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LOS RESTOS FLORALES

173250 flores de azafran
unos 68 kg

5 kg de estigmas frescos
1 kg de azafran especia




CONTEXTO DE APROVECHAMIENTO

= Pequefias parcelas familiares

= Produccion tradicional _ .,
= Dispersion

= Floracidén en un mes

X Aprovechamiento




CONTEXTO DE APROVECHAMIENTO

- Mecanizacion y cultivo forzado ~ ~ C@Pacidad productiva

= > Cantidad de restos florales

" Necesidad de retirada (medio ambiente)

‘/Aprovechamiento




ANTECEDENTES

= Composicion quimica
= Compuestos fenolicos

FLAVONOLES

Contenido total: 20,2 mg equiv kaempferol 3,7-di—-O-glucdsido / g tépalos (masa seca)
Kaempferoles glucosilados > >70%
\_Kaempfer'ol 3-O-soforésido > 55,4%
Menor
concentracion Miriceting

|—> Glucésidos de< Quercetina

Ramnetina Isoramnetina

Otros flavonoides

> Glucodsido de apigenina
> Glucésido de naringenina y su aglicona
> Glucésido de taxifolina

Kaempferol 3-O-soforésido




ANTECEDENTES

= Composicion quimica

ANTOCIANINAS
Mayoritaria > Delfinidina diglucésido,
glucosilaciones en C-3y C-56 C-3y C-7
81,9% de antocianinas totales

Otras antocianinas identificadas

> Petunidina 3,5 6 3,7-di-O-glucdsido

> 3-0-glucésidos de delfinidina, petunidina y
malvidina

» 3-O-rutinésidos de  delfinidina vy
petunidina

> 3,7-di-O-malonilglucésidos de petunidina 'y
malvidina Delfinidina 3,5-di-O-glucédsido

> Delfinidina 3-O-glucésido-5-O-malonil
glucésido

Acidos fenodlicos

. = Carotenoides
= Alcaloides = Aromas




ANTECEDENTES

= Propiedades bio-activas

ACTIVIDAD ANTITIROSINASA ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE ACTIVIDAD HIPOTENSORA
ACTIVIDAD ANTIDEPRESIVA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

ACTIVIDAD ACT’IVIDAD CITOTOXICA frente a
lineas celulares tumorales
ANTI-INFLAMATORIA

"= Interés por el desarrollo de nuevos productos alimentarios

Reglamento europeo 258/1997
sobre nuevos alimentos y nuevos
ingredientes alimentarios

= Falta de referencias escritas del

consumo en Europa
"Demostrar que no tiene efectos nocivos para la salud




OBIJETIVOS

Potencial
valor
hutricional

Aislamiento
compuestos de
interés por CCC

Actividad
antioxidante

= Valorizar los restos florales obtenidos en la
produccion de azafran especia con el fin de
contribuir a la generacion de nuevos
productos alimentarios elaborados a partir
de las flores de Crocus sativus L.

Métodos de
andlisis de
calidad

Efecto

citotoxico Condiciones de
conservacion
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AISLAMIENTO Y FRACCIONAMIENTO DE COMPUESTOS DE INTERES

= Cromatografia en Contracorriente (CCC)

® Inventada por Y. Ito en los 70

Utiliza una fase estacionaria liquida

® Cromatografia liquido-liquido

® Forma continua de extraccion liquido-liquido

Equipos
Movimiento planetario sincrono

® Sistema de solventes de dos fases

® Zonas de mezclado y zonas de reposo
® Diferente capacidad de particién de los componentes en cada fase

https://www.youtube.com/watch?v=vumpz9BN-Z0



https://www.youtube.com/watch?v=vumpz9BN-Z0
https://www.youtube.com/watch?v=vumpz9BN-Z0
https://www.youtube.com/watch?v=vumpz9BN-Z0

AISLAMIENTO Y FRACCIONAMIENTO DE COMPUESTOS DE INTERES

= Analisis bidimensional HSCCC x LC/DAD/ESI/MS3

'llrlllﬁ

»  Aislamiento:
mayoritarios (kaempferol 3-O-sofordsido)

» Concentraciéon: minoritarios I I I ' "' .

= 32 flavonoles O-glicosilados:
17 kaempferoles, 8 quercetinas, 5 isoramnetinas, 2 miricetinas

= 2 flavonoles C-/ O-glicosilados

" 10 antocianinas O-glicosiladas:
5 delfinidinas, 2 petunidinas, 2 malvidinas, 1 cianidina

480

Al 2
» Permite distinguir compuestos con el ;22 g g
mismo tiempo de retencionen LC y g %
sefiales DAD, MS pero de diferente g s 4o
polaridad 2 o ;‘2 $ kg’

C,5-LC retention time (min)

mSanchez A.M. y col. (2014) Proceedings 8th International Conference on CCC. London



AISLAMIENTO Y FRACCIONAMIENTO DE COMPUESTOS DE INTERES

= [nyeccidn secuencial off-line en ESI-MS/MS

| Elution > Extrusion >
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> Se puede observar el orden de elucién y los efectos de co-elucién de
los componentes mayoritarios y minoritarios

» Importante reduccion del tiempo de anélisis en MS

» Fraccionamiento de compuestos objetivo (quercetina 3-soforésido y
kaempferol 3-soforosido).

mSanchez A.M. y col. (2014) Proceedings 8th International Conference on CCC. London
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CONTRIBUCION AL POTENCIAL VALOR NUTRICIONAL

= Composicion proximal, minerales, fibra dietética,
azucares, acidos organicos y aniones

| energiay lipidos
? carbohidratos
1 Ca, K, Mg, Py Fe (+)

—

Flores enteras Bio-residuos florales

—

1 cenizas, proteinas, lipidos

q

1 fibra dietética total e insoluble

| carbohidratos disponibles y azdcares totales

~4 — T

Bio-residuos florales Estambres Estigmas

Fuentes equilibradas
fibra

insoluble y soluble

— de dietética

=Serrano-Diaz J. y col. (2013). Journal of Food Composition and Analysis 31, 101-108
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ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

= Evaluacion con 4 métodos: peroxidacion lipidica, ensayo
de la desoxirribosa, test Rancimat y ensayo TEAC

A actividad 5 '
N g‘@ — T - E e 1 contenido
‘5‘.,« antioxidante fendlico

Posibilitan la obtencidon de
=—  productos con actividad

antioxidante

Bio-residuos florales

-_/

=Serrano-Diaz J. y col. (2012). Journal of Food Science 77 (11), 1162-1168
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METODOS DE ANALISIS

=*Método de analisis de flavonoles y antocianinas para
determinar la calidad quimica de los restos florales

= Validacion de método de extraccion-HPLC-DAD

¥

Agua:HCI (100:1, v/v)
extractos < Agua:ACN:TFA (47:50:3, v/v/v)
Agua:ACN:HCI (50:50:1, v/v/v)

G 500 . 11
ag0n] Ad) Flavonols Ab) Anthocyanins
2000 - 4DD:
E 1500 1 E
10001 1 200 »
SDE- i 23 5 7 8? 10 % 1415

] 10 18 20 25 30 35 125 15 175 20 2258 25 276

= Cuantificacion ey Considerar el desdoblamiento de picos cromatogrdficos

de K3S y D3,5di6 =

por ACN al 50%

sSerrano-Diaz J. y col. (2014) Journal of Agricultural and Food Chemistry 62, 3125-3133
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CONSERVACION

=Seleccionar la mejor forma de conservacion, evitando su
degradacion y la alteracion de sus parametros de calidad

= Conveccion con aire caliente - Liofilizacidn
= T 50,70,90,110,125°:;v=2,4,6, 8 ms
= Pardmetros de color CIELAB, total de polifenoles y antocianinas,

cuantificacion de flavonoles y antocianinas

Los Trf’ramien'ros a 90 °C

2 ms1
combinados con velocidades de aire < 4 ms!

' 6 ms!

mejores condiciones de deshidratacién de los bio-residuos

florales obtenidos en la produccién de azafrdn especia

sSerrano-Diaz J. y col. (2014) Journal of Agricultural and Food Chemistry 62, 3125-3133
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CITOTOXICIDAD

"Primer paso para demostracion de seguridad

= Extractos secos en agua, agua:HCl (100:1, v/v), etanol , etanol:HCI
(100:1, v/v), diclorometano y hexano

= Se determind su composicion en flavonoles y antocianinas

= Estudio de viabilidad celular: fibroblastos 3T3, método de 3-(4, 5-
dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difeniltetrazoliumbromido (MTT)

v" El extracto acuoso sin acidificacion

¥

el mds adecuado para realizar aplicaciones alimentarias

¥

no mostroé efecto citotdéxico a ninguna concentracion estudiada
+

1 riqueza en kaempferol 3-O-sofordsido y delfinidina 3,5-di-O-glucésido

sSerrano-Diaz J. y col.(2014) Food Chemistry 147, 55-59
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