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RESUMEN:

El azafran (C. sativus) es una planta mediterranea tradicional de cuyos estigmas se
obtiene una especia ampliamente utilizada en la industria agroalimentaria por sus
propiedades colorantes y aromatizantes. Para producir 1 kg de azafran se necesitan
alrededor de 230.000 flores (unos 350 kg de tépalos) lo que supone una gran
acumulacion de deshechos. Asi, la valorizacion de los subproductos florales de azafran
como ingredientes de alto valor afiadido, debido a su composicion rica en compuestos
bioactivos (polifenoles), contribuiria a reducir el impacto ambiental.



Este trabajo tiene como objetivo disefiar y elaborar panes con harina de trigo y espelta
enriquecidos con los subproductos florales del azafran, y evaluar su bioactividad y
capacidad antioxidante, asi como la estabilidad de los compuestos bioactivos y del
poder antioxidante tras la digestion gastrointestinal in vitro. Los resultados muestran
que incorporando un 5 o 10% de subproductos florales a la masa, los panes presentan un
alto poder antioxidante que podria estar relacionado con su alto contenido en polifenoles
totales. Ademds, tanto la capacidad antioxidante como la concentracion de los
compuestos bioactivos del pan se mantiene estable a lo largo del proceso de digestion
gastrointestinal in vitro por lo que el pan enriquecido en bioactivos del subproducto
floral del azafran, podria ejercer efectos beneficiosos en la salud tras su ingesta. Por
tanto, los subproductos florales del azafran son ingredientes adecuados y sostenibles
para desarrollar nuevos alimentos funcionales.
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1.- INTRODUCCION

Crocus sativus L., comunmente conocido como azafran, es una planta mediterranea
tradicional que pertenece a la familia Iridaceae., y se cultiva ampliamente en diferentes
areas como Irdn, India, Marruecos, Azerbaiyan, Espaiia, Grecia, Italia, Turquia y China,
entre otros (Karabagias, Koutsoumpou, Liakou, Kontakos, & Kontominas, 2017). C.
sativus L. es una planta estéril de poca altura cuyo cultivo se realiza a través de bulbos.
La flor se compone de seis tépalos de color purpura, tres estambres de color amarillo y
un pistilo rojo, que culmina con tres filamentos, los estigmas, que tras un proceso de
secado dan lugar a la especia del azafran (Lotfi, Kalbasi-Ashtari, Hamedi, & Ghorbani,
2015; Mathew, 1977)(Figura 1).

C) Estigmas
~

2
D) Tépalos |/

A

Figura 1. (A) Esquema de las partes de la flor C. sativus L. (B) Flor del azafran y (C) especia del azafran.

E) Tallo

—A) Bulbo

Por tanto, solamente una parte de la flor, los estigmas, se utilizan en alimentacion,
mientras que el resto de la flor se deshecha como residuo. Esto la convierte en la especia
mas cara del mundo por sus costes de produccion, ya que para producir 1 kg de azafran
se necesitan alrededor de 230.000 flores (unos 350 kg de tépalos) (Kafi, Koocheki, &
Rashed, 2006).

El azafran se usa principalmente en la industria agroalimentaria por sus caracteristicas
organolépticas relacionadas con sus propiedades colorantes y aromatizantes y ademas se
ha utilizado durante siglos como parte de una dieta mediterranea saludable, asi como
planta medicinal para tratar diversas enfermedades. Los principales componentes
quimicos responsables de estas propiedades son la crocina, crocetina y safranal,
considerados compuestos bioactivos (Melnyk, Wang, & Marcone, 2010).

Respecto a la composicion quimica del azafran, posee metabolitos primarios, en su
mayoria carbohidratos (almidon, gomas, pentosanos, azlcares reductores, pectina y
dextrinas) (63%), aminoacidos y proteinas (12%), humedad (10%), y menores contenidos
de grasa (5%), minerales (5%), fibra (5%) y vitaminas, especialmente vitamina Bl
(tiamina) y vitamina B2 (riboflavina). Ademas, los estigmas de azafran también presentan
una gran cantidad de metabolitos secundarios como los carotenoides, monoterpenos,
antocianinas y flavonoides (Rios, Recio, Giner, & Maiez, 1996).

Sin embargo, algunos estudios demuestran la presencia de compuestos bioactivos en los
subproductos florales del azafrdn, como los flavonoles (hasta un 3%), una clase de
polifenoles con efectos bioldgicos beneficiosos como su actividad antioxidante (Goupy,
Vian, Chemat, & Caris-Veyrat, 2013; Termentzi & Kokkalou, 2008).
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En la naturaleza existe una amplia variedad de compuestos que presentan una estructura
molecular caracterizada por la presencia de uno o varios anillos fenolicos (Figura 2).
Estos compuestos se denominan polifenoles y se originan principalmente en las plantas,
siendo los compuestos antioxidantes mas abundantes en frutas, verduras y bebidas
derivadas de algunas plantas.

Los compuestos fenolicos son el grupo mas extenso de sustancias no energéticas
presentes en los alimentos de origen vegetal. En los ultimos afios se ha demostrado que
una dieta rica en polifenoles vegetales puede mejorar la salud y disminuir la incidencia
de enfermedades cardiovasculares. Los efectos de los polifenoles son fundamentalmente
consecuencia de sus propiedades antioxidantes. Ademas, presentan claros efectos
antiinflamatorios y son a su vez capaces de modular los procesos de apoptosis en el
endotelio vascular (Quifiones, Miguel, & Aleixandre, 2012).

La capacidad de los polifenoles para modular la actividad de diferentes enzimas y para
interferir en distintos procesos celulares se debe, en parte, a las caracteristicas
fisicoquimicas de estos compuestos, que les permiten participar en distintas reacciones
metabolicas celulares de oOxido-reducciéon y actuar como potenciales antioxidantes
(Quifiones et al., 2012). Asi, mas alld de sus propiedades para captar especies reactivas
de oxigeno y nitrogeno también pueden actuar en numerosas vias de sefializacion
intracelulares como mediadores, lo que los convierte en moléculas muy interesantes para
el desarrollo de nuevos productos para prevenir el desarrollo de diversas enfermedades.

& FLAVONAS

< i i
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Figura 2. Clasificacion de los polifenoles.
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El estrés oxidativo es un desequilibrio entre la generacion y la eliminacion de especies
reactivas. Este desequilibrio ocasiona que la célula sea ocupada por radicales con gran
capacidad oxidante que pueden ser resultado del metabolismo celular como las especies
reactivas de oxigeno (ROS) y nitrogeno (NOS) tales como el anion superdxido, radical
hidroxilo, perdxido de hidrogeno y 6xido nitrico. Los ROS y NOS causan dafio celular
grave lo que conlleva al desarrollo de diversas enfermedades como el sindrome
metabolico, cancer, Alzheimer y problemas cardiovasculares, entre otras (Cerda-Bernad,
Valero-Cases, Pastor, & Frutos, 2022).

Por tanto, el alto contenido de polifenoles, particularmente de flavonoides, se ha
correlacionado positivamente con la capacidad de eliminar radicales libres e inhibir
enzimas prooxidantes. Es por ello que estudios recientes han sugerido que la ingesta de
fitoquimicos y, en particular, de polifenoles esta asociada con la prevencion de diversas
enfermedades incluyendo las cardiovasculares, el cancer y las neurodegenerativas debido
a que estos compuestos actiian en la reduccion de la peroxidacion lipidica y el aumento
de los niveles de glutation, tioles y enzimas antioxidantes (superoxido dismutasa [SOD],
catalasa [CAT] y glutation peroxidasa [GPx]) (Cerda-Bernad et al., 2022).

FLAVONOIDES
*SOD, GSH, CATALASA
v ROS, NOS
l
| |
HASA EFECTO EFECTO EFECTO T
CARDIOPROTECTOR ANTIOXIDANTE ANTIHIPERGLUCEMICO ANTIINFLAMATORIO ANTICANCERIGENO
PROTECCION A NIVEL NPER&TSE(;:&’:J:R'XI‘IYI\EI; PROTECCION FRENTE PRO'LE‘%CBI?EI\J JESENTE PROTECCION FRENTE
CARDIOVASCULAR
Y NEUROPATIAS DIABETES MELLITUS e ees AL CANCER

Figura 3. Efectos beneficiosos de los flavonoides.

Asi, dado que los subproductos florales del azafran presentan un alto contenido de
polifenoles, el objetivo principal de este trabajo es su valorizacion mediante su uso como
ingrediente de alto valor anadido para desarrollar nuevos alimentos funcionales. Su
aplicacion podria conllevar al aumento de la eficiencia de los recursos y la competitividad
de este sector tradicional, asi como reducir el impacto medioambiental, utilizando una
biomasa que se encuentra actualmente sin explotar.

El término de alimento funcional se ha utilizado de forma muy amplia en los ultimos
afnos, por lo que un alimento puede ser considerado funcional si posee un efecto
beneficioso sobre una o varias funciones especificas del organismo, mas alld de los
efectos nutricionales habituales (Bellido, Bellido, de Luis, & Garcia-Almeida, 2012). Los
componentes alimentarios que confieren funcionalidad a los alimentos funcionales
pueden dividirse en cinco categorias: prebiodticos, probidticos, simbiodticos, nutrientes y
no nutrientes (compuestos bioactivos).
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En este trabajo, se van a desarrollar panes enriquecidos con subproductos florales de
azafran, mejorando la receta de pan tradicional. Los compuestos bioactivos no son
nutrientes esenciales para la vida, en el sentido de que no son necesarios para el
crecimiento y desarrollo, pero tienen efectos positivos sobre la salud. Ademas de conferir
color y sabor a los alimentos, ejercen acciones beneficiosas, gracias fundamentalmente a
su efecto antioxidante (Bellido et al., 2012).

La disponibilidad del pan, junto con su volumen de consumo y facilidad de produccion,
hace que sea un producto apto para el enriquecimiento con ingredientes que aporten un
alto potencial para promover la salud y asi aumentar el aporte de ingredientes bioactivos
en la dieta (Pycia & IvaniSova, 2020). El pan es, esencialmente, una mezcla de harina,
agua, levadura y sal, en las proporciones adecuadas, correctamente amasada, fermentada
y cocida en un horno, que ha sido considerado desde los tiempos mas remotos y por
muchas civilizaciones, el alimento por excelencia (Gil-Hernandez, 2009).

Ademas, el pan es un alimento natural y equilibrado que contiene una gran cantidad de
nutrientes esenciales: hidratos de carbono, proteinas, vitaminas A, B1, B2, niacina, acido
folico y minerales como, calcio, magnesio, fésforo, yodo, hierro y zinc (Gil-Hernandez,
2009). A la hora de la fabricacion del pan, uno de los factores mas importantes que
debemos tener en cuenta es la eleccion de la harina. En este trabajo usamos harina de trigo
de fuerza y harina de trigo blanca de espelta ecologica.

Por harina de trigo blanca entendemos una harina que se ha obtenido de la molturacion
del grano del cereal (proceso de molienda del trigo), pero que procede fundamentalmente
del endospermo, es decir, de la parte interior del grano, y en la cual, durante el proceso
de elaboracion, a través de sucesivos cernidos, se han retirado las capas externas del
grano. Por otro lado, la espelta es un tipo de trigo diferente, que esta considerada como el
origen de todas las variedades de trigo actuales, pero ha sido en esta ultima década cuando
su popularidad ha crecido vertiginosamente, gracias al descubrimiento de sus multiples
cualidades nutricionales y su uso gastronomico. Destaca sobre todo por su alto contenido
en proteinas de elevado valor bioldgico con aminoacidos como la lisina, escasa en otros
cereales, siendo también una buena fuente de minerales y vitaminas sobre todo del grupo
B (Gil-Hernandez, 2009).

14
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2.- OBJETIVOS
2.1.- Objetivo principal

El objetivo principal de este Trabajo Fin de Master es elaborar pan de alta calidad
formulado con la incorporacién ingredientes ricos en compuestos bioactivos a partir de
los subproductos florales del azafran.

2.2.- Objetivos especificos

- Desarrollar diversas formulaciones de pan, con diferentes harinas ecologicas
(trigo y espelta) incorporando distintas proporciones de harina de
subproductos florales de azafran (0%, 2,5%, 5% 10%)., previamente
deshidratados en estufa a vacio.

- Determinar el porcentaje de humedad y cenizas existente en las muestras de
subproductos florales en fresco y deshidratados para estudiar la posible
influencia de la adicién de la harina de subproductos florales en estos
pardmetros.

- Evaluar la bioactividad en los distintos panes elaborados mediante la
determinacion de contenido en polifenoles totales utilizando el método de
Folin-Ciocalteu por espectrofotometria UV-Vis.

- Analizar la capacidad antioxidante in vitro de los panes obtenidos mediante
los métodos DPPH, ABTS y FRAP.

- Investigar la estabilidad a la digestion gastrointestinal in vitro de los
compuestos bioactivos y del poder antioxidante de los panes desarrollados.

- Determinar las propiedades antioxidantes (DPPH, ABTS, FRAP) y el

contenido en polifenoles totales de los panes desarrollados, en cada una de las
etapas de la digestion gastrointestinal in vitro (oral, géstrica e intestinal).
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3.- MATERIALES Y METODOS
3.1.- Materias primas

Los subproductos florales del azafran se obtuvieron durante la cosecha de 2020 en la
region de Castilla La-Mancha (Espaia), cultivados siguiendo los requisitos establecidos
por la Denominacién de Origen Protegida “Azafran de La Mancha” segin DOCM (1999).
Se utilizaron todas las partes de la flor (tépalos, estambres y estilos), excepto los estigmas,
que se habian separado previamente de forma manual, siguiendo los procedimientos
tradicionales establecidos. Las flores frescas se congelaron en nitrogeno liquido y se
mantuvieron a -80 °C hasta su deshidratacion por estufa a vacio (VACIOTEM, JP
SELECTA®, Barcelona, Espana) a 50 + 3 °C, 28 mbar, durante 36 h.

Una vez deshidratadas las flores, se trituraron ligeramente con un molinillo de café
(Taurus Aromatic, Grupo Taurus, Espafia) durante unos segundos, y se tamizaron
mediante un tamiz con una abertura de 500 um (Cisa, Barcelona, Espafia). La harina
resultante se utilizod para la elaboracion de los panes. Ademas, se utilizaron dos tipos de
harina: harina de trigo de fuerza (PT) (Fuerza W=360, Tenacidad P=100, Elasticidad
L=100, y % proteina=14,2 g; El amasadero, Mélaga, Espafia); y harina de trigo blanca de
espelta ecoldgica (PE) (Fuerza W=95, Tenacidad P=36, Elasticidad L=105 y %
proteina=13,9 g; El amasadero, Malaga, Espafa); levadura seca de panadero (Mauripan,
Barcelona, Espafia), sal y agua potable del grifo.

3.2.- Elaboracion de los panes

Para la elaboracion del pan, se utilizo harina de trigo (PT) o de espelta (PE) (100%), agua
(65-70%), levadura seca de panadero (1%), sal (2%), y harina de los subproductos florales
de azafran en diversas proporciones: 0%, 2,5%, 5%y 10% en relacion al peso de la harina.

Todos los ingredientes se mezclaron y amasaron durante 5 min. Tras un breve reposo se
llevd a cabo la primera fermentacion durante 30 min a una temperatura de 30 °C.
Transcurrido ese tiempo se boled la masa de cada panecillo durante 2 min y se procedid
a efectuar una segunda fermentacion 30 min a 30°C. Al finalizar esta fase, los 8 panes se
hornearon a 210°C durante 20 minutos (Figura 4).

Como resultado del proceso de elaboracion, obtuvimos 8 formulaciones de panes (4 con
harina de trigo: PTO, PT2.5, PT5 y PT10 y 4 con harina de espelta: PEO, PE2.5, PES y
PE10) (Figura 5). Una vez enfriados, una parte de los panes se almacenaron a -20 °C para
posteriormente realizar los analisis de humedad y cenizas y los ensayos de digestion in
Vitro.

La otra parte se liofilizé (Christ Alpha 2-4 (B. Braun Biotech International, Melsungen;
Alemania) durante 24 h, con una temperatura inicial -25 £ 2 °C y presion 0,220 mbar.
Luego, se trituraron ligeramente con un molinillo de café durante unos segundos, se
tamizaron a través de una malla de 500 um, y se almacenaron en bolsas de polietileno a -
20 °C hasta su posterior analisis (estudios de contenido en compuestos bioactivos y
capacidad antioxidante).
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INGREDIENTES

* HARINA TRIGO O ESPELTA.
* HARINA DE

SUBPRODUCTOS FLORALES

DEL AZAFRAN.
*AGUA AMASADO
« LEVADURA —
*SAL

BOLEADO
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HORNEADO
20 minutos
210°C

2 minutos
cada panecillo

12
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LOS

22
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30°C
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30 minutos
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Figura 4. Proceso de elaboracion de los panes.
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CONSERVACION

PAN TRIGO CONTROL PAN TRIGO +2,5%

PAN DE TRIGO + 5% PAN DE TRIGO + 10%
DE HARINA SUBPRODUCTOS DE HARINA SUBPRODUCTOS
PTO FLORALES DE AZAFRAN FLORALES DE AZAFRAN
PT 2,5

DE HARINA SUBPRODU({TOS
FLORALES DE AZAFRAN
PT 10
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PAN DE ESPELTA CONTROL

PAN DE ESPELTA + 2,5%
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DE HARINA SUBPRODUCTOS DE HARINA SUBPRODUCTOS
PE 0 FLORALES DE AZAFRAN FLORALES DE AZAFRAN
PE 2,5

DE HARINA SUBPRODUCTOS
FLORALES DE AZAFRAN
PE 10

PES

Figura 5. Panes obtenidos en el estudio. La barra de escala equivale a 5 cm.
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3.3.- Parametros fisico — quimicos
3.3.1.- Determinacion de la humedad

El contenido de humedad de los diferentes tipos de panes tanto en fresco como liofilizados
se determino6 introduciendo los panes en estufa a 105 & 5°C hasta alcanzar peso constante,
segin AOAC (1995). El resultado se expresa en porcentaje de humedad.

3.3.2.- Determinacion de cenizas

La determinacion del contenido de cenizas se realizd segiin el método de la AOAC
(1995), mediante la incineracion de las muestras obtenidas tras la humedad, en mufla
(Habersal PR 1300 PAD, Barcelona, Espafia) a 550 °C, hasta conseguir cenizas de color
blanco, y obteniendo los resultados por una diferencia de peso. Los resultados se
expresaron como porcentaje de cenizas.

3.4.- Digestion in vitro

La fase oral de la digestion in vitro, se realiz6 de acuerdo con Gawlik-Dziki, Dziki,
Baraniak and Lin (2009) con algunas modificaciones. Las muestras de pan fresco (2g) se
homogeneizaron con la presencia de 30 mL de PBS (buffer fosfato salino) en un
Stomacher durante 30 segundos para simular la masticacion. La solucion se ajustod
previamente a pH 6,75 y se anadid alfa-amilasa (E.C. 3.2.1.1.) para obtener 100 U por
mL de actividad enzimatica.

La digestion gastrointestinal se llevo a cabo mediante la metodologia descrita por Cerda-
Bernad, Valero-Cases, Pastor, Frutos and Perez-Llamas (2021) con algunas
modificaciones. Las muestras se sometieron a la digestion gastrointestinal simulada
durante 180 minutos a 37 °C en agitacion.

Tras la fase oral, las muestras se ajustaron a un pH = 3 con HC1 1 M (Panreac; Barcelona,
Espana) y se agregdé la enzima pepsina (3 g/L) (Sigma; Madrid, Espana) para llevar a cabo
la digestion gastrica durante 60 min a 37 °C en agitacion. Transcurrido ese periodo de
tiempo, se tomaron muestras para sus analisis posteriores inactivando la enzima en un
bafio con hielo.

Para la simulacion de digestion intestinal, se aument6 el pH a 7 con NaHCO; 1 M
(Panreac; Barcelona, Espafia), se agregaron 4,5 g/L de sales biliares y 1 g/LL de pancreatina
(Sigma, Madrid, Espafia) y se incubaron durante 120 min a 37 °C en agitaciéon. Se
tomaron muestras a los 60 min y a los 120 min y se detuvieron las reacciones enzimaticas
mediante un bafio con hielo.

En las muestras obtenidas en cada una de las fases de la digestion in vitro se determin6 el
contenido en polifenoles totales y la capacidad antioxidante por los métodos: DPPH,
ABTS y FRAP. Todas las muestras se filtraron (0,45 um; Millipore, Espafia) y se
almacenaron en a -20 °C hasta sus analisis posteriores.

3.5.- Extraccion de compuestos bioactivos

Se llevo a cabo la extraccion de compuestos bioactivos para la determinacion de los
compuestos fenolicos y la actividad antioxidante en las diferentes formulaciones de pan
para su caracterizacion. Las extracciones se prepararon utilizdndose como agente
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extractante una solucion de metanol al 80% (Metanol HPLC Gradient Grade J.T. Baker;
Madrid, Espafa), y las muestras de pan liofilizado, empledndose una relacion
muestra/metanol 1:20 (p/v). A continuacion, las mezclas se agitaron durante 5 min en un
agitador magnético (Ovan, mod. MultiMix Heat D-MMH30E) a 300 rpm y se sometieron
a un bafio de sonicacion durante 15 min. Todas las muestras se centrifugaron a 10000 x g
durante 15 min a 4°C (Centrifuge C30P, B. Braun Biotech International). Finalmente,
los sobrenadantes se filtraron (0,45 um; Millipore, Espafa) y se almacenaron en a -20 °C
hasta los analisis posteriores.

3.6.- Polifenoles totales.

Para la determinacion del contenido de polifenoles totales, se empled la metodologia de
Folin-Ciocalteu, siguiendo el método descrito por Singleton, Orthofer and Lamuela-
Raventos (1999). El reactivo de Folin se preparo6 utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu
(Merck, Alemania) y agua ultrapura, 1:10 (v/v). Se empled acido géalico 1 mM (Sigma;
Madrid, Espafia) como patron de referencia en distintas concentraciones (0 - 4,725 mg/L).
La ecuacion de la recta de calibrado que se obtuvo fue y= 96,1 x - 0,0721 (R?>= 0,991).

Para los ensayos, se mezclaron 100 pL de los diferentes extractos con 400 puLL de tampon
fosfato 50 mM a pH 7,8. Se afiadieron 2,5 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu y tras agitar
y reposar durante 2 min, se afiadieron 2 mL de Na>xCOs (75 g/L). Se introdujeron en un
bafio termostatico a 50 °C durante 10 min.

Se midié la absorbancia a 760 nm y el blanco se preparé con 500 pL de tampon fosfato
50 mM, 2,5 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu y 2 mL de Na,COs. Los analisis se
realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como mg acido galico por 100 g
de muestra seca.

Para los analisis de las muestras de pan tras la digestion in vitro se siguidé el mismo
procedimiento explicado anteriormente, expresando los resultados como mg acido galico
por 100 g de muestra fresca.

3.7.-Propiedades antioxidantes
3.7.1. Capacidad antioxidante: Método DPPH

Para determinar la actividad de captacion de radicales libres utilizamos el método DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) siguiendo la metodologia desarrollada por Brand-Williams,
Cuvelier and Berset (1995), con algunas modificaciones. El radical DPPH (Sigma;
Madrid, Espafia) se preparo disolviendo 0,0035 g con 10 mL de metanol. La solucién se
conservo en oscuridad durante 30 min, transcurrido ese tiempo se ajusto la absorbancia a
1 £ 0,02 en un espectrofotometro (UV/Vis Spectrophotometer T80; PG Instruments
Limited, UK) a 515 nm. La ecuacion de la recta de calibrado que se obtuvo fue y = 163 x
+ 108 (R? = 0,99), empleando Trolox 10 mM como patron de referencia a diferentes
concentraciones 0,5 - 4,00 mmol/L.

Para los ensayos, se utilizaron 100 pL. de los distintos extractos a los que se afiadieron
900 uL de la solucion DPPH. Se dej6 reaccionar durante 10 min en oscuridad. Finalmente
se midid la absorbancia a 515 nm. Los resultados se expresaron como mmol de Trolox
por 100 g de muestra seca.
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Para los analisis de las muestras de pan tras la digestion in vitro se siguidé el mismo
procedimiento explicado anteriormente, expresando los resultados como mg acido galico
por 100 g de muestra fresca.

3.7.2. Capacidad antioxidante: Método ABTS

La actividad de captacion de radicales libres se determiné utilizando el método ABTS
[2,2'-azino-bis (&cido 3-etilbenzotiazolina- 6-sulfonico)] siguiendo la metodologia
desarrollada por Re et al. (1999). El radical ABTS se prepar6 mezclando ABTS 7 mM
(Sigma; Madrid, Espana) con persulfato de potasio K»S>Og 2,45 mM (Sigma; Madrid,
Espana) y se dejo reaccionar durante 16 h en oscuridad a temperatura ambiente. La
solucion obtenida se diluyo con agua ultrapura hasta ajustar su absorbancia a 0,70 + 0,02
a 734 nm. La ecuacion de la recta de calibrado que se obtuvo fue y =200 x + 0,0444 (R?>=
0,999), empleando Trolox 10 mM como patron de referencia en distintas concentraciones
(0,20 - 3,00 mmol/L).

Para realizar los ensayos se mezclaron 100 puL de los diferentes extractos con 900 pL de
la solucion ABTS, se dejo reaccionar durante 6 minutos en oscuridad y finalmente se
midio la absorbancia a 734 nm. Los resultados se expresaron como mmol de Trolox por
100 g de muestra seca.

Para los analisis de las muestras de pan tras la digestion in vitro se siguidé el mismo
procedimiento explicado anteriormente, expresaron los resultados como mg acido galico
por 100 g de muestra fresca.

3.7.3. Capacidad antioxidante: Método FRAP

Para medir la capacidad antioxidante mediante la capacidad de reduccion del hierro, se
empled el método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), adoptado de Benzie and
Strain (1996). El reactivo FRAP se preparé mezclando 300 mmol/L de tampon de acetato
(pH 3,6), 10 mmol/L de solucion de TPTZ en 40 mmol/L de HCly 20 mmol/L de solucion
de FeCl3-6H>0 en una proporcion de volumen de 10:1:1, respectivamente.

Para los ensayos, se mezclaron 100 pL de cada extracto con 900 uL de la disolucion
FRAP y se mantuvieron en oscuridad durante 10 min a temperatura ambiente. Luego se
midio la absorbancia a 593 nm. La ecuacién de la recta de calibrado que se obtuvo fue y
=408 x + 0,159 (R? = 0,999), empleando Trolox 10 mM como patrén de referencia en
distintas concentraciones (0,01 a 5,00 mmol/L).

Los resultados se expresaron como mmol de Trolox por 100 g de muestra seca. Para los
analisis de las muestras de pan tras la digestion in vitro se siguid el mismo procedimiento
explicado anteriormente, expresaron los resultados como mg acido galico por 100 g de
muestra fresca.

3.8.- Analisis estadisticos

Para el analisis estadistico se uso el software SPSS v 21.0 (SPSS Inc., Chicago- Illinois-
USA). Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. Los resultados fueron
expresados como la media + la desviacion estandar. La comparacion de medias se realizd
con un analisis de varianza (ANOV A) y mediante la prueba de rangos multiples de Tukey.
La diferencia significativa fue establecida como (p < 0.05).
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4.- RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1.- Humedad y cenizas en los panes enriquecidos con subproductos florales de
azafran

Los valores de humedad y cenizas de las distintas formulaciones de panes se muestran en
la Tabla 1 y en la Figura 6, respectivamente. Respecto a la humedad, un indicador
importante de la vida ttil de los alimentos podemos observar que en los panes de espelta
no se muestran diferencias estadisticamente significativas entre las diferentes
formulaciones, mostrando valores en torno al 30%. En los panes de trigo, los valores de
humedad fueron entre 25-32% dependiendo de la formulacion, encontrando diferencias
estadisticamente significativas entre el PT2,5% (25,47 + 2,49) y PT10% (32,44 + 2,44).

Estos valores de humedad son similares a los reportados en otros estudios, como el de
Andrzej-Kurek, Wyrwisz, Piwinska and Wierzbicka (2015) donde analizaron la humedad
en panes elaborados con diferentes tipos de harina (harina de reposteria, harina comun,
harina de fuerza media, harina de fuerza), mostrando valores alrededor del 40%.

Asi, todos los panes objeto de estudio tienen un valor similar en cuanto a humedad, en
cuyo contenido influye la cantidad de agua aportada en el amasado, el tiempo de coccion,
asi como la temperatura de horneado. Por lo tanto, estos valores de humedad nos
proporcionan informacién relacionada con la vida util del producto para evitar su
deterioro microbioldgico o quimico.

Tabla 1.- Humedad en panes frescos enriquecidos con subproductos florales de azafran'.

Humedad (%)
0% 31,12+ 2,43 ab
PT? 2,5% 25,47+249b
5% 31,12 £2,40 ab
10% 32,44+244a
0% 32,71 +£2,61
2,5% 29,51 £2,46
PE?
5% 31,89 £2,36
10% 31,50+ 2,33

"Media £ desviacion estandar en la misma columna seguida de diferentes letras indican
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) para cada tipo de pan con diferentes
formulaciones (n = 3). 2 PT: panes con harina de trigo; *PE: panes con harina de espelta.
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Con respecto al contenido de cenizas, que proporciona una medida de la cantidad total de
minerales dentro de un alimento, podemos observar que no se encuentran diferencias
estadisticamente significativas entre los diversos panes de trigo ni entre los de espelta
(Figura 6), observando un contenido medio de 3,23 + 0,74 % para el pan de harina de
trigo y un contenido medio de 3,44 + 0,68 % para el pan de harina de espelta. Estos valores
fueron superiores a los obtenidos en otros estudios. La investigacion de Pycia and
IvaniSova (2020) en la que desarrollaron pan de harina de trigo enriquecido con avellanas
y nueces, y la de Garcia-Segovia, Igual and Martinez-Monz6 (2020) en la que estudiaron
panes con harina de trigo con proteinas de guisante o de insectos, los valores de cenizas
en todas las muestras fueron del 1-2%.

54 5—
4 4
[72] 7]
N 37 S 3+
c c
/] /]
Q 21 Q 21
= X
14 14
0- 0-
PTO PT2,5 PT5 PT10 PEO PE2,5 PE5 PE10
Panes de trigo Panes de espelta

Figura 6.- Contenido de cenizas en panes frescos enriquecidos con subproductos
florales de azafran. Las barras de error indican la desviacion estandar.

4.2.- Capacidad antioxidante y contenido de polifenoles totales

Los resultados de la capacidad antioxidante y el contenido de polifenoles totales en las
diferentes formulaciones de pan se muestran en la Tabla 2.

Los resultados de los ensayos DPPH, ABTS y FRAP revelan las actividades antioxidantes
de los diferentes panes. El método ABTS cuantifica la decoloracion del radical ABTS,
debido a sureduccion a ABTS; el DPPH cuantifica la eliminacion de radicales 1,1-difenil-
2-picrilidracilo; y el método FRAP, la reduccion del hierro férrico (Fe*?) presente en el
reactivo de FRAP hasta la forma ferrosa (Fe*?) por presencia de antioxidantes. Asi, las
pruebas DPPH y ABTS evaltan la actividad antirradical in vitro y FRAP evalua el
potencial reductor de las muestras.

Si observamos los datos recogidos en la Tabla 2 podemos ver que para el método DPPH,
se empieza a observar capacidad antioxidante a partir de la formulacion del pan en el que
afiadimos 5% de harina de subproducto floral del azafran tanto en los panes elaborados
con harina de trigo como los de harina de espelta. Para ambas harinas vemos un
incremento importante de la capacidad antioxidante cuando afiadimos un 10% de
subproductos a la mezcla (8,67 = 1,72 mmoles de Trolox/ 100g muestra elaborada con
harina de trigo y 12,43 £+ 1,06 mmoles de Trolox/ 100g muestra elaborada con harina de
espelta), encontrando diferencias estadisticamente significativas con las muestras en las
que se ha anadido un 5% de subproducto floral (2,00 £ 0,68 mmoles de Trolox/ 100g
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muestra elaborada con harina de trigo y 1,69 £+ 0,67b mmoles de Trolox/ 100g muestra
elaborada con harina de espelta).

Para los métodos ABTS y FRAP, vemos como al aumentar el porcentaje de subproducto
floral, aumenta la capacidad antioxidante en ambos tipos de pan, encontrando diferencias
estadisticamente significativas entre los panes de trigo al 5% y 10% vy diferencias
estadisticamente significativas entre todos los panes de espelta. Asi, en la formulacion
que contenia un 10% de harina de subproductos florales, la actividad antioxidante se
triplica en ambos métodos alcanzando valores de 98,52 + 3,58 mmoles de Trolox/ 100g
muestra para harina de trigo y 110,787 £ 5,371 mmoles de Trolox/ 100g muestra para
harina de espelta con el método ABTS. Con el método FRAP los valores son de 85,00 +
5,685 mmoles de Trolox/ 100g muestra para harina de trigo al 10% de subproducto floral
y 98,954 + 7,337 mmoles de Trolox/ 100g muestra para harina de espelta al 10% de
subproducto floral.

Por tanto, a medida que se aumenta la concentracion de subproducto floral de azafran, los
panes presentan una mayor capacidad antioxidante que podria estar relacionada con el
contenido en compuestos bioactivos que contienen las flores de azafrdn, como los
polifenoles. Estudios previos han demostrado la elevada capacidad antioxidante de las
flores de azafran, sobre todo los tépalos que podria estar relacionada con su alto contenido
en polifenoles (Sun et al., 2020). Ademas, respecto a los resultados obtenidos mediante
ABTS, estos panes enriquecidos con subproductos florales de azafrdn presentan una
mayor capacidad antioxidante en comparacién a los reportados por otros estudios en los
que desarrollaron pan de harina de trigo enriquecido con avellanas y nueces, presentando
valores de poder antioxidante entre 37-89 umol Trolox/100 g (Pycia & IvaniSova, 2020).

Con respecto al contenido de polifenoles totales observamos la misma tendencia que en
la actividad antioxidante, al aumentar el porcentaje de subproducto floral, aumenta el
contenido en compuestos bioactivos tanto en las elaboraciones de harina de trigo como
en las de espelta (observamos un valor de 51,90 = 2,96 mg GAE por 100 g peso seco de
muestra para la elaboracion de PT2,5%, valor que aumenta hasta 211,48 +26,84 mg GAE
por 100 g peso seco en la muestra PT10%. Por tanto, la capacidad antioxidante de las
muestras esta relacionada con el contenido en polifenoles de los subproductos florales.

Los valores de polifenoles totales obtenidos son superiores a los alcanzados en el estudio
realizado por Pycia and IvaniSova (2020) en panes enriquecidos con avellanas y nueces
(26-39 mg GAE/100g), lo cual se debe al gran contenido en polifenoles que presentan los
subproductos florales del azafran, donde estudios previos reportan valores de 30 mg/g
para TPC en extractos de metanol de tépalo de azafran de China (Sun et al., 2020).
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Tabla 2.- Capacidad antioxidante y contenido en Polifenoles Totales (TPC) en panes
enriquecidos con subproductos florales de azafran'.

DPPH? ABTS? FRAP? TPC?
0% n.d 27,83 £1,05¢ 23,27+ 1,35d n.d
2,5% n.d. 49,43 +4,09b 42,16 +3,05¢ 51,90+ 2,96b
PT*
5% 2,00+£0,68b 52,46+ 3,590 53,01 £1,33b 77,94 +7,50b
10% 8,67+1,72a 98,52+ 3,58a 85,00 £5,69a | 211,48 +26,84a
0% n.d 31,96 £2,31d 21,13+ 1,42d n.d
2,5% n.d 42,09 +231c 36,54 £ 3,11c 36,51+ 5,98¢
PE’

5% 1,68 +0,68b  79,05+091b 65,88 = 1,99b 74,82+ 15,71b

10% 12,43 +1,06a 110,79+5,37a 98,95+ 7,34a 214,26 +4,77a

"Media £ desviacion estandar en la misma columna seguida de diferentes letras indican
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) para cada tipo de pan con diferentes
formulaciones (n = 3). ?La capacidad antioxidante se expresa en mmol Trolox por 100 g
peso seco de muestra.

3Los polifenoles totales (TPC) se expresan en mg de equivalentes de 4cido géalico (GAE)
por 100 g peso seco de muestra; * PT: panes con harina de trigo; *PE: panes con harina
de espelta. n.d.: no detectado.

4.3.- Capacidad antioxidante en panes enriquecidos con subproductos florales de
azafran en cada fase de la digestion in vitro

Los resultados de la capacidad antioxidante (DPPH, ABTS y FRAP) y el contenido de
polifenoles totales en las diferentes muestras de pan en cada fase de digestion in vitro se
muestran en las Tablas 3,4 y 5 y en la Figura 7, respectivamente.

Se observo en el ensayo DPPH que la actividad antioxidante en la fase oral solo es
detectable a partir de las elaboraciones en las que hemos afiadido el 5% de harina de
subproductos florales (4,20 £+ 1,98 mmol Trolox /100 g peso seco de muestra), tanto para
la harina de trigo como para la de espelta (5,21 £+ 3,51 mmol Trolox /100 g peso seco de
muestra).

En ambas elaboraciones no se detecta actividad para ninguna de las concentraciones en
la fase gastrica y en ambas fases intestinales para los dos tipos de harinas, s6lo aparece
cuando llegamos al 10% afiadido, siendo los valores inferiores a los encontrados en el pan
sin ser sometido al proceso de digestion (Tabla 2).
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Tabla 3.- Capacidad antioxidante a través del método DPPH en panes enriquecidos con
subproductos florales de azafran durante cada fase de la digestion in vitro'.

Digestion in vitro

Muestra Fase oral Fase géstrica Fase intestinal Fase intestinal

1h 2h
0% n.d n.d n.d n.d
P.T? 2,5% n.d n.d n.d n.d
) 5% 4,20+ 1,98b n.d n.d n.d
) 10% 13,86 +2,78a n.d 2,76 + 1,82 2,54 +2,73
DPPH 0% n.d n.d n.d n.d
P.E 2,5% n.d n.d n.d n.d
) 5%  521+3,51b n.d n.d n.d
10% 15,77+ 1,89a n.d 5,31 £3,99 1,49 + 0,06

"Media £ desviacion estandar en la misma columna seguida de diferentes letras indican
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) para cada tipo de pan con diferentes
formulaciones (n = 3).

2 La capacidad antioxidante se expresa en mmol Trolox por 100 g peso seco de muestra.

3 PT: panes con harina de trigo; “PE: panes con harina de espelta; n.d.: no detectado.

Para los ensayos ABTS (Tabla 4), durante el periodo de digestion oral, la capacidad
antioxidante disminuye con respecto a la observada en los panes sin digestion in vitro y
en la fase gastrica alcanzan valores similares a los reflejados en la tabla 2, sin embargo,
se produce un aumento en la capacidad antioxidante en condiciones de digestion intestinal
con cambios significativos durante las 2 horas, alcanzando los maximos valores para
ambos tipos de harina cuando afiadimos un 10% de subproductos florales de azafran
(1576,44 + 34,03 mmol Trolox por 100 g peso seco de muestra 'y 1582,69 + 82,75 mmol
Trolox por 100 g peso seco de muestra, para pan de trigo y espelta respectivamente).

Para la elaboracion con harina de trigo encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre la muestra PT10% y el resto de formulaciones, sin embargo, en la
formulacion con harina de espelta observamos que las diferencias estadisticamente
significativas se observan a partir de la adicion de 2,5% de harina de subproductos florales
(Tabla 4).

Este aumento podria deberse a las condiciones intestinales (pH neutro, presencia de
enzimas pancreaticas y sales biliares), que facilitarian una mejora en la liberacion de
compuestos bioactivos que anteriormente podrian estar ligados o insolubilizados por su
interaccion con la matriz.

En el método FRAP encontramos diferencias estadisticamente significativas en ambos
panes al 10% en todas las fases de la digestion observando en esta ocasion una
disminucién de los valores de capacidad antioxidante a lo largo del proceso, pasando de
38,77 = 5,90 mmol Trolox por 100 g peso seco de muestra'y 61,86 + 10,75 mmol Trolox
por 100 g peso seco de muestra en la fase oral para trigo y espelta, respectivamente, a
valores de 27,89 £+ 6,99 mmol Trolox por 100 g peso seco de muestra y 36,62 + 3,130
mmol Trolox por 100 g peso seco de muestra en la fase intestinal 2h para trigo y espelta,
respectivamente. Se muestran resultados similares otros estudios, como el de Gawlik-
Dziki et al. (2009) donde determinan la actividad antioxidante tras la digestion simulada
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de pan enriquecido con un extracto de la planta de trigo sarraceno y se observo el maximo
poder reductor en la muestra control después de la digestion, hecho que se puede atribuir
a la interaccion de las distintas enzimas presentes en el proceso digestivo con los
compuestos fenolicos, que permitirian su liberacion de la matriz y por ello aumentaria el
poder antioxidante.

Tabla 4.- Capacidad antioxidante a través del método ABTS en panes enriquecidos con
subproductos florales de azafran durante cada fase de la digestion in vitro'.

Digestion in vitro

Fase Fase intestinal Fase intestinal
Muestra Fase oral L L.
gastrica 1h 2h
421,40 +
[1) ’
0% 3,47+ 175 22,37 +£1,99¢ 11,71a 457,89 £ 6,02b
34,32 +
3 0 s
P.T?| 2,5% 3,94 +£1,28 8,47b 436,65 £4,52a 451,89 +10,35b
5% 3,61 £2,61 48,74 +2,14a 434,90 +8,45a 460,64 + 5,20b
10% 4,94+1,50 49,99 £0,98a 398,90+ 6,66b 1576,44 + 34,03a
2,20 + 30,74 £
2 0 5 )
ABTS 0% 0,16b 3,31b 428,65 £ 10,67 437,40 +26,93b
259, 5,49
P w2 0,67a 43,34 +£1,99a 430,40+ 12,28 1372,69 +59,52a
Y 491+ 1457,69 +
¢ 0,81a 45,44 + 6,40a 425,90 + 18,79 176,54a
0% 9= 437,40 + 26,93

0,20a 50,54 £ 0,39a

1582,69 + 82,75a

"Media £ desviacion estandar en la misma columna seguida de diferentes letras indican
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) para cada tipo de pan con diferentes

formulaciones (n = 3).

2 La capacidad antioxidante se expresa en mmol Trolox por 100 g peso seco de muestra.
3 PT: panes con harina de trigo; “PE: panes con harina de espelta.
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Tabla S.- Capacidad antioxidante a través del método FRAP en panes enriquecidos con
subproductos florales de azafran durante cada fase de la digestion in vitro'.

Digestion in vitro

Fase Fase
Muestra Fase oral  Fase gastrica  intestinal intestinal
1h 2h
0 % 0,89+ 0,50c 8,07 +2,03c n.d. n.d.
P.T? 2,5% 14,09+4,08b 17,12+0,56bc 1,40+0,83b 2,43 +0,73b
) 5%  28,05+4,85a 25,64+6,04b 9,83 +5,35ab 15,00+ 6,58ab
10% 38,77+590a 37,67+4,67a 20,71 +796a 27,89 +6,99a
0 % 6,99 +0,73¢ 11,21 +£1,01b n.d. n.d.
FRAP? -y 18,08 +
= 4,03bc 21,56 +£1,19p 3,97+281b 7,60+ 0,34c
P.E* 50, 26,69
® 32,01 +9,90b +12,58ab 14,26 £ 8,84b 18,16 +4,89b
10% 61,86 =
10,75a 43,97 £6,96a 31,79+ 1,22a 36,62 +3,130a

"Media £ desviacion estandar en la misma columna seguida de diferentes letras indican
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) para cada tipo de pan con diferentes
formulaciones (n = 3).

2 La capacidad antioxidante se expresa en mmol Trolox por 100 g peso seco de muestra.

3 PT: panes con harina de trigo; “PE: panes con harina de espelta: n.d.: no detectado.

4.4.- Determinacion de los polifenoles totales en panes enriquecidos con
subproductos florales de azafran en todas las fases de digestion in vitro

La concentracion de polifenoles totales en panes enriquecidos con distintos porcentajes
de harina obtenida de los subproductos florales de azafran que son sometidas a digestion
in vitro se muestra en la Figura 7.

En los dos tipos de elaboraciones (harina de trigo y espelta) la concentracion de
polifenoles totales se mantiene estable en todas las fases de la digestion alcanzando los
valores mas altos para la concentracion del 10% de harina de flores de azafran. En los
panes de espelta se observd un ligero aumento en la fase gastrica que podria estar
relacionado con una mayor solubilidad de ciertos polifenoles, antes probablemente
quelados, o en forma reducida, bajo las condiciones de pH gastrico (Gido et al., 2012).

Los valores de los polifenoles se mantienen altos en las fases intestinales 1h y 2h, por lo
que tras la digestion, estos compuestos bioactivos podran alcanzar el colon y contribuir
al mantenimiento de la salud intestinal (Laparra & Sanz, 2010). Sin embargo, es necesaria
una mayor investigacion para conocer cuales son estos compuestos fendlicos y poder
comprender el mecanismo de accion a nivel fisioldgico en la salud humana, ya que la
biodisponibilidad de los polifenoles a través de la dieta depende de muchos factores, entre
ellos: factores ambientales externos, factores relacionados con el procesamiento de
alimentos (temperatura, homogeneizacion, liofilizacién, coccion/procesamiento,
almacenamiento), factores relacionados a la estructura quimica de los polifenoles ,
factores relacionados con la fase de digestion intestinal(actividad enzimatica, transito
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intestinal, microflora del colon), factores sistémicos (edad y sexo, enfermedades y/o
patologias, factores genéticos), factores relacionados con la alimentacion (tipo de
producto, presencia de componentes que afectan la absorcion de forma positiva o
negativa, como grasa y fibra) e interacciones con otros compuestos (Czubaszek, Czaja,
Sokot-Eetowska, Kolniak-Ostek, & Kucharska, 2021).
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Figura 7.- Contenido en Polifenoles Totales (TPC) en panes realizados con harina de
trigo (A) y espelta (B) enriquecidos con subproductos florales de azafran durante cada
fase de la digestion in vitro. Las barras de error representan la desviacion estandar. Las
diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) para cada
tipo de pan con diferentes formulaciones (n = 3).
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5.- CONCLUSIONES
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Los subproductos florales del azafran son ingredientes adecuados y sostenibles
para desarrollar nuevos alimentos funcionales.

La valorizacion de los subproductos florales del azafran mediante su aplicacion
como ingrediente en la elaboracion del pan permite obtener nuevos alimentos con
efectos beneficiosos, ademas de reducir el impacto medioambiental,
aprovechando una biomasa que se encuentra sin explotar.

Los subproductos florales del azafran poseen un alto contenido de compuestos
bioactivos (polifenoles) aptos para ser incluidos en distintas matrices alimentarias
como el pan y mejorar su composicion.

La capacidad antioxidante de las diferentes elaboraciones de pan, se mantiene
estable a lo largo de todas las etapas de la digestion in vitro, presentando las
muestras con un 5 y 10% de subproducto floral un alto poder antioxidante

Los polifenoles se mantienen disponibles tras la fase de digestion intestinal 2h,
mostrando una mayor concentracion las muestras con un 5 y 10% de subproducto
floral, por lo que podrian ser absorbidos para ejercer sus efectos beneficiosos.

El estudio realizado en el presente trabajo supone una alternativa sostenible para
el desarrollo de un alimento funcional, usando las partes de la flor de C. sativus
que se desechan. Sin embargo, son necesarios estudios posteriores para conocer
el perfil fendlico de estos alimentos y estudiar cudles son los efectos a nivel
fisiologico tras su consumo.
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