodextrina (MD) (n=3).

LVP1 LVP2 LVP3 THP1 THP2 VP1 MP1 MP2 MP3
Recuperacion VC 94,62+0,204 9489+0314k 9233+0,158 92,07 £3,458% 94,24+ 400482 94,20 +3,250482 85,82 +9,7/80 93,83 + 0,238 90,41 + 3,978
de polvo FZ 9736+355% 9660+1924  99,64+321%  99,89+221% 9836+4464 9857 +4214 9847 £3,624 99,50 £2,524a 97,31 +3,074=
Humedad (%) VC 0,720+0,029 0,971 +0,109<C (0,740 +0,041P% 1,01 +0,10<> 1,23 + 0,038 1,63+0,124= 0,702 +0,1080% 1,61 +0,154= 1,43 £ 0,214k
FZ 132:0184  147+0,26% 1,30 £0,164= 1,36 £ 0,044 1,53 +0,2742 1,33 + 0,034k 1,32 +0,084a 1,48 +0,224a 1,63 + 0,082
aw VC 0214+0,001E= 0,207 +,002% 0,206 £ 0,002F= 0,300+ 0,0034= 0,292 =£(0,0028= (0,258 +0,0020= 0,303 £0,002%2 0,273 £0,002% 0,298 +,0014=
FZ ),210+0,002PF  (,224 +,0024= 0,211 £0,002€0E= 0,209 + 0,0038 0,219 + 0,001488 0,214 + 0,0035C0E 0,216 + 0,0028C00 (0,215 + 0,0028C0EB (),217 £ ,0024ECk
L* VC 89,84+0,014= 8320+0,01P= 88,77+0,01%8=  7775+0,02F 81,32+003E  8869+001%  7461+0,18% 84,27 +0,02¢= 75,05 £0,01¢
FZ 87710084 7588+0,03®  8486+0018 §1,98+0,07%= 79,27+0,010>  8657+0,034 84,48 +(,058= 84,55 +1,768= 79,16 = 0,000=
a* VC -1,28:0,01= 1,45+0,018= 0,780 £0,000c=  222+0,01%  2,48+0,01B= -1,22 £ 0,015 1,71 +0,01P= 1,13 +0,01F= 2,690,012
FZ -167+000%  285+0,02¢a  -1,32+0,01%  -0,870+,010% 0,677 +0,0328 1,75+ 0,00® -1,05+0,02F» 0,567 +0,0158 0,457 +,006%
b* VC 1162+0,01 20,001 +0,018  1321+0,01%  2671+0,0122 21,52+0,030% 13,690,015 2527 +(,01B= 19,43 £ 0,02%F=2 23,90 £ 0,015
FZ 12,200,054 28,73+0,064  1410x0,01%  18,26+0,060* 22,30 +0,04F= 10,82 0,04 17,06 = 0,017 17,24 + 0,028 19,24 + 0,01
Solubilidad (s) VC 2205+007F  2347+0,1082  2441+016%  18,09+0,09= 2026+006H  2505+0078 23,97 +0,050= 27,44 £0,204= 21,25 +0,07G=
FZ 14,620,534 11,60+0,528  10,09+0,01% 11,360,378 7,27 +(,058 7,10 £ 0,078 10,52 + 0,168k 8,75+ 0,050 5,28 = 0,04f
Densidad (g/fml) VC 0,844 +0,0004 0,785+0,000°%= 0,838 £0,0008= 0,628+ 0,0008= 0,677 +0,0006= 0,727 +0,000%= 0,836+0,001<=  0,771+0,0008= 0,770 +,000E=
FZ 062600004 0,544 +0,021% 0,501 +0,0028C (,514 +0,0188< 0,498 = 0,008t (0,537 +0,018% 0,627 + 0,000 0,456 +0,00002 (0,455 +,0000=
indice de VC  988+074% 12,80=0,624= 10,33+0,838= 13,81+106% 824+1,94% 9,54 £0,65% 13,51 = 0,664 10,66 = 0,288¢= 8,83+ 0,22¢
higroscopicidad FZ  3,32+0,39% 2,92 0,038 346+0,1748%  3,35+0,2348 357 +0,2948 3,10+ 0,194 3,15 £0,1548e 3,57 £(,29480 3,66+ 0,224k

¢ oymde)

LV: miel en polvo de lavanda; THP: miel en polvo de tomillo; VP: miel en polvo de veza; MP: miel en polvo multifloral; VC: vacio; FZ: liofilizacién. A-I:
letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los diferentes origenes botanicos. a-b: letras diferentes indican diferencias significativas
(p< 0,05) entre los procedimientos de secado.
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Tabla 4. Temperatura de transicion vitrea Ty (temperatura media, °C) de mieles crudas (tomillo,
lavanda, multifloral, veza) y mieles en polvo obtenidas mediante secado por liofilizacion (FZ) y
secado a vacio (VC) utilizando maltodextrina (MD) (n=1).

LV1 LV2 LV3 TH1 TH2 V1 M1 M2 M3

Te1 -26,00 -28,51 -29,51 -25,81 -29,37  -2545 -31,31 -37,37 -2598

FZ- FZ- FZ- FZ- FZ- FZ- FZ- FZ- FZ-
LVP1 LVP2 LVP3 THP1 THP2 VP1 MP1 MP2 MP3

T 12,58 16,50 15,28 14,36 15,89 1426 1441 14,41 15,97
T2 85,75 85,80 85,43 83,03 81,69 92,00 7834 78,34 83,22

VC- VC- VC- VC- VC- VC- VC- VC- VC-
LVP1 LVP2 LVP3 THP1 THP2 VP1 MP1 MP2 MP3

Te1 28,09 27,75 34,12 31,39 35,50 31,50 34,27 34,70 34,77
Tg2 85,39 81,87 91,84 --- 92,02 94,84 9451 9456 87,88

LV: miel de lavanda; TH: miel de tomillo; V: miel de veza; M: miel multifloral; LVP: miel en polvo de
lavanda; THP: miel en polvo de tomillo; VP: miel en polvo de veza; MP: miel en polvo de multifloral;
VC: secado a vacio; FZ: secado por liofilizacion. ---: ausente (no hay Ty 2).

Teniendo en cuenta los graficos de desorcion térmica de mieles en polvo, se
esperaba que, a mayor contenido de humedad, mayor aw [38,39], pero segin
Nurhadi et al. (2017), este aumento es minimo y poco significativo con
valores de aw por debajo de 0,35 (valor limite). Este hecho, junto con las
diferencias en la composicion, podria explicar que, respecto al mismo
proceso de secado, las muestras con menor contenido en agua mostrasen
mayores aw. La no concordancia de resultados de la misma muestra sometida
a diferentes métodos de secado podria deberse a las diferentes proporciones
de miel: MD o a diferentes efectos estéricos en las mieles en polvo obtenidas
mediante ambos métodos. Sin embargo, la aw no dependidé del
procedimiento de secado y la concentracion de miel o el origen botanico de
las mieles (Tabla 5A). El secado a vacio redujo la aw entre un 56% y un 67%
y la liofilizacién entre un 55% y un 62%, siendo estos porcentajes mayores
que el valor obtenido por Nedic et al. (2020) (28%). En consecuencia, nuestra
miel en polvo podria ser menos susceptible al crecimiento microbiano,
evitando la posibilidad de fermentacién, ya que la mayoria de los
microorganismos no pueden multiplicarse por debajo de 0,900 aw y la
division celular de especies extremdfilas se evita por debajo de 0,61 aw
(Bouhlali et al., 2019).

3.2.3. Color
La Tabla 3 muestra los valores de triestimulo del espacio de color CieLAB de

mieles en polvo obtenidas mediante liofilizacion y secado a vacio.
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Para los métodos de secado a vacio y liofilizacion, el valor mas alto de L* se
obtuvo en la muestra LVP1, que mostr6 la intensidad de color mas clara en
comparacion con las muestras de otros origenes botanicos. Después del
secado, todos los valores de L* de mieles en polvo fueron mas altos que los
valores de L* de las mieles crudas porque, durante el proceso de secado, las
muestras se aclararon, tendiendo a un color blanquecino, probablemente
relacionado con la adicién de MD.

Todos los valores de a* de mieles en polvo fueron mas bajos que los de las
mieles crudas (Tabla 2), excepto en LVP2. En general, VC-P exhibi¢ valores
de a* mas altos que FZ-P, tendiendo a mostrar colores rojizos, probablemente
debido a reacciones de Maillard, caramelizacion de fructosa y reacciones de
deterioro de polifenoles a 60 °C (Gonzales et al., 1991).

Todos los valores de b* de mieles en polvo tendieron hacia el amarillo. Como
ocurrio con a* los valores de b* de mieles en polvo también fueron mas bajos
que los de las mieles crudas (Tabla 2), principalmente debido a la adicion de
MD (factor de dilucion), excepto en LVP2 y MP3 elaboradas mediante secado
a vacio y liofilizacion. LV2 y M3 fueron las mieles con los valores mas bajos
de b* (Tabla 2), por lo que el procedimiento de secado afect6 a los valores
finales de b* de sus polvos.

Los valores obtenidos para L* a* b* de VC-P fueron similares a los obtenidos
por Nurhadi et al. (Nurhadi et al., 2022) en muestras obtenidas por secado a
vacio usando MD (L* =90,39; a* = 0,06; b* = 14,29). Por el contrario, nuestros
resultados obtenidos para FZ-P fueron ligeramente diferentes de los de
Ganaie et al. (2021) (L*=90,84; a*=0,01; b* = 12,52).
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Tabla 5. Efecto de la interaccion (ANOVA multifactorial) entre los procedimientos de secado (usando la concentraciéon mas apropiada de miel-maltodextrina
para cada técnica de secado) y el origen botanico sobre las propiedades fisicoquimicas (A) y bioactivas (B) de las mieles en polvo.

A) Contenido en ) indice .dfz an L* o b*  Solubilidad Densidad el
agua higroscopicidad compacta
A: Proceso de secado-
Concentracion de ** o NS NS *HE NS xEE *HE *EE
miel
B: Bot. Orig. X NS NS AN Hokk AN *3% AN NS
Interaccion: AB ** NS NS ** ** * ** * NS
TPC- E.
(B) TPC E TFCC TFCQ ABTS'* ROO°* °‘OH Oq:- St. aureus L. mono coli
A: Proceso de secado-
Concentracion de ** NS NS NS ** ** NS NS ** NS ook
miel
B: Bot. Orig. AN AN AN AN AN AN NS *3% NS *oF Hokk
Interaccion: AB NS NS ** ** NS wx NS NS NS NS *HE

Bot. Orig.: origen botanico; TPC: contenido fendlico total; TPC-E: contenido fendlico total en extractos metandlicos; TFCC: flavanoles; TFCQ:
flavonas/flavonoles; Anti-infl.; antiinflamatorio; L. mono: L. monocytogenes. * valor p <0,05; ** valor p <0,01; *** valor p <0,001; NS: no significativo.
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El origen botanico de las mieles y su interaccion con el procedimiento de
secado—concentracion de miel fueron los factores que demostraron una
influencia en los valores de L* a* y b*. El método de secado—concentracion
de miel solo influyd en los valores de a* (Tabla 5A). El color final de la miel
en polvo dependid del color inicial de la miel, claramente influenciado por
el origen botanico. La influencia de la interaccion del procedimiento de
secado—concentracion de miel y el origen botanico podria explicarse por el
hecho de que el color final también dependia del contenido de compuestos
de Maillard, que estaba relacionado con la temperatura del procedimiento,
el contenido de miel en la muestra original (que, a su vez, dependia del
procedimiento de secado—concentracion de miel) y la composicion de
azucares en la muestra original (que, a su vez, dependia del origen botanico).
La influencia de los tres factores se observé mas intensamente en el valor de
a* (color rojo) ya que los compuestos de Maillard son marrones con una
intensa influencia del rojo. El color de la miel cruda result6 ser el factor
principal que influy6 en los parametros L* y b*, estando relacionado con el
origen botdnico y la cantidad de miel, lo que explico la influencia de la
interaccion entre el origen botdnico y el procedimiento de secado-
concentracion de miel.

3.2.4. Solubilidad y densidad compacta

Nuestros tiempos de solubilidad fueron mas bajos que los descritos por
Nurhadi et al. (2012) (MD-VC: 1,08 min) y ligeramente mas altos que los
obtenidos por Nurhadi et al. (2022) (15,74 s) en otro ensayo con las mismas
condiciones. FZ-P mostrd valores de solubilidad mas altos en comparacion
con VC-P y los datos de solubilidad de otros investigadores. Por lo tanto, el
método de secado—concentracion de miel demostré una gran influencia en la
solubilidad de las muestras en agua, asi como el origen botanico de las
muestras, y la interaccién entre ambos factores (Tabla 5A). A diferencia de lo
que indicaron otros autores como Samborska y Bienskowska (2013), en este
estudio, el contenido de humedad no influyé en el comportamiento de
solubilidad de las muestras, ya que nuestros resultados mostraron que,
aunque la mayoria de las mieles evaluadas tenian un porcentaje de humedad
similar, su solubilidad era diferente (r =- 0,3089; p = 0,0676).

La densidad compacta fue mas alta en VC-P que en FZ-P, con una fuerte
correlacion positiva con la solubilidad (r = 0,8824; p = 0,000), lo cual también
habia sido descrito por Mutlu & Erbas (2021) en mieles en polvo obtenidas
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mediante secado a vacio y atomizacion. Ganaie et al. (2021) presentaron
valores similares en mieles en polvo obtenidas mediante liofilizacion usando
MD (0,52 g/mL) y por Nurhadi et al. (2022) en mieles en polvo obtenidas
mediante secado a vacio usando MD (0,80 g/mL). Mutlu & Erbas (2021)
también obtuvieron valores similares para mieles en polvo elaboradas a
vacio (0,72 g/mL). Dentro de los VC-P, LV-P presento la densidad compacta
mas alta, seguido por M-P, V-P y finalmente TH-P. En el caso de las mieles
en polvo obtenidas mediante liofilizacion no hubo una tendencia clara
basada en el origen botanico. En estudios previos que compararon el mismo
procedimiento de secado, se observo que la densidad compacta aumentaba
a medida que aumentaba la concentracion de miel o disminuia la
concentracion del coadyuvante (Suhag et al., 2016). Sin embargo, los
resultados de este estudio demostraron que la densidad compacta estaba
mas influenciada por el procedimiento de secado que por la concentracion
de miel, ya que en lugar de ser las muestras FZ-P (73% miel) las que tenian
el mayor valor, fueron las muestras VC-P (57% miel) las mieles en polvo que
mostraron los valores de densidad compacta mas altos. Esta influencia del
procedimiento de secado en la densidad compacta puede explicarse debido
a las diferencias en la porosidad de las particulas de polvo formadas por cada
procedimiento. Ademas, Shi et al. (2013) y Mutlu et al. (2020) afirmaron que,
a mayor contenido de humedad en los alimentos, menor es la densidad
compacta. Esta afirmacién coincide con nuestros resultados porque, en
nuestro caso, las muestras obtenidas mediante liofilizacion fueron las que
tuvieron el mayor contenido de humedad, mostrando una correlacion
negativa (r = - 0,5534; p = 0,0011). Asi, se necesita un mayor espacio para el
almacenamiento, envasado y distribucion de FZ-P, aunque FZ-P podria ser
menos susceptible a fendomenos de cohesion y aglomeracion (Osés et al.,
2021). El origen botanico y los métodos de secado fueron factores que
influyeron en la densidad de las mieles en polvo, influyendo la interaccion
de estos dos factores en menor medida (Tabla 5A).

3.2.5. Higroscopicidad

La miel en polvo es altamente higroscopica por naturaleza debido a la alta
capacidad de absorcion de humedad de la fructosa (Suhag & Nanda, 2016).
FZ-P mostr6 un indice higroscopico menor (p < 0,05) (2,92 - 3,66%) que VC-
P (8,24 - 13,81%) (Tabla 4). El método de secado—concentracién de miel
demostraron influir en la higroscopicidad (Tabla 5A). Los resultados de VC-
P fueron similares a los obtenidos por Nurhadi et al. (2012) (12,0%) y
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menores que los valores obtenidos por Mutlu & Erbas (2021) en mieles en
polvo deshidratadas por VC (14,56%). En M-P secadas mediante liofilizacion
usando MD, Ganaie et al. (2021) describieron un indice higroscopico del
28,67%, que fue considerablemente mas alto que nuestros valores. La tasa
higroscopica (cantidad de agua ganada por minuto) varié en VC-P de 2 x 10~
a1.9x10* g HO/min y en FZ-P de 4 x 105 a 6 x 10> g HO/min. Durante las
primeras 4 horas, VC-P absorbié agua mas rapidamente que FZ-P. Nurhadi
et al. (2012) obtuvieron un valor de 2,4 x 10 g H,O/min para mieles en polvo
elaboradas mediante secado a vacio usando MD.

Shi et al. (2013) observaron una correlacién inversa entre la humedad y la
higroscopicidad de las mieles en polvo. La misma correlacion se observo en
este estudio, aunque fue muy débil (r = - 0,4522, p = 0,001). Se noté una
correlacion moderada entre la higroscopicidad y la densidad (r = 0,6584, p =
0,0001) y entre la higroscopicidad y el tiempo de solubilidad (r = 0,6775, p =
0,0001).

Asi, las muestras con niveles mas altos de higroscopicidad exhibieron una
mayor compactibilidad y una menor solubilidad.

3.3.Propiedades potencialmente bioactivas de las mieles en polvo

3.3.1. Contenido de fenoles totales (TPC) y contenido de flavonoides
totales (TFC)

La Figura 1A muestra el contenido de fenoles totales (TPC) de las mieles en
polvo. VP1 mostro los valores mas bajos de TPC tanto para VC-P (37,37 mg
GA/100 g m.s.) como para FZ-P (17,19 mg GA/100 g m.s.). THP2 exhibid los
valores mas altos tanto en las secadas a vacio (97,54 mg GA/100 g m.s.) como
en las obtenidas mediante liofilizacion (78,67 mg GA/100 g m.s.), aunque FZ-
THP2 no mostrd diferencias significativas en comparacion con FZ-MP3. Por
otro lado, se observo un TPC mas alto en VC-P que en FZ-P (excepto para
MP3), a pesar de que el contenido de miel era mayor en FZ-P (73% miel) en
comparacion con VC-P (57% miel). Este TPC mas alto se debi6 posiblemente
a los compuestos de Maillard formados durante el proceso de calentamiento
(60 "C/48 h), que podrian haber influido en el color medido a 734 nm. Aunque
no se observo una tendencia clara basada en el origen botdnico de las mieles,
tanto el procedimiento de secado—concentracion de miel como el origen
botdnico de la miel influyeron significativamente en el TPC (Tabla 5B). Keke
& Cinkmanis (2021) obtuvieron un TPC mas alto en miel de trigo sarraceno
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en polvo con MD usando la liofilizacion (92 — 130 mg GA/100 g m.s.), y Osés
et al. (2022) también obtuvieron valores mas altos en miel de brecina en polvo
(LHP) con MD usando el secado a vacio (29,64 a 143,95 mg GA/100 g m.s.) y
la liofilizacién (74,35 a 149,72 mg GA/100 g m.s.). El TPC de las mieles en
polvo fue menor que el TPC de las mieles crudas, con excepcion de VC-VP1
(Tabla 2). Las mieles en polvo demostraron ser capaces de retener entre el
49,7% y el 114,2% de los compuestos fenolicos, manteniendo los polifenoles
presentes en las mieles. El TPC en extractos metandlicos (TPC-E) se evalud
para eliminar la interferencia de otras sustancias reductoras (por ejemplo,
azucares) que reaccionan con el reactivo de Folin—Cioucalteu en los TPC de
miel. Como se esperaba, el TPC-E fue mas bajo que el TPC (Figura 1B). Los
extractos metanolicos de VC-P mostraron el TPC mas alto (3,45-16,86 mg
GA/100 g m.s.) en comparacion con los extractos de FZ-P (0,411-15,30 mg
GA/100 g m.s.), con la excepcion de la muestra THP1. Como era de esperar,
la muestra VP1 mostr6 el TPC-E mas bajo. MP3 fue el polvo con el TPC-E
mas alto respecto a las secadas a vacio, mientras que THP1 fue el polvo con
el TPC-E mas alto respecto a las liofilizadas. E1 TPC-E estuvo influenciado
por el origen botanico de las mieles (Tabla 5B).

Los flavanoles (TFCC) variaron (Figura 1C) de 5,39 a 20,45 mg C/100 g m.s.,
mientras que las flavonas/flavonoles (TFCQ) (Figura 1D) variaron de 0,757 a
2,90 mg Q/100 g m.s, siendo los valores superiores a los obtenidos para las
mieles crudas (Tabla 2). VC-VP1 y FZ-VP1 mostraron los valores mas bajos
de TFC (tanto para TFCC como para TFCQ). En general, no hubo diferencias
significativas en TFCC considerando el método de secado—concentracion de
miel. Sin embargo, en cuanto a TFCQ, VC-MP mostré contenidos mas altos,
mientras que, para el resto de las mieles en polvo, las muestras liofilizadas
exhibieron contenidos mas altos. E1 ANOVA multifactorial mostré que, a
diferencia del método de secado, el origen botanico influyé en el TFC (Tabla
5B). Los rangos de TFCC y TFCQ fueron mads bajos que los obtenidos por
Osésetal. [21] en LHP (0,38 — 36,3 mg C¢/100 g m.s. y 0 - 3,6 mg Q/100 g m.s.).
En comparacion con las mieles crudas (Tabla 2), los valores de TFCC de la
miel en polvo fueron mas altos, probablemente debido a la interferencia de
la MD.
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Figura 1. Fenoles totales (mg de GA/100 g (m.s.)) de miel en polvo (A) y sus extractos metandlicos (B), flavanoles totales (mg de Ct/100 g (m.s.)) (C) y flavonas/flavonoles
totales (mg de Q/100 g (m.s.)) (D) obtenidos mediante secado a vacio (VC) y liofilizacién (FZ) utilizando maltodextrina (MD) (n = 3). Las barras de error representan la
desviacion estandar para cada punto de datos. Letras mayusculas diferentes (A-H) indican diferencias significativas (p < 0,05) entre diferentes mieles. Letras mintisculas
diferentes (a, b) indican diferencias significativas (p < 0,05) entre procedimientos de secado. Ct: catequina; Q: quercetina; LVP: miel en polvo de lavanda; THP: miel en polvo
de tomillo; VP: miel en polvo de veza; MP: miel en polvo multifloral.
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3.3.2. Actividades antirradicales libres

La Figura 2 muestra las actividades antirradicales libres de las mieles en
polvo. TEAC (capacidad antioxidante equivalente a Trolox) (Figura 2A),
frente a ABTS**, oscild entre 230,83 y 365,58 umol T/100 g m.s. para VC-P, y
entre 194,18 y 332,25 umol T/100 g m.s. para FZ-P. Los valores mas bajos de
TEAC se observaron en VC-LVP1 y FZ-VP1. No se encontraron diferencias
significativas (p < 0,05) para las muestras VC-THP1 y VC-VP1 y para las
muestras FZ-LVP1 y FZ-LVP3. VC-MP2 y FZ-MP3 exhibieron los valores
mas altos de TEAC. En general, VC-P obtuvo un TEAC mas alto que FZ-P,
probablemente debido a los compuestos de Maillard, que podrian contribuir
a un aumento de las actividades antioxidantes. Los valores de TEAC de las
mieles en polvo fueron mas altos que los valores de TEAC de las mieles
crudas (Tabla 2). MD exhibi6 un alto valor de TEAC (193,43 umol T/100 g
m.s.), contribuyendo a la actividad anti- ABTS** de las mieles en polvo.
Nuestros valores de TEAC fueron similares a los obtenidos por Mutlu &
Erbas (2021) para mieles en polvo de miel de flores obtenidas con MD
mediante ambas técnicas, secado a vacio y atomizacion (251 pumol T/100 g),
y por Samborska et al. (2020) para polvos obtenidos mediante secado por
atomizacion, también utilizando MD (726 mg T/kg = 290 umol T/100 g
solidos). Nuestros valores de TEAC fueron mas bajos que los de VC-LHP y
FZ-LHP obtenidos por Osés et al. (2022) (317 — 673 pumol T/100 g m.s.),
usando MD. Se demostré que el TEAC estaba influenciado por el método de
secado—concentracion de miel y el origen botanico de las mieles (Tabla 5B),
siendo esta ultima influencia también descrita por Rivero et al. (2021). La
capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC) frente a ROO*
(Figura 2B) oscild entre 12,05 y 30,77 pmol T/100 g m.s. para VC-P, mientras
que para FZ-P, varid de 13,15 a 63,47 pmol T/100 g m.s. Se obtuvo un valor
ORAC de 15,21 pmol T/100 g para MD. Los resultados del ORAC fue mayor
para la mayoria de las mieles en comparacion con las mieles en polvo (Tabla
2). Nuestros ORACs fueron similares a las capacidades obtenidas por Osés
et al. (2022) en VC-LHP y FZ-LHP usando MD (13,40 — 55,88 umol T/100 g
m.s.). Se demostré6 que los resultados del ORAC estaba altamente
influenciado por el origen botanico de las mieles, el método de secado-
concentracion de miel y la interaccién de ambos factores (Tabla 5B).

La actividad secuestrante de radicales hidroxilos (AOA) (Figura 2C) fluctué
entre 0,036 y 0,082 mmol AU/100 g m.s. para VC-P y entre 0,065 y 0,086 mmol
AU/100 g m.s. para FZ-P. MD mostr6é una AOA de 0,160 mmol AU/100 g
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(Osés et al., 2022), influenciando asi la actividad de las muestras. Ni el origen
boténico ni el procedimiento de secado influyeron significativamente en la
AOA (Tabla 5B). En este trabajo, los resultados de AOA fueron superiores a
los de LHP obtenidos mediante secado a vacio y liofilizaciéon usando MD
(0,037 — 0,061 mmol AU/100 g m.s.) (Osés et al., 2022).

La actividad secuestrante de radicales superdxidos (SRS) (Figura 2D) oscild
entre el 7% y el 45% para las muestras secadas a vacio y entre el 9,5% y el
40% para las muestras liofilizadas, siendo el porcentaje de inhibicién de MD
del 5,5%. Tanto para muestras secadas a vacio como para las liofilizadas,
MP3 mostrd la mayor inhibicion. No se encontraron diferencias entre las SRS
de mieles en polvo obtenidas mediante secado a vacio y liofilizacion (p <
0,05), excepto para las muestras MP1 y MP2, cuyos resultados de SRS fueron
superiores en las muestras secadas a vacio. Las SRS fueron inferiores en las
mieles en polvo que en las mieles crudas (Tabla 2). En general, las SRS
también fueron inferiores a la actividad anti-O2*~ de LHP obtenida mediante
secado a vacio y liofilizacion usando MD (11 — 88%) (Osés et al., 2022). La
SRS esta influenciada por el origen botanico de las mieles, pero no por el
método de secado (Tabla 5B).

Estos resultados muestran que la actividad antirradical de la miel en polvo
frente a diferentes radicales es diferente y depende de diferentes compuestos
en la miel, que pueden variar cuantitativa o cualitativamente de una miel a
otra y que pueden o no ser modificados por el proceso de secado. El analisis
estadistico muestra una correlacion positiva entre las actividades frente a los
radicales ABTS**, ROO* y Oz~ con los fenoles totales y flavonoides (r entre
0,329 y 0,6298; p < 0,05), mientras que no hay correlacion entre estos
compuestos y la actividad frente al radical *OH (p > 0,05).
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Figura 2. Actividad antioxidante de las mieles en polvo obtenidas por liofilizacién (FZ) y secado a vacio (VC), utilizando maltodextrina (MD) frente a diferentes radicales
(ABTS** (A), ROO* (B), *OH (C) y O2*- (D)) (n = 3). Las barras de error representan la desviacién estandar para cada punto de datos. Letras maytsculas diferentes (A-F)
indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los diferentes origenes botanicos. Letras mintisculas diferentes (a, b) indican diferencias significativas (p < 0,05) entre

procedimientos de secado. LV-P: miel en polvo de lavanda; TH-P: miel en polvo de tomillo; V-P: miel en polvo de veza; M-P: miel en polvo multifloral.
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3.3.3. Actividad anti-inflamatoria

La actividad antiinflamatoria de P (Figura 3) fluctuo entre el 28,53 y el 51,72%
(VC) y entre el 3569 y el 72,81% (FZ). MD no mostré inhibicion de
hialuronidasa (Osés et al., 2021). Los porcentajes de inhibicién fueron mas
altos en las muestras liofilizadas (73% miel) que en las muestras secadas a
vacio (57% miel), excepto para THP2. En comparacion con las mieles crudas
(Tabla 2), la actividad anti-inflamatoria fue similar para FZ-P y menor para
VC-P. La actividad anti-inflamatoria se vio afectada por el método de
secado—concentracion de miel, el origen botanico de las mieles y la
interaccion de ambos factores (Tabla 5B), pareciendo estar fuertemente
influenciada por la concentracién de miel. Sin embargo, esta actividad no
estuvo correlacionada con los fenoles totales o los flavonoides totales (p >
0,05).

MP3
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THP1

LVP3
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LVP1
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Figura 3. Actividad anti-inflamatoria de mieles en polvo obtenidas mediante secado a vacio (VC) y
secado por liofilizcion (FZ), utilizando maltodextrina (MD) (n = 3). Las barras de error representan la
desviacion estandar de cada punto de datos. Las diferentes letras maytsculas (A-F) indican diferencias
significativas (p < 0,05) entre los diferentes origenes botanicos. Las diferentes letras mintisculas (a,b)
indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los procedimientos de secado. LVP: miel en polvo de
lavanda; THP: miel en polvo de tomillo; VP: miel en polvo de veza; MP: miel en polvo multifloral.

3.3.4. Actividades antimicrobianas

La Figura 4 muestra los resultados de la actividad antimicrobiana de las
mieles en polvo en un rango de concentracion entre el 5 y el 70%, utilizando
el método de microdilucion en caldo. MD no mostré actividad
antimicrobiana para las concentraciones ensayadas (Osés et al., 2022). Las
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mieles en polvo mostraron un MBC entre el 20% y superiores al 70%. En
general, L. monocytogenes (Figura 4C) fue el microorganismo mas resistente,
mientras que St. aureus (Figura 4A) fue el mas sensible para la mayoria de las
muestras. Sin embargo, para LVP1, VP1 y MP1, L. monocytogenes fue el
microorganismo mas sensible. Las actividades antimicrobianas frente a St.
aureusy E. coli (Figuras 4A, B) fueron similares o menores en VC-P (57% miel)
que en FZ-P (73% miel), excepto para MP2, en relacion con E. coli, donde el
MBC fue mayor para FZ-MP2 que para VC-MP2. Este hecho podria deberse
al proceso de calentamiento involucrado durante el secado a vacio, con
posibles pérdidas de algunos compuestos voldtiles con actividad
antimicrobiana y también debido a la menor concentracion de miel en VC-P.
Tomczyk et al. (2020) llegaron a la misma conclusion, al no haber obtenido
actividad antibacteriana en mieles en polvo elaboradas mediante secado por
atomizacion utilizando MD, en este caso debido a pérdidas de compuestos
termolabiles de la miel y a la dilucién del polvo en un 50% con MD. Sin
embargo, las mieles en polvo mostraron un comportamiento diferente para
L. monocytogenes, siendo los valores de MBC de VC-P y FZ-P similares,
excepto para LVP2, VP1 y MP1, cuyos MBCs también fueron menores para
VC-P.

Para la mayoria de las muestras, las MBC de las mieles en polvo fueron mas
altas que las de las mieles crudas (Tabla 2), exhibiendo asi una menor
actividad antimicrobiana. Las MBC para St. aureus y E. coli fueron
influenciadas por el método de secado-concentracion de miel. Las MBC para
L. monocytogenes y E. coli fueron influenciadas por el origen botanico de las
muestras

3.1. Analisis estadistico

Se realizaron dos Anadlisis de Componentes Principales (PCA): uno sobre los
resultados fisico-quimicos y otro sobre las propiedades bioactivas. En cuanto
al PCA sobre las propiedades fisico-quimicas (Figura 5A), la primera
componente explicd el 49,05% de la varianza, mientras que la segunda
componente explico el 34,63%. La PC1 fue definida principalmente por la
higroscopicidad y aw, mientras que el PC2 se defini6 principalmente por L*.
Las muestras de mieles en polvo se separaron en dos grupos. El primero
estaba compuesto por VC-P (en el lado derecho de la Figura 5A), y el
segundo (en el lado izquierdo de la Figura 5A) por FZ-P. VC-P se caracterizé
por una mayor densidad, higroscopicidad, aw y a*, asi como por una menor
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Figura 4. Concentracion minima bactericida (MBC) de las mieles en polvo obtenidas mediante secado a
vacio (VC) y secado por liofilizacién (FZ), utilizando maltodextrina (MD), expresado como % de miel
frente a St. aureus (A), E. coli (B) y L. monocytogenes (C) (n=3). Los triplicados muestran MBC idénticas
para cada muestra. Las letras maytsculas diferentes (A-D) indican diferencias significativas (p < 0,05)

entre los diferentes origenes botanicos. Las letras mintsculas diferentes (a, b) indican diferencias
significativas (p < 0,05) entre los procedimientos de secado. LVP: miel en polvo de lavanda; THP: miel
en polvo de tomillo; VP: miel en polvo de veza; MP: miel en polvo multifloral.
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solubilidad y contenido en agua en comparacion con FZ-P. En cuanto al PCA
sobre las propiedades bioactivas (Figura 5B), la primera componente explicd
el 40,41% de la varianza y la segunda componente el 21,10%. La PC1 fue
definida por TPC, TFC, SRS, TEAC y ORAC, mientras que la PC2, se defini6
por la actividad anti-inflamatoria, AOA y la actividad antimicrobiana frente
a St. aureus. Nuevamente, las mieles en polvo se separaron en dos grupos. El
primero (en la Figura 5B, arriba) estaba compuesto por todos los VC-P y el
segundo (en la Figura 5B, abajo) estaba compuesto por la mayoria de los FZ-
P, siendo estos ultimos caracterizados por una mayor AOA y actividades
anti-inflamatorias, asi como por una mayor actividad antimicrobiana frente
a St. aureus y E. coli. Aunque el analisis de PCA separ6 las muestras segtin
los factores del procedimiento de secado-concentracion de miel, el origen
botanico también mostré una influencia (Tabla 5). Esta influencia también
fue descrita por Tomczyk et al. (2020), quienes afirmaron que la calidad de
la miel en polvo estaba directamente relacionada con el origen botanico de
la miel utilizada para la produccion de miel en polvo.

4. Conclusiones

La mayoria de las mieles en polvo mostraron menores valores de TPC,
ORAC, SRSy actividades antimicrobianas en comparacion con la miel cruda
correspondiente, mientras que los valores de TFC y TEAC fueron mayores
en las mieles en polvo. El secado por liofilizaciéon proporcioné una mayor
recuperacion, con una concentracion final de miel en el polvo superior a la
del secado a vacio. Las mieles en polvo obtenidas por liofilizaciéon mostraron
mayor contenido en agua y solubilidad, asi como menor densidad e
higroscopicidad en comparacion con los obtenidos por secado a vacio. La T,
el contenido en agua, la higroscopicidad, la solubilidad, la densidad, el TPC,
las actividades antioxidantes TEAC, ORAC, la actividad anti-inflamatoria y
la actividad antimicrobiana frente a St. aureus y E. coli dependieron del
método de secado (utilizando la concentracion de miel-maltodextrina mas
adecuada para cada técnica de secado). El contenido en agua, el color, la
solubilidad, la densidad, el TPC, las actividades antioxidantes TEAC, ORAC
y SRS, la actividad anti-inflamatoria y la actividad antimicrobiana frente a L.
monocytogenes y E. coli dependieron del origen botanico de la miel.
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Figura 5. Andlisis de componentes principales de las propiedades fisico-quimicas (A) y de las
propiedades potencialmente bioactivas (B) de la miel en polvo obtenida mediante secado a vacio (VC) y
liofilizacion (FZ). LVP: miel en polvo de lavanda; THP: miel en polvo de tomillo; VP: miel en polvo de
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Nuestros resultados muestran que la miel en polvo es un sustituto
prometedor de la miel en su estado natural en alimentos, asi como en las
industrias farmacéutica y cosmética, ya que conserva las ventajas de la miel
cruda, siendo mas facil de transportar, almacenar y utilizar. Ademas, los
consumidores y los mercados son cada vez mas exigentes, demandando
productos naturales con la menor cantidad posible de aditivos. La miel
secada mediante secado a vacio y liofilizacion con un ingrediente natural
(maltodextrina) puede ser conservada a bajas temperaturas sin necesidad de
anadir agentes antiaglomerantes adicionales, por lo que podria etiquetarse
con una “Etiqueta Limpia” como “Comida Real”, ayudando a mejorar su

comercializacion.

Material Suplementario: La siguiente informacién de apoyo puede
descargarse en: https://www.mdpi.com/article/10.3390/foods12213990/s1 ,
Figura S1: Propiedades fisicas de los polvos de miel (Nurhadi et al., 2012;
Samborska & Bienkowska, 2013; Cordella et al., 2002; Samborska et al., 2015;
Suhag & Nanda, 2015); Figura S2: Propiedades bioldgicas de los polvos de
miel (Osés et al., 2022; Meda et al., 2015; Pekal & Pyrzynska, 2014; Sancho et
al., 2016; Osés et al., 2020; Koracevic et al., 2001; Kiiciik et al., 2007; Ferreres
et al., 2012); Tabla S1: Lista de abreviaturas.
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Material suplementario

Total solids in resulting powder

— Pﬁwder reco‘,rery _ % powder recovery = x 100

Total solids content in feed

Differential Scanning Calorimeiry
Glass transition TA Instruments Q200 PSC analyser . Ln.rm-L‘ooIer system
1 = Sample: 10-15 mg | Flow: 50 mL/min nitrogen
temperature

Measuring method: heating/coolingheating sequence

Temperature range: -80 to 120°C a7

L | . 1.00 g, in capsule
Mﬁ'lst'l.ll'e content Drying stove: 105 °C, 4 hours [48]

2.00 g into an empty graduated cylinder
| TﬂppE(l dEnSity ———  Gently tapping 23 times

Recording the volume [43]

1.00 g to 25 mL d.H,O. Stir at 890 rpm
Record the time required for each powder to completely dissolve

— Solubility —

[43]

Physical properties of honey powders

1.00 g in a desiceator at 25 °C and a saturated NaCl solution, 1 week

—_ HygrOSCGpiCitv ———  Hygroscopic rate: weigh samples every hour for the first 4 hours
- Hygroscopic index: weigh samples after 1 week

[18]

Figura S1. Propiedades fisicas de la miel en polvo (Nurhadi et al., 2012; Samborska & Bieriskowska, 2013; Cordella et al., 2002; Samborska et al., 2015; Suhag &
Nanda, 2015).
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Biological properties of honey powders

Honey (H) or powdered honey (P)

H (0.1 g/mL d.H,0} | | P (0.1 g'mL d.H,0) filtrationf
(Whatman No 40) 100 uL HAP || 100 uL MetOH extract

Folin-Ciocalten method 3= 734 nm

— Total phenolics” content

Calibration curve: 5 - 500 m allic acid (GA
Phenolic extracts el A 150]
H//P SPE extraction, 5 mL MetOH elution (MetOH!
extract)
500 pL MetOH HIP), )= 415
Flavone/Flavonol —— ,PL i i el nml )
Calibration curve: 1 — 200 pg/mL quercetin (Q)). Compulsory colour correction [s0]
— Total flavonoids
Flavanals —— 500 L MetOH extract (H//P), A= 510 nm. Calibration curve: 1- 100 pg/mL catechin (Ct)
[51]
= "‘B““tgf‘(’.‘r’ﬂ'}%"“ﬁ"“? ! H{(05 gL d.H,0)| | P(0.1 gmL d.H,0), A= 734 mn, Calibration curve: 0.625 - 3 mmol/L Trolox i
ROGsikans -
= ::;‘fﬂ“ﬂ%_.’;‘“""’ b H(0.1 gmLdH,0) || P(0.1 giml dH0), A o =485 mm | & = 520 nm -
"OH scavengi ivity test 7 i "
u ‘“"”;i‘ai‘:“““!’ 1 H(75%ind. Hy0) || P(75 % in d. H,0), 1= 532 nm -
|80, scavengi tivity test| ; ! :
-1y “’““ggg]“ VIt test |y (75 % in dH,0) | | P (75 % in dH,0), 3= 560 nm i
— Anti-inflammatory activity —— H (75 % in d.H,0) | | P(75 % in d.H,0). A= 586 nm. Calibration curve: 0-2 pmol NAG (561
H||P - Initial solution: 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10 y 5 g/100 mL
—1 Antimicrobial activity  —— Rroth microdilution method (96 well microtitre plates) 37 “C/24h (MIC) - 10 uL in agar plates 37 °C/24h (MBC)
St aurens CECT 435, E. coli CECT 99, L. monocytogenes CECT 934 [21]

et al., 2001; Kiiciik et al., 2007; Ferreres et al., 2012).

Figura S2. Propiedades bioldgicas de la miel en polvo (Osés et al., 2022; Meda et al., 2015; Pekal & Pyrzynska, 2014; Sancho et al., 2016; Osés et al., 2020; Koracevic
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Conclusiones

PRIMERA. - Los métodos de secado VC y FZ demostraron ser los mas
adecuados para obtener miel en polvo, alcanzando las mayores tasas de
recuperacion y permitiendo emplear concentraciones de miel en las
preparaciones de hasta un 56% y 72%, respectivamente. En estos procesos, la
MD mostr6 ser el coadyuvante mas efectivo, mientras que, en el secado por
SP, la WH fue la opcidon mas adecuada, mitigando en parte los problemas de
pegajosidad asociados con la Ts.

SEGUNDA. - Las propiedades fisico-quimicas de los LHP se encuentran
condicionadas por el método de secado (SP, VCy FZ) y por los coadyuvantes
empleados (MD, AG y WH). Estos factores supeditan los valores obtenidos
en algunas propiedades como el color, la humedad, la aw, la solubilidad, la
densidad compacta, la higroscopicidad, el contenido de prolina y la
composicion de azucares, condicionando a su vez la calidad y posibles
aplicaciones de las mieles en polvo en la industria alimentaria.

La T; mostr6 que las MD-LHP, independientemente del método de secado,
presentaban los valores mas altos de Ty, lo que indica una mayor estabilidad
anivel de estructura. Sin embargo, debido a los bajos valores de T, todos los
LHP requieren ser almacenados a bajas temperaturas.

Con respecto al color, los SP-LHP mostraron la mayor luminosidad en
especial cuando se utiliz6 como coadyuvante AG y mientras que los VC-LHP
mostraron las tonalidades mas amarillas independientemente del
coadyuvante utilizado. Por el contrario, los VC-LHP y FZ-LHP, en concreto
aquellos en los que se utilizo MD y WH, mostraron la menor luminosidad y
tonalidades rojizas.

La MD condicioné la solubilidad y la densidad de los LHP, siendo estas las
mas solubles y las de mayor densidad compacta, favoreciendo asi el
almacenamiento y la distribucion de estos productos. Sin embargo, las VC-
LHP mostraron la menor solubilidad, aunque su densidad compacta fue
elevada.

Los porcentajes de agua y la actividad de agua en los LHP fueron muy
variables, influyendo tanto el método de secado como el tipo de
coadyuvante, siendo en general las muestras obtenidas con MD y las VC-
LHP las que presentaron menor contenido en agua.

En el caso de la higroscopicidad, los MD-LHP presentaron menor capacidad
de absorcion de agua, lo cual es beneficioso para mantener la estabilidad del
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producto. Las muestras con WH mostraron los valores mas altos de prolina,
mostrando los FZ-LHP los niveles mdas elevados de este aminodcido,
mientras que los niveles de prolina mas bajos se observaron en los VC-LHP,
debido al tratamiento térmico aplicado en este procedimiento.

El andlisis de los azticares mostré que los LHP presentaton un contenido
reducido de aztcares en comparacion con las mieles crudas, viéndose asi
reducido el contenido de fructosa y glucosa.

Por ultimo, en lo que respecta al analisis sensorial, los MD-LHP fueron los
mejor aceptados a nivel de percepcion general y en concreto los obtenidos
mediante VC y FZ presentaron el mayor olor y sabor floral, el mayor dulzor,
la menor viscosidad y percepcion cerosa.

TERCERA. — Los LHP mostraron valores mas altos de fenoles totales que las
LH, especialmente cuando se emple6 como coadyuvante WH debido a la
interaccion proteinas-reactivo de Folin Ciocalteu. Los VC-LHP mostraron los
mayores valores de TPC, debido a los componentes producidos en las
reacciones de Maillard.

El valor de TPCex fue inferior al valor de TPC en los LHP. Sin embargo, el
valor de TPCexno se vio condicionado ni por el coadyuvante ni por el método
de secado. Se obtuvieron retenciones de TPCex mayores al 90%, con respecto
a la miel cruda, en la mayoria de las muestras.

Los LHP mostraron valores mas altos de contenidos totales de flavonoles y
de flavonas/flavonoles que las LH. Unicamente, el contenido de flavonas se
vio ligeramente condicionado por el método de secado y por el coadyuvante.

CUARTA. - Los valores de las actividades antioxidantes estudiadas frente a
los radicales libres ABTS*, ROO¢, *OH y O2*- fueron superiores en los LHP
en comparacion con las obtenidos en LH.

La actividad antioxidante TEAC frente al radical ABTS*, estuvo
condicionada por los coadyuvantes, siendo WH el de mayor aportacion
debido a su capacidad para estabilizar radicales. El1 método de secado
también tuvo relevancia, debido a que los VC-LHP presentaron los valores
mas altos de TEAC, debido a los compuestos de Maillard generados. Por ello
se comprobo la elevada influencia de la interaccion entre los coadyuvantes y
los procedimientos de secado en esta actividad.
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La actividad antioxidante ORAC frente al radical ROO*, puso de manifiesto
que tanto los coadyuvantes como la concentracion de miel utilizada en
funcién del método de secado, condicionaron los resultados obtenidos en los
LHP. De manera que, los WH-LHP obtenidos mediante SP y VC (75% miel)
mostraron la mayor actividad que las muestras obtenidas con los mismos
métodos de secado (SP y VC) pero utilizando MD como coadyuvante (con
un 50% y 60% de miel, respectivamente).

La actividad antioxidante AOA frente al radical *OH, estuvo condicionada
por el tipo de coadyuvante, MD exhibi¢ la mayor actividad y WH la menor,
a diferencia de lo que ocurrid frente a los otros radicales. El secado mediante
SP mostro los valores mas altos de actividad. De manera que, ambos factores
influyen en esta actividad.

En la actividad antioxidante SRS frente al radical O, el coadyuvante WH
mostrd el mayor porcentaje de inhicion. Con respecto al método de secado,
los VC-LHP mostraron la mayor actividad mientras que los SP-LHP la

menor.

QUINTA. - En lo que respecta a la actividad antimicrobiana, los LHP
mostraron menor actividad antimicrobiana que los LH.

E. coli fue el microorganismo mas sensible a los LHP mientras que L.
monocytogenes fue el mas resistente.

Las mieles en polvo WH-LHP y MD-LHP mostraron mayor actividad
antimicrobiana frente a St. aureus que AG-LHP. En lo que respecta al método
de secado, FZ mostré mayor actividad antimicrobiana contra E. coli que el
secado mediante SP y VC, debido a que FZ no influye en los componentes
antioxidantes termolabiles.

La interaccion entre el coadyuvante y el método de secado tuvo relevancia
en la inhicion del crecimiento contra L. monocytogenes y E. coli.

SEXTA. - La actividad anti-inflamatoria estuvo condicionada por los
diferentes coadyuvantes a pesar de que estos no mostraron ninguna
actividad de inhibiciéon de hialuronidasa. Los AG-LHP mostraron el mayor
porcentaje de inhibicion mientras que los WH-LHP solo retuvieron una
pequena cantidad de los compuestos responsables de esta actividad.

SEPTIMA. - Al comparar miel en polvo de distintos origenes botanicos,
obtenidas por vacio y por liofilizacion, se obtuvo que la tasa de recuperacion

199



Conclusiones

de miel en polvo fue superior en los polvos obtenidos mediante secado FZ
con respecto a los obtenidos por VC, no obstante, el origen botdnico no
influyd en dichas recuperaciones.

El contenido en agua, el color, la solubilidad, la densidad, el TPC, los TFC,
las actividades antioxidantes TEAC, ORAC, SRS, la actividad anti-
inflamatoria y la actividad antimicrobiana frente a L. monocytogenes y E. coli
dependieron del origen botanico de la miel. A su vez todas ellas, menos el
color, los TFC, la actividad antioxidant SRS y la actividad antimicrobiana
frente a L. monocytogenes, también se vieron influenciadas por el método de
secado empleado. Por el contrario, la T, la higroscopicidad y la actividad
antimicrobiana frente a St. aureus fueron las dUnicas propiedades
influenciadas por el método de secado-concentracion de la mil, pero no por
el origen botanico.

CONCLUSION FINAL. - La miel en polvo se presenta como una alternativa
prometedora a la miel natural, manteniendo sus propiedades y ofreciendo
ventajas en cuanto a su manipulacion y almacenamiento. Su elaboracion con
maltodextrina y los métodos de secado vacio y liofilizaciéon permite
etiquetarlo como «alimento real», alinedndose con las demandas de los
consumidores por productos mas naturales y facilitando su
comercializacion.
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Anexo I. Estudios sobre los métodos de secado de la miel

Rto de
Miel Coady. Auxiliares de secado Parametros de secado recuperacién/ Parametros analizados Referencias
secado de polvo
(%)
SECADO POR ATOMIZACION (SPRAY DRYING)
Humedad y aw
Aztcares
' MD/ GA HMF y Diastasas .
Perhutani . Color Nurhadi et al.,
. _ T mvour =180/ 80 °C 9,7 -36,6 . -
(Indonesia) H:C= 50:50 Higroscopicidad (2012)
: ’ Humectabilidad
Dispersabilidad
Prueba hedonica
H dad y aw
MD (9,6 DE) T vour = 160-200/ %meDa Dy a
91-106 °C Coheetvidad Samborska &
Multifloral H:C=50:50 - V 4aa=32000 - 38000 Sin datos . L. Bienkowska
Higroscopicidad
b Solubilidad (2013)
20% sdélidos Ta= 0,42 ml- s? .
Diastasas
MD (10 DE) Hume]:c)lad y aw
Toyour=150/85 'C Tamafio ;partl'cula
il MD-= 40 - 709 V daa= 32000 -
Capilano 0-70% WPI (0,5-40%) 4= 32000 - 38000 5-75 Higroscopicidad ~ Shi et al,, (2013)
(Australia) contenido de rpm Composicién
solidos de H Ta= 0,42 ml- s? P L.
superficial
Ty
Leche en polvo Humedad
Capilano 3 . . Bansal et al.,
(Australia) - Timn=180-200°C Sin datos Doap (2014)

H=5, 10, 15%

Activ. antioxidante
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Rto de

Miel Coady. Auxiliares de secado Parametros de secado recuperacién/ Parametros analizados Referencias
secado de polvo
(%)
TPCy TFC
10,86, 11,33 y Solubilidad
11,80% sdlidos
totales
aA mortologi
Multifloral/ T mnvour=180/70 °C articuli s Samborska &
H:C = 50:50 _ V a.a= 36000 rpm Sin datos P Czelejewska
Colza Humedad
Ta=09ml s? . (2014)
. HMF y Diastasas
30% sdlidos totales
Dy, Dr
Humedad y aw
GA Higroscopicidad
T ivyour =180/ 80 °C Color
Colza/ Trigo i io (1- Dy, D ka et
/ Trig H:C = 50:50 Caseinato de sodio ( V 4= 35000 rpm 66,2-75,8 L, Dr Samborska e
sarraceno 2%) Fluidez al., (2014)
Ta=2ml s? ..
L Cohesividad
30% sdlidos totales , _
Morfologia y tamafio
particulas
Extracto de anola=6 — T mvour = 160-180/ Hi ros];)(;p icidad
Girasal WPC =25, 30, 35% 8% 80-90 °C Sin datos & TPg Suhag &
H: H.O=1:35 Extracto de albahaca =6 V d¢.a=2000 rpm Nanda (2015)
DPPH
- 8% Ta= 0,11 ml s* .
Cont. vitamina C
Colza/ Trigo GA Caseinato de sodio (1 o T nyour = 180/80 °C Humedad y aw Samborska et
rracen. 2%) V daa= 35000 rpm 66,2 - 75,8 Color al, (2015
sarraceno H:C = 50:50 ° Ta= 1ml s Dr - (20152)
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Rto de

Miel Coady. Auxiliares de secado Parametros de secado recuperacién/ Parametros analizados Referencias
secado de polvo
(%)
Higroscopicidad
30% sdlidos totales
Multifloral GA/MD (10 DE)
H dad
H:C ca = 33:67/ ) tmeca
50:50 Tin=180C Dap Samborska et
) - V d.a= 39000 rpm Sin datos Cohesividad
H:C mp = 50:50/ . L. al., (2015b)
66:34 Ta=1ml s? Higroscopicidad
’ Humectabilidad
20-30% solidos
Humedad
MD (9 DE) DL,']D'T
Cohesividad .
T v our = 130-180/ Hier icidad Bringas-
Multifloral H:C = 50:50 o 75-80 °C Sin datos 1groseopicica Lantihua et al.,
Solubilidad
V d¢.a= 30000 rpm (2016)
1 HMF
30% sdlidos secos . ,
Tamarfo particula y
estructura
Humedad
GA T =160-180/ Hi icidad
Extracto de anola= 8%/ N (;UOT ;0 “C 1gros;())p1c1 a Suhag et al
1 P . = - — T .’
Girasol H: H2 O =1:3,5 Extracto d6eo/albahaca V 4a= 2000 rpm 58,27 — 60,21 TPC (2016)
’ To= 0,11 ml- s? DPPH

H:C= 65:35/ 55:45

Ty




90¢

Rto de

Miel Coady. Auxiliares de secado Parametros de secado recuperacién/ Parametros analizados Referencias
secado de polvo
(%)
Humedad
Dr
MD (DE 20) / GA/ Higroscopicidad
WPC Cohesividad
Extracto de anola=8%/ T mvour=170/90 °C Apelmazamiento Suhag &
Girasol H: H.O=1:3,5 Extracto de albahaca = V 4a=2000 rpm 53,4-65,1 TPC Nanda (2016a)
6% Ta=0,11ml s DPPH
MD/ GA/ WPC= Cont. vitamina C
50/ 45/ 35% de H Morfologia
particulas
Azucares
GA=35, 40, 45% Do
" Extracto de anola= 6 — T nvour = 160-180/ Higroscopicidad
. de H o . . Suhag &
Girasol 8%/ Extracto de 90 °C Sin datos TPC Nanda (2016b)
albahaca =6 -8% Ta.=0,08-0,13 ml- s DPPH
H: H.0=1:3,5 o
Cont. vitamina C
MD (20 DE) / GA/
WPC Higroscopicidad
Extracto de anola= 8%/ T m/our=170/90 °C Ts Suhag &
Girasol H: H-0O=1:3,5 Extracto de albahaca= V d¢.a=2000 rpm Sin datos TPC Nanda (2017)
6% Ta= 0,11 ml s! DPPH
MD/ GA/ WPC= Cont. vitamina C
50/ 45/35% de H
Leche bufala Dap, Dr
Iifcseb:/laca Tn=200"C Sin datos Densidag particula Bansal et al,
- - T a=90 ml- h! (2017)

Porosidad
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Rto de

Miel Coady. Auxiliares de secado Parametros de secado recuperacién/ Parametros analizados Referencias
secado de polvo
(%)
H=14% DPPH
TPCy TFC
5,10, 15y 20% Cohesividad
solidos totales Fluidez
Apelmazamiento
Humedad y aw
Colza GA ngr(gco][:))ladad
Pretratamiento por T nyour=180/75°C Fl:ideTz Samborska et
H:C =50:50/75:2 V da= 25,3-52,
€ =50:50/75:25 diafiltracion 42=36000 rpm 53-525 Cohesividad al., (2017a)
Ta=1ml st .
i1 Humectabilidad
30% solidos .
Microestructura
particulas
Tamarfio y
morfologia
A ticul
Colza/ G T wvour=180/75 °C particuas Samborska et
Multifloral — V aa= 36000 rpm 624771 Humedad y aw 1, (2017b)
whtora H:C = 50:50 o P Diastasas o
Dy, Dr
Higroscopicidad
MD (17-19,9 DE) / Humedad
Ruose FNRe T rvour=75/50"C DTIFPCH Samborska et
Colza H:0 y leche en Aire deshumidificado V da=26000 rpm Sin datos CUPRAC al,, (2019)
Ta= 0,22 ml s
polvo Compuestos
(disolventes) volatiles




80¢

Rto de

Miel Coady. Auxiliares de secado Parametros de secado recuperacién/ Parametros analizados Referencias
secado de polvo
(%)
Espectroscopia FTIR
H:C= 60:40/ 70:30/
80:20
20-40% solidos
totales
Morfologia
ticul
w0 171390 e
Nutriose FM06 T
T nvour=75/50 °C Humedid a Samborska et
Colza H:C= 60:40/ 70:30/ Aire deshumidificado V da.a=26000 rpm 115,0-43,4 Y aw
80:20 T = 022 ml &1 D, Dr, Dabs al., (2019Db)
' ’ Cohesividad
60% sélidos Porosidad
Color
Higroscopicidad
Viscosidad
. Ts
Nutriose FM06 FHumedad y aw
Colza/Melaza H:C=50:50/8020  Aire deshumidificado " ;(‘)J_T8:5705C'180/ 95,8-52,5 H‘*‘gssg‘f’g::ad J edh?;(iagft .
30-60% sélidos Porosidad
Morfologia
particulas
Flor de MD (15 DE) . g T mvour =80/ 50 °C . Koztowicz et
castafio/ HAC = 75:05 Aire deshumidificado V 4a= 24000 rpm Sin datos Humedad y aw al,, (2020)
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Rto de

Miel Coady. Auxiliares de secado Parametros de secado recuperacién/ Parametros analizados Referencias
secado de polvo
(%)
Miel con baya  60% sdlidos totales Ta= 0,25 cm3 s Morfologia
del Inca particulas
Aztcares
Cont. acidos
fendlicos
Perfil de difraccién
de rayos X
Morfologia y
distribucién del
MD (10 DE) / tamarfio de las
Nutriose/ FM06/ particulas
Kleptose/ Humedad y aw
Leche desnatada T mvour =180/ 80 °C T Samborska et
Melaza en polvo Aire deshumidificado V da=26000 rpm 32,1-81,7 Higroscopicidad
al., (2020)
Ta=0,25ml- s? Doap
H:C =50:50/ 75:25 Cohesividad
Densidad particula
30-60% solidos Porosidad
TPC
DPPH
MD H}lmed.ad
Melaza/ T 200/80 °C ACldefihbre Tomczyk et al
i ] P IN/OUT = P omczyk et al.,
Ml:zli?;al/ H: F:0=30% - T =1 ml- min™! 25 Conc%uctividad (2020a)
H:C = 50:50 Minerales

Aztcares




0T¢

Rto de

Miel Coady. Auxiliares de secado Parametros de secado recuperacién/ Parametros analizados Referencias
secado de polvo
(%)
TPC
DPPH
FRAP
Activ. antibacteriana
MD Infusién de hojas secas DPPH
de ortiga (2,5%) / FRAP
. ) o Infusién de hojas de T vour =200/ 80 °C TPC Tomczyk et al.,
Multifloral H: H2O=30% menta (2,5%) / T += 1 ml- min! 25 Minerales (2020b)
Concentrado de Osmolaridad
H:C=50:
€=50:30 remolacha (30%) Azucares
MD (10,4 DE)
Multifloral ) Activ. a-amilasa KeKe &
H: H20=20:80 - T vvour = 180/80 ¢ - HMF Cinkmanis
T a=15 ml- min’! j
Aztcares (2020)
H:C=1:2
Morfologi
MD (15 DE) / v ooty
distribucion del
Leche desnatada ~
on polvo tamafio de las
Trivo P T wvour = 180/ 80 °C particulas Baraticka et al
8 Aire deshumidificado V da=26000 rpm 96,8-62,9 Humedad y aw M
sarraceno H: C mp=50:50/ . i (2021)
Ta=020ml s Higroscopicidad
75:25 DivD
H: C teche= 50:50/ Ly
5.5 Color
' ABTS
Nutriose FM06 . o T v our = 180-75/85- TPC Jedlinska et al.,
Colza/ Melaza Aire deshumidificado 50°C - CUPRAC (2021)




TT¢

Miel

Coady.

Auxiliares de secado

Parametros de secado

Rto de

recuperacion/ , .
P Parametros analizados

secado de polvo

(%)

Referencias

H:C =50:50

30-60% solidos

V d.a=26000 rpm
Ta= 0,22 ml s?

DPPH
Cont. compuestos
aromaticos

Girasol

GA/MD (20 DE) /
WPC

GA/MD/WPC= 45/
50/ 35% H

H: H.0=1:3,5

Extracto de anola= 8%/
Extracto de albahaca=
6%

T m~vour =170/90 °C
V d.a=2000 rpm
Ta= 0,11 ml s?

aw
D, Dabs
Porosidad
Dispersabilidad
Solubilidad
Higroscopicidad
TPC
Activ. antioxidante
Cont. vitamina C
Distribucién del
tamano de particulas
Color
Ts
Perfil de difraccion
de Rayos-X
Espectroscopia FTIR
Medicion reoldgica
dindmica

53,44-65,10

Analisis
microbioldgico
Prueba hedénica

Suhag et al.,
(2021)

Multifloral

MD (17-19,9 DE) /

T mvour =180/ 80 °C
V d.a=26000 rpm

. Analisis
Sin datos e
quimiometrico

Matwijczuk et
al., (2022)
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Rto de

Miel Coady. Auxiliares de secado Parametros de secado recuperacién/ Parametros analizados Referencias
secado de polvo
(%)
Leche desnatada Ta=0,22ml s mediante
en polvo espectroscopia
infrarroja (FTIR)
H:C= 40:60/ 50:50/
60:40/ 70:30
MD Determinacién
. individual de KeKe &
Multifloral H: H20=20% _ T vvour = 180/ E,;O ¢ Sin datos compuestos fendlicos Ci’nk;nanis
T a=15 ml- min
(2022)
H:.C=1:2
Tamafio y
morfologia
particulas
Do
MD/ GA/ WPI Higroscopicidad
Solubilidad
C: H.O=1/10 Tryour : 120/ 64-71 Turbidez Mutlu & Erbas
Flores o C 90,95-52,63
T =9 ml min- Color (2023)
H:C=1:0,5/1:0,75/ Humedad y aw
1:1 pH
Acidez
HMF y Diastasas
Aztcares

Activ. antioxidante
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Rto de

Miel Coady. Auxiliares de secado Parametros de secado recuperacién/ Parametros analizados Referencias
secado de polvo
(%)
Humedad y aw
Azucares
Proteina total
RPI (78,36 g/100 g Higroscopicidad
materia seca) Humectabilidad
Distribucion del
H: H0=15,16y tamafio de particula
. 18% de H Twn=130"°C Dabs y Dap Toniazzo et al.,
Eucalipto — T =10 ml- min?! 47,94-6147 PoroZidad (2023a)
H:C=12,14y 15 Capacidad de
g/100 g retencion de H20
Solubilidad
30% solidos totales Perfil de difraccién
de Rayos-X y

morfologia
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Rto de

Miel Coady. Auxiliares de secado Parametros de secado recuperacién/ Parametros analizados Referencias
secado de polvo
(%)
RPI (80,6 g/100 g
materia seca)
Bal d d
PPM (84 /100 g alance de masa de
materia seca) H:0
atetla seca Humedad y aw
Miel de Tvour =130,11/ Higroscopicidad Toniazzo et al
e H: H20=16% de H _ 75,58 °C 45,32-64,88 groscop v
Etiopia . Aztlcares (2023b)
T a=10 ml- min~! TPC
C: H20=14% de C ,
Proteina total
Morfologia (SEM
RPIL: PPM=50:50 orfologia (SEM)
30% sdlidos totales
SECADO A VACIO (VACUUM DRYING)
MD
Espesor capa = 3 Higroscopicidad
Azadirachta H:C =75:25/ 63:37 Monoestearato de P mm P Apelmazamiento
lnfi’zca ghcer'ol’/ F'osfato P = 710750 mm Hg Sin datos Fluidez Sahu (2008)
(Mehaceas) 0,35'0,6 kg/kg tricalcico o T punto pegajosidad
(1 . T=70"°C
sélidos de miel Color
seca
MD/ GA T=60 °C Hume,dad y aw .
. P=25Hg Azucares Nurhadi et al.,
Perhutani - . 73,0-73,8 .
(Pabsoluta= 4,921 in HMF y Diastasas (2012)
H:C=50:50
Hg) Color
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Rto de

Miel Coady. Auxiliares de secado Parametros de secado recuperacién/ Parametros analizados Referencias
secado de polvo
(%)
Tiempo=1h Higroscopicidad
Humectabilidad
Dispersabilidad
Prueba hedonica
Color
. Espesor capa= 0,002-
Azc‘zdlr.achta MD-= 0,6 kg/kg H Monoe.stearato de 0,004 m Hgmecfl?d Sahu & Devi
indica glicerol/ o - Determinacion de la
. . T=65-75°C e . 2013
(Meliaceas) Fosfato tricalcico P62 Heg difusividad efectiva
de la humedad
Humedad
Azacares
Acidez total
. Espesor capa =3 Cenizas
Azadirachta MD Monoestearato de Dap .
.. . mm . . . Devi et al.,
indica glicerol/ Fosfato P = 20-60 mm Hg Sin datos Viscosidad (2016)
(Meliaceas) H:C=63:37 tricalcico T=75°C Higroscopicidad
Apelmazamiento
Fluidez
T punto pegajosidad
Color
MD
T=70, 60, 50 y 40 °C .
. H:C=60:40 . durante 1,5, 3,5y 6 Sin datos Cont. amorfo Nurhadi &

43% solidos totales

h

Roos (2016)
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Rto de

Miel Coady. Auxiliares de secado Parametros de secado recuperacién/ Parametros analizados Referencias
secado de polvo
(%)
MD (10 DE) - .
Sorcion estatica y
Miel de Silicato de calcio (2%) / . . dinamica del H20 Nurhadi &
H:C= 60:40/ 40: T= -3h t
Irlanda = 60:40/ 40:60 Estearato de calcio (2%) 60°C-3 Sin datos Dr Roos (2017)
Flui
43% soélidos totales uidez
Humedad y aw
Flores DL
hesivi
MD (4-7 DE) / GA/ Co. es.1v1dad
P= 25 mbar Fluidez
WPI . . R Mutlu et al.,
- Ti=45°C-5,5h Sin datos Tamano y
T=60°C-75h i tructu (2020)
HL.C=1:(1:10) 2 g mlcroeslruc ra
particula
Isotermas de
adsorcion
Higroscopicidad
Solubilidad
Miel de MD (18-20 DE) Polivinilpirrolidona Espesor capa=3 mm FDl;ild]e)zzT
. (PVP K-30) P=25in Hg . .. Nurhadi et al.,
Indonesia de H:C=1:1 . Sin datos Cohesividad
. (Pabsolute= 4921 in Hg) . (2022)
Apis dorsata . Humectabilidad
. H: PVP=2:1 (p/p) T=70°C-6/7h . .
40% solidos totales Microscopia de luz
polarizada
Color
Polen/ GA Polen: GA = 25:75/ P=25 mbar Color
Flores 50:50/ 75:25 (p/p) en 250 T1=45°C-55h Sin datos Tamano particulas Mutlu (2023)
ml H20 T=60°C-7,5h Pegajosidad




LTC

Miel Coady.

Auxiliares de secado

Parametros de secado

Rto de

recuperacion/
secado de polvo

(%)

Parametros analizados

Referencias

H:(GA+Polen) = 35
g miel + solucion
(GA + Polen)

Fluidez
Higroscopicidad
Solubilidad
Humedad y aw
TPCy TFC
CUPRAC
Azticares

MD/ GA/ WPI

Flores C: H20=1/10

H:C=1:0,5/1:0,75/
1:1

Espesor capa=0,5-1
cm
P= 25 mbar
T1=45°C-55h
T=60°C-7,5h

90,95-52,63

Tamafio y
morfologia
particulas
Do
Higroscopicidad
Solubilidad
Turbidez
Color
Humedad y aw
pH y Acidez
HMF y Diastasas
Azticares
Activ. antioxidante

Mutlu & Erbas
(2023)
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Rto de

recuperacion/

Miel Coady. Auxiliares de secado Parametros de secado Parametros analizados Referencias
secado de polvo
(%)
SECADO A VACIO CON MICROONDAS (MICROWAVE VACUUM DRYING)
E =
spesor capa= 8, Humedad
12, 16 mm
. Color .
. . . Potencia ) B Cui et al.,
Acacia Sin adicién - . Sin datos Azucares
microondas= 290- Compuestos (2008)
330 W Vollz)itiles
P=30-50 mbar
SECADO POR ESPUMA A VACIO (VACUUM FOAM DRYING)
be d E =15
lu]ci)rsaa (eZl EiDE) Speso;;?pa Activ. invertasa Sramek et al
Multifloral ~ © WPI (1%) T= 40-60 °C Sin datos Hun;edad (2016) 7
H:C = 50:50 P=100 mbar ¢
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Rto de

Miel Coady. Auxiliares de secado Parametros de secado recuperacién/ Parametros analizados Referencias
secado de polvo
(%)
LIOFILIZACION (FREEZE DRYING)
Jarabe de glucosa .
Espesor capa= 25 Activ. invertasa
21 DE k et al.
Multifloral ( ) WPI (1%) mm Sin datos Humedad Sramek etal,
P= 0,85 mbar T (2016)
H:C =50:50 /o0 e ¢
WPI (20% solidos) Sorcién de agua
Miel nativa /MD (3-7 DE) Cristalizacion
irlandesa (20% solidos) Tg
. Colapso estructural y Fan & Roos
P=<1 dat
H: Cwri=70:30/ — mbar Sin datos relajacion en (2019)
50:50/ 30:70 diversas aw por
H: Cmp=70:30/ debajo de 25 °C
50:50/ 30:70
MD (10,4 DE) Espesor capa=1 cm
p T= 581:10 C Activ. a-amilasa KeKe &
Multifloral H: H20=20% o / o HMF Cinkmanis
P= 0,036 mbar ,
Ti ok Azacares (2020)
H:C=12 1empo
Citricos GA/WPC Hum.eftlad
. Solubilidad
Eucalipto 1=-50C D, D Rivero et al
L T .
P GA/WPC= 0-40% . P= 0,040 mbar Sin datos - ’
Tiempo= 48 h Cohesividad (2021)
Pradera tempo Fluidez

H: H20= 60-80%

Higroscopicidad
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Rto de

Miel Coady. Auxiliares de secado Parametros de secado recuperacién/ Parametros analizados Referencias
secado de polvo
(%)
Activ. antioxidante
Higroscopicidad
Dr, Dabs
Robina Porosidad
pseudoacacia aw
WPI T=-24°C . Color Ganaie et al.,
Plectranthus MD - Tiempo= 16 h Sin datos T (2021)
TUZOSUS H:C=60:40 Tamafio y
morfologia
Multifloral particulas
Perfil de difraccién
de rayos X
MD (10,4 DE) /
Manitol Espesor capa=1 cm
Trigo T= 506 °C Humedad KeKe &
H: H20=30% - / Sin datos TPC Cinkmanis
sarraceno P= 0,036 mbar
Tiempo=72 h DPPH (2021)
H:Cmp=1:1/1:2
H:Cwv=1:1/1:2

Fuente: Elaboracién propia.

MD = Maltodextrina, GA = Goma arabiga; WPI = Aislado de proteina de suero; WPC = Concentrado de proteina de suero; RPI=Aislado de proteina de arroz; PPM= Proteina
de guisante micronizada; H:C = contenido de sélidos miel/ coadyuvante; Tiv = Temperatura entrada del aire; Tour = Temperatura salida aire; V ¢.a= Velocidad disco atomizador;
T o= Tasa alimentacion; P=Presion, T= Temperatura; HMF= Hidroximetilfurfural; TPC= Contenido de fenoles totales; TFC= Contenido de flavonoides totales; DPPH= Actividad

secuestrante radical DPPH; FRAP= Capacidad antioxidante reductor del ion férrico; ABTS= Actividad secuestrante radical ABTS** ; CUPRAC= Capacidad antioxidante
reductor del ion ctiprico; Di= Densidad aparente suelta; Dr= Densidad compacta; Dap= Densidad aparente; Dabs= Densidad absolu
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: In order to obtain the best physicochemical and the most appealing honey powder as possible, this research
Honey Md?f assessed three procedures (spray drying, vacuum drying and freeze drying) as well as three carrier agents (Arabic
Freeze rlrym.g gum, whey protein isolate and maltodextrin) for dehydrating ling-heather honeys (Calluna vulgaris (L.) Hull).
::::;'::_::::'3 Using each carrier agent, both vacuum and freeze drying were the procedures that provided higher recoveries

(76%-98%) and higher honey final concentrations in the powders (56%-73%). The most suitable carrier agent
was maltodextrin, because with it, lower moisture (1.90%-4.20%), higher solubility (21 s-123 s) and lower
hygroscopicity (6.32%-13.68%) was achieved. Honey powders obtained with in by vacuum and

freeze drying exhibited higher recoveries (88%-98%) and the best sensory characteristics, with stronger floral

Carrier agents

Tt

odours and flavours, stronger sweetness, lower viscosity and lower waxy perceptions.

1. Introduction

Honey is the natural food made by bees, being very appreciated for
its pleasant sensory attributes, excellent culinary properties, as well as
health, cosmetic and technological advantages, among other benefits.
The major components of honey are fructose and glucose that together
with other sugars, provide high viscosity and stickiness, which can make
honey difficult to handle for some culinary specialties and pharmaceu-
tical applications. Honey powder is a good alternative that can be
directly added into dry mixtures, seasonings or dry coatings, maintain-
ing flavours, and providing ease of handling and weighing as well as
better sanitary aspects (Samborska, 2019).

Making honey powder is difficult, because of the high sugar content
with low glass transition temperature (Tg), which provokes a highly
sticky product, extremely difficult to deal with (Jedlinska et al., 2019;
Samborska et al., 2019; Shi, Fang, & Bhandari, 2013; Umesh Hebbar,
Rastogi, & Subramanian, 2008). Therefore, the addition of carrier agents
that provide high molecular weights is essential to make honey powder,

because they increase T,. Among them, Arabic gum, maltodextrin,
starch or glucose syrup stand out (Fan & Roos, 2019; Nurhadi, Andoyo,
Mahani, & Indiarto, 2012; Ram, 2011; Sramek, Woerz, Horn, Weiss, &
Kohlus, 2016). Likewise, the addition of low quantities of surface-active
substances, such as whey protein isolate or sodium caseinate, is common
for obtaining honey powder because the proteins help encapsulate
honey (Samborska, Langa, Kamirnska-Dworznicka, & Witrowa-Rajchert,
2014a; Shi et al., 2013; Suhag & Nanda, 2016).

Spray drying is currently the most studied technique to obtain honey
powder, having been described as more cost-effective, faster and easier
to scale up option than other procedures (Samborska et al., 2014a; Shi
et al., 2013; Suhag & Nanda, 2015). Some researchers improved powder
recoveries (up to 90%) or/and obtained higher honey final concentra-
tions (up to 80%) using proteins as carriers, diafiltration before spray
drying or dehumidified air as a drying medium during spray drying
(Jedlinska et al., 2019; Samborska, Sokolowska, & Szule, 2017; Shi
et al., 2013). Vacuum drying (Nurhadi et al., 2012; Sahu, 2008), freeze
drying (Sramek et al., 2016) vacuum puffing (Sahu & Devi, 2013),

Abbreviations: SP, spray drying; VC, vacuum drying; FZ, freeze drying; MD, maltodextrin; AG, Arabic gum; WH, whey protein isolate; LH, Ling-heather honey;

LHP, Ling-heather honey powder.
* Corresponding author.
** Corresponding author.
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microwave-vacuum (Cui, Sun, Chen, & Sun, 2008) and foam-drying
(Sramek et al., 2016) have been less-investigated methods. Vacuum
and freeze drying could be promising procedures to obtain honey
powders. So far literature has shown no data about the highest honey
concentration that could be obtained using vacuum or freeze drying
methods to make honey powder.

Most studies on powdered honeys were done with multifloral, rape,
buckwheat and sunflower samples. Jedlinska et al. (2019) obtained
honey powder using honeydew honeys, which were more easily dried
than blossom honeys, due to the higher content of oligosaccharides of
honeydew honeys. Studies of the properties of honey powders obtained
with other honeys are of utmost interest nowadays, because various
honeys can differently react to drying procedures and drying carriers,
providing different features to the powders. Ling-heather (Calluna vul-
garis (L.) Hull) and other heather honeys are very appreciated by the
consumers due to their special flavours and potential biclogical prop-
erties. Ling heather are non-Newtonian honeys with thixotropic
behaviour, so that their apparent viscosity decreases while shear rate
increases due to high molecular weight colloidal matters such as pro-
teins or dextrans (Osés et al., 2017). Furthermore, heather honeys have
higher monosaccharides (around 71%) and lower disaccharides (around
4.9%) contents than other honeys (Pascual-Maté et al., 2018), which
could be a disadvantage for obtaining honey powder, because glucose
and fructose generate a higher stickiness than other sugars such as su-
crose, which is related to the lower Ty of the former sugars (31 °C for
glucose and 5 “C for fructose), in comparison to the higher T, (62 “C) of
sucrose (Jayasundera, Adhikari, Aldred, & Ghandi, 2009).

In the last few years, several researchers studied the physicochemical
properties of honey powders mainly obtained by spray drying, using
Arabic gum, whey isolate proteins and maltodextrin as carrier agents
(Nurhadi et al., 2012; Sahu & Nanda, 2016; Samborska, Gajek, &
Kaminska-Dworznicka, 2015a; Shi et al., 2013). Despite its paramount
importance for consumers, sensory analysis of honey powders was little
carried out, so far (Nurhadi et al., 2012). Samborska (2019) published a
review summarizing the main methods and carriers used for drying
honeys, as well as the problems and physicochemical properties of
honey powders, concluding that “the production of powdered honey is still
a challenge both for industry as well as researchers”. Agreeing with Sam-
borska (2019), the aim of this work was to make a ling-heather honey
powder with the highest honey content, the lowest carrier amount and
the highest yield as possible, also achieving pleasant sensory charac-
teristics and good physicochemical properties. Three different drying
methods (spray, vacuum and freeze) and three different carrier agents
(Arabic gum, whey protein isolate and maltodextrin) were researched.

2. Materials and methods
2.1. Honey samples

This work was done with three ling-heather (Calluna vulgaris (L.)
Hull) honeys (LH) from “Castilla-Ledn” (Spain) supplied by beekeepers
(LH1, LH2 and LH3). The botanical origins were determined by both
melissopalinology (Louveaux, Maurizio, & Vorwohl, 1978; Terradillos,
Muniategui, Sancho, Huidobro, & Simal-Lozano, 1994; Von der Ohe,
Persano Oddo, Piana, Morlot, & Martin, 2004) and sensory analyses
(Marcazzan, Mucignat-Caretta, Marchese, & Piana, 2018; Persano Oddo
& Piro, 2004; Piana et al., 2004). The corresponding powders (LHP) for
each honey sample were named as: LHP1, LHP2 and LHP3.

2.1.1. Quality control parameters

Moisture, water activity (aw), fructose, glucose, sucrose, electrical
conductivity, pH, acidity, formol number, diastase activity, hydrox-
ymethylfurfural (HMF), proline and colour were determined by AOA-
C-Association of Official Analytical Chemists (2012), Bogdanov (2009),
Codex Alimentarius Standard for Honey (2001), Commission Inter-
nationale de L'eclairage (2004), Hadorn and Zircher (1963),
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Pascual-Maté et al., 2018 and Sancho, Muniategui, Huidrobo, and Simal
(1991) procedures.

2.2. Carriers

Arabic gum (AG) (Sigma-Aldrich, 30888, spray dried, tested ac-
cording to Ph Eur). Whey protein isolate (WH) with a protein content of
90% (Myprotein, Northwich, UK). Maltodextrin of dextrose equivalent
20 (MD) kindly provided by Calaf Nuances (Barcelona, Spain).

2.3. Drying methods

LHP (27 samples) were obtained from three honeys (LH1, LH2 and
LH3) by three techniques: spray drying (SP), vacuum drying (VC) and
freeze drying (FZ), using for each method three carriers: AG, WH and
MD. In order to get the highest honey concentration for each technique
with each carrier, different honey and carrier concentrations and
different treatment conditions were tested for each technique before
achieving the final procedure described in this work. To decide the final
honey content, we chose the highest honey content, with which the final
product could be properly pulverised. Table 1 shows the ratios of honey
solids to carrier solids and feed solution concentration (%) obtained for
each drying technique by each carrier.

SP: The feed solutions with different honey:carrier were prepared at
18% solid fraction (w/w). 300 ml of solution were spray dried for each
run in a Biichi B-290 mini spray dryer (Biichi Labortechnik AG,
Switzerland) in open-cycle system, at drying air inlet and outlet tem-
peratures of 120 £ 1 °C and 67.5 + 2.5 “C, respectively. The air flow rate
was maintained at 50 mm with the aspirator rate at 70%, nozzle
cleanness of 4 times/min and pump at 5%. The honey powders (SP-LHP)
were collected from the cyclone after each spray-drying process and
stored in glass jars in desiccator containing silica gel until analyses.

VC: honey and carriers were first mixed with water separately. Then,
they were mixed together gently stirring with a magnetie stirrer at room
temperature (24 = 1.5 °C), keeping a total solid concentration of
43-48% (w/w) and the ratios of honey solids (honey concentration) to
carrier solids in feed solution as shown in Table 1. Each sample was
poured into a silicon baking cup with 3-4 mm thickness and dried in a
lab scale vacuum oven (Heraeus Instruments vacutherm, Thermo Sci-
entific) at 60 °C with absolute pressure maintained inside the chamber at
100 mbar (75 mmHg) for 24 h. Then, the samples were kept in desic-
cator until cooling and before analyses the samples were grounded with
a mortar and the honey powders (VC-LHP) were stored in glass jars in
desiccator containing silica gel.

FZ: The honey:carrier mixture was prepared in the same way as
described for VC (Table 1) and was also poured in a silicon mold. The
mix was frozen at —30 °C for 5 h and later at —80 °C for 24 h prior to be
dehydrated by freeze drying in a Labconco Freezone 12L freeze dryer
(Kansas, USA) throughout 3 day at 0.112 mbar pressure and immedi-
ately grounded. The honey powders (FZ-LHP) were stored in glass jars in
desiccator containing silica gel until analyses.

2.4. Powder recovery

The powder recovery was calculated according to the following
formula.

Total solids in
resulting powder
solids content in feed

% powder recovery = Tomal
ola

2.5. Quality parameters and physical properties

Water activity (aw), proline and colour parameters L*, a*, b* of LHP
were determined following the same procedures described for raw
honeys.



S.M. Osés et al.

Table 1

LWT 150 (2021) 112063

Averages of samples LIHIP1, LITP2 and LIP3 corresponding to the ratios of honey solids to carrier solids and feed solution concentration (%) obtained for each drying
technique with three different carriers (AG, WH and MD). Standard deviations were lower than 0.2% for all percentages.

Sp vC F7Z
Honey solids to carrier Feed solution Honey solids to carrier Feed solution Honey solids to carrier Feed solution
solids ratio concentration (%) solids ratio concentration (%) solids ratio concentration (%)
AG 58:42 18.7% 73:27 43.2% 73:27 43.2%
WH  72:28 18.7% 72:28 43.2% 72:28 43.2%
MD  46:54 17.2% 56:14 48.8% 72:28 43.2%

AG: Arabic gum; MD: maltodextrin; WH: whey protein isolate; SP: spray; VC: vacuum; FZ: freeze.

2.5.1. Glass transition temperature

Thermal properties of the honey samples and powders obtained by
LH1 (as representative for all the powders obtained) were measured
using differential scanning calorimetry (DSC, 10-15 mg of the sample
under a constant nitrogen flow of 50 ml-min?, with a TA Instruments
Q200 DSC analyser equipped with a cooling Intra-Cooler system, at
20 °C-min™'). The measuring method was based on a heating/cooling/
heating sequence, which started at —80 °C and goes up to no more than
120 °C, thus avoiding degradation of the sample (Cordella et al., 2002;
Cordella, Faucon, Cabrol-Bass, Sbirrazzuoli, 2003). The measurements
were carried out in pierced aluminium pans, and values for T, were
calculated using “TA Universal Analysis™ software.

2.5.2. Moisture content

The moisture content was determined gravimetrically by drying 1 g
LHP at 105 °C during 4 h (Samborska, Langa, Kaminska-Dworznicka, &
Witrowa-Rajchert, 2015b).

2.5.3. Hygroscopicity

For hygroscopicity measurement, 1 g LHP was placed in low-form
glass weighing bottles and placed in desiccators at room temperature
and equilibrated over a saturated solution of NaCl (75% relative hu-
midity) for one week. Samples were weighed every hour during the first
4 h to obtain the hygroscopic rate (g H,O/min, the slope of weight
change of honey powder) and the hygroscopic index that was expressed
as g of absorbed moisture after one week per 100 g dry solids (g/100 g)
(Nurhadi et al., 2012; Shi et al., 2013; Suhag & Nanda, 2015).

2.5.4. Tapped density

Tapped density was measured by pouring 2 g LHP into an empty
graduated cylinder and gently tapping 25 times and recording the vol-
ume (Suhag & Nanda, 2015, 2016), expressing the results as g/ml.

2.5.5. Solubility

The solubility of powders was measured by adding 1 g LHP to 25 ml
of distilled water in a 100 ml glass beaker at room temperature. The
mixture was agitated with a magnetic stirrer at 890 rpm (stirring bar 8
mm x 25 mm), recording the time required for each powder to dissolve
completely (Samborska & Bienkowska, 2013).

2.6. Sugars

Glucose, fructose and sucrose were determined following the same
procedures for raw honeys by GC-chromatography after previous
derivatization described by Pascual-Maté et al. (2018).

2.7. Sensory analysis

A descriptive quantitative sensory profile method was selected to
obtain the sensory differences between 9 samples of LHP, performing the
analysis with the powdered samples obtained with LH1. The method
was developed following the ISO standards and international procedures
(I1SO 4121, 2003; 1SO 13299, 2016; ISO 6658, 2017; Marcazzan et al.,
2018).

The panel consisted of seven selected assessors (4 women and 3 men,
ranging between 31 and 57 years old) with previous experience in honey
sensory analysis (one of them registered as expert in Sensory Analysis of
Honey by the Italian Government).

In the first session the panel generated descriptors individually, in
order to describe the differences between carriers and honey powders,
tasting different ling heater honeys, carriers dissolved in water (AG, WH
and MD) and three different powdered honeys obtained in previous
experiments. In the same session nineteen attributes were chosen and
defined in common (Table 2). Furthermore, the intensity of each
descriptor was consensual.

The second session was carried out choosing as representative of the
powders, the 9 samples of LHP1 (with the three carriers and obtained by
the three drying procedures), in order to prevent palate saturation with
27 tastings if LHP2 and LHP3 were additionally tasted. LHP1 samples
were dissolved in water (2.5:1 [honey:water]) and then assessed. All
descriptors and the global perception were quantified for each sample in
a 10 cm continuous unipolar scale (10 cm continuous scale, anchored in
1 em (minimum) and 9 em (maximum), marked from 1 to 9, where the
left side of the scale corresponding to the absence of the characteristic
and the right side to the maximum intensity. The intensity of the attri-
butes was quantified by measuring from the left-hand side on the line
scale to the assessor's mark, calculating the median value for each
attribute.

The 9 LHP1 samples were presented at random and anonymous way
(only the three-digit code) in a glass container with a lid to prevent the
contamination and dispersion of the honey odours, maintaining the
sample/volume ratio near 1/4. Plastic spoons were used to stir the
honey during the olfactory assessment and to taste the product. Mineral
water and low-salt bread were used to clean the palate between tastings.

2.8. Statistical analysis

All the assays were carried out in triplicate except sensory analysis.
The results were expressed as averages and standard deviations. A
normality test was done. One-way analysis of variance (ANOVA) fol-
lowed by Tukey's honestly significant difference test (p < 0.05) were
used for parametric values, while non-parametric values were analyzed
using the Kruskal-Wallis test followed by box-and-whiskers graphic in-
terpretations. For sensory analysis, principal components analysis (PCA)
and cluster analysis using Ward's linkage algorithm and Euclidean

Table 2
Attributes selected for the panel in this study for the sensory profile evaluation
on powder honeys.

Olfactory Flavour Taste Texture
characteristics descriptors descriptors perceptions
floral floral sweerness viscosity

candy candy Sourness crystallized
dairy dairy saltiness WAXY, Uncious
gum/tire chemical bitterness

dried fruit soap

animal

chemical
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distance were carried out. Analyses were done using software Stat-
graphics Centurion XVIII (Statgraphics Technologies, Inc., The Plains,
VA, USA).

3. Results and discussion
3.1. Honey samples

Table 3 shows the results of honeys’ quality control parameters. With
regard to the composition criteria that European honeys must meet,
moisture (16.04-17.54%), sum of fructose and glucose (60.05-71.69%),
sucrose (0.24-2.70%), electrical conductivity (0.33-1.01 mS/cm), free
acid (41.02-49.77 meq/kg) diastase activity (3.93-23.55 Schade scale)
and HMF content (0.00-18.01 mg/kg) complied with the European
limits for these parameters (OJEC-Official Journal of the European
Communities, 2002). Aw values (0.5400-0.6243) were within the usual
range for honey samples, exhibiting LH3 the lowest aw result and the
lowest moisture percentage. Aw values lower than 0.6 inhibit osmo-
philic yeasts that can be responsible for honey fermentation (Bogdanov,
2011). Samples” pH ranged from 3.87 to 4.14, being within the usual
values for blossom honeys (Bogdanov, Ruoff, & Persano-Odoo, 2004).
The three LH showed high free acidity (41.02-49.77 meq/kg) and very
low lactone acidity (0.00-0.23 meq/kg). Formol number (0.61-0.93
meq/100 g), which is related to the free amino acid content (Hadorn &
Ziircher, 1963), agreed with literature references (Andrade et al., 1999;
Manuel Suisse des Denrées Alimentaires, 1974). Proline (73.06-107.24
mg/100 g) was higher than 18 mg/100 g, which is the minimum level
proposed for authentic honeys (Bogdanov, 2016). Samples exhibited
redness colour, which is typical for heather honeys. LH3 was lighter, less
reddish and more yellowish compared with the other honeys. Some
researchers pointed out that the darker the honeys were, the higher the
phenolic contents and antioxidant activities were (Meda, Lamien,
Romito, Millogo, & Nacoulma, 2005; Alvarez-Sudrez et al., 2010).

3.2. Powdered honeys

3.2.1. Powder recovery

LHP showed recoveries between 59.88% and 97.90% (Fig. 1).
Regardless the honey sample, VC-LHP (80.55-97.90%) and FZ-LHP
(73.62-96.41%) exhibited the highest recoveries, while SP-LHP
showed the lowest (59.10-78.60%). The lower yield shown by SP in
comparison with VC and FZ could be likely due to the greater temper-
ature difference between the temperature at which the powder is

Table 3
Physicochemical properties of ling-heather honeys used to obtain honey powder
(n=3, except sugars n = 1).

LH1 LH2 LH3
Moisture (%) 16.72 £ 0.12;, 17.54 + 0.05. 16.04 + 0.23,
Aw 0.624 £ 0.605 £ 0.004;, 0.540 +

0.044;, 0.008,
Fructose (%) 37.14 34.59 32.16
Glucose (%) 34.55 33.52 27.89
Sucrose (%) 270 0.24 263
Conductivity (mS/cm) 0.647 + 1.012 + 0.006, 0332 +

0.002;, 0.001,
pH 4.05 £ 0.01, 4.14 + 0.02. 3.87 = 0.03,
Free acidity (meq/kg) 49.77 £+ 3.05, 49.70 £+ 2.49, 41.02 £ 6.56,
Lactone acidity (meq/kg) 0.00 =+ 0.00, 0.23 + 0.05, 0.00 = 0.00,
Formol index (meq/100 0.61 + 0.05, 0.74 + 001, 093 = 0.13,

8

Diastase (Schade scale) 3.93 + 0.07, 13.55 + 0.35;, 23.55 + 1.49,
HMF (mg/kg) 0.00 + 0.00, 0.00 + 0.00, 18.01 + 0.43,
Proline (mg/100 g ) 71.33 £3.72, 107.24 £ 41.85;, 73.06 £ 0.75.
L* 24.77 £ 0.03, 25.66 + 0.03;, 44.61 £ 0.01.
a* 16.54 £ 0.02;, 16.61 £ 0.03. 10.17 £ 0.01,
b* 33.15 £ 0.07, 34.49 £+ 0.11,, 40.42 + 0.03.

a-c: different letters showed significant differences (p < 0.05) between honeys.
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obtained and its Ty (Jedlinska et al., 2019), because this fact increases
the gumminess of the product, negatively affecting the yield. Anyway,
our data for SP-LHP were higher than the 50% described as successful
recoveries for spray drying by Shi et al. (2013). MD was the carrier, with
which the highest recoveries were obtained by VC and FZ, whereas WH
was the carrier agent with which the highest recovery was obtained by
SP.

With regard to the carrier agents: 1) Using AG the recoveries varied
between 60% and 69%, with 58% honey concentration (58:42 ratio) in
SP-LHP. Similar values were described by Suhag, Nayik, & Nanda (2016)
for the same carrier and the same procedure, achieving a honey powder
with 65% of honey and 60% of recovery. Other researchers that also
dehydrated honeys with AG by SP obtained powders with lower honey
quantity (50%) and yields between 36.6% (Nurhadi et al., 2012) and
68%, increasing the recovery until 75% if caseinate (2%) was added
(Samborska et al., 2014a). Samborska et al. (2017) obtained a powder
with 75% honey, but with a yield of 25% by applying diafiltration
previously to the SP. Dehydrating by VC, Nurhadi et al. (2012) obtained
73.8% recovery with 50% honey in the final powder. In our study,
considerably higher yields (80%-89.4%) were obtained by VC with AG
(VC-AG). FZ proved to be the best and most effective procedure to make
powdered honeys, because using it, the highest recovery (87%-93%),
and the highest concentration of honey in the powder (73%) were
accomplished. 2) With WH, the same final honey concentration (72%)
was obtained by the three techniques with the following recoveries: SP:
74.8-78.6%, VC: 85-95%, FZ: 75-94%. For SP, WH proved to be the
most efficient carrier, because higher amounts of honey in the powder
(72%) and higher recovery percentages (75%-79%) were achieved,
agreeing with other studies (Shi et al., 2013; Suhag & Nanda, 2016). 3)
Using MD, the yield varied from 59% to 72% and the final honey con-
centration in the powder was 46% in SP-LHP. Applying the same tech-
nique and employing the same carrier, other scientists showed
recoveries between 9.7% (Nurhadi et al., 2012) and 74% (Samborska
et al., 2020) with 50% honey in the final product. However, in order to
geta higher honey concentration Shi et al. (2013) added 2.5% WH to the
feed, obtaining a powder with 60% honey and a yield of 70%. Working
with a rape honey, Samborska et al. (2019) obtained a powder with
higher amount of honey (60-80%) and with very high yield (75-90%)
after using dehumidified air throughout the spray process, being likely
that rape honeys are easier to dry than heather honeys. In our study,
higher yields and higher honey concentrations were obtained using VC
(90-98% yield, 56% honey) and FZ (88-96% yield, 72% honey), being
our results considerably better than those obtained by Nurhadi et al.
(2012), using VC and MD (73% recovery, 50% honey in the powder) or
by Fan and Roos (2019), who obtained a powder with 50% of honey
using FZ.

3.2.2. Physical properties

3.2.2.1. Glass transition temperature (Tg). Table 4 shows a single T in
LH (between —27.33 and —29.81 °C). Our values were higher than the
results obtained for other honeys (Kantor, Pitsi, & Thoen, 1999; Nurhadi
etal., 2012; Shi etal., 2013; Sramek et al., 2016), where values between
—40.2 and —51 °C were described. The contrasting values could be due
to the different botanical origins, or to the different T, measuring pro-
cedure. Nurhadi et al. (2012) explained that the glass transition tem-
perature of liquid honey is strongly affected by moisture content, since
water acts as plasticizer and sample’s T, decreases considerably.
However, LHP1 showed two transitions at higher temperatures
(Table 4). This fact can be explained by the dual role of water as com-
patibiliser and plasticizer. The observed two Tg in dried samples corre-
spond to two different polymers. Tgl was likely due to dry honey
polymers. Tg2 (that was less noticeable than the first one, Fig. 1-suple-
mentary material) was likely due to the carriers. Tg2 seemed to be lower
than Tg of pure carriers (205.5 °C for MD; 194.5 °C for AG; 132.12 °C for
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Fig. 1. Diagrame of relation between powder recovery and honey quantity of powder honey samples obtained by spray (SP), vacuum (VC) and freeze (FZ) drying,
using Arabic gum (AG), whey (WH) and maltodextrin (MD). Graphical done with R-Studio.

Table 4

Glass transition temperature T (°C) of raw honeys (LH1, LH2, LH3) and honey
powders (L1P1) obtained by spray (SP), vacuum (VC) and freeze (F7) drying,
using Arabic gum (AG), whey (WH) and maltodextrin (MD).

Sample Tyl (Taioromr”C) T2 (Tvpom” C)
LH1 27.66 =
LH2 29.81 -
LH3 —27.33 -
SP-AG-LHP1 49.86 -

SP WH LHP1 13.31 64.54
SP-MD-LHP1L 25.44 90.58
VC AG LHP1L 13.62 80.09
VC-WH-LHP1 22.20 71.08
VC-MD-LHP1 25.99 91.34
FZ-AG-LHP1 19.34 81.26
FZ-WII-LIIP1 14.32 66.52
FZ-MD-LHP1 18.17 88.82

—: Absent (there is no Ty2).

WH, Nurhadi et al., 2012; Shi et al., 2013), which showed a partial
compatibility between honey polymers and carriers, but not a total
compatibility, since in the latter case, only a single T, would be
observed. Values for Ty2 of powders obtained with WP were lower than
Tg2 for powders obtained with MD, confirming the influence of the
chemical nature of carriers in the compatibility of mixtures. Sample
SP-AG-LHP1 can be highlighted, because only a single T, was observed
at 49.86 °C, meaning that the carrier and honey polymers were totally
compatible in this case.

The T,1 for LHP1 ranged from 13.31 to 25.99 °C, except for SP-AG-
LHP1. The results were lower than those obtained by other researchers
who described T values between 42.6 and 49.7 °C in powders obtained
by vacuum and T, values between 47.5 and 82.14 °C in powders ob-
tained by spray drying (Sahu et al., 2008; Samborska et al., 2020; shi
et al., 2013). However, we obtained similar Ty values than Jedlinska
etal. (2019) and Samborska et al. (2019) for honey powders obtained by
dehumidified air spray drying (T, between 6.5 and 26.1 °C). These re-
searchers obtained similar honey concentration (60-80%) than us in
final powders, confirming that the T, values decrease as honey

@0

concentration increases. MD-LHP exhibited the higher T, values for all
the drying procedures, which is probably due to the lower honey:carrier
ratio in these samples.

The low values of T, for honey powders (close to room temperature),
suggest that powdered honeys should be stored at refrigeration tem-
peratures in high-barrier packaging because amorphous materials are
unstable if stored at temperature close to or higher than T, (Jedlinska
et al., 2019).

3.2.2.2. Colour. LHP colour is a quality factor of paramount importance
for consumers. Honey colour varies from colourless and light yellow to
dark amber or nearly black, sometimes with green or reddish reflexes
(Bogdanov, 2011), being related to the botanical origin. Heather honeys,
together with chestnut and honeydew honeys are dark coloured with L*
values lower than 50 (Gonzalez-Miret, Terrab, Hernanz, Fernandez-Re-
camales, & Heredia, 2005). Fig. 2 shows photos of the powders, where
the colour of powders can be observed. Table 5 show that lightness (L*)
of LHP was significantly higher (p < 0.05) for SP-LHP and significantly
lower (p < 0.05) for VC-LHP. Higher L* values were described by Nur-
hadi et al. (2012) in SP and VC powders with AG and MD (94.3-98.1)
and by Samborska et al. (2019) in SP powders with MD (93.9-94.3).
Generally, AG-LHP showed higher lightness. As expected, LHP3 showed
the highest values for lightness (see Table 5).

Regarding a* values, all the carriers and most SP-LHP showed
negative values, which meant that they had a slightly green tonality.
Conversely, VC-LHP and FZ-LHP tended to red, being the VC-LHP the
reddest. LHP3 exhibited the lowest a* values, which agreed with the
values obtained for the LH (Table 3). In general, AG-LHP showed lower
a* values than WH-LHP and MD-LHP. VC-WH-LHP exhibited the highest
a* values (p < 0.05). Negative a* values were also described in other
studies for SP powdered honeys (—0.1 to —0.5) (Nurhadi et al., 2012;
Samborska et al., 2019). However, in VC powders Nurhadi et al. (2012)
obtained negative values (—0.2). This contrasting difference between
the results of Nurhadi et al. (2012) and the results of this study is likely
due to the different time of drying. The honey powders made by Nurhadi
et al. (2012) were obtained in 1 h, whereas the LHP of our research were
obtained in 24 h.

With regard to b* values, all LHP tended to yellow. SP-LHP showed
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SP-MD-LHP1

Fig. 2. Pictures of ling-heater powders (LH1) obtained by spray (SP), vacuum (VC) and frecze (FZ) drying, using Arabic gum (AG), whey (WH) and maltodex-
trin (MD).

Table 5
Colour parameters (L*, a* and b*) of carriers and powder honeys obtained by spray (SP), vacuum (VC) and freeze (FZ) drying, using Arabic gum (AG), whey (WH) and
maltodextrin (MD) (n = 3).

L
LHP1 LIP2 LIP3
SP Ve ¥Z sp Ve F7. sp Ve ¥Z
AG 8952k ©88.50 = A59.74 = P73.29 + €88.42 = 263.73 = "71.80 + ©93.79 + 779.06 = A75.84 +
011 0.02, 014, 0.01, 0.02, 0.02, 0.06, 0.06, 0.02, 0.04,
WH 5859 ©88.31 = 25194 = 567,22 £ ©87.70 = 250,18 = %66,89 £ “93.11 = 457,88 £ B78.31 +
0.07 0.03, 0.35, 0.02, 0.05;, 013, 012, 0.03, 0.02, 0,04
MD  95.50 + 67978 + A58.72 + $70.99 + C84.86 — A63.43 = P69.46 + “92.31 + A76.98 + F83.05 +
0.19 0.05, 0.16y, 0.03, 0.03, 0.03, 017, 0.04, 0.02;, 0.03,
-
LHP1 LHP2 LHP3
sP Ve FZ sp Ve Fz sp Ve FzZ
AG 068+ 2015+ ©7.56 £0.04, ®3.87 £0.01, *047 L 6,11 £ 0,01, ®455+0.05, 131+ ©2,60+0.01, "0.03% 003,
0.01 0.01; 0.02, 0.01,
WH  —0.35+ fo.28 + ©13.20 = P5.50 £0.01,  0.26 + ©13.18 + Po72 £0.05, 119+ 12,55 = F2.40 + 0.01,
0.01 0.01, 0.14, 0.01;, 0.05, 0.01, 0.01,
MD 164+ 243001, 8462010, P5.74+0.02, “095+0.01, “7.84+001, "6.04+£0.09, *1.59% 273+£0.00, PL15%0.02,
0.01 0.01,
-
LHP1 LHP2 LHP3
sP vC FZ sp VG FZ sp vC F7
AG 972:000 M218+ €29.26 £ 2471 & *11.89 + €28.65 & B27.20 + 45.64 = 0.02, 2233 = £20.94 +
0.03, 011, 0,00, 0,03, 003, 0.09, 0,01, 0,04,
WH  17.34 + M3.49 + ©34.70 + #26.22 + *14.13 + ©32.96 + B27.73 + *7.81 =001, 3556 = B22.49 +
0,03 0.0 0,07, 0,05, 0.03, 022 013, 0,01, 0,07,
MD  1.16+0.02 *21.87 + ©30.99 + #28.40 + A18.26 + ©32.60 + $29.05 + 47.01 +0.02, ©27.37 + #20.92 +
0.02 0,261, 0,03, 0,04, 0,03, 019, 0,02, 0,31,

A-C: Different letters showed significant differences (p < 0.05) between drying procedures for each honey and carrier.
a-c: different letters showed significant differences (p < 0.05) between carries for each honey and drying procedure.
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the lowest b* values, in contrast to VC-LHP, which exhibited the highest
b* values (p < 0.05). In comparison to LHP1 and LHP2, LHP3 showed
the lowest b* values, conversely to the data obtained for the crude LH3
(Table 3). All AG-LHP showed the lowest b* values and VC-WH-LHP the
highest values. Nurhadi et al. (2012) obtained lower b* values with AG
and MD (2.1-10.5), also obtaining higher b* values in VC powders in
comparison with SP powders.

Comparing the colour parameters between the crude honeys and
their powders it can be observed that in LHP L* increased (tending to
whitish), while a* and b* decreased, probably due to the use of carriers.
Furthermore, the significant decrease of L* value and the increase in a*
and b* values of VC-LHP, particularly for the VC-WH-LHP, could be
attributed to Maillard reactions and fructose and glucose carameliza-
tion. VC-LHP were dehydrated at 60 °C for a long time, Moreover, it is
likely that there were deteriorative reactions of polyphenols with pro-
teins using WH (Samborska et al., 2014a).

3.2.2.3. Moisture content and water activity. Table 6 shows the results
for moisture and aw. LHP showed moisture results between 1.90% and
7.48%. In general, the lowest moisture percentages were obtained for
honeys dehydrated with MD (MD-LHP) and the highest moisture per-
centages for honeys dehydrated with WH (WH-LHP). Similar values and
the same tendency were shown for Shi et al. (2013) and Suhag and
Nanda (2016) in SP honey powders, where the honeys dehydrated with
WH exhibited the highest moisture (4.5-5.7%), with GA intermediate
moisture (4.6%) and with MD the lowest moisture (3.1-3.6%). This
behaviour could be expected since there are differences among the
chemical structures of the carrier agents. Proteins showed a strong
ability to bind water and coated the droplets with a thin film layer,
preventing evaporation (Suhag & Nanda, 2016). However, this tendency
was not observed in other studies in VC-LHP, where the final moisture
percentages ranged between 1.40% and 1.92% using AG, WP and MD
without significant differences among carriers (Mutlu, Kog, & Erbas,
2020). Lower moisture values (0.9-1.6%) were obtained when dehu-
midified air was used for SP (Samborska et al., 2019). There was no
difference among honey samples, honey concentration or drying
method, although in general the VC-LHP had lower moisture percent-
ages. Also, Nurhadi et al. (2012) showed lower moisture in VC honey
powders (1.1-2%) than in SP honey powders (2.3-4.4%). Other studies
concluded that the water content of the powders depended on the ratio
of carrier in the powder. The higher the content of carrier, the higher the
final water content (Samborska et al., 2015a, 2017, 2019). In our study,
we compared the three MD-LHP, using different ratio honey:carrier for
each treatment. MD-LHP1 and MD-LHP2 followed the mentioned trend,

Table 6
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unlike MD-LHP3. In other FZ powders, 3.10% moisture was obtained in
the honey powder with 50% honey, using glucose syrups +1% of WP as
drying agent (Sramek et al., 2016).

WH showed the lowest value for aw and AG the highest. LHP
exhibited a great variability with aw values ranging between 0.2106 and
0.3421. Similar values were obtained by Nurhadi et al. (2012), Nurhadi
and Roos (2017) and Shi et al. (2013), for SP and VC, while Samborska
et al. (2014a, 2017, 2020), Samborska and Czelejewska (2014b) ob-
tained lower water activity results (0.066-0.138) in SP powders with AG
or MD. These differences could be attributed to the type of honey, the
time until analysis and the storage conditions.

3.2.2.4. Solubility and tapped density. MD was the carrier with the
highest solubility (10 s), while AG showed the lowest (311 s). LHP also
exhibited the same tendency, being MD-LHP the most soluble (37-92 s)
regardless the drying procedure. Honey dehydrated with AG (AG-LHP)
were the least soluble (p < 0.05), taking between 83 and 286 s (Fig. 3A).
FZ-LHP had the best solubility values, followed by SP-LHP, while VC-
LHP showed the lowest solubility (p < 0.05). Samborska and
Bienkowska (2013) obtained similar values for SP powders with MD
(28-148 s5). These authors showed that the lower the moisture content of
the powders was the worst the solubility was. Nevertheless, in our
research that relationship changed, because powders with lower mois-
ture, such as MD-LHP showed the best solubility, while WH-LHP that
were the samples with higher moisture, showed an intermediate
solubility.

Tapped density was higher in MD (0.64 g/ml) than in the rest of
carriers (0.42-0.45 g/ml). LHP did not follow any clear tendency
depending on the carrier, although MD-LHP showed the highest density
in most samples (0.29-0.79 g/ml) (Fig. 3B). Also, Samborska, Gajek, and
Kaminska-Dworznicka (2015b) and Shi et al. (2013) concluded that
tapped density was higher in powders with MD, which was related to
their high degree of agglomeration and structural collapse, resulting ina
decrease in volume of powder particles. MD-LHP, with different honey
concentration for each drying treatment (Table 1), showed that the
tapped density of SP-MD-LHP was lower than the tapped density of
VC-MD-LHP and FZ-MD-LHP, being FZ-MD-LHP1 the exception.
Therefore, there was an increase of tapped density when honey con-
centration increased (or carrier concentration decreased). Similar re-
sults were observed in other studies (Suhag et al., 2016). Lower tapped
density was shown in SP-LHP (0.24-0.50 g/ml), for which it was
necessary more space for storing the product in comparison with
VC-LHP (0.61-0.79 g/ml) and FZ-LHP (0.37-0.78 g/ml). VC-LHP
showed the highest density, except for VC-MD-LHP2 and

Moisture (%) and water activity of carriers and powder honeys obtained by spray (SP), vacuum (VC) and freeze (FZ) drying, using Arabic gum (AG), whey (WH) and

maltodextrin (MD) (n = 3).

Moisture
LHP1 LHP2 LHP3
SP vC FZ sP vC FZ sp Ve FZ
AG  7.51+033 "463+047, "343+012, "4.09+0.68, "3.00+0.11, P452+013, P459+0.27, P4871020, 274056, P5.12+0.36,
WH 1.33+020 F727+023, ®5.74+0.28, "7.40+061. "7.02+0.16, "535+0.66, *599+0.19. ©7.48+0.36. "3.91=046, "5.67 +0.13;
MD  234+027 4084010, #2.61+0.26, #221+0.16, 3.80+£0.01, "291+0.21, *1.90+0.00, *1.92+0.09, 212009, "3.42+0.09,
aw
LIP1 LHP2 LIP3
SP vC FZ Eid vC FZ sp vC FZ
AG 0324 £0.263 + ®0.317 + "0.254 + f0.211 + %0.250 + ©0.304 = £0.236 = %0.257 + €0.315 +
0.003 0.001;, 0.021,, 0.00%, 0.001, 0.005;, 0.002, 0.001, 0.007, 0.001,
WH 0120+ £0.256 L+ 0,297 £ A0.253 & 50,257 + 40,240 £ ©0.263 &+ ¥0.260 L #0.260 + #0.250 £
0.001 0.002, 0.001, 0.007;, 0.0015 0.000, 0.002; 0.002;, 0.003, 0.002,
MD  0.204 + €0.342 = P0.337 + 0,211 + #0257 + B.271 + 40,250 + B0.267 + €0.318 + A0.261 +
0,001 0,002, 0,001, 0.002, 0,001, 0,000, 0.006, 0,001, 0,001, 0.001;,

A-C: Different letters showed significant differences (p < 0.05) between drying procedures for each honey and carrier.
a-c: different letters showed significant differences (p < 0.05) between carries for each honey and drying procedure.
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VC-MD-LHP3. Similar values were obtained by Mutlu et al. (2020) for
VC powders with three different carriers (AG, WH, MD) (0.74-0.80
g/ml). A slightly negative correlation was observed between tapped
density and moisture (r = —0.3814, p — 0.0020), agreeing with other
researches (Samborska et al., 2015b; Shi et al., 2013). The density of a
product is relevant to the storage, processing, packaging and distribu-
tion. Having higher density could be positive, because it implies a lower
volume and therefore a more efficient storage, packaging and distribu-
tion. However, it could also be negative, because higher density could
provoke higher cohesion between particles and form easier
agglomerates.

3.2.2.5. Hygroscopicity. LHP is a product with high hygroscopicity due
to its high sugar content. Fig. 4 represents the hygroscopicity of the
honey powders and the carriers. Fig. 4A shows the percentage of water
gained in one week (hygroscopic index). Fig. 4B exhibits the amount of
water gained per minute (hygroscopic rate). The carrier WH showed the
highest hygroscopicity for both measurements.

In general MD-LHP showed lower hygroscopic index (7.21-13.14%),
unlike AG-LHP that showed higher percentages (10.18-16.26%), except
for VC-AG-LHP3 and FZ-AG-LHP3. The hygroscopic values obtained in
our study were lower than those described in other investigations of
honey SP powders using the three carriers and the same analysis con-
ditions (1 g/25 °C/75% RH/7 days), with values between 20.13% and
27.8% (Samborska et al., 2020; Shi et al., 2013; Suhag & Nanda, 2015).
The divergent results could be due to the type of honey. Our results were
also contradictory to those of Suhag and Nanda (2016), who observed
the lowest hygroscopicity (23.1%) for honey SP powders with WH and
the highest (26.4%) for powders with MD. However, our values agreed
with the results of Samborska et al. (2015b), whose MD honey powders
showed the lowest hygroscopicity. These researchers attributed their

LWT 150 (2021) 112063

Fig. 3. Solubility (s) and density (g/ml) of ling-
heather powders (LHP) obtained by spray (SP),
vacunm (VC) and freeze (F7Z) drying, using
Arabic gum (AG), whey (WH) and maltodextrin
(MD) as carries (n = 3, density n = 2). Error bars
represent the standard deviation for each data
point. A-C: Different letters showed significant

) A B differences (p < 0.05) between drying proced-
2 b b A ures for each honey and carrier; a—c: different
b s = letters showed significant differences (p < 0.05)
a A between carries for each honey and drying
: - : procedure.
1
sp Ve Fz

sp v FZ
LHP3

values to the lower hygroscopicity of MD, as well as to a combination of
factors, such as the conformation and topology of molecule and the
hydrophilic/hydrophobic sites absorbed at the interface (Perez-Alonso,
Beristain, Lobato-Calleros, Rodriguez-Huezo, & Vernon Carter, 2006).
SP-LHP showed hygroscopicity percentages between 8.37% and
15.58%, VC-LHP exhibited values between 7.9% and 15.43%, and
FZ-LHP between 5.56% and 16.41%. Similar results were described by
Nurhadi et al. (2012) in VC honey powders with AG and MD
(12-13.7%). Analysis of variance revealed no significant effect of the
drying method on the hygroscopic index. However, the SP-LHP showed
the highest hygroscopicity rate (Fig. 4B), being lower and similar the
VC-LHP and FZ-LHP. Therefore, during the first 4 h SP-LHP gained water
faster than the powders obtained by the other two treatments. However,
after one week, the hygroscopicity index were similar for powders ob-
tained by all procedures. Higher hygroscopic rates were obtained by
Nurhadi et al. (2012), who described values between 0.00020 and
0.00033 g H0/min in SP and VC powders, with lower results in pow-
ders obtained with MD than with AG.

Although some authors described a relationship between the mois-
ture of the powder and the hygroscopicity (Shi et al., 2013), in our
research that correlation was not found. However, a very weak corre-
lation was found between the amount of honey in the final powder and
the hygroscopic level (r = 0.3, p = 0.017), which was also previously
observed by Samborska et al. (2019).

3.2.3. Proline

This amino acid is being used as a possible indicator of honey quality.
It would be interesting to check to what extent the incorporation of
additives with proline-containing proteins (e.g. whey) can increase the
proline content in powdered honeys with respect to the starting honeys
in order to detect in the future powdered honeys made with proline-
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containing compounds.

Regarding the carriers, as expected, WH showed the highest value,
followed by AG that is composed of a mixture of polysaccharides with
10% proteinaceous material, with 50% of hydroxyproline, serine and
proline (Lopera, Guzman, Catano, & Gallardo, 2009). LHP showed lower
proline contents than the corresponding LH, showing WP-LHP the
highest values, followed by AG-LHP. LHP2 showed higher proline con-
tents, agreeing with the higher value of LH2. FZ-LHP showed the highest
proline contents, probably because these powders contained the highest
amount of honey and were not subjected to any thermal treatment.
VC-LHP showed the lowest proline content, mainly due to the intense
thermal treatments received (60 “C/24 h), where Maillard reaction be-
tween sugar and amino acid could provoke a proline decrease (Table 7).

3.2.4. Sugars
Sugars’ content can be used to detect honey adulteration. Thus,

Table 7
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Fig. 4. Iygroscopicity (%) and hygroscopic rate
(g H,0/min) of ling heather powders (LHP) ob-
tained by spray (SP), vacuum (VC) and freeze
(FZ) drying, using Arabic gum (AG), whey (WH)
and maltodextrin (MD) as carries (n = 3). Error
bars represent the standard deviation for each
data point. A-C: Different letters showed signif-
icant differences (p < 0.05) between drying
procedures for each honey and carrier; a-—c:
different letters showed significant differences
(p < 0.05) between carries for each honey and
drying procedure.

—_—

1 5

a I
vC FZ
LHP3

determining sugar changes after drying process is useful to verify honey
powders from adulterated honeys or possible addition of sugars to the
honey powder.

Fructose and glucose were the major constituents of LHP. Table &
shows that among the carriers, only AG had a little amount of both
monosaccharides. In most LHP, fructose was higher than glucose,
although there were some exceptions. Sucrose was not detected in any
powder. In chromatographic methods, both gas chromatography and
HPLC, %RSD of around 3% are considered acceptable. A very good
chromatographic method may have values around 1% RSD, being
common in literature papers with values of 6%, 7% or even 8%.
Assuming a method with a 1% RSD, a value lower than 1% sucrose is not
analytically significant, which may explain why in our study values of
0.00 were obtained. Actually, we verified that there were small sucrose
peaks in the chromatograms, but after dividing this value by the
considerably higher area of mannitol (used as internal standard), and

Proline (mg/100 g of powder in dry matter) of carriers and powder honeys obtained by spray (SP), vacuum (VC) and freeze (I'Z) drying, using Arabic gum (AG), whey

(WII) and maltodextrin (MD) (n = 3).

LIPl LIP2 LIP3
sp Ve 74 sp Ve |74 sp ' FZ
AG  25.62 + A31.48 = A29.45 — B42.44 + 850,73 + A37.05 + ©65.68 +1.75,  "25.81 + $31.88 + €43.53 +
2.23 1.75, 0.97, 0.56, 1.37, 1.05, 2:37; 1.78, 1.02;
WH 7570 & %60.78 + 431,16 = P65.34 &+ 788,16 - “38.61 = ©108.99 + ©65.95 + 429,43 + B56.82 &
5.04 0.86, 111 3.65, 1215 1.42, 3.81p 2.37, 072, 2.05,
MD  8.21+023 P2540 + 421.96 + ©36.03 + 738.16 + A24.75 + 67.70 £0.17,  *21.39 + *19.56 + P35.73 +
0.11, 0.88, 1.05, 1.80, 0.50, 1.44, 1.01, 1.51,

A-C: Different letters showed significant differences (p < 0.05) between drying procedures for each honey and carrier.

a

c: different letters showed significant differences (p < 0.05) between carries for each honey and drying procedure.
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Table 8
Fructose and glucose obtained by CG-MS expressed in dry matter (g/100 g of dry powder) of carriers and powder honeys obtained by spray (SP), vacuum (VC) and
freeze (FZ) drying, using Arabic gum (AG), whey (WH) and maltodextrin (MD) (n = 1).

Fructose

LHP1 LHP2 LHP3

sp vc FZ SP v FZ SP vc Fz
AG 0.36 29.41 32,18 27.61 28.74 24.46 27.13 27.62 32.96 27.98
wi 0.00 28.99 31.82 31.15 27.97 28.76 30.21 29.71 25.57 31.68
MD 0.00 27.40 26.00 30.43 23.88 32.21 26.47 25.63 24.16 32.13
Glucose

LITP1 LIP2 LHP3

sP vC FZ sp vC ¥Z sp vC FZ
AG 0.25 24.68 27.52 21.53 25.46 29.74 21.38 23.57 29.43 21.91
WH 0.00 22.77 26.19 24.30 22,69 27.91 24.10 25.16 27.90 27.06
MD 0.00 25.38 21.83 26.50 23.26 32.93 27.15 26.58 25.13 28.36

after taking this value of the division to the calibration curve of sucrose,
values of 0.00 were obtained in all cases for the powdered honeys of our
study. What is clear, however, is that sucrose contents decreased after
drying treatment. Therefore, if high sucrose contents were detected in a
powdered honey, it is likely that sucrose was added to the powder.

We did not find a clear trend regarding sugar composition in relation
with the drying procedure or with the carrier used, although LHP
showed lower quantity of sugars than LH. Comparing our results with
those of other studies, lower values were obtained by Nurhadi et al.
(2012) in SP and VC honey powders with AG and MD, while higher
values were shown by Kozlowicz et al. (2020) and Tomezyk, Zaguta,
Tarapatskyy, Kacaniovd, and Dzugan (2020) in SP powders with MD
(fructose: 30.6-39.5%, glucose: 27.2-51.6%).

3.2.5. Sensory analysis

The first part consisted of establishing a previous descriptive quan-
titative sensory profile of LHP. Nineteen attributes were assessed, from
which six features (floral olfactory characteristic, floral and candy
flavour descriptor, sweetness, viscosity and waxy), together with the

0 floral
)

5

General pereeption F floral

wasy, unctuous F candy

viscosity sweetness

=SP-AG ==SP-WH ==SP-MD ==¥C-AG ==VC-WH ==VCMD ==FZ-AG ~FZ-WH ~FZ-MD

Fig. 5. Diagram that represent the mean (n = 7) of the sensorial deseriptive
analyses performed by experts, in LHP1 obtained by spray (SP), vacuum (VC)
and freeze (FZ) drying, using Arabic gum (AG), whey (WH) and maltodextrin
(MD) as carries.

general perception were chosen for a second step, after performing a
statistical study of significant differences (p < 0.05). Fig. 5 shows the
average for each attribute for each LHP. WH-LHP were described as very
tasteless, with extremely weak odours and flavours, high viscosity and
poor general perception. AG-LHP were described as having higher vis-
cosity, being waxier and exhibiting floral odour and better flavour
perception. MD-LHP were the most appreciated, obtaining the highest
punctuation regarding general perception. VC-MD-LHP and FZ-MD-LHP
showed the highest score for floral odour and flavour as well as for
sweeteness, and the lowest for viscosity and waxy perception. VC-LHP
had higher candy flavour and FZ-LHP had higher floral odour. SP-LHP
were the worst scored by the panel, having been deseribed as the most
viscose. Literature references show that only Nurhadi et al. (2012)
performed a sensory analysis where the honey powder made by VC was
more appealing than honey powder made by SP taking into consider-
ation aroma and taste. These authors also found that the use of MD
increased the sensory acceptance. With the results of the sensory anal-
ysis, a PCA was performed. The first principal component described
43.48% variance, while the second component described 29.97%
(Fig. 6A and B). PC1 was mainly defined by general perception, viscosity
and waxy perception, while PC2 was mainly defined by floral odour and
candy flavour. The powders could be divided into three different groups:
group 1, where VG-MD-LHP and FZ-MD-LHP were included, being the
most appealing powders in terms of general perception, higher floral
sweet flavours; group 11, where WH-LHP and VC-AG-LHP were included,
being the less appealing powders characterized by weak floral odour and
flavour; and group III, where SP-AG-LHP, SP-MD-LHP and FZ-AG-LHP,
where included, being these powders characterized by lower sweet-
ness and candy flavour. The same division of powders into clusters was
observed in the dendrogram chart (Fig. 6C). Thus, it can be concluded
that the drying method, the type of carrier and the honey content highly
influence the powder’s sensory acceptance.

4, Conclusion

For first time, three different drying procedures (SP, VC and FZ) and
three different carrier agents (AG, WH and MD) were researched to
make powdered honeys. Unlike SP, both VC and FZ were the procedures
that provided higher recoveries and higher honey final concentrations in
the powders using each carrier agent. The most suitable carrier agent
was MD, because with it, lower moisture, higher solubility and lower
hygroscopicity were accomplished. VC-MD-LHP and FZ-MD-LHP ach-
ieved higher recoveries and the best sensory characteristics, with
stronger floral odours and flavours, stronger sweetness, lower viscosity
and lower waxy perceptions.
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Honey powder is being increasingly used in food, cosmetic and pharmaceutical industry, because it avoids in-
conveniences of raw honey, such as high viscosity, stickiness and formation of sugar crystals. It is of paramount
importance to know if honey powders keep the features of raw honeys. This is the first study, in which total
phenolics, total flavonoids, and biological properties of ling-heather (Calluna vidgaris (L.) Hull) honey powders
obtained by different drying methods (spray drying, vacuum drying and freeze drying), using different carriers
(Arabic gum, whey protein isolate and maltodextrin) were assessed. Results showed that all the drying pro-
cedures and carriers retained the honey phenolics in the honey powders. Honey powders’ antioxidant activities
against different free radicals (ABTS®', ROO®, "OH and O, ) were higher than those of the raw honeys, while
honey powders™ anti-inflammatory and antimicrobial activities against several microorganisms (Staphylococeus
arrens, Listeria monocytogenes and Escherichia coli) were lower. Concentration of honey in the powder and type of
carrier used for dehydration were the key factors for the quality of honey powders. However, the drying pro-

cedure did not strongly infllucnce the parameters and propertics studied.

1. Introduction

Nowadays, there is a high consumer demand for foods that promote
health benefits, such as honey. Honey is a natural foodstuff produced by
bees that has been used since ancient times as a traditional medicine for
wounds, microbial infections, and burns, among other conditions
(Bogdanov, 2016). Many research papers highlight a variety of poten-
tially functional properties of honeys (Alevia et al., 2021; Molan, 1992;
Seraglio et al., 2019; Alvarez-Sudrez, Tulipani, Romandini, Bertoli, &
Battino, 2010), mainly attributed to phenolic compounds, organic acids,
amino acid, enzymes and Maillard reaction products (Alvarez-Sudrez
et al., 2010; Bogdanov, Jurendic, Sieber, & Gallmann, 2008). Honey is
increasingly used as sugar’s substitute in candies, confectionery and
bakery products, being also added to different foods, such as sausages,
beef patties, fish, fruits and vegetables, in order to extend their shelf life,
and/or to enhance their bioactive properties (Chen, Mehta, Berenbaum,
Zangerl, & Engeseth, 2000; Hakim, Tjahjaningsih, & Sudarno, 2019;
Johnston, Sepe, Mianeo, Brannan, & Alderton, 2005; Péttorak et al.,
2018), Nevertheless, the uses of honey are limited because of its high
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viscosity, stickiness and the formation of glucose crystals, causing
handling preblems (Suhag, Nayik, & Nanda, 2016). To solve them,
recent studies were focused on making honey powders appealing to the
consumers, with optimal physicochemical properties that could be
easily stored, transported and mixed with other food products, such as
bread and turkey breast meat (Antony, Rieck, & Dawson, 2000; Ram,
2011; Rivero, Archaina, Busquet, Baldi-Coronel, & Busch, 2021; Sam-
borska, 2019; Suhag, Nayik, Karabagias, & Nanda, 2021). However,
powdered honey is difficult to make, because of the growing stickiness
produced as a consequence of the drying procedure. The stickiness is due
to the chemical composition of honey, mainly to the low molecular
weight sugars, such as glucose and fructose, which exhibit low glass
transition temperatures (T,) (31 and 5 °C, respectively) (Jayasundera,
Adhikari, Aldred, & Ghandi, 2009). The T; of honey vary between —27
and —51 °C (Osés et al., 2021; Sramek, Woerz, Horn, Weiss, & Kohlus,
2016). Honey powder is commonly obtained by different procedures,
being spray drying the most researched (Jedlinska et al., 2019; Sam-
borska, 2019; Shi, Fang, & Bhandari, 2013; Suhag & Nanda, 2015).
Other procedures, such as vacuum drying (Nurhadi, Andoyo, Mahani, &
Indiarto, 2012; Sahu, 2008), freeze drying (Rivero et al., 2021; Sramek
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Abbreviations

SP spray drying

vC vacuum drying

FZ freeze drying

MD maltodextrin

AG Arabic gum

WH whey protein isolate

LH Ling-heather honey

LHP Ling-heather honey powder

et al., 2016), microwave-vacuum (Cui, Sun, Chen, & Sun, 2008), vac-
uum puffing (Sahu & Devi, 2013), and foam-drying (Sramek et al., 2016)
are also described as common drying techniques. To obtain honey
powder avoiding the problems related to stickiness, the use of carriers
that increase the Ty is of utmost importance. The carriers more
frequently used to make honey powder are maltodextrin, Arabic gum,
whey protein isolate or sodium caseinate (Samborska, Langa, Kamin-
ska-Dworznicka, & Witrowa-Rajchert, 2014; Suhag & Nanda, 2017).
Nutriose or skimmed milk powder were also employed in order to in-
crease the nutritional value of the honey powder (Samborska et al.,
2020). Most research about dried honey aims attention at physico-
chemical properties such as colour, Ty, hygroscopicity, solubility, tapped
density, moisture, water activity, sugar composition, proline, morpho-
logical properties and sensory features (Nurhadi et al., 2012; Osés et al.,
2021; Samborska, 2019; Shi et al., 2013). There are much less studies
about beneficial parameters of honey powders, being limited to total
phenolics and antioxidant capacities, such as FRAP, CUPRAC, DPPH and
TEAC, using different polyphenols’ extraction procedures. Suhag and
Nanda (2016) obtained honey powders’ phenolic extract with acetone
60%, stirring 30 min at 30 °C; Bansal, Premi, Sharma, and Nanda (2017)
with methanol, centrifuging 10 min; Samborska et al. (2020) with 70%
acetone, shaking 2 h, and then by static extraction at 4 °C during 24 h,
followed by shaking 30 min and eventually filtering. The latter pro-
cedure was modified by Jedlinska et al. (2021), dissolving the powder in
water and ethanol instead using acetone 70%, while Baranska, Jed
linska, and Samborska (2021) and Tomczyk, Zagula, Tarapatskyy,
Kacdniovd, and Dzugan (2020) dissolved the honey powder only with
distilled water. The use of different extraction procedures for honeys’
phenolics makes it difficult the comparison of results among papers on
dried honeys, as well as on both dried and raw honeys, in which phenolic
extracts were mostly obtained employing amberlite or SPE
(Baltrusaityte, Venskutonis, & Ceksteryté, 2007; Sancho et al., 2016).
All the mentioned research on phenolic extracts of dried honeys was
done in powders obtained by spray drying. Only Rivero et al. (2021)
assessed the antioxidant activity of honey powder obtained by lyophi-
lization. Tomczyk et al. (2020) also evaluated the antimicrobial activity
of honey powder obtained by spray drying using maltodextrin as carrier.
Antioxidant activities of honey powders against free radicals particu-
larly damaging to living organisms, such as peroxyl (ROO®), hydroxyl
(*OH) and superoxide (O2*) have not been researched, so far. Moreover,
no scientific paper has been published dealing with antioxidant, anti-
microbial or anti-inflammatory activities of honey powders obtained by
different drying procedures using different carries. Therefore, the aim of
this study was to research to which extent the quantity of polyphenols,
antioxidant, antimicrobial and anti-inflammatory activities of honeys
were modified in honey powders obtained with different treatments
(spray drying, vacuum drying and freeze drying) using different carriers
(maltodextrin, Arabic gum and whey).
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2. Materials and methods
2.1. Standards, reagents and apparatus

Arabic gum (Sigma-Aldrich, 30888). Whey protein isolate with a
protein content of 90% (Myprotein, Manchester, UK). Maltodextrin of
dextrose equivalent 20 (Calaf Nuances, Barcelona, Spain). Methanol,
sodium carbonate, sodium chloride, sodium hydroxide, potassium hy-
droxide, potassium persulfate, Fe(NH4)2(S04)2, EDTA, acetic acid, for-
mic acid, p-dimethylaminobenzaldehyde, HCl, HySO4, H0j, Baird
Parker agar (BP), Trypone bile x-glucuronide agar (TBX) and egg yolk
tellurite sterile emulsion (VWR International Eurolab, part of Avantor,
Llinars del Vallés, Spain). Gallic acid, NaNO3, Na3SO4 and catechin
(Panreac, Barcelona, Spain). AlCl; and fluorescein sodium salt (Fluka
Chemie GmbH, part of Sigma-Aldrich, Buchs, San Galo, Switzerland).
NapHPO.,, NaH,PO, (Scharlab, Sentmenat, Spain). Potassium tetrabo-
rate, nitro-blue tetrazolium, sodium benzoate and uric acid (Alfa Aesar,
part of Thermo Fisher, Kandel, Rheinland-Pfalz, Germany). Nutrient
broth No. 2 (NB), brain heart infusion (BHI), agar technical No. 2 and
Ringer solution (Oxoid, part of Thermo Fisher, Basingstoke, Hampshire,
UK). Microinstant Listeria Agar Base (LAB), Listeria enrichment sup-
plement Ottaviani & Agosti and Listeria Selective Supplement (Scharlau
S.L., Senmanat, Spain). Folin-Ciocalteu phenol reagent, quercetin,
dinitrophenylhydrazine, 2,2’ -azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sul-
phonic acid) (ABTS), 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carbox-
ylic acid (Trolox), thiobarbituric acid, xanthine, xanthine oxidase
(10110434001), 2,2’ -azobis(2-amidopropane) dihydrochloride (ABAP),
N-acetyl-p-glucosamine (NAG), hyaluronic acid sodium salt from Strep-
tococcus equi (53,747), bovine serum albumin, hyaluronidase from
bovine testes type IV-S (1400 U/ml, H3884) (Sigma-Aldrich, part of
Merck, Steinheim, Nordrhein-Westfalen, Germany). Water was deion-
ized using a Milli-Q water purification system (Millipore, part of Merck,
Bedford, MA, USA). Absorbances were measured with a 400Bio UV—vi-
sible spectrophotometer (Varian, Mulgrave, Vic., Australia). Fluores-
cence measurements were measured with a Varioskan LUX microplate
reader (Thermo Fisher).

2.2. Samples

Sampling comprised three ling-heather (Calluna vulgaris (L.) Hull)
honeys (LH), named as LH1, LH2 and LH3 and their corresponding
powders (LHP) named as LHP1, LHP2 and LHP3. Honeys" botanical
origins were ascertained by both melissopalinology (Louveaux, Maur-
izio, & Vorwohl, 1978; Terradillos, Muniategui, Sancho, Huidobro, &
Simal-Lozano, 1994; Von der Ohe, Persano Oddo, Piana, Morlot, &
Martin, 2004) and sensory analyses (Marcazzan, Mucignat-Caretta,
Marchese, & Piana, 2018; Persano Oddo & Piro, 2004; Piana et al.,
2004). LH1 and LH2 were heather honeys, in which the relative fre-
quency of the sum of bell-heather (Erica spp.) and ling-heather pollen
was higher than 45%, being the relative frequency of ling-heater pollen
higher than 20%. In contrast, the relative frequency of the sum of
bell-heather and ling heater pollens in LH3 did not reach 45%, being the
relative frequency of ling-heater pollen higher than 15%. Calluna vul-
garis (L.) Hull pollen can be under-represented in ling-heather honeys
(Von der Ohe et al., 2004), so that samples with 10% relative frequency
Calluna pollen can be ling-heather unifloral honeys if their attributes
correspond with those of ling-heather. The three samples (LH1, LH2 and
LH3) had noticeable sensory properties of ling-heather honeys, such as
dark reddish tone, woody warm floral flavour, medium bitternes and
long aftertaste persistence (Persano Oddo & Piro, 2004), among others,
so that all of them could be commercialized as unifloral ling-heather
honeys. Powders (27 samples) were obtained with three drying
methods: spray drying (SP), vacuum drying (VC) and freeze drying (FZ),
using for each procedure three different carriers: Arabic gum (AG), whey
protein isolate (WH) and maltodextrin (MD). All drying procedures were
described in detail in a previous paper (Osés et al., 2021), as well as in
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the supplementary file (S1).
2.3. Analysis of biological properties

In LH and LHP, total phenolics, flavonoids, antioxidant activity
against four radicals, anti-inflammatory and antimicrobial activity
against Staphylococeus aureus, Listeria monocytogenes and Escherichia coli
were determined in triplicate.

2.3.1. DPhenolic extracts

Phenolic compounds of LH (5.00 g) and LHP (2.00 g) samples dis-
solved in 20 mL acidified distilled water (pH = 2, with HCl), were
extracted by solid phase extraction (SPE) with 5 mL methanol (Sancho
et al.,, 2016), using SPE Strata-X PRO columns (200 mg/6 ml; Phe-
nomenex, Torrance, CA, USA) and a manifold (Phenomenex). The ex-
tracts were kept frozen (—30 °C) in amber glass bottles until analysis.

2.3.2. Total phenolics’ content (TPC)

TPC were determined in LH, LHP and their corresponding meth-
anolic extracts (Meda, Lamien, Romito, Millogo, & Nacoulma, 2005).
Honey (10.0 g/100 ml distilled water) and powders (0.5 g in 5 ml of
distilled water) samples were filtered through a Whatman n® 40. The
samples (100 pL of dissolved LH and LHP or 100 pL of methanolic ex-
tracts), were mixed with 500 pL 0.2 mol/L Folin-Ciocalteu reagent. After
5 min, 400 pL of NaCO3 (75 g/L) were added and the samples were
incubated 2 h at room temperature. Absorbance was measured at 760
nm, using gallic acid (GA) as standard for the calibration curve (5-500
mg/L). Results were expressed as mg GA/100 g dry honey or 100 g dry
honey powder.

2.3.3. Total flavonoids

LH and LHP flavonoids’ determinations were carried out on meth-
anolic extracts. Two types of flavonoids were determined flavone/
flavonol and flavanols.

Flavone/Flavonol content was analysed by the reaction of these
flavonoids with AICl; in neutral medium (Meda et al., 2005). 500 pL
methanolic extracts were mixed with 500 pL AICl3 (2% in methanol).
After 10 min the absorbance was read at 415 nm, using quercetin (Q) as
standard for the calibration curve (1-200 pg/ml). For each sample
colour correction was needed, replacing AICl3 by methanol. Results
were expressed as mg Q/100 g dry honey or 100 g dry honey powder.

Flavanols were analysed by reacting with AlCl; in alkaline medium
(Pekal & Pyrzynska, 2014). 500 pL methanolic extracts were mixed with
150 pL NaNO; (5 g/100 mL). After 5 min, 250 pL AlCl3 (2 g/100 mL in
methanol) was added and mixed. After 6 min, 250 pL NaOH 1 mol/L was
added. After 10 min at room temperature, the absorbance was read at
510 nm, using catechin (Ct) as standard for the calibration curve (1-100
pg/ml). Results were expressed as mg Ct/100 g dry honey or 100 g dry
honey powder.

2.3.4. Antioxidant activities

Antioxidant capacity by ABTS"™ scavenging activity test: Trolox equiv-
alent antioxidant capacity (TEAC) of LH (0.5 g in 1 ml of water) and LHP
(0.1 gin 1 ml of water) was evaluated following the steps detailed in the
paper of Osés et al. (2020) based on the method of Re et al. (1999)
modified by Sancho et al. (2016). ABTS*" scavenging by the sample was
spectrophotometrically measured at 734 nm, using Trolox (T) as stan-
dard for the calibration curve (0.625-3 mmol/L). Results were expressed
as pmol T/100 g dry honey or 100 g of dry honey powder.

The concentration of aqueous LH and LHP solutions was 0.1 g/ml for
the measurement of the oxygen radical absorbance capacity (ORAC),
which determines antioxidant activity against ROO®. Antioxidant ca-
pacities as radical-scavenging effect on *OH (AOA) and O5* (SRS) were
assessed on 75% LH and 75% LHP aqueous solutions. ORAC, AOA and
SRS analytical procedures were carried out following the steps detailed
by Osés et al. (2020).
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ORAC was determined by fluorescence (being excitation and emis-
sion wavelengths 485 nm and 520 nm, respectively). Peroxyl radicals
reacted with fluoresceine disodium releasing a nonfluorescent product.
In a system, in which the diluted samples LH and LHP had been added,
fluorescence was measured following Osés et al. (2020) procedure.
Either to 187 pl sample diluted in buffer (75 mmol/L sodium phosphate,
pH 7.4), or to 187 pl buffer (75 mmol/L sodium phosphate, pH 7.4) or to
a mixture of 181 pl buffer (75 mmol/L sodium phosphate, pH 7.4) and 6
pl 0.2 pmol/L T solutions, 3 pl 4.1 pmol/L fluorescein disodium was
added, in a 96-well white plate (Greiner Bio-one, San Sebastian de los
Reyes, Madrid, Spain) keeping the plate at 37 °C, 5 min. Then, 10 pl,
0.37 mol/L ABAP was added to the mixture and measured at 37 °C every
5 min throughout 90 min. The results were expressed as pmol T/g dry
honey or g of dry honey powder using the following equation:

ORAC (pmel T/g) = [(arca sample — arca blank)/((area T - arca blank)/pmol
I

AOA was carried out by Koracevic, Koracevic, Djordjevic, Andre-
jevie, and Cosic (2001) method, which spectrophotometrically (532 nm)
measured the ability of the diluted samples (75% LH and 75% LHP) for
overriding the TBARS (thiobarbituric acid reactive substances), released
from the reaction of "OH and benzoate. *OH were produced by a Fenton
type reaction of H>05 plus Fe-EDTA complex. 1 mmol/L uric acid (UA)
in NaOH (5 mmol/L) was used as standard, expressing the results as
mmol UA/100 g dry honey or 100 g dry powder.

SRS: 0" was generated by the xanthine-xanthine oxidase system
(Kiigiik et al., 2007). The capacity of the diluted samples LH and LHP for
inhibiting O," was spectrophotometrically measured (560) nm,
expressing the results as % inhibition = (A — (M-B)/A) x 100, where A
was the absorbance in the positive control (in which buffer replaced
sample), M was the absorbance of each sample reaction and B was the
absorbance of blank samples (in which buffer replaced the enzyme).

2.3.5. Anti-inflammatory activity

Anti-inflammatory activity of LH and LHP (75% in water) was
assessed by hyaluronidase inhibition assay (Ferreres et al., 2012), based
on the mechanism of the Morgan-Elson reaction with few modifications
described by Oses et al. (2020). Hyaluronidase activity was defined as 1
unit (U) of hyaluronidase that catalyzes the liberation of 1 pmol NAG per
min under specified conditions. NAG standard solutions (in the range
between 0 and 2 pmol per test), were used as standard for calibration
curves. Absorbance was read at 586 nm against a blank, in which buffer
replaced hyaluronidase. With the NAG produced by each enzymatic
reaction and using the linear regression equation, the percentage of
enzyme inhibition was calculated as % Inhibition = (A - B/A) x 100,
where A was pmol NAG in the positive control (in which buffer replaced
sample), and B was pmol NAG of each sample reaction.

2.3.6. Antimicrobial activity

Antimicrobial activity of LH and LHP were assayed by broth micro-
dilution method against three bacteria: Staphylococcus aureus CECT 435,
Escherichia coli CECT 99 and Listeria monocytogenes CECT 934 (Spanish
Type Culture Collection, Valencia University, Spain). Stock cultures
were maintained on NB for St aureus and E. coli or BHI for
L. monocytogenes, with glycerol (20%) at —80 °C. Bacterial inoculum was
prepared in NB or BHI at 37 “C, 24 h. Sterile Ringer was used to prepare
the cell suspensions to 6 log CFU/ml (determined using plate counts).
Sterile 96 well round bottomed polystyrene microtitre plates (Brand,
Wertheim, Germany) were used.

For each sample, 8 different LH and LHP concentrations (70 g/100
ml, 60 g/100 mL, 50 g/100 mL, 40 g/100 mL, 30 g/100 mL, 20 g/100
mL, 10 g/100 mL and 5 g/100 mL) were studied. Each sample at each
concentration was dissolved in the corresponding broth for each bac-
terium. Then, 20 pl of the corresponding microorganism (6 log CFU/ml)
was inoculated into a final volume of 200 pl, obtaining a final 5 log CFU/
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ml microorganism concentration (verified using plate counts). The 96
bottomed plates were incubated at 37 °C, 24 h. After incubation, a
turbidity due to the precipitate produced by the microorganism growth
was observed. The minimal inhibitory concentration (MIC) was
described as the minimal LH or LHP concentration at which no bacte-
rium growth was visible on the plate. Eventually, 10 pl from each
bottomed plate was incubated at 37 °C, 24 h, in plates with specific agar
for each microorganism (BP for St. aureus, LAB for L. monocytogenes and
TBX for E. coli), thus determining the minimal bactericidal concentra-
tion (MBC), described as the minimal LH or LHP concentration at which
no bacterium was visible on the plate.

2.4. Statistical analysis

One-way analysis of variance (ANOVA) and multifactor ANOVA
were use followed by Tukey’s honestly significant difference test (p <
0.05). Pearson correlations, principal components analysis (PCA) and
cluster analysis (furthest neighbour method and squared Euclidean
distance), were applied to the results. Statistical software Statgraphics
Ceturion XVIII (Statgraphics Technologies, Inc., The Plains, VA, USA)
was used.

3. Results and discussions
All data, except % inhibition (SRS and anti-inflammatory activity)

and MBC were expressed on dry basis (d.b.) for a proper comparison of
LH and LHP data.

3.1. Phenolics, fl ids and L I properties of ling heather honeys

Table 1 shows averages and standard deviations of the results cor-
responding to LH. TPC varied between 81 and 272 mg GA/100 g d.b.
TPC of methanolic extracts were quite lower (11-22.3 mg GA/100 g d.
b.). These values agreed with the results obtained by other authors that
ranged between 110 and 195 mg GA/100 g in heather honeys and be-
tween 15.6 and 60.3 mg GA/100 g in extracts (Kaygusuz et al., 2016;
Sancho et al., 2016; Starowicz, Ostaszyk, & Zielinski, 2021). Lower TPC
of methanolic extracts were expected, because Folin-Ciocalteu reagent
also quantifies other reducing compounds, such as sugars (Petretio,
Cossu, & Alamanni, 2015) that are present in crude samples, but not in
their methanolic extracts.

Flavones and flavonols ranged between 0.71 and 1.69 mg Q/100 g d.

Table 1

Averages and standard deviations (n = 3) of total phenols, flavonoids, antioxi-
dant activities against ABTS"", ROO*, 0,* and *OH radicals, anti-inflammatory
and antimicrobial activities against St anrens, L. monocyiogenes and E. coli of
ling-heather honeys (LII1, LH2, and LH3) used to make the honey powders. All
results are expressed on dry basis.

LH1 LH2 LH3
Total phenels (mg GA/100g) 272 + 15% 169=1" 81+£3°
Total phenols in methanolic extract ~ 22.3+0.4% 214 =01  11.0 = 0.4°
(mg GA/100g)
Total flavones/flavonols (mg Q/ 1.50 + 1.69 = 0.71 =
100g) 0.03" 0.05° 0.01°
Total flavanols (mg Ct/100 g) 424 + 442 = 2,08 =
0.19* 0.05" 0.06"
TEAC (ABTS'*) (pmol T/100g) 240 £23° 449 £ 21°  12322°
ORAC (ROO") (pmol T/g) 37.0-46" 44.0=1.1° 363+ 14"
AOA (*OH) (mmol UA/100 g) 0.047 + 0.049 + 0.052 +
0.010" 0.008° 0.012°
SRS (0;") (% inh) 5341° 78+1% 25£2°
Anti-inflammatory activity (% inh) ~ 54.2+ 03"  46.6 =0.7°  53.0 = 0.3"
MBC St. aureus 40+£0° 50" <5+0"
MBC L. monocytogenes 20+0° 10+0" 20+0°
MBC E. coli 40-+0° 20+0" 20+0"

inh = inhibition; Different lowercase letters (a-c) indicate significant differences
(p < 0.05) between honey,
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b., which were lower than the ranges obtained by other researchers in
heather honeys with values between 2.4 and 21 mg Q/100 g (Aazza,
Lyoussi, Antunes, & Miguel, 2013; Kivima et al., 2021; Rodriguez—-
Flores, Escuredo, Seijo-Rodriguez, & Seijo, 2019). Flavanols ranged
between 2.08 and 4.42 mg Ct/100 g d.b.

TEAC, ORAC, AOA and SRS exhibited by LH samples brought to light
that TEAC (20-825 pmol T/100 g d.b.), and AOA (<0.15 mmol UA/100
g d.b.) results were similar to those obtained by other researchers
(Gorjanovi¢ et al., 2013; Osés, Pascual-Maté, Fernandez-Muino,
Lopez-Diaz, & Sancho, 2016} in different honeys. However, higher
ORAC values than those obtained in this study were described in other
papers, with results of 22.6 pmol T/g d.b. for heather honeys (Aazza
et al., 2013). Regarding SRS, LH (750 mg/ml) showed a O;* inhibition
between 25% and 78%. In another study carried out on chestnut,
rhododendron and heterofloral honeys, the I1Cs ranged between 5.2 and
7.6 mg/ml (Kiiciik et al., 2007).

Anti-inflammatory activity of LH ranged from 46.6 to 54.2%, being
around 0.75 g/ml (75%) the ICsg. The results for this activity were
similar to the anti-inflammatory capacities described by Osés et al.
(2016) and Osés et al. (2020) for other Spanish Ericaceae honeys, but
lower than the data of Kolayli, Sahin, Can, Yildiz, and Sahin (2016)
obtained in Turkish heather honeys (0.17-0.22 g/ml).

The three LH showed antimicrobial activity against the three studied
pathogens. MBC varied between < 5% and 40%. St. aureus was the most
sensitive microorganism, and E. coli the most resistant one. For heather
honeys, other researchers obtained MBC ranging from 4.7 to 37.5%
against St. aureus (Osés et al., 2016; Salonen, Virjamo, Tammela, Fauch,
& Julkunen-Tiitto, 2017).

3.2. Powdered honeys

3.2.1. Phenolics and flavenoids

Both WH and WH-LHP clearly showed the highest TCP (Fig. 1A). WH
increased the values obtained for the corresponding LH between 300
and 1300%. The very high values of TPC obtained for WH-LHP were
probably due to the high proteins’ content of WH (>>90%) that also
reacted with TFolin-Ciocalteu reagent (Singleton, Orthofer, &
Lamuela-Raventos, 1999). AG-LHP and MD-LHP exhibited retentions
between 39 and 106% compared to raw LH honeys. In comparison with
MD-LHP and WH-LHP, AG-LHP showed higher TPC by SP and VC.
Regarding FZ, no significant differences were found between TPC of
FZ-AG-LHP and FZ-MD-LHP, probably because of the amount of honey
in the powdered samples that was around 75% honey in all FZ-LHP. In
contrast, the content of honey in SP-AG-LHP was around 60%, in
VC-AG-LHP was around 75%, in SP-MD-LHP was around 50% and in
VC-MD-LHP was around 60%. With regard to the dehydration tech-
nique, in general VC-LHP exhibited the highest TPC, probably due to the
Maillard reaction compounds formed during the dehydration procedure
at 60 °C/72 h. Therefore, drying procedure, carrier used and their
interaction significantly influenced TPC (Table 2).

In order to eliminate the interference of sugars (from honey), and
proteins (mainly from WH), in analysis of TPC, measurements of this
parameter were cartied out in methanolic extracts (Fig. 1B). As ex-
pected, TPC results were lower in powders’ extracts than in LHP. In
contrast to drying procedures, studied carriers and their interaction with
drying procedures showed no influence on TPC (Table 2). LHP extracts
obtained from LH3 exhibited the lowest values (5-16 mg GA/100 g d.
b.), while the extracts obtained from LH1 showed the highest results
(22-37 mg GA/100 g d.b.}, which were in accordance with the data of
LH. Similar values (28.6 mg GA/100 g) were obtained by Samborska
et al. (2020) for SP honey powders obtained with MD at 50%, while
Suhag and Nanda (2016) and Tomczyk et al. (2020) obtained higher TPC
(29.6-51.1 mg GA/100 g) in SP powders with AG, WH or MD. These
slight differences could be due to the use of different honeys, but also to
different phenol's extraction procedures used by each research team.
Higher TPC were obtained by other authors (Suhag et al., 2016), adding
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Fig. 1. Total phenols (mg of GA/100 g dry basis (d.b.)) of carriers and honey powders (A) and their methanolic extracts (B) obtained by spray (SP), vacuum (VC) and
freeze (FZ) drying, using Arabic gum (AG), whey (WH) and maltodextrin (MD) (n = 3). Error bars represent the standard deviation for each data point. Different
capitals letters (A—C) indicate significant differences (p < 0.05) between drying procedures for each honey and carrier. Different lowercase letters (a—c) indicate
significant differences (p < 0.05) between carriers for each honey and drying procedure.

Table 2

Effect of interaction (Multifactor ANOVA), between drying procedures and carriers for phenols, flavonoids, antioxidant, anti-inflammatory and antimicrobial
activities.

Source TPC TPCex Flavon. Flavan. ABTS™ ROO* “OH 0" Anti-infl. St. aureus L. mone E. coli
A: Drying etk * NS B e * [ ke NS NS NS *

B Cariice e NS NS B — P o e o - NS NS
Interaction: AB R NS NS NS B NS i 2 ¥ NS WA *

‘TPC: Total phenolics’™ content; T'PCex: Total phenolics’ content in methanolic extracts; llavon.: lavone/Ilavonol; Ilavan: Ilavanols. Anti-infl.: anti-inflammatory; L.
mono: L. monocytogenes.

* p-value < 0.05.

** p-value < 0.01.

*** p-value < 0.001.

NS: non significant.

aonla and basil extracts to the honey powders (60-62 mg GA/100 g); or retained the TPC and none of the used drying procedure deteriorated

using skimmed milk powder (Samborska et al., 2020) as carrier (50-70 honey phenolics compounds. Conversely, other researchers observed
mg GA/100 g). Powders’ TPC showed a retention between 50 and 172% lower TPC in honeys dehydrated by SP at high temperature (Suhag et al.,
in comparison to raw honeys, and only three LHP were below 90% 2016).

retention. The results of LHP were higher than those obtained by Jed- Total flavanels in LHP ranged from 0.38 to 36.3 mg Ct/100 g d.b.

linska et al. (2021) in SP honey powders using Nutriose as carrier in a Total flavone/flavonols ranged between 0 and 3.6 mg Q/100 g d.b.
ratio 1:1 (retention of 41-59% in SP powders, and 80-91% using (Fig. 2). These results were higher than those obtained for raw honeys.
dehumidified air SP), probably because of the use of different honey Although all carriers seemed to somehow contribute or influence the
concentration, different carriers and different method for phenols flavonoids’ analyses, with regard to flavanols, results were neither
extraction. Therefore, regardless the diying method, all the LHP related to the drying method nor to the type of carrier. With regard to

@
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Fig. 2. Total flavanols (mg of Ct/100 g dry basis (d.b.)) and total flavone/flavonols (mg of Q/100 g dry basis (d.b.)) of carriers and honey powders obtained by spray
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flavones, results were slightly influenced by both factors, but not by
their interaction (Table 2). The obtained results confirmed that the total
amount of different flavonoids of honeys were completely retained in
the corresponding honey powders.

3.2.2. Antioxidant activity

Fig. 3 shows the antioxidant activity of all carriers and LHP against
the four studied radicals. Antioxidant activity of honey powders has not
been extensively studied, so far. Only four researchers determined TEAC
capacity against ABTS™ (Barariska et al., 2021; Mutlu & Erbas, 2021;
Rivero et al., 2021; Samborska et al., 2020), not there being any study
against peroxyl, hydroxyl and superoxide radicals. In this study, TEAC
(Fig. 3A) ranged between 201 and 754 pmol T/100 g d.b. for AG-LHP
and MD-LHP, and between 646 and 2518 pmol T/100 g d.b. for
WH-LHP. TEAC of LHP were higher than those of LH. LHP3 showed the
lowest TEACG, likewise its corresponding honey (LH3). All the carriers
exhibited high TEAC results, being partly responsible for the LHP
anti-ABTS"" capacities (Table 2). WP-LHP exhibited the highest TEAC
values, which could be attributed to the antioxidant activity of WH, due
to its hydrophobic and aromatic amino acids that can stabilize electron
deficient radicals by donating protons (Arranz et al., 2019). Similar re-
sults were reported by Mutlu and Erbas (2021) in honey-like powder
obtained by VC and SP, with TEAC values of 251 pmol T/100 g in
powders containing MD, 787 pmol T/100 g in powders containing AG
and 3017 pmol T/100 g in powders containing WH. Our results were
also comparable to those of Samborska et al. (2020), with a TEAC of 726
mg T/kg (= 290 umol T/100 g solids) in a honey powder obtained by SP
using MD, and values from 1080 to 1245 mg T/kg (= 431-497 pmol
T/100 g solids) in honey powders using skimmed milk as carrier. In
honey powders obtained by FZ using different WH and AG ratios, Rivero
et al. (2021) described TEAC values ranging from 5 to 10 mmol T/100 g,
also observing higher antioxidant activities in honey powders than in
the corresponding raw honeys (0.7-2.3 mmol T/100 g). These re-
searchers concluded that TEAC was mostly related to the type of honey
and its origin, not being much affected by the carrier ratio. In general,
with regard to the dehydration technique, VC-LHP provided the highest
TEAC, probably due to Maillard compounds that could contribute to
increase antioxidant activities against ABTS"! (Suhag & Nanda, 2017).
Mutlu and Erbas (2021) also described higher TEAC values for honeys
dehydrated by vacuum drying, in comparison with honey powders ob-
tained by other methods. TEAC results showed to be highly influenced
by the interaction between carriers and drying procedures (Table 2).

ORAC ranged between 197 and 333 pmol T/g d.b. for WH-LHP, from
24.5 to 69.2 pmol T/g d.b for AG-LHP and from 13.4 to 55.9 pmol T/g d.
b for MD-LHP, obtaining the following ORAC in decreasing order WH >
AG > MD (Fig. 3B). This order could be related to the carrier composi-
tion, as well as to the honey concentration, because SP-WH-LHP and VC-
WH-LHP samples had higher honey concentrations (75%) than SP-MD-
LHP (50% honey) and VC-MD-LHP (60% honey). An ORAC value of
23000 pmol T/100 g was reported for WH (Adjonu, Doran, Torley, &
Agboola, 2013).

AOA showed an enormous variability between samples and even for
the same sample (Fig. 3C). AOA results varied between 0 and 0.168
mmol UA/100 g d.b., being in almost all LHP higher than in LH
(Table 1). AOA seemed to be very influenced by the carrier (Table 2),
because MD exhibited the highest values, followed by AG, and then, by
‘WH. Conversely to what occurred with other antioxidant capacities, WH
did not show the highest AOA results, highlighting the importance of
using several methods against different free radicals to determine the
antioxidant activity, because no single method is capable of properly
assessing all antioxidant capacities. In general, with regard to the
dehydration technique, SP-LHP showed the highest AOA values,
meaning that the drying technique also influenced this activity, likewise
the interaction between carriers and drying procedures (Table 2).

LHP showed an SRS between 11% and 88%, presenting LHP2 the
highest radical inhibition (Fig. 3D), agreeing with the result of LH2
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(Table 1). WH exhibited an inhibition of 94%, obtaining WH-LHP the
highest inhibition percentage. Regarding the drying technique, SP-LHP
showed the lowest inhibition, and VC-LHP the highest. Other authors
assessed antioxidant activity of honey powders against other free radi-
cals, such as DPPH or FRAP (Jedlinska et al., 2021; Suhag et al., 2021;
Suhag & Nanda, 2016; Tomczyk et al., 2020), concluding that when SP
was used, the more the inlet temperature increased, the lower the
antioxidant activity was, because at high temperatures the phenols,
which are mainly responsible for antioxidant capacity, were easily
oxidized and degraded. These researchers also claimed that WH pro-
moted an increase of the antioxidant activity due to its superior
encapsulating properties.

The lower values of total phenols, flavonoids, TEAC and SRS ob-
tained for sample LH3 and its corresponding powders could be due to the
less purity in heather of LH3 in comparison with LH1 and LH2, even
although all samples were ling-heather unifloral honeys.

3.2.3. Anti-inflammatory activity

Fig. 4 shows the anti-inflammatory activity of the carriers and LHP.
Although, carriers did not exhibit any anti-inflammatory activity by
hyaluronidase inhibition assay, the use of different carriers seemed to
affect the retention of this honey activity, not there being a relation with
the drying procedure, or with the percentage of honey in the powder.
AG-LHP showed the highest inhibition percentage, meaning that there
was a complete retention of the raw honeys anti-inflammatory activities
(91-137%). However, in comparison with the corresponding LH anti-
inflammatory activities, MD-LHP retained between 77 and 145% anti-
inflammatory activity, and WH-LHP only between 6 and 17% anti-
inflammatory activity. Therefore, WH showed the lowest retention of
the components responsible for this activity. In strawberry tree honeys,
Osés et al. (2020) reported that honey anti-inflammatory activity was
mainly related to non-phenolic compounds, such as some volatile and
semivolatile substances.

3.2.4. Antimicrobial activity

The antimicrobial activity was evaluated in carriers and LHP at
concentrations between 5 and 70% using the broth microdilution
method (Table 3). Carriers did not show antimicrobial activity at that
concentrations, while LHP showed MBC between 10 and > 70%, which
were lower antimicrobial activities than those of their corresponding
LH. E. coli was the microorganism most sensitive to LHP, while
L. monocytogenes was the most resistant. Likewise, to what occurred with
LH, LHP1 showed the lowest antimicrobial activities, being these ca-
pacities similar in LHP2 and LHP3. WH-LHP and MD-LHP showed higher
activities than AG-LHP against St. aureus (Tables 2 and 3). With regard to
the drying procedures, FZ-LHP showed higher antimicrobial activities
than SP-LHP and VC-LHP against E. coli (Tables 2 and 3), which could be
due to the fact that during VC and SP samples are heated, in contrast to
FZ, which takes place in cold. Interaction between carriers and drying
procedures influenced antimicrobial activities against L. monocytogenes
and E. coli (Table 2). Tomczyk et al. (2020) also assayed the antimi-
crobial activity by agar well diffusion of honey powclers obtained by SP
using MD at 50%. These researchers observed that none of the samples
showed any antibacterial action against the microorganisms tested,
which could be due to losses of honey antioxidant thermolabile com-
ponents, to the 50% MD in the final product, or to the powder concen-
trations tested (12.5-50%) that were mnot enough to provide
antibacterial activities.

4. Statistical analysis

At 95% significance, TPCs were linearly correlated to TEAC (r =
0.8474), ORAC (r = 0.9136) and SRS (r = 0.617), whereas methanolic
extracts” TPCs were linearly correlated to flavanols (r = 0.4823) and
flavone/flavonols (r = 0.7190). These results bring to light that anti-
oxidant activities are related to phenolic compounds, as well as to other
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Fig. 4. Anti-inflammatory activity of carriers and

powdered honeys obtained by spray (SP), vacuum

(VC) and freeze (FZ) drying, using Arabic gum (AG),

whey (WH) and maltodextrin (MD). Error bars

represent the standard deviation for each data point.

Different capitals letters (A-C) indicate significant

wup  differences (p < 0.05) between drying procedures for

WH each honey and carrier. Different lowercase letters

mAG (a—¢) indicate significant differences (p < 0.05) be-

tween carriers for each honey and drying procedure
(n=3).

80 ]

Minimal bactericidal concentration (MBC) of carriers and honey powders obtained by spray (SP), vacuum (VC) and freeze (FZ) drying, using Arabic gum (AG), whey
(WH) and maltodextrin (MD) expressed as % honey against St. aureus, L. monocytogenes and F. coli. Triplicates show identical MBC for each sample. Different MBC

values indicate significant differences (p < 0.05) among samples.

S. aureus
LHP1 LHP2 LHP3
sP Ve FZ sP ve FZ SP VG FZ
AG >70 A70-20, A70L0y 26010y 45020, A50L0,, A50-L0, A7010, A60L0, A700,
WH =70 4570, 57040y A%70, 5200, A50-+0, $20+04 #2040, 43040, #2040,
MD >70 A570, As70, A60-+0, A30-0y, A30-+0y, B20+0 B20+0, A50+0, ©10+0.
L. monecytogenes
LHP1 LHP2 LHP3
sP Ve FZ sP Ve FZ SP VG FZ
AG 70 57010, B67-16y, 570, B37-t6y E3746, 4570, 27010, 25040y, 84716y,
WH =70 A%70, 4570, 4570, €20=0, BA7+6p 4570, €2040, 4270, B57+6,
MD >70 A70=0 A70£0; P00y, A70=0, A70£0, P57=61 P00, A>70, €200,
E. coli
LHP1 LHP2 LHP3
sP ve FZ ve FZ sp ve FZ
AG =70 A50=0y Ba0-+0, Ba0-+0y, 24040, B30-+0, A5040, A5040, Ba040,
WH =70 B50-+04, 40404, A~70, A30-+-04, AQT46, B2040, AB0+0, 520404
MD =70 636, 500, ©30=0, 1010, ©20£0, 300, A50£0, €2010,

A-C: Different letters showed significant differences (p < 0.05) between drying procedures for each honey and carrier,
a-c: different letters showed significant differences (p < 0.05) between carries for each honey and drying procedure.

non-phenolic substances, such as proteins or Maillard reaction products.
With the results of all the parameters, a PCA was carried out. The first
principal component explained a 34.78% of total observed variance,
while the second principal component explained a 22.30% of the total
observed variance (Fig. 5A and B). PC1 was mainly defined by TPC,
antioxidant and anti-inflammatory activities, while PC2 was mainly
defined by methanolic extracts’ TPC, flavonoids and antimicrobial ac-
tivities. LHP could be divided into two different groups. The first group
was placed on the right side of the axis and comprised WH-LHP that
were the honey powders with higher reducing components, TEAC,
ORAC and SRS and lower anti-inflammatory activity. The second group
was placed on the left side of the axis and comprised AG-LHP and MD-
LHP that were the honey powders with higher AOA and anti-
inflammatory activity. LHP1 was placed at the top, showing high fla-
vonoids’™ contents and the lowest antimicrobial activity (higher MBC).
Conversely, LHP3 was placed on the bottom, exhibiting the lowest fla-
vonoids” content and the highest antimicrobial activity. PCA showed no
differences among the drying procedures with regard to the studied
parameters. Cluster analysis also divided the samples into two groups in
a similar way as PCA (Fig. 5C). In the dendogram chart two clusters were
observed, the first one with WH-LHP and the second one with AG-LHP

and MD-LHP. LHP3 were slightly separated from the other samples in
each cluster. Thus, it can be concluded that the botanical species
contribution and the type of carrier influences the honey powder’s
biological properties.

5. Conclusions

All the drying methods and carriers retained the honeys® TPC and
flavonoids, although a harmonized procedure to extract honeys’ phe-
nolics is necessary for a proper comparison of results. Antioxidant ac-
tivities of honey powders were higher than those of the raw honeys. WH-
LHP showed the highest TEAC, ORAC and SRS, while MD-LHP showed
the highest AOA activity. Antioxidant activities of LHP depended on the
honey content in the powder, on the carrier used and on the drying
procedure. Anti-inflammatory activity of LH and LHP were similar when
AG was used as carrier, and decreased if WH or MD were the carriers.
Antimicrobial activities of LHP were lower than antimicrobial activities
of LH, due to the carrier dilution factor or to the degradation of ther-
molabile antimicrobial compounds. In general, biological properties of
honey powders were mainly influenced by the type of carrier used for
dehydration, being barely influenced by the drying procedure.
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Fig. 5. Loading plot (A) and scores plot (B) of Principal Components Analysis.
Dendrogram plot derived from hierarchical cluster analysis (C). ME-TPC: Total
phenols compounds in methanolic extracts; SP: Spray drying; VC: vacuum
drying; FZ: freeze drying; AG: Arabic gum; WH: whey; MD: maltodextrin;
1I: honey.
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Abstract: This study was aimed at researching the impact of the drying procedure (using the most
appropriate honey—maltodextrin concentration for each drying technique) and botanical origin of
honey on the physicochemical and potentially bioactive properties of honey powders that were
made using maltodextrin as a carrier. The research was carried out with thyme, lavender, vetch and
multifloral honey dehydrated using vacuum drying and freeze drying. The analysed parameters
were moisture, water activity, colour, glass transition temperature, powder recovery, hygroscopic
index and rate, tapped density, solubility, and phenolics as well as antiradical (ABTS**, ROO®, *OH
and O,*7), anti-inflammatory and antimicrobial (against Staphylococcus aureus, Escherichia coli and
Listeria monocytogenes) activities. Freeze drying provided the highest recoveries. Powders obtained
using freeze drying showed higher moisture and solubility as well as lower glass transition tem-
perature, density and hygroscopicity than those obtained using vacuum drying. Hygroscopicity,
glass transition temperature and antimicrobial activity against St. aureus depended on the dry-
ing procedure-honey concentration. Colour, anti-O5*
L. monocytogenes depended on the botanical origin of the raw honey. Moisture, solubility, density,
total phenolic content, anti-ABTS** and anti-ROO® activities as well as anti-inflammatory activity
and antimicrobial activity against E. coli depended on the drying procedure-honey concentration and
botanical origin.

activity and antimicrobial activity against

Keywords: honey powder; freeze drying; vacuum drying; potentially bicactive properties

1. Introduction

Honey is a natural sweetener with a long history of use in human nutrition. Honeys
from different botanical/geographical origins are highly liked by consumers for their
unique flavours and nutrient compositions. In Spain, heather, thyme, vetch, lavender and
some multifloral honeys are highly valued. Food packers and industries appreciate honey
because of its potential health benefits that are generally related to micro components
such as polyphenols, organic acids, enzymes, and amino acids, among others, that may
provide antioxidant, antimicrobial, anti-inflammatory and immunostimulant actions [1-3].
Consumers associate honey with nature and ecology [4]. An important drawback regarding
honey’s potential use in food, pharmaceutical and cosmetic industries is the high viscosity
and stickiness of this foodstuff, which creates multiple problems mainly related to honey’s
tendency to crystallize due to its high carbohydrate content. Therefore, alternatives to
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raw honey are being researched nowadays, among which honey powder (P) is one of the
most important options [5]. Honey powder has been used as an ingredient in several food
products, such as bread, cookies or meat marinade [6-8]. The addition of up to 15% of honey
powder to food products inhibited the development of oxidative compounds in cooked
turkey meat [6]. The addition of honey powder also improved dough rheology and textural
properties in bread [7]. Kiling and Demir [8] made cookies replacing sugar with honey
powder, increasing the mineral content and total phenolic compounds. Lopez-Patifio [9]
used honey powder in grilled meat, slowing down the microbial growth of enterobacteria
and increasing the shelf life of the product.

P has many advantages compared to honey, such as ease of packaging, transportation,
and storage operations due to volume and weight reduction, and combination with other
dry products [1,10]. P is a hygroscopic powder, which is difficult to obtain because of
its composition and structure. Honey fructose (38-40%) and glucose (33-35%), together
with other components, are responsible for honeys’ low glass transition temperatures (Tg),
around —27 and —51 °C [3,11], which make it impossible to obtain P without the addition
of carriers [12,13]. Arabic gum, dextrins, maltodextrins and whey protein concentrate are
common carriers, acting as emulsifying agents, anti-caking agents and high-molecular-
weight filling materials. Other carriers that are currently being successfully used are bee
pollen together with Arabic gum [14] and rice and pea protein [15]. They increase the T of
the mixtures, maintaining the stability of the powders with high sugar content and avoiding
the transition of the material from a vitreous to a rubbery state. Carriers minimize the
main problems during drying, such as stickiness and drying difficulties [16,17]. However,
the use of large amounts of drying carriers increases the production costs and can alter
the original flavour of raw honeys and the resulting powders, with the risk of consumer
disapproval [18].

Spray drying (SP) is the most used method for making P due to its short drying contact
time, which prevents the degradation of flavours, colours and nutrients. SP provides
powders with effective reconstitution characteristics, storage stability and low water activity,
but with decreased antioxidant activity and total phenolic content [19]. Among the various
drying technologies, there are other less-used procedures, such as vacuum drying (VC),
microwave vacuum drying, and freeze drying (FZ). The mentioned techniques are of
great interest since they reduce changes due to the high temperature of spray drying [1,2].
VC takes place in the absence of oxygen, which reduces oxidative degradation and has
a faster drying rate than SP due to the creation of a foamy or swollen structure in the
powder [3,20]. As a result of the mild drying conditions (low temperature in comparison
with SP, and reduced pressure), high and valuable amounts of thermosensitive nutrients
are preserved [3]. FZ is slower and more expensive than other procedures [3]. However,
FZ (carried out in the absence of oxygen and using low drying temperatures) shows some
advantages over other drying techniques, such as a high content of volatile compounds,
retention of heat-sensitive compounds and flavours, preservation of structure, low damage
from non-enzymatic or oxidative reactions, and maintenance of nutritional and bioactive
properties [2].

In previous studies, we verified that ling-heather honey powders (LHP) obtained via
VC and FZ using only maltodextrin (MD) as a carrier showed higher recoveries (88-98%)
and better sensory characteristics than the powders obtained via SP and /or using other car-
riers [11]. LHP also exhibited interesting antiradical, antimicrobial and anti-inflammatory
activities, which could help boost the use of these powders [21]. Considering previous
research on honey powders, the purpose of this work was to determine the actual impact
of both the drying procedure (using the most appropriate honey—maltodextrin concentra-
tion for each drying technique) and the botanical origin of honey on the physicochemical
and functional characteristics of P made with honeys from different botanical origins and
dehydrated by VC and FZ, analysing physicochemical and bioactive properties, as well as
antiradical activities.
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2. Materials and Methods
2.1. Materials

Reagents: Maltodextrin (MD) of dextrose equivalent 20 (Calaf Nuances, Barcelona,
Spain). Methanol, sodium carbonate, sodium chloride, sodium hydroxide, potassium
hydroxide, potassium persulfate, Fe(NH4)2(SO4),, EDTA, acetic acid, formic acid, p-
dimethylaminobenzaldehyde (DMAB), HCI, H,SOy4, H,O,, Baird Parker agar (BP), Trypone
bile x-glucuronide agar (TBX) and egg yolk tellurite sterile emulsion (VWR International
Eurolab, part of Avantor, Llinars del Vallés, Spain). Gallic acid, NaNOz, Na;S04 and cate-
chin (Panreac, Barcelona, Spain). AlCl3 and fluorescein sodium salt (Fluka Chemie GmbH,
part of Sigma-Aldrich, Buchs, San Galo, Switzerland). NayHPO,, NaH>POy4 (Scharlab,
Sentmenat, Spain). Potassium tetraborate, nitro-blue tetrazolium, sodium benzoate and
uric acid (Alfa Aesar, part of Thermo Fisher, Kandel, Rheinland-Pfalz, Germany). Nutrient
broth No. 2 (NB), brain heart infusion (BHI), agar technical No.2 and Ringer solution
(Oxoid, part of Thermo Fisher, Basingstoke, Hampshire, UK). Microinstant Listeria Agar
Base (LAB), Listeria enrichment supplement Ottaviani & Agosti and Listeria Selective
Supplement (Scharlau 5.L., Senmanat, Spain). Folin—-Ciocalteu phenol reagent, quercetin,
dinitrophenylhydrazine, 2,2/-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS),
6-hydroxy-2,5,7 8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox), thiobarbituric acid (TBA),
xanthine, xanthine oxidase (10110434001), 2,2'-azobis(2-aminopropane)dihydrochloride
(ABAP), N-acetil-D-glucosamine (NAG), hyaluronic acid sodium salt from Streptococcus
equi (53,747), bovine serum albumin (BSA), hyaluronidase from bovine testes type IV-5
(1400 U/mL, H3884) (Sigma-Aldrich, part of Merck, Steinheim, Nordrhein-Westfalen, Ger-
many). Water was deionized using a Milli-Q water purification system (Millipore, part of
Merck, Bedford, MA, USA).

Equipment: Heraeus Instruments vacutherm (ThermoFisher Scientific, Madrid, Spain);
LyoQuest-55 ECO PLUS (Azbil Telstar Technologies, S.L.U., Barcelona, Spain); Aqual.ab
Series 4 TE (Labferrer, Lleida, Spain); Hunter Lab colorimeter (ColorFlex EZ System®,
Reston, VA, USA); scanning calorimetry with a Q200 DSC analysed equipped with a cooling
Intra-Cooler system (TA Instruments, New Castle, DE, USA) at 20 °C/min); 400Bio UV—
visible spectrophotometer (Varian, Mulgrave, Vic., Australia; Varioskan LUX microplate
reader (ThermoFisher Scientific); sterile 96 well round bottomed polystyrene microtitre
plates (Brand, Wertheim, Germany).

2.2. Honey Samples and Drying Procedures

Nine samples of honeys from thyme (TH), lavender (LV), vetch (V), and multifloral (M)
(Table 1), collected by beekeepers from Castilla y Leon (Spain), were processed to obtain I.
Botanical origins were determined using melissopalynology and sensory analyses [22-27].

Table 1. Botanical origins of honey samples.

Honey Family Scientific Name Common Name
TH1 Labiatae Thymus sp. Thyme
TH2 Labiatae Thyntus sp. Thyme
V1 Labiatae Lavandula hybrida Reverchon Lavender
Lv2 Labiatae Lavandula latifolia Medik Lavender
Lv3 Labiatae Lavandula stoechas Lam Lavender

V1 Leguminosae Vicia sp. Vetch

M1 Multifloral - Multifloral
M2 Multifloral - Multifloral
M3 Multifloral - Multifloral
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2.3. Honey Powders

The liquid honey was mixed with MD and water. Eighteen samples of P were obtained
from the nine honeys and drying carrier (MD) using two drying procedures: VC and FZ.
Honey and MD were first separately dissolved in water. Then, they were mixed together
by gently stirring with a magnetic stirrer at room temperature. The drying methods and
proportions of honey and carrier were selected according to preliminary experiments [11].
VC: mix preparation of 42% (w/w) of total solid concentration [(honey + MD)/ (honey + MD
+H,0) x 100] and a ratio of honey:MD of 60:40 (57% of honey in dry basis) was poured into
a silicon baking cup with 3-4 mm thickness and dried in a lab-scale vacuum oven (Heraeus
Instruments vacutherm) at 60 °C with a pressure at 100 mbar for two days and cooling in a
desiccator before grounding with a mortar. FZ: The mixtures were prepared at a honey:MD
ratio of 75:25 (73% of honey in dry basis), maintaining a total solid concentration of 45%.
The mixture was frozen at —30 °C in a silicon mold (3—4 mm) for 5 h and later at —80 °C
for 24 h. Later, the samples were dried by freezing in a LyoQuest-55 ECO PLUS for 3 days
at 0.057 mbar pressure and immediately ground. Each drying procedure was performed
three times for each honey, and the combination of the three powders (obtained using the
same procedure for the same honey) was used for the analysis. VC and FZ samples were
stored in glass jars in a desiccator containing silica gel until further analyses. Moisture, a,,
hygroscopicity, solubility, density and colour were analysed during the first week. Total
phenols, total flavonoids, antioxidant, anti-inflammatory and antimicrobial analysis were
determined within the first month after making the honey powders.

2.4. Quality Parameters and Physical Properties of Honey and P

The moisture, water activity (aw) and colour of the honeys were determined using the
AOAC (969.38 method) [28], Bogdanov [29], Codex Alimentarius Standard for honey [30],
Commisssion Internationale de L'elairage [31], Pascual-Maté et al. [32], and Sancho et al. [33]
procedures. The water activity and colour parameters L*, a*, and b* of P were determined
following the same procedures described for honey using an AquaLab Series 4 TE and
a Hunter Lab colorimeter, respectively. Powder recovery, moisture content (gravimetry,
drying at 105 °C/4 h), hygroscopic index and rate (1.00 g placed in a desiccator at 25 °C and
a saturated NaCl solution during 1 week), tapped density (recording the volume of 2.00 g
P in a graduated cylinder after tapping 25 times), solubility (time required for 2.00 g P to
dissolve completely in 25 mL distilled water in a 100 mL glass beaker at room temperature,
stirring at 890 rpm), and Ty (scanning calorimetry with a Q200 DSC analysed equipped
with a cooling Intra-Cooler system at 20 °C/min) were determined following the Osés
etal. [11] procedures briefly described in Supplementary Figure S1.

2.5. Analysis of Potentially Bioactive Properties of Honey and P

Phenolic compounds (total phenolic, total flavones/flavonols and total flavanols),
antiradical activities against ABTS*", *OH and O,*~ and anti-inflammatory activity were
measured using a 400Bio UV-visible spectrophotometer for absorbance, while fluorescence
(antiradical activity against ROO®) was measured with a Varioskan LUX microplate reader.
Antimicrobial activity against Staphylococcus aureus CECT 435, Escherichia coli CECT 99 and
Listeria monocytogenes CECT 934 (Spanish Type Culture Collection, Valencia University,
Spain) were assayed using a microdilution method (5-70 g/100 mL), determining the mini-
mal bactericide concentration (MBC) using a sterile 96-well round-bottomed polystyrene
microtitre plates. All the bioactive properties of honey and P were performed following the
Osés et al. [21] procedures briefly described in Supplementary Figure S2.
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2.6. Statistical Analysis

All the analyses were performed in triplicate, except T (just once). The results were ex-
pressed as averages and standard deviations. One-way analysis of variance (ANOVA) and
multifactor ANOVA followed by Tukey ’s honestly significant difference test (p < 0.05) were
used. Pearson correlations and principal component analysis (PCA) (using a data matrix
of 18 x 7 for physicochemical properties and a matrix of 18 x 12 for bioactive properties,
automatically scaled) were applied to the results. The statistical software Startgraphics
Centurion XVIIT (Statgraphics Technologies, Inc., The Plains, VA, USA) was used.

3. Results and Discussion

Bioactive properties, except % inhibition (anti-O.*~ and anti-inflammatory activities)
and minimal bactericide concentration (MBC), were expressed on dry basis (d.b.) for a
proper comparison of honey and P data. Table 2 shows the results of the physicochemical
and bioactive properties of the raw honeys.

3.1. Powder Recovery

P showed recoveries between 85.82% and 99.89% (Table 3). FZ-P exhibited the highest
recoveries (96.60-99.89%), with a 73% honey concentration, regardless of the botanical
origin of the honey. VC-P also exhibited high recoveries (85.82-94.89%) with a 57% honey
concentration. These yields were similar to those described by Osés et al. [11] (56% honey,
MD-VC: 93.34-96.01%; 72% honey, MD-FZ 89.87-95.57%) and Mutlu and Erbas [1] in
powders obtained via VC using different carriers (90.95%), in turn being higher than those
P obtained by Mutlu and Erbas [1] with MD, regardless of the extraction process (61.95%).
Our P recovery was also higher than the value reported by Nurhadi et al. [16] (50% honey,
MD-VC: 73%).

3.2. Physicochemical Properties
3.2.1. Ty

Ty is defined as the temperature above which amorphous food material (metastable
state) transitions from a glassy solid to a rubbery state, there being significant changes
in physical properties and molecular mobility (the position of molecules relative to one
another is random) [34,35]. Table 4 shows Ty of honeys and P obtained using FZ and
VC. Honeys' Ty ranged from —25.45 to —37.37 °C. Ty varied depending on both samples’
botanical origins and moisture contents. Regardless, honeys’ botanical origins Tg decreased
when moisture increased, except for TH honeys. Water Ty was very low, around —138 °C,
which allowed it to act as a plasticizer helping reduce the Ty of mixtures [16]. Powders
were characterized by exhibiting two Tg (Tg1 and T;2), in comparison with honey, which
only exhibited one Ty. The two Ty of P corresponded to two different polymers formed in
the dehydrated samples, Tg1 corresponding to the P polymer and T2 corresponding to the
carrier polymer [11]. The T, values of powders were higher than the T;; values of honeys.
The Tg1 values of FZ-P (12.58-16.50 °C) were lower than those of VC-P (27.75-35.50 °C),
confirming the influence of both honey concentration and drying procedure on the Ty of
the final product. VC samples had a lower concentration of honey (57%) compared to
FZ samples (73% honey), confirming that Ty values decrease when the concentration of
honey increases and increase when the concentration of the carrier increases, in this case
MD, whose Ty is 205.5 °C [16,18]. Moisture percentages (Table 3) of VC-P (0.702%~1.63%)
were lower than those of FZ-P (1.3%0-1.63%), corroborating the influence of moisture on
T. Since Tgl of FZ-P was lower than room temperature (25 °C), FZ-P must be stored at
refrigeration temperatures within high-barrier packaging [34,36].
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Table 4. Glass transition temperature Ty (midpoint temperature “C) of raw honeys (thymus, lavender,
multifloral, vetch) and honey powders obtained with freeze (FZ) and vacuum (VC) drying using
maltodextrin (MD) (1 = 1).

Lv1 Lv2 LV3 TH1 TH2 Vi M1 M2 M3
Tyl —26.00 —2851 —29.51 —25.81 —29.37 —25.45 -31.31 —37.37 ~25.98
FZ-LVF1 FZ-LVP2 FZ-LvP3 FZ-THP1 FZ-THP2 FZ-VP1 FZ-MP1 FZ-MP2 FZ-MP3
Tgl 12.58 16.50 15.28 14.36 15.89 14.26 14.41 15.92 1597
Ty2 85.756 85.80 85.43 83.03 81.69 92.00 78.34 85.10 83.22
VC-LVP1  VC-LVF2  FZ-LvP3 FZ-THP1 FZ-THP2 VC-VP1 VC-MP1 VC-MFP2 VC-MP3
Tgl 28.09 27.75 34.12 31.39 35.50 31.50 34.27 34.70 34.77
Ty2 85.39 81.87 91.84 == 92.02 94.84 94.51 94.56 87.88
LV: lavender honey; TH: thyme honey; V: vetch honey; M: multifloral honey; LVP: lavender honey powder; THP:
thyme honey powder; VP: vetch honey powder; MP: multifloral honey powder; VC: vacuum drying; FZ: freeze
drying. ---: absent (there is no Ty2).
3.2.2. Moisture and Water Activity (aw)

Table 3 shows the results of moisture and a.w. Moisture was lower in VC-P (57% honey)
than in FZ-P (73%), unlike the data described by Samborska et al. [13], where P with higher
honey concentrations exhibited the lowest moisture percentages. Our values were similar
to those of Nurhadi et al. [16] for VC-P (1.1%) in samples of 50% honey obtained with VC
using MD, and lower than the results obtained in buckwheat honey powders at 50% (MD-
FZ) by Keke and Cinkmanis [37] (5.6%). Mutlu and Erbas [1] obtained a mean moisture
value of 3.15% in MD-P regardless of the process used (VC or SP) or the honey content (50,
57 or 67%), this percentage being considerably higher than the percentages in our research.
Differences with other studies could be mainly due to the honey concentration. Among the
FZ-P, no significant differences (p > 0.05) were observed considering the different botanical
origins. However, regarding VC-P, significant differences were observed considering the
origins of honeys, LVP1, LVP2, LVP3, THP1 and MP1 being the powders with the lowest
moisture percentages. Therefore, botanical origins, drying procedures and their interaction
have an influence on moisture, as shown by multifactor ANOVA (Table 5A). The reduction
in moisture during the drying processes when making P significantly contributed to a
greater stability of honey during storage [4].

Table 5. Effect of interaction (multifactor ANOVA) between drying procedures (using the most
appropriate honey-maltodextrin concentration for each drying technique) and botanical origin for
physicochemical (A) and bioactive (B) properties of powdered honeys.
(A) Source Moisture Hyf;s:;opicity aw % a* b* Solubility g‘:ﬁgf& Tgl
A: Drying-
hnr\éy % wt NS NS EEs NS hn Eres shh
concentra-
tion
B: Bot. orig. " NS NS en wen en - o NS
lntef&l]-;twn: I NS NS e e * o * NS
(B)  Source C TPCE  TRCc TFC, ABTS™ ROO* °*OH o 40t Sk . E. coli
A: Drying
-honey con- i NS NS NS " L NS NS e e NS L
centration
B: Bot. Orig; - - - . . - NS - - NS e -
lntcr:][étmn: NS NS e ik NS e NS NS o NS NS ks

Bot. orig.: botanical origin; TPC: total phenolic content; TPC-E: total phenolic content in methanolic extracts;
TFCC: flavanols; TECQ: flavone/flavonol; Anti-infl.: anti-inflammatory; L. mono: L. monocytogenes. * p-value < 0.05;
** p-value < 0.01; *** p-value < 0.001; NS: non-significant.
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Our VC-P ay, values were similar to those obtained by Mutlu and Erbas [1], regardless
of the carrier used (0.32), also being similar to ayy obtained with MD, regardless of the drying
procedure (0.24). Our FZ-P ay, values were similar to the value obtained in multifloral
honey P obtained using FZ (0.215) by Ganaie et al. [36]. In general, a,, was somewhat
higher in VC-P, depending on the type of honey, the time elapsed until the analysis and
the storage conditions [11]. As for the thermal desorption graphs of P, it was expected
that the higher the moisture content, the higher the water activity [38,39], but according
to Nurhadi et al. [38], this increase is minimal and not very significant with values of aw
below 0.35 (limit value). This fact, together with the differences in composition, might
explain that, regarding the same drying process, samples with lower moisture show higher
water activities. The discordant results of the same sample subjected to different drying
methods could be due to the different proportions of honey:maltodextrin or to different
steric effects in the powdered honeys obtained using both methods. Nevertheless, a, did
not depend on the drying procedure and honey concentration or the botanical origin of
honeys (Table 5A). VC reduced the water activity between 56% and 67% and FZ between
55% and 62%, these percentages being higher than the value obtained by Nedi¢ et al. [4]
(28%). Consequently, our P could be less susceptible to microbial growth, avoiding the
possibility of fermentation, since most microorganisms cannot multiply below 0.900 ay,
and cell division of extremophile species is prevented below 0.61 ay, [40].

3.2.3. Colour

Table 3 shows the CieLAB colour space tristimulus values of the P obtained using FZ
and VC.

For VC and FZ drying methods, the highest L* value was obtained in sample LVP1,
which showed the lightest colour intensity in comparison with the samples from other
botanical origins. After drying, all L* values of P were higher than L* values of the raw
honeys because, during the drying process, samples were lightened, tending towards a
whitish colour, probably related to MD addition.

All a* values of P were lower than those of raw honeys (Table 2), except in LVP2.
In general, VC-P exhibited higher a* values than FZ-P, tending to show reddish colours,
probably due to Maillard reactions, fructose caramelization and polyphenol deterioration
reactions at 60 °C [41].

All b* values of P tended towards yellow. As occurred for a*, the b* values of P were
also lower than those of the raw honeys (Table 2), mainly because of the addition of MD
(dilution factor), except for LVP2 and MP3 made using VC and FZ. LV2 and M3 were the
honeys with the lowest b* values (Table 2), so the drying procedure affected the final b*
values of their powders.

Values obtained for L*, a*, b* of VC-P were similar to those obtained by Nurhadi
et al. [42] in samples obtained with VC using MD (L* = 90.39; a* = 0.06; b* = 14.29). In
contrast, our results obtained for FZ-P were slightly different from those of Ganaie et al. [36]
(L* =90.84; a* = 0.01; b* = 12.52).

The botanical origin of honeys and its interaction with the drying procedure- honey
concentration were the factors that demonstrated an influence on L*, a* and b* values.
The drying method-honey concentration only influenced a* values (Table 5A). The final
colour of honey powder depended on the initial colour of the honey, clearly influenced
by the botanical origin. The influence of the interaction of the drying procedure-honey
concentration and the botanical origin could be explained by the fact that the final colour
also depended on the content of Maillard compounds, which was related to the temperature
of the procedure, the content of the honey in the original sample (which, in turn, depended
on the drying procedure-honey concentration) and the sugar ‘s composition in the original
sample (which, in turn, depended on the botanical origin). The influence of the three factors
was observed more intensely in the value of a* (red colour) since Maillard compounds are
brownish with an intense influence of red. The colour of the raw honey proved to be the
main factor that influenced the parameters L* and b*, being related to the botanical origin
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and the amount of honey, which explained the influence of the interaction between the
botanical origin and drying procedure-honey concentration.

3.2.4. Solubility and Tapped Density

Our solubility times were lower than those described by Nurhadi et al. [16] (MD-VC:
1.08 min) and slightly higher than those (15.74 s) obtained by Nurhadi et al. [42] in another
trial using the same conditions. FZ-P showed higher solubility values in comparison with
VC-P and the solubility data of other researchers. Therefore, the drying method-honey
concentration demonstrated a great influence on the dissolution of samples in water, as
well as the botanical origin of samples, and the interaction between both factors (Table 5A).
Unlike what other authors such as Samborska and Biénskowska [43] indicated, in this study,
the moisture content did not influence the solubility behaviour of samples, because our
results showed that even although most assessed honeys had a similar moisture percentage,
their solubility was different (r = —0.3089; p = 0.0676).

The tapped density was higher in VC-P than in FZ-P, with a positive strong correlation
with solubility (r = 0.8824; p = 0.000), which was also described by Mutlu and Erbas [1]
in P obtained using VC and SP. Similar values were described by Ganaie et al. [36] in P
obtained with FZ using MD (0.52 g/mL), and Nurhadi et al. [42] in P obtained with VC
using MD (0.80 g/mL). Mutlu and Erbas [1] also obtained similar values for P made with
VC (0.72 g/mL). Within the VC-P, LV-P presented the highest tapped density, followed
by M-P, V-P and finally TH-P. In the case of honey powders obtained with FZ, there was
no clear trend based on botanical origin. In previous studies comparing the same drying
procedure, it was observed that the tapped density increased as the concentration of honey
increased or the concentration of carrier decreased [44]. However, the results of this study
demonstrated that the tapped density was more influenced by the drying procedure than
by the honey concentration, since instead of FZ-P (73% honey), VC-P (57% honey) were the
honey powders that showed the highest tapped density values. This influence of the drying
procedure on tapped density can be explained due to differences in the porosity of the
powder particles formed by each procedure. Furthermore, Shi et al. [18] and Mutlu et al. [39]
claimed that the higher the moisture content in food, the lower the tapped bulk density.
The claim agrees with our results because, in our case, FZ samples were the samples with
the highest moisture content, shown by Pearson correlation (r = —0.5534; p = 0.0011). Thus,
greater spaces for storing, packaging and distributing were necessary for FZ-P, although
FZ-P could be less susceptible to phenomena of cohesion and agglomeration [11]. The
botanical origin and the drying methods were factors that influenced the density of P and,
to a lesser extent, the interaction of these two factors (Table 5A).

3.2.5. Hygroscopicity

P is highly hygroscopic in nature due to the high moisture absorption capacity of
fructose [5]. FZ-P showed a lower (p < 0.05) hygroscopic index (2.92-3.66%) than VC-
P (8.24-13.81%) (Table 4). The drying method-honey concentration proved to influence
hygroscopicity (Table 5A). VC-P results were similar to those obtained by Nurhadi et al. [16]
(12.0%) and lower than the values obtained by Mutlu and Erbas [1] in honey powders
dehydrated by VC (14.56%). In multifloral honey powders dried with FZ using MD, Ganaie
et al. [36] described a 28.67% hygroscopic index, which was considerably higher than our
values. The hygroscopic rate (amount of water gained per minute) ranged in VC-P from
2 x 107°t0 1.9 x 10~% g H;O/min and in FZ-P from 4 x 1072 to 6 x 10~ g H,0/min.
During the first 4 h, VC-I gained water faster than the FZ-P. Nurhadi et al. [16] obtained a
value of 2.4 x 10~* g HO/min for P made with VC using MD.

Shi et al. [18] observed an inverse correlation between moisture and P hygroscopicity.
The same correlation was observed in this study, although it was very weak (r = —0.4522,
p=0.001). A moderate correlation was noticed between hygroscopicity and density
(r = 0.6584, p = 0.0001) and between hygroscopicity and solubility time (r = 0.6775, p = 0.0001).
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Thus, samples with higher hygroscopicity levels exhibited higher compactibility and
lower solubility.

3.3. Potentially Bioactive Properties of Honey Potwders
3.3.1. Total Phenolic Content (TPC) and Total Flavonoid Content (TFC)

Figure 1A shows the TPC of P. VP1 showed the lowest TPC values for both VC-P
(37.37 mg GA /100 g d.b.) and FZ-P (17.19 mg GA /100 g d.b.). THP2 exhibited the highest
values for both VC (97.54 mg GA /100 g d.b) and FZ (78.67 mg GA /100 g d.b.), although FZ-
THP2 did not show significant differences in comparison with FZ-MP3. On the other hand,
a higher TPC was observed in VC-P than in FZ-P (except for MP3), although the honey con-
tent was higher in FZ-P (73% honey) compared to VC-P (57% honey). This higher TPC was
possibly due to the Maillard compounds formed during the heating process (60 °C/48 h),
which could have an influence on the colour measured at 734 nm. Although no clear trend
based on the botanical origin of the honeys was observed, both the drying procedure—
honey concentration and the botanical origin of the honey significantly influenced the
TPC (Table 5B). Keke and Cinkmanis [37] obtained higher TPC in powdered buckwheat
honeys made with MD using FZ (92-130 mg GA/100 g d.b.), and Osés et al. [21] also
obtained higher values in powdered heather honeys (LHP) with MD made using VC (29.64
to 143.95 mg GA /100 g d.b.) and FZ (74.35 to 149.72 mg GA/100 g d.b.). The TPC of P was
lower than the TPC of the raw honeys, with the exception of VC-VP1 (Table 2). P demon-
strated to be able to retain between 49.7 and 114.2% of the phenclic compounds, keeping the
polyphenols present in the honeys. Methanolic extracts’ TPC (TPC-E) was assayed in order
to remove the interference of other reducing substances (i.e., sugars) that react with Folin—
Cioucalteu reagent in honey TPCs. As was expected, TPC-E was lower than TPC (Figure 1B).
The VC-P methanolic extracts showed the highest TPC (3.45-16.86 mg GA/100 g d.b.) in
respect of the FZ-I> extracts (0.411-15.30 mg GA /100 g d.b.), with the exception of sample
THP1. As expected, the VP1 sample showed the lowest TPC-E. MP3 was the powder with
the highest TPC-E regarding VC, whereas THP1 was the powder with the highest TPC-E
regarding FZ. TPC-E was influenced by the botanical origin of honeys (Table 5B).

Flavanols (TFCC) ranged (Figure 1C) from 5.39 to 20.45 mg Ct/100 g d.b., while
flavone/flavonols (TFCQ) (Figure 1D) ranged from 0.757 to 2.90 mg Q/100 g d.b., the
values being higher than those obtained for the raw honeys (Table 2). VC-VP1 and
FZ-VP1 exhibited the lowest TFC (both for TFCC and TFCQ). In general, there were
no significant differences in TFCC considering the drying method-honey concentration.
However, concerning TFCQ, VC-MP showed higher contents, while for the rest of the
honey powders, FZ samples exhibited higher contents. Multifactor ANOVA showed that,
unlike the drying method, the botanical origin influenced TFC (Table 5B). The ranges
of both TFCC and TFCQ were lower than those obtained by Osés et al. [21] in LHP
(0.38-36.3 mg Ct/100 g b.d. and 0-3.6 mg Q/100 g b.d.). In comparison with the raw hon-
eys (Table 2), the TFCC values of the honey powders were higher, probably due to the
interference of MD.

3.3.2. Antiradical Activities

Figure 2 shows the antiradical activities of P. TEAC (Trolox equivalent antioxidant
capacity) (Figure 2A), against ABTS**, ranged between 230.83 and 365.58 pmol T/100 g d.b.
for VC-P, and between 194.18 and 332.25 umol T/100 g d.b. for FZ-P. The lowest TEAC
values were observed in VC-LVP1 and FZ-VP1. No significant differences (p < 0.05) were
found for samples VC-THP1- and VC-VP1 and for samples FZ-LVP1 and FZ-LVP3. VC-MP2
and FZ-MP3 exhibited the highest TEAC. Generally, VC-P obtained higher TEAC than FZ-F,
probably due to Maillard compounds, which could contribute to an increase antioxidant
activities [45]. The TEAC values of P were higher than TEAC values of raw honeys
(Table 2). MD exhibited a high TEAC value (193.43 umol T/100 g d.b.) [11], contributing to
the anti-ABTS** radical of P. Our TEAC values were similar to those reported by Mutlu
and Erbas [1] for blossom honey powders obtained with MD by both VC and SP techniques
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(251 umol T/100 g), and by Samborska et al. [19] for powders obtained using spray drying,
also using MD (726 mg T/Kg = 290 pmol T/100 g solids). Our TEAC values were lower
than those of VC-LHP and FZ-LHP obtained by Osés et al. [21] (317-673 umol T/100 g d.b),
using MD. TEAC was shown to be influenced by the drying method-honey concentration
and the botanical origin of the honeys (Table 5B), the latter influence also being described by
Rivero et al. [2]. The oxygen radical absorbance capacity (ORAC) against ROO* (Figure 2B)
ranged from 12.05 to 30.77 pmol T/100 g d.b. for VC-P, while for FZ-F, it ranged from
13.15 to 63.47 pmol T/100 g d.b. An ORAC value of 15.21 umol T/100 g was obtained
for MD [11]. ORAC was higher for most of the honeys in comparison with P (Table 2).
Our ORACs were similar to the capacities obtained by Osés et al. [21] in VC-LHP and
FZ-LHP using MD (13.40-55.88 pmol T/100 g d.b). ORAC was demonstrated to be highly
influenced by the botanical origin of the honeys, the drying method-honey concentration,
and the interaction of both factors (Table 5B).

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 i 0 10 20 10 a0 50 60 70 80 90 100 110
mg GA/100gd.b. mgGA/100gd.b.
EVC OFfZ BVC 174
Aa
T As
0 2 N 5 s 10 12 1a 16 18 20 22 o o5 1 i3 2 25 3 35
mg Ct/100gd.b. mgQ/100g d.b.
mve oRz mve ofz

Figure 1. Total phenols (mg of GA /100 g dry basis (d.b.)) of honey powders (A) and their methanolic
extracts (B), total flavanols (mg of Ct/100 g dry basis (d.b.)) (C) and total flavone/flavonols (mg of
Q/100 g dry basis (d.b)) (D) obtained with vacuum (VC) and freeze (FZ) drying using maltodextrin
(MD) (1 = 3). Error bars represent the standard deviation for each data point. Different capital letters
(A-H) indicate significant differences (p < 0.05) among different honeys. Different lowercase letters
(a,b) indicate significant differences (p < 0.05) between drying procedure. Ct: catechin; Q: quercetin;
LVP: lavender honey powder; THP: thyme honey powder; VP: vetch honey powder; MP: multifloral
honey powder.
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Figure 2. Antioxidant activity of honey powders obtained with freeze (FZ) and vacuum (VC) drying,
using maltodextrin (MD) against different radicals (ABTS** (A), ROO* (B), *OH (C) and O>*~
(D)) (n = 3). Error bars represent the standard deviation for each data point. Different capital letters
(A-F) indicate significant differences (p < 0.05) between the different botanical origins. Different
lowercase letters (a,b) indicate significant differences (p < 0.05) between drying procedures. LVP:
lavender honey powder; THP: thyme honey powder; VP: vetch honey powder; MP: multifloral
honey powder.

The hydroxyl radical-scavenging activity (AOA) (Figure 2C) ranged between 0.036
and 0.082 mmol AU/100 g d.b. for VC-P and between 0.065 and 0.086 mmol AU /100 g d.b.
for FZ-P. MD showed an AOA of 0.160 mmol AU /100 g [21], thus influencing the activity of
the samples. Neither the botanical origin nor the drying procedure significantly influenced
the AOA (Table 5B). In this work, the AOA results were higher than those of the LHP
obtained with VC and FZ using MD (0.037-0.061 mmol AU/100 g d.b.) [21].

The superoxide radical-scavenging activity (SRS) (Figure 2D) ranged between 7 and
45% for VC samples and between 9.5 and 40% for FZ samples, the inhibition percentage
of MD being 5.5%. For both VC and FZ, the highest inhibition was shown by MP3. No
differences were found between the SRS of P obtained with VC and FZ (p > 0.05), except
for the samples MP1 and MP2, whose SRS results were higher in VC samples. The SRSs
were lower in P than in the raw honeys (Table 2). In general, the SRSs were also lower than
the anti-O,*~ activity of LHP obtained with VC and FZ using MD (11-88%) [21]. SRS was
influenced by the botanical origin of honeys, but not by the drying method (Table 5B).

These results show that the antiradical activity of P against different radicals is different
and depends on different compounds in the honey, which may vary quantitatively or
qualitatively from one honey to another and which may or may not be modified by the
drying process. Statistical analysis shows a positive correlation between the activities
against ABTS** ROO® and O,*~ radicals with the total phenols and flavonoids (r between
0.329 and 0.6298; p < 0.05), while there is no correlation between these compounds and the
activity against the -OH radical (p > 0.05).
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3.3.3. Anti-Inflammatory Activity

The anti-inflammatory activity of P (Figure 3) varied between 28.53 and 51.72% (VC)
and between 35.69 and 72.81% (FZ). MD showed no hyaluronidase inhibition [11]. The %
inhibition rates were higher in FZ samples (73% honey) than in VC samples (57% honey),
except for THP2. In comparison with the raw honeys (Table 2), the anti-inflammatory activ-
ity was similar for FZ-P and lower for VC-P. The anti-inflammatory activity was affected by
the drying method-honey concentration, the botanical origin of honeys and the interaction
of both factors (Table 5B), appearing to be strongly affected by the honey concentration.
However, this activity was not correlated with total phenols or total flavonoids (p > 0.05).

THpy [
LvP3
LvP2

LVP1

[} i0 20 30 40 50 60 L) 20
% INHIBITION

mvc FZ

Figure 3. Anti-inflammatory activity of powdered honeys obtained with vacuum (VC) and freeze
(FZ) drying, using maltodextrin (MD) (1 = 3). Error bars represent the standard deviation for each
data point. Different capital letters (A-F) indicate significant differences (p < 0.05) among the different
botanical origins. Different lowercase letters (a,b) indicate significant differences (p < 0.05) between
drying procedures. LVP: lavender honey powder; THP: thyme honey powder; VI: vetch honey
powder; MP: multifloral honey powder.

3.3.4. Antimicrobial Activities

Figure 4 shows the results of the antimicrobial activity of P at a concentration range
between 5 and 70%, after using the broth microdilution method. MD showed no antimicro-
bial activity for the tested concentrations [21]. P showed an MBC between 20 and >70%.
Owerall, L. monocytogenes (Figure 4C) was the most resistant microorganism, while St. aurens
(Figure 4A) was the most sensitive for most samples. However, for LVP1, VP1 and MP1, L.
monocytogenes was the most sensitive microorganism. The antimicrobial activities against
St. aureus and E. coli (Figure 4A,B) were similar or lower in VC-P (57% honey) than in
FZ-P (73% honey), except for MP2, regarding E. coli, in which MBC was higher for FZ-MP2
than for VC-MP2. This fact could be due to the heating process involved during VC, with
possible losses of some volatile compounds with antimicrobial activity and also due to
the lower concentration of honey in VC-P. Tomczyk et al. [46] led to the same conclusion,
not having obtained antibacterial activity in honey powders made with SP using MD, in
this case due to losses of honey thermolabile compounds, and to the 50% powder dilution
with MD. However, I showed different behaviour for L. monocytogenes, the MBC values of
VC-P and FZ-P being similar, except for LVP2, VP1 and MP1, whose MBCs were also lower
for VC-P.
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Figure 4. Minimal bactericidal concentration (MBC) of honey powders obtained with vacuum (VC)
and freeze (FZ) drying, using maltodextrin (MD) expressed as % honey against St. aureus (A), E. coli
(B) and L. monocytogenes (C) (n = 3). Triplicates show identical MBCs for each sample. Different
capital letters (A-D) indicate significant differences (p < 0.05) among the different botanical origins.
Different lowercase letters (a,b) indicate significant differences (p < 0.05) between drying procedure.
LVP: lavender honey powder; THP: thyme honey powder; VP: vetch honey powder; MP: multifloral
honey powder.

For most samples, the MBCs of P were higher than those of the raw honeys (Table 2),
thus exhibiting lower antimicrobial activity. The MBCs for St. aureus and E. coli were
influenced by the drying method-honey concentration. The MBCs for L. nonocytogenes and
E. coli were influenced by the botanical origin of samples.

3.4. Statistical Analysis

Two PCAs were carried out: one on the physico-chemical results and the other
one on the bioactive properties. Regarding the PCA on the physico-chemical proper-
ties (Figure 5A), the first component explained 49.05% of the variance, while the second
component explained 34.63%. PC1 was mainly defined by hygroscopicity and a, while
PC2 was mainly defined by L*. P were separated into two groups. The first one was
composed by VC-P (on the right side of Figure 5A), and the second one (on the left side
of Figure 5A) by FZ-P. VC-P was characterized by higher density, hygroscopicity ay and
a*, as well as lower solubility and moisture than FZ-P. With regard to the PCA about
bioactive properties (Figure 5B), the first component explained 40.41% of the variance and
the second component 21.10%. PC1 was defined by TPC, TFC, SRS, TEAC and ORAC, in
contrast to PC2, which was defined by anti-inflammatory activity, AOA and antimicrobial
activity against St. aureus. Again, the powders were separated into two groups. The first
one (in Figure 5B, above) was composed of all VC-P and the second one (in Figure 5B,
below) was composed of most FZ-P, the latter being characterized by higher AOA and anti-
inflammatory activities, as well as by higher antimicrobial activity against St. aureus and E.
coli. Although PCA separated the samples by the drying procedure-honey concentration
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factors, the botanical origin also showed an influence (Table 5). This influence was also
described by Tomczyk et al. [46], who stated that the quality of honey powder was directly
related to the botanical origin of the honey used for honey powder production.
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Figure 5. Principal component analysis of physicochemical properties (A) and potentially bioactive
properties (B) of honey powder obtained with vacuum drying (VC) and freeze drying (FZ). LVP:
lavender honey powder; THP: thyme honey powder; VP: vetch honey powder; MP: multifloral
honey powder.

4. Conclusions

Most P showed lower TPC, ORAC, SRS and antimicrobial activities than their corre-
sponding raw honey, whereas TFC and TEAC were higher in P. FZ provided the highest
recovery, with a higher final honey concentration in P than VC. FZ-P showed higher mois-
ture and solubility and lower density and hygroscopicity than VC-P. The Ty, moisture,
hygroscopicity, solubility, density, TPC, TEAC, ORAC, anti-inflammatory and antimicro-
bial activities against St. aureus and E. coli depended on the drying method (using the
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most appropriate honey—maltodextrin concentration for each drying technique). Moisture,
colour, solubility, density, TPC, TEAC, ORAC, SRS, and anti-inflammatory and antimicro-
bial activities against L. monocytogenes and E. coli depended on the botanical origin of the
honey. Our results show that honey powder is a promising substitute for honey in food as
well as in the pharmaceutic and cosmetic industries because it keeps the advantages of the
raw honey, being easier to transport, store and use. In addition, consumers and markets
are increasingly hard to please, demanding natural products with the minimum possible
quantity of additives. Honey dried using vacuum drying and freeze drying with a natural
ingredient (maltodextrin) can be kept at low temperatures without the need to further add
anti-caking agents, so they could be labelled with a “Clean Label” as “Real Food”, helping
to improve their commercialization.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https://
www.mdpi com/article/10.3390/foods12213990/s1, Figure S1: Physical properties of honey
powders [16,43,47-49]; Figure S2: Biological properties of honey powders [21,50-56]; Table S1:
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Acronimos

LH: miel de brecina

LHP: miel de brecina en polvo

SP-LHP: miel de brecina en polvo obtenida mediante atomizacion

VC-LHP: miel de brecina en polvo obtenida mediante secado a vacio

FZ-LHP: miel de brecina en polvo obtenida mediante liofilizacién

SP-AG-LHP: miel de brecina en polvo obtenida mediante atomizacién con goma arabiga

SP-WH-LHP: miel de brecina en polvo obtenida mediante atomizacién con aislado de
proteina de suero

SP-MD-LHP: miel de brecina en polvo obtenida mediante atomizacién con maltodextrina
VC-AG-LHP: miel de brecina en polvo obtenida mediante secado a vacio con goma arabiga

VC-WH-LHP: miel de brecina en polvo obtenida mediante secado a vacio con aislado de
proteina de suero

VC-MD-LHP: miel de brecina en polvo obtenida mediante secado a vacio con maltodextrina
FZ-AG-LHP: miel de brecina en polvo obtenida mediante liofilizacién con goma arabiga

FZ-WH-LHP: miel de brecina en polvo obtenida mediante liofilizacién con aislado de proteina
de suero

FZ-MD-LHP: miel de brecina en polvo obtenida mediante liofilizacién con maltodextrina
MD-P: mieles en polvo obtenidas con maltodextrina
SP: secado mediante atomizacion

VC: secado a vacio

FZ: secado mediante liofilizacién

LHP: mieles de brecina en polvo

MD: maltodextrina

TH: miel de tomillo

LV: miel de lavanda

V: miel de veza

M: miel multifloral

TH-P: miel de tomillo en polvo

LV-P: miel de lavanda en polvo

V-P: miel de veza en polvo
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Acronimos

M-P: miel multifloral en polvo

FZ-P: miel en polvo obtenida mediante liofilizacion

VC-P: miel en polvo obtenida mediante secado a vacio

MD-VC: miel en polvo obtenida mediante secado a vacio con maltodextrina

MD-FZ: miel en polvo obtenida mediante liofilizaciéon con maltodextrina
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