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Resumen:

Este estudio analiza el potencial de las flores de azafran (Crocus sativus L.), un
subproducto agricola, para su revalorizacion en la produccion de infusiones
funcionales. El objetivo principal fue evaluar el impacto del pH y el tiempo de
extraccion sobre las propiedades fisicoquimicas, el contenido en polifenoles y la
capacidad antioxidante de las infusiones. Se prepararon dos tipos de infusiones:
una con agua acidificada (pH 2) y otra sin acidificar. El agua acidificada favorecio
la extraccion de compuestos fendlicos, aumentando la actividad antioxidante. El
tiempo 6ptimo de extraccion fue entre 6 y 8 minutos. Las infusiones acidificadas
mostraron tonalidades rojizas mas intensas, mientras que las no acidificadas
tendieron al purpura. Los resultados indican que la acidificacion mejora las
propiedades funcionales. Este enfoque contribuye a reducir residuos agricolas y

promueve el desarrollo de bebidas saludables.

Palabras clave: Crocus sativus, bebidas funcionales, sostenibilidad, capacidad

antioxidante, polifenoles.



Abstract:

This study analyzes the potential of saffron flowers (Crocus sativus L.), an
agricultural byproduct, for revaluation in the production of functional infusions.
The main objective was to evaluate the impact of pH and extraction time on the
physicochemical properties, polyphenol content, and antioxidant capacity of the
infusions. Two types of infusions were prepared: one with acidified water (pH 2)
and the other without. Acidified water favored the extraction of phenolic
compounds, increasing antioxidant activity. The optimal extraction time was
between 6 and 8 minutes. Acidified infusions showed more intense reddish hues,
while non-acidified infusions tended toward purple. The results indicate that
acidification improves functional properties. This approach contributes to

reducing agricultural waste and promotes the development of healthy beverages.

Keywords: Crocus sativus, functional beverages, sustainability, antioxidant
capacity, polyphenols.



iNDICE

Contenido
1. INTRODUCCION .......coveeeeereeeceteee e eeseas e esaess e esesssssessesesenssassessasenas 1
1.1 El azafran y sus subproductos............cccooimiiriecceiiiiinsss s e e eeeeenns 2
1.2 Revalorizacion y sostenibilidad en la industria agroalimentaria....... 3
1.3 Bebidas funcionales como vehiculo de bienestar................ccccuuuuueeee 5
2. OBUJETIVOS. ... s s s 7
2.1 Objetivo princCipal........coiiieecciii s e 7
2.2 Objetivos esSpecifiCos .......cuuviiiiirmirimmmmimnsisrssr s 7
3. MATERIALES Y METODOS.........ccoeoieeeereeeneeeneeeaeeeseseeseessssessssssssaes 8
3.1 Materias primas y preparacion de las flores de azafran..................... 8
3.2 Preparacion de las infusiones...........ccovveeeecinnncirsse s e e s 8
3.3 Medida de parametros fisicoquIimicCos...........cccccmmrremmmcnnnrerrrrecennnnns 9
3.3 PH e ————————— 9
3.3 2 ACKAEZ ... 9
3.3.3 Solidos solubles totales ............cccvviiiiiiiii 9
3.3.4 COlOr ... ————— 10
3.4 Analisis de las propiedades funcionales..........ccccceemmciiiiiiiiircennnnnn. 10
3.4.1 Capacidad antioxidante ...........ccccoovrmmmrmmcrnrr e 10
3.4.1.1 Capacidad antioxidante: Método DPPH.............ciciimiiciinienne, 10
3.4.1.2 Capacidad antioxidante: Método ABTS.........ccccccieeeiiiiirrrrecennnnnnn, 1
3.4.2 Polifenoles totales: Método de Folin-Ciocalteau ..............cccevviennn. 11
3.5 Analisis EstadistiCo ...........cciiiiiiiiiiii 12
4. RESULTADOS Y DISCUSION ......coomeeereeeceeeeeeees e seeas e se s ens 13
4.1 Analisis fisicoquimico de las infusiones..........ccccceiviirriiiirennnnnennennnn 13
4.2 Resultados del Color en las Infusiones..........cccccevvviiiimnennnnnnnnnnnenennnn 16
4.3 Resultados de la capacidad antioxidante de las infusiones............ 19
4.3.1 MEtodo DPPH......... e 19
4.3.2 MEtodo ABTS ... eeeeeeccre e e e e e s s mn e e e mnn e e 20
4.3.3 Resultados de polifenoles totales en las infusiones..................... 20
5. CONCLUSION .......cociurerecueerereessesees st ses st s sse s sse s sssesenees 23

6. BIBLIOGRAFIA .....ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesseseseessssssssessseessnssessessssessnessssessnes 24



Aprovechamiento de los Subproductos de Florales de Azafran para el N\

Desarrollo de Infusiones Funcionales: Impacto del pH y el Tiempo de
Extraccion

1.INTRODUCCION

En el contexto actual, la busqueda de una mejor calidad de vida ha impulsado el
interés por el consumo de alimentos y bebidas con propiedades funcionales. La
sociedad actual demanda productos que no solo satisfagan necesidades
nutricionales basicas, sino que también brinden beneficios adicionales para la
prevencion de enfermedades y el mantenimiento de la salud a largo plazo. Este
cambio esta impulsado por un mayor conocimiento sobre la relacion entre la dieta
y la salud, asi como por una creciente conciencia sobre la importancia de un
estilo de vida saludable (Ratz-t.yko et al., 2015; Zeinali et al., 2019).

La industria alimentaria ha respondido a esta demanda desarrollando alimentos
funcionales, que son aquellos que contienen componentes bioactivos capaces
de mejorar la salud mas alla de los efectos nutricionales basicos.

En este contexto, el uso de infusiones ha experimentado un notable incremento
debido a sus propiedades funcionales. Preparadas a partir de diversas hierbas,
frutas, flores y especias, contienen una variedad de compuestos bioactivos que
pueden contribuir al bienestar. Este aumento en su consumo se relaciona con
una tendencia general hacia la busqueda de alternativas naturales y menos
procesadas en la dieta diaria (Yang et al., 2019; Gulgin, 2020). Ademas, las
infusiones presentan una opcidon conveniente y accesible para incorporar
componentes beneficiosos en la dieta, lo que facilita la adopcién de habitos de
consumo saludables (Koh et al., 2021).

La expansién de la oferta de infusiones funcionales refleja esta demanda, con
productos que incluyen extractos de plantas especificas que apuntan a mejorar
diferentes aspectos de la salud, desde el sistema inmunolégico hasta el manejo
del estrés. Esta diversificacién responde a un mercado cada vez mas competitivo
y orientado a satisfacer las necesidades de consumidores interesados en una
alimentacién integral y holistica (Cao et al., 2020; Yang et al., 2019). Un ejemplo
prometedor de esta tendencia es la revalorizacion de las flores de azafran
(Crocus sativus L.) para la elaboracion de infusiones. Tradicionalmente conocido

por sus estigmas como especia, el resto de la flor de azafran, rica en compuestos
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bioactivos como flavonoides y otros antioxidantes, estd emergiendo como una
fuente valiosa para desarrollar nuevos alimentos funcionales con propiedades
beneficiosas para la salud, contribuyendo a la sostenibilidad y al

aprovechamiento integral de este cultivo tan preciado.

1.1 El azafran y sus subproductos

El azafran (Crocus sativus L.) es una de las especias mas valiosas del mundo,
conocida por sus propiedades colorantes y aromaticas. Sin embargo, la
produccion del azafran genera una considerable cantidad de subproductos
florales durante la cosecha y procesado de esta especia. Por cada kilogramo de
azafran recolectado, se estima que se desechan aproximadamente 150.000 y
200.000 flores de flores, incluyendo pétalos y otros componentes no utilizados.
Tradicionalmente, estos subproductos han sido considerados residuos, pero
recientes estudios sugieren que poseen un valor significativo debido a su
contenido en compuestos bioactivos.

Estas flores contienen una variedad de compuestos como flavonoides,
antocianinas y otros polifenoles, que tienen propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias (Cardone et al., 2020; Ghorbani et al., 2020; Melnyk et al., 2022;
Ramadan et al., 2018). Diversos estudios han demostrado que los extractos de
las flores del azafran poseen actividades bioldgicas que pueden ser beneficiosas
en la prevencion de enfermedades cronicas y en el mantenimiento de la salud
general. Por ejemplo, se observado que estos extractos florales pueden reducir
el estrés oxidativo y modular la respuesta inmune, lo que sugiere su potencial
uso en aplicaciones nutracéuticas y farmacéuticas (Bukhari et al., 2022;
D’Archivio et al., 2023; Sanchez-Vioque et al., 2022). Ademas, las flores del
azafran tienen un perfil aromatico Unico que podria ser usado en la industria de
alimentos y bebidas para el desarrollo de productos innovadores (Caballero-
Ortega et al., 2022; Cardone et al., 2020).
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Figura 1. Crocus sativus. L. Flor del azafran

1.2 Revalorizacion y sostenibilidad en la industria agroalimentaria

La existencia de estos subproductos valiosos, como las flores de azafran, resalta
una oportunidad clave en la industria agroalimentaria. Este sector, fundamental
para la economia espafola, anualmente genera millones de toneladas de
residuos que se destinan, fundamentalmente, a la alimentacion animal o a la
produccion de biogas, una estrategia de gestion costosa y de bajo valor afiadido
(Lopez-Gonzalez et al., 2020; MAPA, 2025). No obstante, la mayoria de los
subproductos de origen vegetal poseen una estimable concentracion de
componentes de alto valor nutritivo y farmacologico. Su recuperacién y
revalorizacion no solo contribuyen a los objetivos generales del Plan Nacional
Integral de Residuos de Espafia, sino que también se alinean con las actuales
tendencias de produccion sostenible (Garcia-Garcia et al., 2020; Lopez-Garcia
et al., 2019; Sanchez et al., 2021).

En este sentido, la economia circular y las practicas sostenibles son esenciales
convirtiendo la revalorizacion de los productos florales, como los del azafran, en
una estrategia crucial. Al ser ricos en polifenoles y otras sustancias bioactivas
estos subproductos no solo reducen el desperdicio, sino que también abre
nuevas posibilidades para la produccién de productos de alto valor agregado,
generando importantes beneficios econdmicos y promoviendo una gestion mas

integral y eficiente de los recursos agricolas. Este enfoque puede tener
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implicaciones significativas en diversas industrias, incluyendo:

o Aplicaciones en la Industria Cosmética: Los compuestos bioactivos
presentes en las flores del azafran, como los flavonoides y las
antocianinas, poseen propiedades antioxidantes que pueden ser
beneficiosas para la piel. Estos compuestos ayudan a combatir los
radicales libres y el envejecimiento cutaneo, lo que los hace valiosos para
sSu uso en productos cosméticos (Xiong et al., 2023).

« Potencial en la Industria Alimentaria: Los extractos de flores de azafran
también pueden utilizarse como aditivos naturales en la industria
alimentaria, proporcionando color, sabor y beneficios nutricionales
(Singletary, 2020). Por ejemplo, las antocianinas son pigmentos naturales
que pueden ofrecer una alternativa a los colorantes artificiales, que son
cada vez menos aceptados por los consumidores. Ademas, estos
extractos podrian ser utilizados en el desarrollo de alimentos funcionales,
que ofrecen beneficios para la salud mas alla de la nutricion basica.

« Investigacion Farmacéutica: el potencial terapéutico de los compuestos
presentes en las flores del azafran presenta posibles efectos
neuroprotectores (Cerda-Bernad et al.,2022) (), antidepresivos (Siddiqui
et al., 2018) y ansioliticos (Stanley & Beaumont, 2018), lo que abre la
posibilidad de desarrollar nuevos tratamientos farmacolégicos, pudiendo
llevar a la creacion de nuevos medicamentos o suplementos dietéticos.

Por lo tanto, la valorizacion de los subproductos florales del azafran podria tener
un impacto econémico significativo, especialmente en regiones donde el cultivo
del azafran es una fuente importante de ingresos. Al afiadir valor a los residuos
agricolas, se puede mejorar la rentabilidad de las explotaciones de azafran,
fomentar la innovacién y la creacion de empleo en areas rurales, y contribuir a la
sostenibilidad econdmica de estas comunidades (Ramadan et al., 2018).
Ademas, esta practica puede servir como modelo para otras industrias agricolas,
promoviendo practicas sostenibles y la economia circular en un sector mas
amplio (Bukhari et al., 2022).
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1.3 Bebidas funcionales como vehiculo de bienestar

Las bebidas funcionales han emergido como un vehiculo atractivo para
incorporar compuestos bioactivos como los polifenoles a la alimentacion diaria,
respondiendo a la creciente demanda de productos que no solo nutran, sino que
también aporten beneficios adicionales para la salud y el bienestar (Granato et
al., 2020). Entre estas, las infusiones se encuentran entre las bebidas mas
consumidas en el mundo, principalmente en paises asiaticos, sudamericanos y
europeos (Li et al., 2021; Otalora et al., 2021).

Las bebidas funcionales representan uno de los segmentos de productos mas
dinamicos del mercado actual, ofreciendo beneficios especificos para la salud,
que van desde la mejora de la digestion hasta el fortalecimiento del sistema
inmunologico (Pinazo Momparler, A., 2015; Qadir, S et al., 2020). Al incluir
ingredientes como polifenoles, vitaminas, probidticos y otros compuestos
bioactivos, estas bebidas se posicionan como vehiculos eficaces para la
promocioén del bienestar general. Su creciente popularidad se debe en parte a la
conveniencia que ofrecen, permitiendo a los consumidores integrar de manera
sencilla ingredientes beneficiosos en su dieta diaria. Dentro de este sector, la
industria de las infusiones esta experimentando un crecimiento significativo
debido interés en los compuestos bioactivos y sus beneficios para la salud. Las
infusiones se estan consolidando como una opcién popular entre los
consumidores que buscan alternativas mas saludables, naturales,
organolépticas y funcionales. Los polifenoles, flavonoides, catequinas vy
terpenoides presentes en las plantas utilizadas para infusiones, tienen una
amplia gama de beneficios, que incluyen propiedades antioxidantes (Ratz-Lyko
et al., 2015), antiinflamatorias (Zeinali, M, et al 2019), antimicrobianas (Vahidi, H,
et al 2002) y neuroprotectoras (Cerda-Bernand et al., 2022), entre otros.

Por lo tanto, la industria de las infusiones esta en plena expansién, impulsada
por el valor intrinseco de los productos bioactivos y una vision cada vez mas
holistica de la salud (Sanchez-Vioque, Lépez-Martinez, & Rodriguez-Bernaldo
de Quirds, 2022). Esta tendencia abre un futuro prometedor para el desarrollo y
consumo de infusiones innovadoras a base de flores, y especialmente para la

revalorizacion de subproductos florales de azafran. Mediante el estudio y
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optimizacién de procesos de extraccion y las condiciones de pH y tiempo de
infusidn, se puede maximizar el rendimiento de compuestos bioactivos. Esto
permitira crear bebidas funcionales con un contenido 6ptimo de polifenoles y las
propiedades deseadas, consolidando el papel de las flores de azafran como un

recurso valioso en la evolucion del mercado de las bebidas saludables.
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2.0BJETIVOS

2.1 Objetivo principal

El objetivo principal de este trabajo es evaluar el potencial de las flores de
azafran (Crocus sativus L.), un subproducto de alto valor, para el desarrollo
de nuevas bebidas funcionales, aprovechando sus propiedades bioactivas y

contribuyendo a la sostenibilidad en la industria agroalimentaria.
2.2 Objetivos especificos

» Caracterizar fisicoquimicamente las infusiones elaboradas a partir de las
flores de azafran bajo diferentes condiciones de preparacion (con y sin
acidificacién), analizando el impacto del tiempo de infusion en estas
propiedades.

« Evaluar la capacidad antioxidante y el contenido en polifenoles totales de
las infusiones obtenidas.

e Desarrollar un protocolo optimizado para la elaboracion de infusiones
funcionales a partir de flores de azafran, que maximice la extraccién de
compuestos beneficiosos y mejore sus caracteristicas organolépticas.

o Contribuir a la revalorizacion de los subproductos florales del azafran,
fomentando un modelo de economia circular y afiadiendo valor a la

cadena de produccién de esta valiosa especia.

EPSO
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3.MATERIALES Y METODOS

3.1 Materias primas y preparacion de las flores de azafran

Las flores de la planta Crocus sativus L. se obtuvieron de la region de Castilla-
La Mancha (Espana) durante la temporada de cosecha de 2023. Una vez
recolectadas, las flores se congelaron a — 80 °C. Posteriormente se pesaron en
bandejas de aluminio para liofilizarlas en un liofilizador (Christ Alpha 2-4 (B.
Braun Biotech Interna;onal, Melsungen; Alemania). Las flores liofilizadas se
pesaron y se trituraron cuidadosamente en un mortero hasta conseguir un
tamano de particula uniforme, adecuado para su uso en infusiones.
Posteriormente, se almacenaron a vacio y se congelaron a -20°C hasta su

posterior uso.

Figura 2. Flores del azafran utilizadas durante el trabajo

3.2 Preparacion de las infusiones

Para la elaboracion de las infusiones, se prepararon dos tipos de agua como
base: Agua sin acidificar: 500 ml de agua (INC) y otra con agua acidificada: 500
ml de agua acidificada con acido citrico (INF-AC) hasta alcanzar un pH de 2.
Ambas muestras se calentaron a 90 °C. Siguiendo el modelo de Acufia, O., &
Torres, A. (2010), se utilizé una proporcién de 1 gramo de flores por cada 250 ml
de agua colocadas en bolsas de infusion para asegurar una distribucion
homogénea del material vegetal en cada tipo de agua. Se extrajeron alicuotas

de 20 ml de cada infusién en los siguientes intervalos de tiempo: TO (inmediato),
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T2, T4, T6, T8 y T10 minutos. Estas alicuotas se destinaron al posterior analisis
de parametros fisicoquimicos, contenido de polifenoles totales y capacidad
antioxidante. La temperatura de las infusiones se controlé rigurosamente y los
tiempos de extraccion se registraron con precision para asegurar la fiabilidad de

los resultados.

3.3 Medida de parametros fisicoquimicos

3.3.1pH
Para medir el pH, se utilizé6 un medidor de pH previamente calibrado (Crison 23,

Barcelona, Espafa). El procedimiento consistio en sumergir el electrodo del
medidor de pH en los dos tipos de infusiones a los diferentes tiempos

establecidos en el método.

3.3.2 Acidez
Para la acidez titulable (AT), se pes6 1 g de cada muestra y se homogeneizé con

9 mL de agua destilada. Después se agrego tres gotas de fenolftaleina al 1%
como indicador. A continuacion, se tituld las diferentes muestras con NaOH 0,1
N hasta que adquirieron un color rosa palido de manera constante durante 30 s.
La AT de cada una de las muestras se determind mediante la siguiente ecuacion:
AT (%) =[(10 - V_NaOH - 0,009 - 0,1) / W] - 100

Donde, 10 = factor de dilucion, V. NaOH = volumen de NaOH utilizado para
neutralizar el acido citrico, = factor de conversion (1 mL de NaOH (0,01 N)
neutraliza 0.0006404 g de acido citrico), 0,1 = Normalidad de NaOH, W = peso

de la muestra

3.3.3 Sélidos solubles totales

Para determinar los sdlidos solubles totales (TSS), se utilizé6 un refractémetro
digital (Hanna®, modelo H196812), que fue calibrado previamente con agua
destilada. Las mediciones se realizaron con los dos tipos de infusiones a los
diferentes tiempos. Cada muestra se midio tres veces para asegurar la precision
de los resultados, y los datos se expresaron en grados Brix (°Brix).

EPSO
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3.3.4 Color

Para evaluar el color de las infusiones, se utilizé un colorimetro Minolta CR-300
Chroma Meter (Osaka, Japodn), aplicando el sistema de color CIELAB. Este
sistema, definido por la Comision Internacional de lluminacion (CIE, 1978),
describe los colores mediante tres coordenadas: L*, a*, y b*.

La coordenada L* indica la luminosidad o claridad del color, con un rango de
valores que va de 0 (negro) a 100 (blanco). Las coordenadas a* y b* se situan
en un plano perpendicular al eje de la luminosidad. La coordenada a* mide la
tendencia del color hacia el rojo cuando los valores son positivos y hacia el verde
cuando son negativos. Por otro lado, la coordenada b* refleja la inclinacién hacia
el amarillo con valores positivos y hacia el azul con valores negativos (Sanchez-
Marafion et al., 1995).

3.4 Andlisis de las propiedades funcionales

Para analizar los compuestos fendlicos y la actividad antioxidante en los dos
tipos de infusiones, se realizé una extraccion con metanol como solvente.

Las mezclas se sometieron a agitacion durante 10 minutos en un agitador
magnético a 1000 rpm. Posteriormente, las muestras se sonicaron en un bafio
de ultrasonidos durante 10 minutos. A continuacion, todas las muestras se
centrifugaron a 10.000 rpm durante 10 minutos a 4 °C (C30P de B. Braun Biotech
International). Finalmente, se recogieron los sobrenadantes y se almacenaron a

-20 °C hasta su analisis posterior.

3.4.1 Capacidad antioxidante

3.4.1.1 Capacidad antioxidante: Método DPPH

Para evaluar la actividad antioxidante de las diferentes muestras, se empleé el
método DPPH siguiendo la metodologia descrita por Brand Williams et al. (1995),
con algunas modificaciones: Para preparar el radical DPPH, se disolvié 0,0035
g de DPPH en 10 mL de metanol. Después de la preparacion, el reactivo se
mantuvo en oscuridad durante 30 minutos para su estabilizacion.

Posteriormente, se ajusté la absorbancia de la solucién a 1,00 £ 0,07 a 515 nm.

10
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Para medir las absorbancias de las muestras, se afadieron 950 uL del reactivo
DPPH y 50 uL de la muestra correspondiente en cubetas de poliestireno,
repitiendo el procedimiento por triplicado. Las cubetas se mantuvieron en
oscuridad durante 30 minutos antes de medir la absorbancia a 515 nm. Los
resultados se expresaron como mmol de equivalentes de Trolox (TE) /100 mL de

muestra.

3.4.1.2 Capacidad antioxidante: Método ABTS

La actividad de captacién de radicales libres se evalué utilizando el método ABTS
[2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)], siguiendo el protocolo
desarrollado por Re et al. (1999), brevemente: El radical ABTS, se prepar6 a 7
mM y se mezcld con K,S,05 a 2,45 mM. La mezcla se dejé reaccionar durante
16 horas en oscuridad a temperatura ambiente. Después de la preparacion, la
solucion de ABTS se diluy6 con agua ultrapura (1 mL en 100 mL) hasta obtener
una absorbancia de 0,70 £ 0,03 a 734 nm, medida con un espectrofotometro
(UV/Vis Spectrophotometer T80; PG Instruments Limited, UK). Para los ensayos,
se combinaron 990 L de la solucion de ABTS con 10 uL de los extractos de las
diferentes muestras. La mezcla se agitod y se dejé reaccionar durante 6 minutos
en oscuridad. Finalmente, se midi6 la absorbancia a 734 nm en el
espectrofotometro. Los resultados se expresaron como mmol de Trolox/100 mL

de muestra.

3.4.2 Polifenoles totales: Método de Folin-Ciocalteau

Para la determinacion de polifenoles, se utilizé el método de Folin-Ciocalteu,
siguiendo el protocolo descrito por Singleton et al. (1999), con algunas
modificaciones. En un tubo de ensayo, se mezclaron 2,5 mL de reactivo Folin
diluido con agua ultrapura en una proporcién 1:10 (v/v), 100 pL de muestra 'y 400
ML de tampdn fosfato 50 mM. Este tampdn se prepard disolviendo 1,7 g de
KH,PO, en 250 mL de agua ultrapura 'y 2,177 g de K;HPO, en 250 mL de agua
ultrapura, mezclando ambas soluciones lentamente hasta alcanzar un pH de 7,5.
La mezcla se agito y se dejo reposar durante 2 minutos a temperatura ambiente.

Luego, se afiadieron 2 mL de una solucién de Na,CO; (75 g de Na,COz en 1 L
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de agua ultrapura). La mezcla se agitd nuevamente y se incub6é en un bafio
termostatico a 50 °C durante 10 minutos. Se utilizé acido galico a 1 mM como
patrén de referencia en diferentes concentraciones. Las absorbancias de las
diferentes muestras se midieron a 760 nm utilizando un espectrofotometro
(UV/Vis Spectrophotometer T80; PG Instruments Limited, UK). Los analisis se
realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como mg de acido

galico/100 mL de muestra.

3.5 Analisis Estadistico

Los resultados se presentaron como media + desviacion estandar. Todas las
mediciones se realizaron por triplicado. Las comparaciones de las medias se
llevaron a cabo mediante un analisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba
de rango multiple de Tukey, utilizando el software SPSS (SPSS Inc., Chicago,
IL, EE. UU.). Las diferencias se consideraron significativas para valores de p <
0,05.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Analisis fisicoquimico de las infusiones

En la Tabla 1, se muestran los resultados de pH para las distintas muestras a lo
largo del tiempo de infusién. Como era de esperar, las infusiones preparadas con
agua acidificada (INF-AC) mantuvieron un pH significativamente mas bajo
(alrededor de 2.30-2.34) en comparacion con las infusiones en agua sin acidificar
(INF-N), cuyo pH oscilo entre 5.77 y 6.12. Esta marcada diferencia confirma la
efectividad de la adicion de acido citrico en la muestra INF-AC para establecer y
mantener un ambiente consistentemente acido. A lo largo del tiempo de infusidn,
se comprobd que en los tiempos iniciales de infusion (0 y 2 minutos), no se
observaron diferencias significativas entre los valores de pH obtenidos en
ninguna de las muestras, lo cual sugiere que, durante los primeros momentos de
la infusidn, la extraccion de compuestos es limitada. Sin embargo, a partir de los
4 minutos, se produce un aumento en el pH en ambas infusiones, lo que indica
una mayor liberacion de compuestos alcalinos o la disolucién de sustancias con
efecto amortiguador. Esta estabilizacion entre los 4 y 10 minutos puede estar
relacionada con el equilibrio en la liberacion de compuestos hidrosolubles, como
flavonoides, presentes en las flores de azafran, que podrian modificar el pH de
la solucién (Hosseini et al., 2021). El pH influye directamente en la estabilidad y
solubilidad de muchos compuestos bioactivos, especialmente las antocianinas,

que son responsables de los pigmentos.

Respecto a los resultados de acidez (% de acido citrico), (Tabla 1), en las
infusiones elaboradas con agua sin acidificar (INF-N), el contenido de acidez
mostré un aumento significativo a partir de los 2 minutos de infusion, duplicando
su valor inicial. La acidez pas6 de 0,48% a 0,96% de acido citrico,
manteniéndose constante desde el minuto 2 hasta el 10. Este comportamiento
indica un rapido aumento en la acidez durante los primeros dos minutos de
infusion, seguido por una estabilizacion. El incremento observado puede estar
relacionado con la extraccién de acidos organicos presentes en las flores de

azafran, como el acido malico, el acido tartarico y, en menor medida, el acido
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citrico, que son comunes en muchas flores y hierbas usadas para preparar
infusiones (Guijarro-Diez et al., 2017). La estabilizacion de la acidez sugiere que
estos acidos se extraen rapidamente durante los primeros minutos de contacto
con el agua caliente, alcanzando un punto de saturacion donde ya no se libera
una cantidad significativa de acidos adicionales. Este comportamiento es similar
a lo observado en otras infusiones de plantas medicinales, donde los acidos
organicos se extraen casi por completo en los primeros minutos del proceso
(Mahmoudi et al., 2020). Sin embargo, en las infusiones preparadas con agua
acidificada (INF-AC), no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en el porcentaje de acidez a lo largo del tiempo de infusién. Lo que
indica que la acidez se mantuvo estable independientemente del tiempo de
contacto. El alto valor inicial de acidez en la Muestra INF-AC refleja la contribucion
del acido citrico afiadido al agua. En estudios previos, se ha demostrado que la
adicién de acido citrico a infusiones no solo ajusta el pH, sino que también influye
en la solubilizacion de ciertos compuestos fendlicos y acidos organicos, lo que
podria explicar (Pérez-Lopez et al., 2015). Por lo tanto, la principal diferencia
entre ambas muestras radica en el nivel de acidez inicial y en la cinética de
extraccion de los acidos organicos. En la Muestra INC, con agua sin acidificar,
se observa un aumento inicial en la acidez durante los primeros dos minutos,
seguido de una estabilizacién. Este comportamiento es consistente con la
extraccion de acidos organicos naturalmente presentes en las flores de azafran,
los cuales se liberan rapidamente durante los primeros minutos de infusion y

luego alcanzan un equilibrio (Guijarro-Diez et al., 2017).

Respecto al contenido en solidos solubles totales (Tabla 1), se pudo observar un
aumento en los °Brix a partir de los 4 minutos, los cual indica una mayor
liberacion de solidos solubles durante la infusién. Esto resultados coinciden con
estudios previos que han demostrado que, en infusiones de plantas, los primeros
minutos se caracterizan por la extraccion de compuestos mas simples y rapidos
de solubilizar, como azucares simples. A partir del minuto 4, se observa una
extraccion mas prolongada de compuestos mas complejos o de mayor peso

molecular, lo que explicaria el incremento significativo en los solidos solubles
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(Martinez-Tomé et al., 2011; Rodriguez-Solana et al., 2019). Las infusiones
elaboradas con agua acidificada (INF-AC) no mostraron diferencias significativas
en los valores de °Brix a lo largo del tiempo de contacto, manteniéndose estables
durante todo el tiempo de infusion. La estabilidad de los °Brix a lo largo del tiempo
indica que, tras la extraccion inicial, la cantidad de soélidos solubles adicionales
que se liberan es minima, lo que sugiere que gran parte de los sdélidos solubles
que pueden extraerse de las flores de azafran en agua acidificada se liberan
rapidamente al comienzo del proceso. Esto es consistente con la naturaleza del
acido citrico, que podria haber facilitado la solubilizacién de ciertos compuestos

de manera mas rapida que en agua sin acidificar (Pérez-Lopez et al., 2015).
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Tabla1l
Parametros Fisicoquimicos (pH, °Brix, acidez) de Infusiones de Flores de Azafran cony sin
acido citrico
Muestras
Parametros Tiempo (min)
Muestra INC Muestra INF-AC
0 5,77+0,07 a 2,30+0,02a
2 5,96+0,01a 2,30+0,01a
oH 4 6,16 +0,07 b 2,32+£0,02b
6 6,11+0,01b 2,31+£0,01b
8 6,12+0,07b 2,34£0,01b
10 6,12+0,03b 2,34+£0,02b
0 0,13+0,06a 1,07+0,06 a
2 0,17+0,06a 1,07+0,06 a
°Brix 4 0,25+0,06b 1,13+0,06 a
6 0,27+0,06b 1,17+0,06 a
8 0,33+0,10b 1,10£0,10a
10 0,33+0,06b 1,17+0,06 a
0 0,48+0,01a 20,49+1,114a
. 2 0,96+0,01b 20,49+1,11a
% f\c,'gez 4 0,96+ 0,01b 21,77+1,11a
c(?(:ilcg) 6 0,96+0,01b 22,42+1,11a
8 0,96+0,01b 21,13+1,923a
10 0,96+0,01b 22,42+1,114a

Media + desviacion estandar (n=3) en la misma columna seguidas de diferentes letras minusculas indican diferencias

estadisticamente significativas (p< 0.05) para una misma muestra a lo largo del tiempo de infusién. INC: infusién de flores

de azafran s con agua sin acidificar. INF-AC: infusion de flores de azafran con agua acidificada
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4.2 Resultados del Color en las Infusiones

La Tabla 2 presenta los valores de las coordenadas de color CIE Lab* para las
infusiones de flores de azafran, tanto en agua sin acidificar (INC) como en agua
acidificada (INF-AC), a lo largo del tiempo de infusion (10 minutos). Estos
parametros son cruciales para entender la apariencia visual de las infusiones, un
factor determinante en la aceptacion por parte del consumidor. El parametro L*,
que indica la luminosidad o claridad (donde 100 es blanco y 0 es negro), mostré
una tendencia decreciente en ambas muestras a lo largo del tiempo de infusion.
Esto significa que las infusiones se volvieron progresivamente mas oscuras a
medida que se prolongaba el tiempo de extraccion. Esta disminuciéon en L* es
significativa en ambas muestras, lo que es un resultado esperado al extraer mas
pigmentos (como ciertos antocianos y flavonoides) y solidos solubles de la flor
con el paso de los minutos (Hashemi Gahruie et al., 2017). Al inicio (T0), la
muestra INC era ligeramente mas clara (L* = 27.93) que la INF-AC (L* = 25.89).
Sin embargo, ambas muestras alcanzaron valores de luminosidad muy similares
al final del proceso de infusion (L* = 22.68 a los 10 minutos). Esto sugiere que,
aunque partieron de puntos ligeramente diferentes, la extraccién prolongada
llevd a una saturacion de la oscuridad similar en ambos medios. La acidificacion
(INF-AC) provocé una disminucion mas pronunciada de la luminosidad en los
primeros 2 minutos, lo que podria indicar una extraccion mas rapida de
compuestos oscuros o pigmentos en el medio acido inicial.

El parametro a* representa el espectro de color desde el verde (-a*) al rojo (+a*).
Aqui se observan diferencias notables entre las dos condiciones de pH. En la
muestra INC, los valores de a* fueron consistentemente negativos (entre -1.18 y
-0.66) y no mostraron diferencias significativas a lo largo del tiempo de infusion.
Estos valores, cercanos a cero o ligeramente negativos, sugieren una tendencia
hacia tonos mas azulados o violetas, caracteristicos de ciertos pigmentos como
las antocianinas cuando no estan en un medio fuertemente acido, donde su

estructura puede cambiar hacia colores mas azules o morados.

Por otro lado, la muestra INF-AC (agua acidificada) presenté valores de a*

consistentemente positivos y significativamente mas altos (entre 2.36 y 3.56) en
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comparacion con INC. Esto indica una clara presencia de tonos rojizos en las
infusiones acidificadas. Si bien hubo ligeras fluctuaciones, los valores de a* en
INF-AC también muestran una estabilidad relativa a lo largo del tiempo. Este
marcado contraste en el eje a* marca la influencia del pH en la estabilidad y
expresion del color de los pigmentos de las flores de azafran, confirmando que
las condiciones acidas favorecen la apariciéon y estabilidad de tonalidades rojas.
Esta diferencia cromatica podria deberse al efecto del acido citrico sobre la
estructura y solubilidad de los compuestos cromoéforos, como las antocianinas,
cuya tonalidad se ve favorecida en medios acidos (Martinez-Tomé et al., 2001).
A pH bajo, las antocianinas adoptan su forma catidnica flavilio, intensamente
roja, mientras que en condiciones mas basicas predominan formas menos

coloreadas o azuladas (Brouillard, 1982).

En cuanto al parametro b* (amarillo/azul), ambas infusiones mostraron un
aumento general en los valores a lo largo del tiempo, indicando una
intensificacion de los tonos amarillos o0 anaranjados. Sin embargo, mientras que
la infusion con agua sin acidificar presenté un aumento gradual y sostenido (de
0,16 a 2,18), en la infusion acidificada el incremento fue mas marcado en los
primeros minutos de infusion (de 0,56 a 2,42 a los 6 minutos), seguido de un
ligero descenso hasta 1,74 al final del tiempo de infusién. Este comportamiento
podria atribuirse a una extraccion mas rapida de ciertos pigmentos en
condiciones acidas, seguida de una posible degradacion o cambio estructural en
los compuestos responsables del color (Rios et al., 1996; Pérez-Lépez et al.,
2015).

Por lo tanto, el pH del medio de infusion ejerce una influencia determinante en el
color final de las infusiones de flores de azafran. Las infusiones en medio acido
(INF-AC) se caracterizan por ser mas oscuras, con pronunciados tonos rojizos y
una notable presencia de amarillos, especialmente intensos en las fases iniciales
de extraccion. Por el contrario, las infusiones en agua natural (INC), aunque
también se oscurecen con el tiempo, tienden a desarrollar tonos mas azulados o
violetas, con una menor intensidad inicial de amarillo que aumenta

progresivamente. Estas diferencias cromaticas no solo son cruciales para la
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apariencia y aceptabilidad del producto final por parte del consumidor, sino que
también reflejan la distinta estabilidad y solubilidad de los pigmentos bioactivos,
como las antocianinas y los carotenoides, bajo diferentes condiciones de acidez

a lo largo del tiempo de infusion.
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Tabla 2
Coordenadas de Color CIE Lab de Infusiones de Flores de Azafran en Diferentes Condiciones de
pH
Muestras
Parametros Tiempo (min)
Muestra INC Muestra INF-AC
Muestra INC Muestra INF-AC
0 27,93+0,12b 25,89+0,15¢
2 26,29+0,14 ¢ 21,84+0,18b
Lx 4 24,43+0,10b 21,88+0,15b
6 24,42+0,12b 22,79+0,16b
8 23,76 +0,15a 21,62+0,14a
10 22,68+0,13a 22,68+0,17a
0 -1,18+0,12a 3,56+0,21b
2 -0,66+0,13a 3,37+0,19b
a* 4 -0,82+0,10a 3,210,164
6 -0,75+0,12a 3,47+0,21a
8 -0,89+0,15a 2,760,244
10 -0,98+0,13a 2,360,184
0 0,16+0,14a 0,560,154
2 1,23+0,16b 1,95+0,18b
b* 4 1,29+0,12b 2,06+0,15b
6 1,70+ 0,13¢c 2,42+0,16¢c
8 1,97+0,18d 2,17+0,14c
10 2,19+0,14 ¢ 1,74+0,17d

Media * desviacion estandar (n=3) en la misma columna seguidas de diferentes letras mindsculas indican diferencias
estadisticamente significativas (p< 0.05) para una misma muestra a lo largo del tiempo de infusién. INC: infusién de flores

de azafran s con agua sin acidificar. INF-AC: infusion de flores de azafran con agua acidificada
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Figuras 3 y 4. Muestras INC Y INF-AC a los diferentes tiempos de 0, 2, 4,6, 8y 10
min.

4.3 Resultados de la capacidad antioxidante de las infusiones
4.3.1 Método DPPH

La capacidad antioxidante de las infusiones, determinada mediante el método
DPPH, mostré un comportamiento dependiente del tiempo y del tipo de agua
empleada (acidificada y sin acidificar). En ambas muestras se observé un
aumento progresivo de la capacidad antioxidante durante los primeros minutos
de infusion, lo que refleja una mayor extraccion de compuestos antioxidantes
desde las flores de Crocus sativus L. hacia el medio acuoso. Sin embargo, la
infusidn preparada con agua acidificada (INF-AC) alcanzé valores mas elevados,
llegando a un maximo de 2003.34 mmol TE/100 mL a los 8 minutos, mientras
que la muestra elaborada con agua sin acidificar (INC) presenté su valor maximo
de 1662.66 mmol TE/100 mL a los 6 minutos (Tabla 3). Estas diferencias
sugieren que un pH mas acido puede favorecer tanto la solubilidad como la
estabilidad de compuestos bioactivos como los flavonoides o carotenoides
presentes en las flores de azafran (Dai & Mumper, 2010; Liu et al., 2008; Pérez-
Lopez et al., 2015). Sin embargo, en ambas muestras, se observé una
disminucién de la capacidad antioxidante a los tiempos posteriores de infusion
(8 y 10 minutos en INC, y 10 minutos en INF-AC), lo cual podria deberse a
procesos de degradacion térmica u oxidacion de los antioxidantes en contacto

prolongado con el agua caliente (Liu et al., 2008).
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4.3.2 Método ABTS

La capacidad antioxidante de las infusiones de flores de azafran, evaluada
mediante el método ABTS, mostré un comportamiento variable a lo largo del
tiempo y en funcion del pH del agua utilizada. En general, ambas muestras
experimentaron un aumento en la capacidad antioxidante durante los primeros
minutos de infusién, reflejando la extraccion progresiva de compuestos
antioxidantes. La muestra preparada con agua sin acidificar (INC) alcanz6 un
valor maximo mas alto, de 7881.09 mmol TE/100 mL a los 4 minutos, seguido
por una disminucion significativa en los tiempos posteriores (6, 8 y 10 minutos).
Este descenso podria atribuirse a la posible degradaciéon u oxidacion de los
antioxidantes en el medio 0 a una saturacion del sistema, que limita la eficiencia
de extraccion en etapas avanzadas (Gulgin, 2011; Rice-Evans, Miller & Paganga,
1997). Por otro lado, la muestra con agua acidificada (INF-AC) mostré una
capacidad antioxidante relativamente estable durante los primeros 4 minutos, lo
que indica que el pH acido pudo favorecer la estabilidad inicial de los
antioxidantes durante la infusion (Dai & Mumper, 2010; Pérez-Lopez et al., 2015).
Sin embargo, a partir de los 6 minutos, también presenté una disminucion
progresiva en la capacidad antioxidante, probablemente debido a la degradacion
de los compuestos en el entorno acido (Nawirska & Kwasniewska, 2005).
Aunque el valor maximo de la muestra INF-AC fue menor que el de la INC, la
mayor estabilidad temporal sugiere que el pH acido puede reducir la tasa de
degradacion de los antioxidantes en las etapas iniciales, aunque no impide la
disminucion a largo plazo (Friedman, 2014; Dai & Mumper, 2010). En conjunto,
estos resultados indican que el pH acido ejerce un efecto dual sobre la capacidad
antioxidante de las infusiones, equilibrando una mayor estabilidad inicial con un
valor maximo inferior en comparacion con el agua sin acidificar (Perez-Jimenez
& Saura-Calixto, 2006; Sakanaka, Tachibana & Okada, 2005).

4.3.3 Resultados de polifenoles totales en las infusiones

Respecto al contenido en polifenoles totales en las diferentes infusiones, se

observo una tendencia general de aumento continuo desde el tiempo 0 hasta los
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10 minutos, alcanzando concentraciones finales de 137.55 mg GAE/100 mL de
muestra seca en la Muestra INC y de 167.40 mg GAE/100 mL de muestra seca
en la Muestra INF-AC. Este aumento progresivo puede indicar una liberacién
sostenida de compuestos fendlicos desde las flores de azafran, los cuales se
disuelven gradualmente en el agua durante el proceso de infusion, lo que da
lugar a una mayor concentracion a medida que transcurre el tiempo. En el caso
del agua sin acidificar, estos compuestos tienden a ser estables, permitiendo una
acumulacioén constante en la infusién. Por otro lado, el pH acido también influye
en la solubilidad y estabilidad de los compuestos fendlicos; la presencia de acido
puede favorecer la extraccion desde las flores, resultando en una concentracion
mas elevada (Dai & Mumper, 2010). Aunque los valores maximos de contenido
fendlico son mas altos en la muestra acidificada, ambas muestran un patrén
comun de aumento continuo, lo que sugiere que el pH acido no solo mejora la
eficiencia de extraccion, sino que también ayuda a mantener la estabilidad de los
compuestos fenodlicos durante un tiempo prolongado. La acidez puede facilitar la
ruptura de las paredes celulares, la liberacion de polifenoles unidos a la matriz o

su mayor estabilidad en solucién (Dai & Mumper, 2010).
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Tabla 3

Extraccion

Capacidad antioxidante y polifenoles totales en las infusiones de flores de azafran determinada mediante los métodos DPPH,

ABTSy Folin-Ciocalteu

Métodos

DPPH

ABTS

Polifenoles
Totales

Tiempo (min)

= =
HoohrNvMoBH oo ~rNoO

oo oo b~ DNO

10

Muestras

Muestra INC

787.58 +20.04 a
837.68+26.51a
1038.08 +10.02 b
1662.66 +68.20 ¢
954.58 £28.29b
914.50+20.85b
2552.11+62.78 a
3458.40+108.75b
7881.09+166.12c
3494.65+166.12 b
2189.60+125.57 a
920.79+62.78d
56.64+1.36 a
116.60+6.86b
124.98 +2.74b
135.19+£2.83 ¢
131.53+£2.26¢C
137.55+£2.07c

Muestra INF-AC

867.74+10.02a
1238.48+36.12b
1345.36 +46.28 b
1599.20+10.02 ¢
2003.34+60.39¢c
1375.42+20.85b
1718.33+0.00 a
1754.58 +62.78 a
1863.33+62.78 a
1029.55+62.78 b
848.29+108.75b
558.27+62.78 c
67.64+2.83a
121.05+17.49b
118.96+2.97b
159.54£4.90 c
157.71+1.81c
167.40£2.07 C

Media + desviacion estandar (n=3) en la misma columna seguidas de diferentes letras minusculas indican diferencias

estadisticamente significativas (p< 0.05) para una misma muestra a lo largo del tiempo de infusion. INC: infusion de flores

de azafran s con agua sin acidificar. INF-AC: infusion de flores de azafran con agua acidificada
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5. CONCLUSION

Este trabajo ha demostrado el significativo potencial de las flores de azafran
(Crocus sativus L.), un subproducto agricola, para su revalorizacion en la
produccion de infusiones funcionales. Los resultados obtenidos confirman que
tanto el pH del medio de infusion como el tiempo de extraccion son factores
criticos que influyen directamente en las caracteristicas fisicoquimicas,
cromaticas, el contenido de polifenoles y la capacidad antioxidante de las
infusiones. La acidificacion con acido citrico mejord la capacidad antioxidante y
la extraccidn de polifenoles, especialmente entre los 6 y 8 minutos de infusion,
donde se alcanzaron las concentraciones maximas. Ademas, el pH acido resultd
en infusiones con una mayor concentracion de soélidos solubles y con tonalidades
rojizas mas pronunciadas. En contraste, las infusiones preparadas en agua sin
acidificar (INC), que resultaron en tonos mas violetas o azulados. Estos hallazgos
son fundamentales para el disefio y desarrollo de infusiones innovadoras a partir
de flores de azafran, permitiendo la optimizacion de las condiciones de
procesamiento para maximizar la extraccion de compuestos bioactivos. La
capacidad de transformar un residuo agricola en un producto de valor ahadido
no solo pone de manifiesto el potencial de las flores de azafran en la salud y la
alimentacion, sino que también respalda los principios de la economia circular y
la sostenibilidad en la industria agroalimentaria. Para futuros estudios, sera
fundamental caracterizar los polifenoles especificos responsables de los
cambios observados en el color y la actividad antioxidante, asi como realizar un
analisis sensorial para evaluar la aceptabilidad y preferencia del consumidor

hacia estas nuevas infusiones.
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