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Resum

Des de I'antiguitat el safra ha estat una espécia molt apreciada per les seves propietats. Amb el
temps i degut al decreixement de I’economia mundial moltes de les empreses productores de safra
han reduit les vendes o fins i tot han hagut de tancar.

Amb la recuperacié economica moltes empreses han decidit tornar a produir i buscar noves
alternatives per a aprofitar bio-residus i tenir un procés molt més rendible.

El cultiu del safra (espécia) és un procés molt precis i només s'aprofita d'una part de la planta
generant un bio-residu important (tepals i estams), que fins el dia d’avui no se li ha donat cap
sortida comercial.

En aquest treball es pretén fer una recerca exhaustiva de la composicio de les flors i de
cadascuna de les parts, métodes de conservacié de la flor i possibles aplicacions, com poden ser el
tenyit, condiment en I'alimentacio, fabricaciéo de medicaments.
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Abstract

Since ancient spice saffron has been appreciated for their properties. With time and due to the
decline of the global economy many companies producing saffron reduced sales or even have had to
close.

With economic recovery in many companies have decided to look for new ways to produce and
use bio- waste in the process and have much more profitable.

The cultivation of saffron (spice) process is very precise and is used only a part of the plant
generating an important bio- waste (tepals and stamens), which until today has been given no way
out commercial.

This paper aims to make a thorough search of the composition of flowers and each of the parts of
the flower preservation methods and possible applications, such as dyeing , seasoning food, drug
manufacturing .
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Introduccio

- Antecedents

Antigament a Catalunya es trobaven zones en que el safra omplia els paisatges, és el cas de les
comarques de la Catalunya central. Des de fa alguns anys el conreu del safra ha tornat a cobrar
importancia i ja s6n més d’una cinquantena de pagesos els que s’han unit per a la repoblacié del safra a
Catalunya.

Alguns articles de premsa donen resso a aquest important fet, per exemple I'article publicat per La
Vanguardia el 10.09.2013 amb el titular “Un proyecto iniciado en Tarragona recupera el cultivo del
azafrdn en Catalufia” que destaca la important feina de Concapam, empresa impulsora del projecte de
recuperacio iniciat al 2008 i que ja hi ha 23 empreses de Lleida i Tarragona implicades.

El Pais el 24.10.2014 amb el titular de “La fiebre del azafran vuelve a les Garrigues”, destaca
I'aprofitament de les terres de seca utilitzades per a produccions tradicionals de I'ametlla i I'oli per a
plantar bulbs de safra i obtenir ingressos economics complementaris.

Un altre article, a Europa Press del 06.10.2014 amb el titular “El tirdn del azafran de Lleida atrae
agricultores de Girona i Tarragona” destaca l'interés creixent dels agricultors de Catalunya pel safra, a
I"'any 2014 la cooperativa de les Garrigues ha doblat el nimero de socis, als 25 fundadors s’hi ha afegit 30
de Lleida, Tarragona i Girona i a més hi ha una desena de pagesos a |’espera per a la compra de bulbs.

El conreu del safra és important perquée s’obté un producte amb molt valor comercial, I'estigma de la
flor és una espécia amb un alt valor economic, s’utilitza en gastronomia, medicina, i cosmeética, mentre
que la resta de la flor es llenca perque avui en dia no té sortida comercial.

- Objectius

L'objectiu principal d’aquest projecte és trobar possible aplicacions dels pétals del safra en la

industria.
Els objectius especifics d’aquest projecte son:

- Fer una revisié bibliografica exhaustiva en revistes cientifiques, articles de premsa i
patents sobre els possibles usos de la flor del safra (exclos I’estigma).

- Buscar un metode analitic i redactar un PNT per determinar I’estabilitat en el temps de les
flors conservades en diferents condicions (contingut en compostos fenolics totals).

- Aplicar el metode descrit anteriorment a diferents mostres.

Aplicacions del bio-residu del safra
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- Abast

Aquest projecte és un treball introductori, conté principalment una recerca bibliografica exhaustiva
d’articles de revistes cientifiques, premsa, patents. També s’ha fet una part experimental tot i estar molt
limitats pel nombre de mostres recollides, per la no disponibilitat d’aparells de laboratori per a certs

assaigs i del temps disponible.

Aquest TFG pretén obrir cami a futurs estudis d’aplicacions concretes de la flor del safra en diversos

sectors com la cosmeética i I'alimentacio entre d’altres.
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Capitol 1. Conreu del safra

1.1. Planta del safra

El Crocus sativum linnaeus o safra és una planta de la familia Iridacies, és herbacia, petita de 10 a 25

cm que es caracteritza per ser una planta uniflora amb una preciosa flor terminal violeta.

La seva activitat reproductora es fa mitjancant un bulb que després de donar flors i donar altres bulbs

a la tardor mor, de manera que el terra sempre conté bulbs que els permeten brotar cada any amb flors

noves.

Les fulles surten del bulb i acostumen a haver-hi entre 6 i 10 i solen tenir uns 2 mm d’amplada i 30 cm

d’altura, un cop seques a la primavera acostumen a fer-se servir com a menjar per a remugants.

Petals

]

Stigma

Stamen

Leaves

. 3

Figura 1. Flor del safra

La flor és solitaria i terminal, esta formada per sis pétals en
forma de campana, tres interns i tres externs i es caracteritza pel
seu color blau-violeta, s"Tanomenen tépals. A l'interior de la flor
trobem tres estams de color groc units als tepals que contenen
els sacs pol-linics i tres estigmes d’un color ataronjat d’'uns 3 0 4
cm de longitud, aquesta és la part més apreciada comercialment
de la flori és el que coneixem com safra especia.

L'estigma és la part de la flor més important i el motiu per el
qual es cultiva la planta. Es caracteritza pel seu sabor, aroma i
capacitat de donar color. A més a més, son molts els articles
cientifics en que se li atribueixen propietats biomediques (Jessica
Serrano 2013).
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1.2. Cicle vegetatiu
1.2.1. Periode vegetatiu

El periode vegetatiu comenca després de la floracié al novembre, en la base del bulb comencen a
produir-se diverses mitosis en les cél-lules meristematiques formant teixits embrionaris que seran els
nous bulbs. Aquest teixits es desenvolupen de forma molt lenta en una fase denominada de laténcia.

Al desembre es comencen a desenvolupar les fulles i les arrels, tot aquest procés és molt lent el que
permet al bulb acumular reserves que determinaran la mida i la qualitat de la flor.

1.2.2. Periode reproductiu

El procés de canvi entre el periode vegetatiu i el reproductiu es déna al marg, els meristemes que es
troben al centre i a la part superior del bulb comencen a produir un brot floral i brots a les arrels.

En aquest procés de creixement de la planta hi ha un increment en el consum d’energia, per aixo és
molt important les precipitacions al mes de marg.

1.2.3. Letargia

A I'abril els bulbs estan completament formats i les fulles comencen a assecar-se. Des de I'abril fins al
juny el bulb disminueix totes les seves funcions vitals i entra en un estat de repos conegut com a letargia.

1.2.4. Floracio

A finals del mes d’agost la planta surt de I’estat de rep0s i comencen les activitats metaboliques amb
normalitat. Surten nous talls del bulb iniciant I'etapa de la floracio (Jessica Serrano, 2013).

Figura 2. Detall floracié flor del safra
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1.3. Historia

L’origen del safra no esta clarament definit, existeixen referéncies que el daten a I’any 230 aC. A partir
d’aquesta data s’han trobat referencies sobre el seu Us en rituals, cerimonies religioses, medicina,
gastronomia, etc.

Experts egiptolegs daten la seva utilitzacié en I'antic Egipte. Als Cants de Salom¢ s’utilitzava el nom de
Karkom, procedent de I'india, per referir-se al safra. Va ser traduida al llati com Crocum i I'utilitzaven
poetes de I’época en els seus escrits.

A literatura grega i romana podem trobar diferents obres en que es parla del safra, segons aquestes,
tenia un paper molt important a I'antiguitat classica. S'utilitzava com a colorant, es tenyien els vestits de
festa, I'utilitzaven per aromatitzar sales de festes o servien de farciment per a coixins.

Existeix una evidéncia clara de la identificacié del safra, data al 1700-1600 aC., és una pintura del palau
de Minos a Knossos, Creta. Un altre quadre de 1500 aC. trobat a Akrotiri a I'illa de There mostra una jove
recol-lectant safra.

Figura 3. “Els recol-lectors de safra”, de Akrotiri Figura 4. ”El recol-lector de safra”, de Cnosos

Al 1000 aC. el safra es va utilitzar en embalsamaments o per cobrir les momies amb colorant, les dones
de groc i els homes de vermell.

S’han trobat pigments basats en el safra, a les coves prehistoriques de I'actual Irak. Es poden veure
animals en llibertat, i han estat datades en 50.000 anys.

Aplicacions del bio-residu del safra
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A I'antiga Persia s’han trobat fils de safra en I’entrellagat d’estores i objectes funeraris, formava part de
rituals d’ofrena als Déus. A més d’utilitzar-se com a colorant i aromatitzant s’utilitzava per fer infusions
per tal de curar la melancolia ja que tenia efectes narcotics i afrodisiacs. Alejandro Magno utilitzava banys

calents amb safra ja que es creia que curava les ferides de guerra.

Hi ha diferents textos que parlen de I'arribada del safra a la Xina, una de les llegendes diu que un
missioner budista del segle 5 aC. enviat des de I'india va portar les primeres fibres de safra i des d’aquell
lloc es va expandir per tot el subcontinent indi. Va ser tanta I'admiracié pel safra que quan va morir
Buddha Siddhartha Guatama els monjos van decidir utilitzar el color del safra com a color oficial de les

seves tuniques.

Durant I'Edat Mitjana, el port de Venécia es va convertir en el major receptor i distribuidor de safra en
el vell continent. Al segle XIV el consum va augmenta ja que es creia que podia atenuar els efectes que la

pesta negra va causar a gran part del continent.

El cultiu de safra a Espanya va ser introduit probablement pels musulmans durant la dominacio de la
Peninsula Ibérica a I'Edat Mitjana (VIII al XV).

La ciutat més important en el comerg espanyol del safra va ser Valéncia, tot i que el safra de major
qualitat es troba a Castella-La Manxa que actualment domina aquest comerg (Jessica Serrano, 2013).
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1.4. Produccio i exportacio

La distribucié geografica del safra al mén es centra basicament al voltant de I'’equador ja que el clima

d’aquesta zona és perfecte pel creixement d’aquesta flor.

Sén moltes les zones on es produeix safra, pero la més important a nivell mundial és Iran, tot i aixi,
altres paisos com india, Grécia, Espanya, Marroc, Italia, Xina i Afganistan tenen grans produccions de
safra.

Si ens centrem a Europa trobem importants productors, pero és a Espanya concretament on hi ha el
millor safra, a Aragd, Comunitat Valenciana, Catalunya i Castella-La Manxa hi ha grans cultius. Castella-La
Manxa pot presumir de tenir un safra de qualitat excelent i esta reconegut internacionalment amb
denominacié d’origen (Jessica Serrano, 2013; Bergoin i col.,2005).

- Molts cultius

- Augment de la produccié
- Menys cultius

- Disminucié de cultius

- Principal mercat actual

- Principal mercat historic

Figura 5. Mapa produccié del safra

Aplicacions del bio-residu del safra
Pagina 7/96



@ UNIVERSITAT POLITECNICA DE CATALUNYA Miriam Canales Bravo
BARCELONATECH

Escola d’Enginyeria d’lgualada .
Maig 2015

1.5. Procés de produccio del safra espeécia
1.5.1. Recol-leccid i separacio

La recol-leccid és un procés manual que es realitza a primera hora del mati. Segons el lloc de produccio
es realitza de diferents formes:

A l'lran es recull es recull la flor i se separa I’estigma amb I’estil enganxat, donant lloc al “cabdell” irani,
després es tallen per tal de separar els estigmes i els estils.

A Castella-La Manxa es recull la flor tancada, es transporta en cistells a la zona de separacié de I'estil i
I'estigma.

A Italia es fa de dues maneres totalment diferents, una es realitza amb la flor oberta i es talla I'estil i la
segona es fa amb la flor tancada i es pressiona la zona de I'estil per tallar-lo.

A Grecia el procés és diferent ja que la flor es recol-lecta oberta i es talle I'estil, separen els tepals de
I’estigma utilitzant ventiladors (Jessica Serrano, 2013; Bergoin i col.,2005).

Figura 6. Separacid estigma del bio-residu Figura 7. Cabdell irani

Pagina 8/96 Aplicacions del bio-residu del safra



Miriam Canales Bravo @ UNIVERSITAT POLITECNICA DE CATALUNYA
BARCELONATECH

. Escola d’Enginyeria d'lgualada
Maig 2015

1.5.2. Deshidratacio de I'estigma

La deshidratacié també és un procés diferent segons el pais pero generalment s’utilitzen dos sistemes:

En el primer es sotmet 'estigma a temperatures suaus, a l'inici es manté a 202C unes hores i després
s’augmenta a 352C. Els estigmes es col-loquen en safates de 40 a 50 cm i amb el fons de seda. Quan s’ha
arribat a una humitat entre 10-11% es pot donar per acabada la deshidratacié.

El segon procés, que és el que s’utilitza a Espanya, es realitza a altes temperatures posant els estigmes
en capes de 2 cm dins de sedassos metal-lics. Es tracta d’un procés molt més rapid, dura 30 minuts
aproximadament.

Existeix un procés anomenat liofilitzacid, s’explica amb més detall al punt 2.5.1, en aquest procés es
manté la mida, la forma i el color pero no I'aroma de I'espécia del safra (Jessica Serrano,2013; Bergoin i
col.,2005).

Figura 8. Safra deshidratat
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1.6. Aplicacions

El safra espécia s'utilitza en alimentacié com a colorant, per aromatitzar i donar sabor, en medicina
s’han fet estudis per a tractaments de depressions i com a conservant en medicaments i en cosmetica

com a component de cremes i barres de llavis.

Actualment sén molts els estudis sobre les propietats del safra en medicina. Samarghandian, Saeed;
Borji, Abasalt, 2014 en el seu estudi parlen del efecte anticancerigen del safra, Maeda, Ayumi; Kai, Kenji;
Ishii, Megumi; et al. 2014, estudien l'efecte del safra en la diabetis, Tavakkoli-Kakhki, Mandana;
Motavasselian, Malihe; Mosaddegh, Mahmoud; et al. 2014, parlen en el seu estudi del efectes

antidepressius del génere crocus.

En el mén de la cosmetica, els estudis sobre del safra apunten en direccié semblant basant-se en el

poder antioxidant del safra i son moltes les patents ja registrades.

Liu Z. en la seva patent CN10119702-A utilitza el safra en la produccié biologica de cremes i gels,

aquestes poden eliminar la placa facial d’edat, taques procedents de I'embaras, acne entre d’altres sense

efectes secundaris.

Yoshida H; Furukawa M. i altres en la patent JP2005343882-A per a Kanebo Cosmeticos Inc. van

destacar que el génere Crocus promou la formacid d’acid hilauronic i la sintesi d’aquaporina.

Altres autors van patentar estudis del safra com a component de cremes contra I'envelliment,
CN1817339-A de Li L., JP2003206225-A; JP 4100911-B2 de Ichimaru Pharcos Inc. JP2002020263-A,
JP70611906-A i JP2002020266-A de Mikimoto Seiyaku Kk, JP7017845-A de Sensai Seuyaku Kk, entre
d’altres.
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Capitol 2. Bio-residus del safra

El bio-residu sén les parts de la planta que un cop feta la recol-leccié i separacié no s’aprofiten, serien
els tepals, estams i estils. S’estima que el 90% de la flor del safra és bio-residu, per aixo es tant important
considerar-lo com a subproducte en la recol-leccié del safra.

Tot i que els bio-residus generats son diferents segons el procés de recol-leccid utilitzat (segons el
pais) no deixa de ser una quantitat important .

A Greécia els estigmes tenen menys pol-len ja que com s’ha comentat en I'apartat 1.5.1. s’utilitzen
ventiladors per separar els estigmes dels tépals.

A diferéncia de la resta de paisos, el bio-residu d’Iran no contenen estils ja que es deshidrata al cabdell

irani juntament amb el .

Actualment |’ interés per la millora de processos en la recol-leccié del safra ha donat lloc a qué els
estudis sobre el bio-residu s’intensifiquin per convertir-lo en un subproducte.

La idea de valoritzar el bio-residu es deguda a que per aconseguir el safra espécia son necessaries
moltes flors de safra i el bio-residu generat té un volum molt més important que el producte a
comercialitzar. Hem de tenir en compte que per a produir 1 Kg de safra espécia es necessari recol-lectar
uns 68 Kg de flors, unes 173.250 flors aproximadament.

El bio-residu generat per a aquesta produccié de safra és del 92.6% que sén aproximadament 63 Kg de
residu que no te valor comercial i seria important valoritzar.

En aquest bio-residu la part més abundant sén els pétals que ocupen un 78.4 % de la planta seguit
dels estams amb un 13.4 % i finalment els estils un 0.7 (Jessica Serrano, 2013).

5Kg _ assecat Kg safra
estigmes espécie
68 Kgde flors | 0,55 Kg
(173250 flors) estils
(0,39 g/flor)
9.1Kg 63 Kg: residu per
estams ( valoritzar
53,3 Kg
tépals

Figura 9. Balang de matéria flor del safra (Jessica Serrano, 2013)

Aplicacions del bio-residu del safra
Pagina 11/96



@ UNIVERSITAT POLITECNICA DE CATALUNYA Miriam Canales Bravo
BARCELONATECH

Escola d’Enginyeria d'lgualada .
Maig 2015

2.1. Composicié quimica del bio-residu

A la planta del safra podem trobar dos pigments molt caracteristics, antocianines i carotenoides, que
determinen el color de la flor (Harborne i Williams, 1984; N@rbaek i Kondo,1998,1999a). Les antocianines
tenen una variacié de color que va de purpura fins a marré. Al 1960, Sait6 i col. van demostrar que els
colors dels tepals es deuen a una mescla en proporcié 4:1 de 3,5-di- glucosid de delfinina i glucosid de
petunidina.

Estudis del CSIC van mostrar com a flavonol majoritari el Kaempferol (Garrido,1984; Garrido i col.
1987), seguit de miricetina i quercetina. Com a antocianines es van trobar delfinidina i petunidina.

Aquesta composicié serveix per classificar taxonomicament les diferents espécies de Crocus (N@rbaek i
Kondo,1998,1999a, 1999b; N@rbaek i col., 1999,2002).

Petunidina

Kaempferol Miricetina

Quercetina
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També podem trobar contingut en acids fenolics i alcaloides (Termentzi i Kakkalou, 2008) i carotenoids
com el diester de luteina (Goupy i col, 2003). S’"ha demostrat que els colorants i aromes de la flor del safra

tenen una gran importancia en cosmetica i perfumeria (Bergoin, 2005; Bergoin i col.,2005).

., (O

s

.
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Luteina
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2.2. Propietats bio- actives del bio-residu

2.2.1. Activitat antitirosinasa

Kubo i Kinst-Hori (1999) van descriure I'activitat inhibidora del kaempferol de les flors de safra sobre la
tirosinasa, aquesta produeix I'oxidacié de polifenols i catalitza la sintesi de melanina i I'enfosquiment de
productes alimentaris, per aixo és de gran importancia a nivell alimentari, medic i cosmétic..

Li i Wu (2002) i Li i col. (2004) van determinar que els constituents del pol-len i els tépals tenen
activitat antitirosinasa, van estudiar aquesta activitat en monoterpens, acids flavonols i alcaloides aillats
en extractes metanolics de tepals de safra.

Sariri i col (2011) també van preparar extractes metanolics de bio-residu de safra i van mostrar I'efecte
inhibidor de I'activitat de la tirosinasa i va proposar els tépals com a un bon producte per utilitzar en
cosmetica per aquesta capacitat de la tirosinasa.

2.2.2. Activitat antioxidant

Li i Wu (2002) i Li i col. (2004) van estudiar I'activitat oxidant de diferents compostos en extractes
metanolics del safra. L'estudi es va basar en monoterpens, acids, flavonoids i alcaloides. Es va observar
qgue I'acid protocatétic, el kaepferol i el kaempferol 7-O-glucosid sd6n més efectius en la captacié del
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH).

Termentzi i Kakkolou (2008) varen avaluar l'activitat antioxidant. Van comparar la capacitat
antioxidant dels tépals amb els de safra espécia i van demostrar que el bio-residu tenia més capacitat
antioxidant, van atribuir aquesta propietat a la presencia de flavonoids. Per tant van proposar que els
tepals poden ser una font d’antioxidants per a la industria farmacéutica i alimentaria.

Zheng i col. (2011) o Sanches-Vioque i col. (2012) també van mostrar la capacitat antioxidant |
reductora dels teépals i fulles.

Montoro i col. (2012) van avaluar la capacitat antioxidant mitjancant un estudi de TEAC (capacitat
antioxidant en equivalents de Trolox). Totes les mostres de bio-residu van mostrar capacitat antioxidant
pero els tepals van mostrar millors valors de TEAC que la resta de residu florals.

2.2.3. Activitat anticonceptiva i antiinflamatoria

Hosseinzadeh i Younesi (2002) van estudiar que els extractes etanolics aquosos de tépals tenien
propietats anticonceptives i antiinflamatories en rates.
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2.2.4. Activitat antidepressiva

Hosseinzadeh i col. (2007) van demostrar I'activitat antidepressiva de kaempferol extret dels tépals de
safra mitjancant una prova natacié forcada en ratolins i rates, els introdueixen en un tanc d’aigua i
comprovem la reaccié en el seu moviment quan els injecten antidepressius. Moshiri i col. (2006) va
avaluar I'eficacia de I'extracte etanolics de tépals en el tractament de la depressié lleu o moderada en un
estudi de 6 setmanes amb efecte placebo i aleatori.

2.2.5. Activitat hipotensora

Fatehi i col. (2003) van mostrar els efectes dels extractes etanolics aquosos de tépals en la reduccié
arterial en rates anestesiades. També varen demostrar I'accié relaxant sobre la contraccié estimulada per
camps eléctrics en els vasos deferents aillats en rates i conillets d’india.

2.2.6. Activitat antifingica i citotoxica

Zheng i col. (2011) van estudiar I'activitat antifungica i citotoxica davant cél-lules tumorals de fraccions
en éter etilic, butanol i aigua d’extractes etanolics d’estams i tépals de safra. Van demostrar activitat
antifungica davant P. Oryzae o C. Neoformans (pot causar pneumonia o meningitis) i T. Rrubrum (fong que
causa el peu d’atleta). També van presentar activitat davant de A549 (cel-lules presents en cancer de
pulmad), MKN-45 (cél-lules presents en cancers gastrics), HL-60 (cel-lules presents en la leucémia) i HepG2
(presents en el cancer de fetge). Un cop realitzat I'estudi, van treure en conclusié que els tepals es poden
considerar com grans agents antitumorals.

Aplicacions del bio-residu del safra
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2.3. Caracteritzacio del bio-residu del safra

2.3.1. Laflor

En un estudi de Bergoin, 2005 es detalla alguns analisis realitzats a les flors, els aspectes estudiats son

I’aroma, els pigments i certa activitat biologica.

- L’aroma

La flor de safra, després de retirar I'estigma, té un olor "floral" agradable "mel rose" fort i

embriagador.

Els Laboratoris Monique Rémy van realitzar una extraccid, per a una recuperacié en cosmetica o per
perfumeria. El rendiment de I'extraccio amb hexa va ser de 0,196%. Els principals components trobats
son: 2-feniletanol, acetat, acid fenilacétic, acetat de linanil i als acids grassos de Cyga Cyg i els seus esters
principalment metil i etil. El safranal a diferencia de I’estigma només esta present en traces, (Algrech,
2001).

- Pigments

Saito (Saito et al., 1960) va revelar la preséncia de dos antocianines violetes en flors de safra.
L'estructura general d'aquests pigments solubles en aigua és la cianidina. L'extracte del petal amb
metanol mostra glucosids de delfinidina i glicosids de petunidina en proporcié 4/1

Garrido (Garrido et al., 1987), va identificar en un extracte aquds de pétals tres flavonols: aglicones de

miricetina, quercetina i kaempferol.

Selon Ebrahimzadeh i col-laboradors (Ebrahimzadeh i Radjabian, 1998), van demostrar que els

extractes alcoholics no contenen carotenoides.

Norbek (Norbek i Kondo, 1998) per tal de classificar les espécies de safra (taxonomica) van realitzar un
estudi mitjancant I'extraccio i la identificacié de les antocianines i flavonoides presents en el petals de

safra, tal com s’observa a la Taula 1.
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OH

Anthocyanines (%)* Délphinidine - R=R'=R"=H oH

Pétunidine : R=Me, R'=R"=H

Delphinidine-3.5-di-O-f-glucoside (>30%) RO
Pétunidine-3,5-di-O-B-glucoside (>10%)
Delphinidine-3-O-p-rutinoside (>>10%)
Pétunidine-3-O-B-rutinoside (<5%)
Delphinidine-3-O-p-glucoside-5-O-p-(6-0O-malonyl)
glucoside (<5%)

Pétunidine-3,7-di-O-B-(6-0O-malonyl) glucoside (>10%)
Malvidine-3,7-di-O-B-(6-O-malonyl) glucoside (<5%)

OMe

Flavonoides (%0)*

Quercétine-3-0O-f-sophoroside

(>40%)

Kaemptérol-3-O-p-sophoroside (>20%)
Myricétine-3-0-0-(2-0O-f-glucosyl)-rhamnoside-7-0-p-
glucoside
Quercétine-3-0-o-(2-0-p-glucosyl)-thamnoside-7-0O-p-
glucoside
Kaempférol-3-0O-a-(2-O-p-glucosyl)-rhamnoside-7-O-
B-glucoside
Kaemptérol-3-O-a-(2-O-p-glucosyl)-rhamnoside-7-O-
[-(6-O-malonyl) glucoside
Kaemptérol-3-0O-a-(2.3-di-O-b-glucosyl) rhamnoside
Kaempférol-3-0O-a-(2-O-p-glucosyl)-rhamnoside-7-O-
B-(6-0-acétyl) glucoside
Kaempférol-3-0-0-(2-0O-B-glucosyl)-rhamnoside

* numéros cas (délphinidine [528-53-0], kaempférol [520-18-3], quercétine [117-39-5] et myricétine [529-
44-2])

Taula 1: Antocianines i flavonoides presents als petals de safra
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2.4. Aplicacions

De la mateixa manera que el safra s’utilitza per a fins alimentaris, en cosmética i en medicina el bio-
residu esta sent estudiat per trobar diferents aplicacions en aquests camps. No s6n molts els estudis, pero

en els ultims anys s’ha intensificat la recerca.

Es el cas de Jessica Serrano, que en la seva tesis doctoral (Serrano, Jessica; 2003) analitza les propietats
del bio-residu des del punt de vista alimentari, posar de manifest la consideracié del bio-residu com a
subproducte en el procés de recol-leccié del safra.

En el seu estudi determina els nutrients i les propietats antioxidants de la flor sencera sense separar i
de cada una de les parts per veure si el bio-residu podria donar lloc a una nova generacié de productes
alimentaris.

Va poder comprovar que la flor sense separar té poca aportacié energetica i lipidica, pero tenia un alt
contingut en Ca, K, Mg, P i Fe.

En el cas dels estams tenen un contingut de cendres més elevat, aixi com de proteines, lipids i fibra
dietética, pero el contingut en carbohidrats i sucres totals és més baix.

Les flors tant senceres com per parts tenen una alta contribucio en fibra dietética i bones propietats
antioxidants. Tot i aixi, els estams tenen una major activitat antioxidant que la flor sencera i en el cas dels
tepals el contingut fenolic és més elevat.

Amb aquest estudi queda demostrat que la flor sencera té una composicié adequada des del punt de
vista nutricional i que la seva activitat antioxidant és molt elevada.

Per determinar les propietats del bio-residu, Jessica Serrano, va realitzar en la seva tesis doctoral
estudis amb HPLC. Va determinar la composicid de flavonols i antocianines, va analitzar 'efecte de la
temperatura i la velocitat de l'aire en la deshidratacié, per determinar les millors condicions de

conservacio.

Els resultats d’aquesta tesis demostren que les flors senceres permeten obtenir nous productes i la
composicid en nutrients, I'activitat antioxidant i el alt contingut fenolic del bio-residu atribueixen
caracteristiques adequades per a que el bio-residu sigui utilitzat en aplicacions alimentaries i sigui
considerat un subproducte del procés de recol-leccié del safra.

En una altra tesis doctoral, aquest cop realitzada per Marjorie Bergoin, es fa un estudi per considerar
el bio-residu com a subproducte pero en el camp dels aromes i colorants.

A la tesis presenta diferents metodes per a la caracteritzacié de la planta, realitza un estudi de materia
vegetals, compostos volatils, colorants i perfil sensorial de la planta sencera com en profunditat de les

fulles i les flors.
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En un dels seus capitols fa un estudi de laboratori d’extraccié d’aromatics i molécules colorants de les

flors i les fulles amb un dissolvent compatible amb un procés industrial.

Els estudis i analisis realitzats en aquestes tesis, demostren la possibilitat del bio-residu a ser utilitzat
en alimentacio, cosmeética i com a colorant i per tant la reva consideracié com a subproducte.

Aplicacions del bio-residu del safra
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2.5. Conservacio

Per a qualsevol aplicacié del bio-residu del safra és necessaria una estabilitzacid per evitar la oxidacio i
degradacié deguda als microorganismes. La planta del safra té un 85% d’humitat i aixo permet als
microorganismes degradar la flor fins a podrir-la. El procés d’assecatge ha de realitzar-se tot just s’ha
acabat de fer la separacié de I'estigma de la resta de la flor, d’aquesta manera s’aconsegueix parar

I’activitat dels microorganismes.

El métode més antic de conservacié d’aliments és la deshidratacid. Aquest sistema no només permet
la conservacid del producte sind que converteix el producte en solid i sec, disminuint el pes i el volum
facilitant la manipulacid, embalatge i transport (Cafiizares, 2007).

Hi ha diferents métodes de deshidratacié de productes alimentaris, el més recomanable és la
liofilitzacid, ja que la qualitat fisicoquimica no es veu alterada. En aquest procés I'aigua s’elimina per
sublimacié en comptes de fer-ho a altes temperatures, mantenint totes les propietats inalterades. Es
tracta d’un metode que requereix la compra de un liofilitzador d’un cost molt elevat, és per aixo que en
molts casos s’utilitzen técniques alternatives, com sera el nostre cas (Jessica Serrano, 2013; Bergoin i
col.,2005).

2.5.1. Liofilitzacid

La liofilitzaciéd és un procés en el que es congela el producte i seguidament s’elimina |'aigua per
sublimacié en una camera de buit. Perqué el procés sigui més rapid es fan servir cicles de congelacié i
sublimacid que permeten treure gairebé tota |'aigua del producte sense modificar I’estructura molecular.

S'utilitza principalment en la industria alimentaria per a conservar aliments, i en farmacia per

conservar medicaments.

Es una técnica molt costosa si es compara amb altres perd en resulta un producte de major qualitat

(Jessica Serrano, 2013).

Figura 10. Liofilitzadora d’aliments
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2.5.2. Assecat temperatura ambient

En aquest metode de conservacié s’estenen els pétals en una superficie plana, de manera que |'aigua
s’evapora lentament. Durant el procés es van efectuant mesures de pes. Es considera que el procés ha
arribat al seu fi quan el pes es manté estable.

2.5.3. Assecat altes temperatures

En aquest metode s’aplica calor als pétals de forma gradual, es pot fer mitjancant una estufa o amb

microones.

Aplicacions del bio-residu del safra
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Capitol 3. Compostos fenolics
Els compostos fenolics sdn substancies organiques que contenen almenys dos grups fenols unit a
almenys un grup funcional en la seva estructura quimica.

A les plantes formen un grup heterogeni, alguns sén solubles en solvents organics, altres sén glucosids

o acids carboxilics solubles en aigua i altres sén polimers grans i insolubles.

S’han descrit al voltant de 8.000 estructures de compostos fenolics que segueixen la segilent

classificacio:
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Figura 11. Classificacio polifenols (Cushnine, 2005).
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Els compostos fenolics presenten una amplia ubiqiitat a la naturalesa. Sén responsables del bon
funcionament de les plantes i, en relacié6 amb I’home, tenen un efecte contra malalties com trastorns
cardiovasculars i alguns tipus de cancer.

Sén components importants en la dieta humana ja que posseeixen una estructura quimica adequada
per a exercir com a antioxidants. El consum mitja de fenols als paisos europeus s’estima en 23 mg/dia.

Els polifenols son utilitzats en el mén de la medicina ja que per les seves propietats disminueixen el risc
de patir trastorns cardiovasculars i algun tipus de cancer. Aquests compostos prevenen |’estrés oxidatiu
de les neurones fent que sigui molt Util per tractar lesions cerebrals. Actualment s’esta investigant com a
possible tractament per a malalties com I’Alzheimer i el Parkinson entre d’altres.

Una altra aplicacio dels polifenols és la de preservar I’oxidacié dels aliments en contacte amb I’oxigen.
Els conservants antioxidants també s’afegeixen a cosmetics a base de greix com barres de llavis o cremes
hidratants contra I’envelliment.

Una possible manera per determinar analiticament els compostos fenolics totals es basa en la reaccio
Folin-Ciocalteu, i la deteccid espectrofotomeétrica UV-visible. Per aquest motiu a continuacié s’explica la
espectrofotometria UV-visible i la reaccié Folin-Ciocalteu (Diaz i col., 2006).
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3.1. Espectrofotometria UV-visible
3.1.1. Fonament quimic

El principi de I'espectrofotometria implica I'absorcié de la llum ultraviolada visible per una moléecula,
causant la transicié d’un electré d’un estat fonamental a un estat excitat, alliberant I'excés d’energia en
forma de calor. La longitud d’ona (A) esta entre 190 i 800nm.

Un feix de radiacié UV-visible travessa una dissolucié que conté un analit absorbent la intensitat
de la llum es atenuada de Iy a |. Aquesta fraccid que ha aconseguit traspassar s’anomena transmitancia

(T).
la

A efectes practics s’utilitza 'absorbancia (A) en comptes de la transmitancia perque esta relacionada
linealment amb la concentracid de I'espécie absorbent segons la llei de Beer-Lambert.

A=logT A=€e1l-c
€: coeficient absorbancia molar I: intensitat C: concentracio espécie absorbent

3.1.2. Espectrofotometre UV-visible

L'espectrofotometre UV-visible un instrument que permet comparar la radiacié absorbida per una
solucié que conté una quantitat desconeguda de solut i una que conté una quantitat coneguda de la
mateixa substancia.

L'absorcio de les radiacions UV-visible depen de I'estructura de les molecules i és caracteristica de
cada espécie quimica. El color de les substancies es deu a que absorbeixen certes longituds d’ona de la
llum blanca que incideix en elles i només deixen passar a els nostres ulls les longituds d’ona no absorbida.

Encara que poden haver diferéncies entre els tipus d’espectrofotometres (incorporacions
informatiques) tots els consten de:

- Font d’energia radiant; deuteri o tungste

- Un monocromador per a la seleccié d’'una determinada longitud d’ona: filtres, prismes,
xarxes de filtracio.

- Component per a les cubetes que contenen la mostra. Poden ser de vidre, quars o plastic
transparent.

- Detector de llum i un amplificador i convertidor de senyals lluminoses en electriques.

- Sistema de lectura de dades.
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El primer pas és seleccionar el rang de concentracions a que es vol treballar, per aixd és necessari fer
una recta de calibrat, i es mesura |'absorbancia del dissolvent, anomenat blanc, i al que se li assigna el
valor de cero. A continuacid es posa a I'altra cel-la la mostra a analitzar i es llegeix I'absorbancia.

3.1.3. Recta de calibrat

Per obtenir una recta de calibrat es preparen solucions de diferents concentracions per determinar la
seva absorbancia. Aquests valors es representen en un eix d’ordenades i les concentracions en I'eix
d’absises.

La recta de calibrat es realitza preparant mostres de concentracié coneguda amb el mateix metode amb
gue s’analitzaran les mostres. D’aquesta manera el sistema de I'espectrofotometre compara les mostres amb
la recta de calibrat i calcula la concentracio (Diaz i col., 2006).

Aplicacions del bio-residu del safra
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3.2. Folin-Ciocalteu

Es tracta d’una reaccié colorimeétrica d’oxido-reduccié on I’agent oxidant és el Folin-Ciocalteu. Aquest
meétode permet |'analisi de compostos organics que presenten anells aromatics hidroxilats (fenols, acid
tanic, lignines, proteines,etc.)tant d’origen natural com procedent d’abocaments.

Els compostos fenolics reaccionen amb el reactiu Folin-Ciocalteu (acid fosfotungstic H;PW,,0, i acid
fosfomolibdic H;PMo,,04) a pH basic, per aixo la importancia d’afegir una sal. La reduccié dels compostos
fenolics dona lloc a una coloracié blava susceptible a una determinacié espectrofotométrica al voltant
dels 760 nm. Aquesta coloracié déna un rang de colors que va del incolor fins a un blau fosc, i el contingut

de polifenols es proporcional a la intensitat del color.

El metode de Folin-Ciocalteu permet mesurar el contingut de compostos fenolics, pero s’ha de tenir en
compte que molts compostos reductors sén també reactius i per tant s’ha de tenir present la possible
preséncia de substancies interferents com els sals de ferro (Il), fructosa, glucosa, entre altres. Hi ha
teécniques que permeten eliminar les interferéncies com per exemple fer passar les mostres per un cartutx

d’extraccid en fase solida.

En el nostre cas, les possibles interferéncies son menyspreable perqué en un principi no hi ha
contingut en Fe (ll) i la quantitat de sucres no sén valorables, per tant les interferéncies no haurien
d’influir en els resultats finals de I’analisi.

El reactiu Folin-Ciocalteu ha d’afegir-se abans que la dissolucié alcalina (Na,Cos) per evitar I'oxidacié

dels fenols per 'aire.

En el nostre analisi s’expressa el resultat com a mg d’equivalent d’acid gal-lic. L’acid gal-lic és un
compost fenolic molt empleat en aquest tipus d’assaigs. Ocasionalment s’utilitzen altres estandards de
comparacié com la catequina, acid tanic, acid vaniic, etc. (Garcia Nava).
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Capitol 4. Part experimental

4.1. Conservacio mostres recollides

Les mostres que es disposen per a I'analisi son de la collita de 2014 i han estat proporcionades per
diversos agricultors d’lgualada i Santa Coloma de Queralt.

De les mostres recollides diariament s’han fet particions per tal de comparar tres metodes de
conservacio. En el nostre cas, les particions no sén exactes, la heterogeneitat en les quantitats de mostres
es deguda a que no es tenia una disponibilitat directa de les flors, sind que, depenia de la possibilitat dels
agricultors per la recollida i entrega.

Com es pot veure a la taula 2 s’han dividit les mostres en 4 grups:

- Congelades fresques

- Congelades seques

- Seques a temperatura ambient
- Seques al microones

Dins d’aquests grans grups estan diferenciades per codis on el primer digit determina la procedéncia i
data de recollida de la mostra i el segon determina el métode de conservacié de la mostra. Per exemple
les mostres 3.2, 3.3 i 3.4, van ser recollides el mateix dia perd la mostra 3.2 va ser congelada fresca, la
mostra 3.3 congelada un cop seca i la mostra 3.4 va ser secada a temperatura ambient.

CONGELADOR ARMARI

CONGELADES FRESQUES CONGELADES SEQUES SEQUES A T2 AMBIENT SEQUES MICROONES
CODI | g FLORS | n2 FLORS | CODI | g FLORS | n2 FLORS | CODI | g FLORS | n2 FLORS | CODI g FLORS

3.2 | 48,38 33 15,64 250 3.4 15,07 250 10.1 13,08

3.1 77,27 11.2 12,39 11.3 12,48 9 11,91
11.1| 89,30 1.2 7,83 4.2 10,07 200

1.1 | 325,00 2.2 36,10 5.2 34,47

2.1 40,00 150 10.2 13,92

4.1 | 24,97 100 7 25,21

5.1 11,58 8 12,56

6 | 439,00 0 37,67

12 37,00

13 91,00

14 69,00
PESTOTAL (g) 1252,50 71,96 161,45 24,99
Flors totals
aprox. 5010 1199 2691 417

Taula 2: Conservacio de mostres
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En el nostre cas es realitzara un estudi de polifenols totals on s’utilitzara tots els tipus de mostres,
menys les seques al microones, i aixi poder detectar possibles diferencies entre els processos de

conservacio.

El contingut de compostos fenolics, expressat en mg d’acid gal-lic per g de mostra s’obté de:
Cox XV,
Contingut = % x 100

On C.=concentracio extracte (mg/L)
V= volum extracte (ml)

P..= pes mostra (g)
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4.2. Determinacio de compostos fenolics

En I'analisi experimental s’ha realitzat un estudi dels compostos fendlics totals del bio-residu del safra,

estams i pétals.

En el nostre cas s’ha utilitzat el metode Folin-Ciocalteu amb una deteccié espectrofotometrica UV-

visible posteriorment. La recta de calibrat, va ser realitzada pel professor Joan Francesc Marti amb un

espectrofotometre Perkin Elmer i utilitzada per determinar tanins (calibration curve 40-500 nm per

tanins, 15.10.1014). La recta de calibrat i la seva configuracio és la seglient:

Instrument Settings

Cycle Count 1

Cycle Time 1 s
Response 2 s
Wavelengths 765 nm
Ordinate Type A

Slit Width 1 nm
UV Lamp On No

Visible Lamp On Yes

Lamp Change-over Wavelength | 326 nm
Method Calibracié Gal.lic tanins 40-500 ppm (15-10-14)
Analyst | aboratori investigacio

Time octubre 15, 2014 13:13 Hora de verano romance

El grafic obtingut i la taula de absorbancia i concentracié sén les seglients:

Calibration Graph

1,3
1,29

1,14
1,0+
0.9
0,8+
0,74
0,6+
0.5+
0.4+
0.3+
0,24
0,14
0.0

Absorbance (A)

Absorvance vs concentration-Analyte (mgl-1) -

- Samplesag

e
_ gmsampess

0

Correlation Coefficient

0,9997

100

' 300 _ 400 500
Specified concentration

Calibration Type Calibrated on

Calibration curve octubre 15, 2014 12:58 Hora de verano romance
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Sample ID Description Concentratio Analyte Ordinate
Sample584 Standard 40,0000 37,9144 0,0936
Replicate
Sample584 Standard 40,0000 38,2123 0,0942
Replicate?

Sample585 Standard 50,0000 47 0450 0,127
Replicate
Sample585 Standard 50,0000 47,2885 0,132
Replicate?
Sample586 . Standard 75,0000 76,7821 0,1749
Replicate
Sample586_Standard 75,0000 77,1327 0,1757
Replicate?

Sample587 Standard 100,0000 98,0133 0,2194
Replicate
Sample587 Standard 100,0000 98,0357 0,2194
Replicate2
Sample588 _Standard 250,0000 258 2117 0,5546
Replicate1
Sample588 . Standard 250,0000 2587815 0,5558
Replicate2
Sample589 Standard 500,0000 495 7998 1,0517
Replicate
Sample589 Standard 500,0000 496,7831 1,0538
Replicate2

Abans de comencar amb els analisis, es va fer un analisi previ per determinar quina recta de calibratge
s’adaptava més a la nostra mostra. També es va fer un escanejat en blanc amb la mostra per determinar
que el color violeta de I’extracte no perjudicaria a I’analisi a la longitud d’ona escollida.

4.2.1. Mostres

Es van utilitzar mostres de I’any 2013 per posar a punt el métode i per els primers analisi del dia 16.04,
per a la resta del estudi van usar les mostres 11.1 congelada fresca el 14 de novembre de 2014, 11.2
congelada seca del 14 al 20 novembre 2014 i la 11.3 seca del 14 a 20 novembre del mateix any ja que les
mostres corresponen a la mateixa collita. Finalment per a I’analisi de la millora del filtratge es van utilitzar
les mostres 3.2 (congelada fresca), 3.3 (congelada seca) i 3.4 (seca).

Les mostres seques al microones no s’han analitzat, la quantitat era minima i la qualitat de I'assecatge no
era bona. Podria ser un futur analisi de les mostres si hi hagués més quantitat.
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4.2.2. Procediment

En I'analisi de polifenols totals es realitza una extraccié en medi acid dels compostos fenolics, després
és filtra I'extracte, aixi és més homogeni i s’evita que hi hagi restes que dificultin o alterin la lectura de
I’espectrofotometre. Seguidament, s’afegeix el reactiu Folin i Na,CO; per a que es doni la reaccié d’oxido-
reduccié en medi basic. Per Ultim es llegeix la mostra amb I’espectrofotometre.

El procediment consisteix en:

1. S’agafa una porcié pesada de mostra de cada tipus de conservacid, pétals i estams, i 25 ml
dissolucié H,0 i HCI (1:100) en una ampolla, el procés d’extraccié ha de ser en absencia de llum, un envas
fosc ajuda a evitar que la mostra estigui en contacte amb la llum.

Figura 12. Mostra congelada fresca, congelada seca i seca, d’esquerra a dreta.

2. Es posen els extractes de les mostres a I'agitador 1 hora a les fosques a 300 rpm. Per aconseguir
que I’agitacid no tingui contacte amb la llum es tapa tot I'aparell amb una capsa de cartro.

Figura 13. Agitador.
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3. Es posa l'extracte en un recipient i el centrifuguem 7 min a mitja poténcia (no podem assegurar a
guantes rpm perqué no tenim les especificacions de '"aparell) per separar I'extracte del pétals i estams.

Figura 14. Centrifugadora amb extractes a I'interior

4. Esfiltra I'extracte al buit amb un embut Blichner i paper de filtre de porositat 20-25 um.

Figura 15. Filtracio al buit de I'extracte

5. Es prepara un blanc i la mostra amb el reactiu Folin-Ciocalteu, Na,COs i aigua ultra pura i el
deixem a la foscor durant 1h segons el PNT del procediment adjuntat a I'annex 1. En aquest pas es pot
observar el pas de color violeta de I’extracte a blau. Segons la quantitat de polifenols la intensitat del blau

canvia.

Figura 16. Detall dels extractes filtrats
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Figura 17. Detall tons blaus reaccié Folin-Ciocalteu

6. Es posa I'extracte en una cubeta de plastic d’1 mli s’introdueix a I'espectrometre UV-visible i es fa
la lectura de la concentracié. S'utilitza un espectrofotometre UV-visible Perkin Elmer segons les
especificacions del PNT adjuntat a I'annex 1.

Figura 18. Espectrofotometre Perkin ElImer

En el nostre analisi de polifenols es realitza una extraccié del bio-residu del safra i es preparem les
mostres per a lI'analisi a I'espectrofotometre. Es preparem un blanc i les mostres amb Reactiu Folin-
Ciocalteu, carbonat sodic i aigua ultra pura, segons el PNT adjuntat a I’Annex 1. A continuacié es mostra
un esquema del procés utilitzat:
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Figura 19. Esquema general procés analitic
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4.2.1. Pla de treball

L'analisi s’ha fet en diversos dies, segons el resultat es plantejava I'analisi del dia segiient per poder
arribar a unes conclusions del métode.

- 1r dia: 16.04.2015
Es va fer I'analisi de 4 mostres seques recollides al 2013 per veure si I’analisi donava dins del rang que
mostrava la recta de calibratge. El procediment va ser el mateix per a totes les mostres. A la taula es
mostres les diferents mostres per identificar-les millor. Els resultats van ser els segiients:

MOSTRA ppm acid gal-lic mg acid gal-lic/ g mostra seca
Mostra 1 276,7 27,7
Mostra 2 295,8 29,3
Mostra 3 201,4 20,1
Mostra 4 271,6 26,7

Es va observar que totes les mostres estaven dins del rang de concentracions de la nostra recta de
calibrat.

Els calculs i resultats estan adjunts a I’Annex 2.
- 2n dia: 27.04.2015

L'analisi es va realitzar amb mostres conreades al 2014, en concret les mostres 11.1 (congelada fresca),
11.2 (congelada seca) i 11.3. (seca). Paral-lelament es va fer un analisi de les humitats de cada tipus de
mostra aixi es pot obtenir els resultats referits al pes sec de la mostra. A la seglient taula es mostren els
resultats per colors per identificar amb més claredat les mostres (verd mostra 11.1, rosa mostra 11.2 i
blau mostra 11.3). Els resultats definitius son el resultat de la mitjana de les lectures per duplicat que es
va fer amb totes les mostres. Els resultats van ser els segilients:

MOSTRA ppm acid gal-lic | mg acid gal-lic/ g mostra seca | HUMITAT %
11.1.1 37,5 16,6 80,1
11.1.2 48,5 21,3 74,7
11.2.1 Fora de rang Fora de rang 21,7
11.2.2 311,2 36,8 17,7
11.3.1 386,7 42,7 11,7
11.3.2 401,0 44,6 11,5
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Es va poder observar que per fer una comparacio més exacta i que els resultats estiguessin en la
mateixa zona de la recta de calibratge haviem de corregir els pesos de mostra inicial.

Els calculs i resultats estan adjunts a I’Annex 3.

- 3rdia: 28.04.2015:

Les mostres van ser les mateixes que el dia anterior, 11.1 (congelada fresca), 11.2 (congelada seca) i
11.3. (seca), pero es va modificar les quantitats de mostra, disminuint la quantitat de mostra del bio-
residu que havia estat secat i augmentant la quantitat de la mostra fresca congelada ja que la quantitat
d’humitat que conté és molt més elevada. Paral-lelament es va fer un analisi de les humitats de cada tipus
de mostra aixi es pot obtenir els resultats referits al pes sec de la mostra.

A la taula es mostren els resultats per colors per identificar amb més claredat les mostres (verd mostra
11.1, rosa mostra 11.2 i blau mostra 11.3). Els resultats definitius sén el resultat de la mitjana de les
lectures per duplicat que es va fer amb totes les mostres. Els resultats van ser els segiients:

MOSTRA ppm acid gal-lic mg acid gal-lic/ g mostra seca | HUMITAT %
11.1.1 389,4 9,2 73,9
11.1.2 317,3 11,1 82,2
11.2.1 205,8 31,6 28,9
11.2.2 190,1 36,9 19,7
11.3.1 211,7 23,8 12,0
11.3.2 246,0 29,5 12,5

S’observa una dispersio en els resultats, es creu que el motiu d’aquests resultats es degut a que la
mostra conté tant petals com estams, sdn mostres molt heterogenies entre elles i, per tant, dificils de
comparar.

Els calculs i resultats estan adjunts a I’Annex 4.

- 4t dia: 29.04.2015
Es van analitzar les mateixes mostres que en els dies anterior, 11.1 (congelada fresca), 11.2 (congelada
seca) i 11.3. (seca), pero en aquest cas es separen els peétals dels estams per veure si hi ha diferéncies
entre ells. Paral-lelament es fa un analisi de les humitats de cada tipus de mostra aixi es pot obtenir els
resultats referits al pes sec de la mostra.
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A la taula es mostren els resultats per colors per identificar amb més claredat les mostres (verd mostra
11.1, rosa mostra 11.2 i blau mostra 11.3, s’utilitzen colors més clars pels estams i més foscos pels pétals).
Els resultats definitius son el resultat de la mitjana de les lectures per duplicat que es va fer amb totes les
mostres.

Els resultats van ser els seglients:

MOSTRA ppm acid gal-lic | mg acid gal:lic/ g mostra seca | HUMITAT %
11.1.A.ESTAMS 193,8 9,2
65,3
11.1.B.ESTAMS 234,1 11,1
11.1.A.PETALS 338,8 31,6
R 82,3
11.1.B.PETALS 396,4 36,9
11.2.A.ESTAMS 163,7 23,8
16,3
11.2.B.ESTAMS 202,3 29,5
11.2.A.PETALS 272,1 44,9
R 26,0
11.4.B.PETALS 247,7 40,7
11.3.A.ESTAMS 155,5 20,6
8,9
11.3.B.ESTAMS 195,8 20,0
11.3.A.PETALS 368,8 53,8
L 17,0
11.3.B.PETALS 368,0 53,7

Es va observar que els estams tenen un contingut més baix d’humitat i de polifenols que les mostres
de pétals. En aquest cas només es fa una mostra per tipus de conservacid pero es realitza un duplicat en
el procés amb el reactiu Folin-Ciocalteu. Al tractar-se de mostres idéntiques no hi hauria d’haver dispersid
entre aquests duplicats pero existeix, s’atribueix aquest fet al haver utilitzat un paper de filtre de 20-25
pum, decidim substituir-lo per un filtre millipore de 0.7 um.

Els calculs i resultats estan adjunts a I’Annex 5

- 5é dia: 30.04.15

Es realitza I’analisi de mostres només de peétals utilitzant un filtre millipore de 0.7 um en comptes del
paper de filtre anterior. Les mostres utilitzades en aquet cas son diferents ja que amb la resta de dies es
va esgotar la mostra 11.2. congelada seca, per tant es va utilitzar les mostres 3.2 (congelada fresca), 3.3
(congelada seca) i 3.4 (seca). Paral-lelament es fa un analisi de les humitats de cada tipus de mostra aixi es
pot obtenir els resultats referits al pes sec de la mostra.
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Els resultats no van ser els esperats, el extracte tenia un color diferent a la resta d’analisis realitzats i la
concentracié d’acid gal-lic no era similar a la resta sind que molt més baixa, inclus algunes fora de rang.

Els resultat d’aquest analisi no es tindra en consideracié per la diferencia en els resultats amb la resta
de dies pero els calculs i resultats estan adjunts a I’Annex 6 per a que quedi constancia.

- 6édia: 04.05.15:

Es realitza una comparacio directa entre els filtres, d’un sol extracte de la mostra es filtra una part amb
paper de filtre de 20-25 um i la resta amb el mateix paper i després pel filtre millipore de 0.7 um. S’
tilitzen les mateixes mostres que a I'analisi anterior 3.2 (congelada fresca), 3.3 (congelada seca) i 3.4
(seca). El procés de coloracid de la mostra també el fa per duplicat per veure si encara hi ha dispersié en
els resultats del métode.

A la taula es mostren els resultats per colors per identificar amb més claredat les mostres (verd mostra
11.1, rosa mostra 11.2 i blau mostra 11.3, s’utilitzen colors més clars pels estams i més foscos pels petals).
Els resultats definitius sén el resultat de la mitjana de les lectures per duplicat que es va fer amb totes les

mostres.

Els resultats van ser els segilients:

MOSTRA ppm acid gal-lic mg acid gal-lic/ g mostra seca | HUMITAT %
3.2.PAPER.A 433,5 37,6
3.2.PAPER.B 397,8 34,5

81,1
3.2.MILLIPORE.A 428,2 37,2
3,2.MILLIPORE.B 411,5 35,7
3.3.PAPER.A 256,6 41,7
3.3.PAPER.B 241,7 39,3

25,8
3.3.MILLIPORE.A 266,6 43,4
3,3.MILLIPORE.B 257,0 41,8
3.4.PAPER.A 327,7 46,4
3.4.PAPER.B 318,4 45,1

17,1
3.4.MILLIPORE.A 306,2 43,3
3.4.MILLIPORE.B 308,3 43,6
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Segons els resultats obtinguts segueix havent dispersid en els resultat del metode i les diferéncies
entre els filtre existeix perd no sembla que segueixi un patro.

Els calculs i resultats estan adjunts a I’Annex 7.
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Capitol 5. Conclusions

El safra és un producte d’un valor economic molt elevat i és que la seva recol-leccié i manipulacié sén
molt delicades i grans plantacions de safra proporcionen molt poca quantitat de producte aprofitable
(safra espécia) i una gran quantitat de bio-residu sense cap valor comercial.

A bio-residu se li atribueixen diferents propietats bio-actives que fan d’aquestes restes un possible
producte per a cosmetica o per a alimentacié. Una propietat molt important és la capacitat antioxidant,
relacionada amb el contingut de la flor en polifenols totals, per aquest motiu s’ha fet un estudi analitic
dels polifenols presents a la flor.

Els polifenols sdn compostos antioxidants, que s’han utilitzats en medicina per tractar malalties
cardiovasculars i prevenir alguns tipus de cancer. Formen part d’investigacions recents com a possible
tractament per a malalties com L’Alzheimer o el Parkinson. A més a més, son els responsables d’evitar la
degradacié d’aliments. S’utilitzen en cosmeética com a conservant en barres de llavis i cremes contra
I’envelliment. Per aquests motius, en futurs estudis es podria atribuir al bio-residu cert valor comercial.

En la part experimental s’ha pogut demostrar que el bio-residu conté una quantitat important de
polifenols totals, tot i aixi es tracta d’'una mostra natural, molt heterogeénia, i per tant els analisis no van
donar uns valors de contingut de polifenols similars per a totes les mostres. A més a més, el metode de
conservacié podia haver influit en els resultats.

Un cop es varen fer els ajustaments adients en el metode analitic es va poder observar que els
resultats en contingut de polifenols totals és similar pels tres tipus de conservacié, amb petites diferéncies
essent el de la mostra seca, el resultat amb més concentracié.

En un altre analisi es va fer una separacid dels petals i dels estams per intentar fer la mostra una mica
més homogeénia, els resultats ens van demostrar el que alguns autors ens han descrit, tant el contingut
d’humitat com la quantitat de polifenols és més elevada a els petals que als estams.

Es va observar que hi ha una petita dispersid en els resultats encara que provinguin de la mateixa
mostra d’inici, per aixo en un altre analisi es va voler fer la comparacié entre dos metodes de filtratge. Tot
i que amb I"ds d’un filtre Millipore s’esperava reduir les dispersions en els resultats, encara hi ha
diferencies entre les concentracions que provenen d’una mateixa mostra, es podria estudiar si es pot
millorar el filtratge del metode analitic.

Amb aquest treball espero obrir cami a futurs analisis del bio-residu del safra. Alguns estudis que es
podrien plantejar estan estretament relacionats amb la capacitat antioxidant del bio-residu. Fer analisis
amb HPLC (cromatografia liquida d’alta resolucid) ens podrien donar una idea de quins sén els compostos
fenolics que conté i aixi poder analitzar la capacitat antioxidant del compost.
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Un altre fet que queda obert en aquest treball és el per quée hi ha dispersié entre els resultats que
provenen d’'una mateixa mostra. Un cop demostrat que el metode de conservacié que s’utilitzi no afecta
al contingut en polifenols, un altre possible estudi és I'efecte que provoca la congelacié de les mostres en
el temps, ja que les mostres congelades corresponien totes a collites del mateix any 2014 i no s’ha pogut
fer aguesta comparacié.

Espero que aquest treball sigui I'inici de futurs estudis del bio-residu del safra, li donin el valor
comercial que mereix i deixi de ser un residu en el procés de recol-leccié del safra espécia.

Aplicacions del bio-residu del safra
Pagina 41/96



@ UNIVERSITAT POLITECNICA DE CATALUNYA Miriam Canales Bravo
BARCELONATECH

Escola d’Enginyeria d'lgualada .
Maig 2015

Agraiments

Primer de tot vull agrair a la persona que m’ha introduit al mén del safra, Antoni Rius Carrasco. Gracies
per donar-me |'oportunitat i proposar-me aquest treball, la teva implicacié en tema m’han motivat
moltissim.

Gracies també a I'ajut dels professors: a Joaquim Font per la seva participacid en trobar un metode
analitic que poguéssim dur a terme als laboratoris de I'EEI (Escola d’Enginyeria d’lgualada); Rosa Cantero,
Elena Marti, Joan Francesc Marti per la seva paciéncia i col-laboracié en posar a punt el metode analitic i
per la implicacié en la resta del treball.

També vull donar les gracies a les meves amigues i també als companys de feina, per la paciéncia que
han tingut amb mi i els anims que sempre m’han donat.

| sobretot, dono les gracies a la meva parella i familia per aguantar les meves xerrades, abséncies i per
la paciencia que han demostrat tot aquest temps.

Per a mi aquestes linies, marquen el final d’'una etapa espero que serveixin per a futurs treballs i per a
gue s’aprofundis més en el tema.

Pagina 42/96 Aplicacions del bio-residu del safra



Maig 2015

Miriam Canales Bravo @ UNIVERSITAT POLITECNICA DE CATALUNYA
BARCELONATECH

Escola d’Enginyeria d’'lgualada

Bibliografia
ARTICLES | PUBLICACIONS

Algrech C. (2001). “Le safran du Quercy.” Revue Quercy recherche, 97 et 98 (1-2-4): 20-27;9-16;18-26.
As, ., Smith, B.-, & Botanic, R. (2015). 6-Hydroxyflavones and Other Flavonoids of Crocus, 3(1984).

Bergoin Lefort, M., & Salles, M. D. J. : C. (2005). Application du concept de raffinage végétal au safran
du Quercy (crocus sativus) pour la valorisation intégrée des potentiels aromatiques et colorants.
Laboratoire de Chimie Agro-Industrielle - UMR 1010 INRA/INP-ENSIACET, 360. Retrieved from

Carrera, T. F. De, & Pablos, A. (2008). Activitat antioxidant dels pétals de flors comestibles., 1-45.

Cafiizares A. Bonafine O. Laverde D (2007). Deshidratacién de productos vegetales, Inia Divulga, n2 10,
enero-diciembre.

Cushnie, T.; Lamb, A. (2005); Antimicrobial activity of flavonoids, International Journal of Antimicrobial
Agents, 26: 343-356.

Diaz, N. A, Ruiz, J. A. B., Reyes, E. F., Cejudo, A. G., Novo, J. J.,, Peinado, J. P., ... Fifiana, I. T. (2006). 8 .
Espectrofometria : Espectros de absorcién y cuantificacién colorimétrica de biomoléculas, 1-8.

Ebrahimzadeh H. et Radjabian T. (1998). “Comparative analysis of pigments in petals and stigmata of
Crocus almehensis C. Brickell and B. Mathew and Crocus sativus L.” J. Sci. Islam. Repub. Iran, 9 (2): 127-
135.

Fatehi, M., Rashidabady, T., & Fatehi-Hassanabad, Z. (2003). Effects of Crocus sativus petals’ extract on
rat blood pressure and on responses induced by electrical field stimulation in the rat isolated vas
deferens and guinea-pig ileum. Journal of Ethnopharmacology, 84(2-3), 199-203. doi:10.1016/S0378-
8741(02)00299-4

Garrido J. L., Diez de Bethencourt C. et Revilla E. (1987). “Flavonoid composition of hydrolyzed tepal
extracts of Crocus sativus L.” An. Bromatol., 39 (1): 69-80.

Garrido JL.(1984)contribucion al estudio de la composicién flavonoidea de Crocus Sativus L.
Universidad Autonoma de Madrid.- Madrid. Espaia.

Goupy, P., Vian, M. A, Chemat, F., & Caris-Veyrat, C. (2013). Identification and quantification of
flavonols, anthocyanins and lutein diesters in tepals of Crocus sativus by ultra performance liquid
chromatography coupled to diode array and ion trap mass spectrometry detections. Industrial Crops
and Products, 44, 496-510. doi:10.1016/j.indcrop.2012.10.004

Gracia Nava, M. A. (n.d.). Cuantificacion de Fenoles y Flavonoides Totales en Extractos Naturales, 1—4.

Harborne, J,B. an C.A. Williams, Flavone and flavonol glucosides, in thr flavonoids: Advanced in
research since 1980 (J.B. Harborne, ed), 303-328, Chapman & Hall, London, 1988).

Hosseinzadeh, H., & Younesi, H. M. (2002). Antinociceptive and anti-inflammatory effects of Crocus
sativus L. stigma and petal extracts in mice. BMC Pharmacology, 2, 7. do0i:10.1186/1471-2210-2-7

Aplicacions del bio-residu del safra
Pagina 43/96



@ UNIVERSITAT POLITECNICA DE CATALUNYA Miriam Canales Bravo
BARCELONATECH

Escola d'Enginyeria d'lgualada o
Maig 2015

Hosseinzadeh, Hossein; Sadeghnia, Hamid R. (2007) Effect of safranal, a constituent of Crocus sativus
(saffron), on methyl methanesulfonate (MMS)-induced DNA damage in mouse organs: An alkaline
single-cell gel electrophoresis (comet) assay. DNA AND CELL BIOLOGY, 26, 841-846

Kubo, I., & lkuyo, K. H. (1999). Flavonols from saffron flower: Tyrosinase inhibitory activity and
inhibition mechanism. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 47(10), 4121-4125.
doi:10.1021/jf990201¢q

Li, C. Y., Lee, E. J.,, & Wu, T. S. (2004). Antityrosinase Principles and Constituents of the Petals of Crocus
sativus. Journal of Natural Products, 67(3), 437—440. doi:10.1021/np0302854

Li, C.-Y., & Wu, T.-S. (2002). Constituents of the pollen of Crocus sativus L. and their tyrosinase
inhibitory activity. Chemical & Pharmaceutical Bulletin, 50(10), 1305-1309. d0i:10.1248/cpb.50.1305

Maeda, A, Kai, K., Ishii, M., Ishii, T., & Akagawa, M. (2014). Safranal, a novel protein tyrosine
phosphatase 1B inhibitor, activates insulin signaling in C2C12 myotubes and improves glucose
tolerance in diabetic KK-Ay mice. Molecular Nutrition and Food Research, 58(6), 1177—-1189.

Mandana Tavakkoli-Kakhki, Malihe Motavasselian, Mahmoud Mosaddegh (2014)Omega-3 and omega-
6 content of medicinal foods for depressed patients: implications from the Iranian Traditional
Medicine, 4, 225-230.

Montoro, P., Maldini, M., Luciani, L., Tuberoso, C. I. G., Congiu, F., & Pizza, C. (2012). Radical
Scavenging Activity and LC-MS Metabolic Profiling of Petals, Stamens, and Flowers of Crocus sativus L.
Journal of Food Science, 77(8), 893-900. doi:10.1111/j.1750-3841.2012.02803.x

Moshiri, E., Basti, A. A., Noorbala, A. A., Jamshidi, A. H., Hesameddin Abbasi, S., & Akhondzadeh, S.
(2006). Crocus sativus L. (petal) in the treatment of mild-to-moderate depression: A double-blind,
randomized and placebo-controlled trial. Phytomedicine, 13(9-10), 607-611.
do0i:10.1016/j.phymed.2006.08.006

Ngrbaek, R., & Kondo, T. (1999a). Further anthocyanins from flowers of Crocus antalyensis (Iridaceae).
Phytochemistry, 50(2), 325—-328. doi:10.1016/50031-9422(98)00510-X

Ngrbaek, R., & Kondo, T. (1999b). Flavonolglycosides from flowers of Crocus speciosus and C.
antalyensis. Phytochemestry, 51,1113-1119.

Ngrbaek, R., Nielsen, J. K., & Kondo, T. (1999). Flavonoids from flowers of two Crocus chrysanthus-
biflorus cultivars: “Eye-catcher” and “Spring Pearl” (Iridaceae). Phytochemistry, 51(8), 1139-1146.
doi:10.1016/50031-9422(98)00738-9

Norbek R. et Kondo T. (1998). “Anthocyanins from flowers of Crocus (Iridaceae).” Phytochem., 47 (5):
861-864.

Saitd N., Mitsui S. et Hayashi K. (1960). “Delphin, the anthocyanin of medicinal saffron and its identity
with hyacin as shown by paper chromatography of partial hydrolysates.” Bot. Mag. Tokyo, 36: 340-345.

Samarghandian, S., Borji, A., Farahmand, S. K., Afshari, R., & Davoodi, S. (2013). Crocus sativus .
(saffron) stigma aqueous extract induces apoptosis in alveolar human lung cancer cells through
caspase-dependent pathways activation. BioMed .Research International, 2013.

Pagina 44/96 Aplicacions del bio-residu del safra


https://vpn.upc.edu/,DanaInfo=apps.webofknowledge.com+full_record.do?product=UA&search_mode=GeneralSearch&qid=9&SID=2CrWXv8OEpuVEiJoK3z&page=1&doc=1
https://vpn.upc.edu/,DanaInfo=apps.webofknowledge.com+full_record.do?product=UA&search_mode=GeneralSearch&qid=9&SID=2CrWXv8OEpuVEiJoK3z&page=1&doc=1
https://vpn.upc.edu/,DanaInfo=apps.webofknowledge.com+full_record.do?product=UA&search_mode=GeneralSearch&qid=9&SID=2CrWXv8OEpuVEiJoK3z&page=1&doc=1

Miriam Canales Bravo @ UNIVERSITAT POLITECNICA DE CATALUNYA
BARCELONATECH

N Escola d'Enginyeria d’'Igualada
Maig 2015

Sanchez-Vioque, R., Rodriguez-Conde, M. F., Reina-Urefia, J. V., Escolano-Tercero, M. a., Herraiz-
Penalver, D., & Santana-Méridas, O. (2012). In vitro antioxidant and metal chelating properties of corm,
tepal and leaf from saffron (Crocus sativus L.). Industrial Crops and Products, 39(1), 149-153.
doi:10.1016/j.indcrop.2012.02.028

Sariri, R., Sabbaghzadeh, R., & Poumohamad, F. (2011). In-vitro antioxidant and anti-tyrosinase activity
of methanol extracts from Crocus sativus flowers. Pharmacologyonline, 3, 1-11.

Superior, C., Agr, D. E. I., & Mancha, C. (2013). Valorizacién de los bio-residuos florales de la produccion
de azafran especia para aplicaciones alimentarias Valorization of floral bio-residues from saffron spice
production for food applications.

Termentzi, Aikaterini; Kokkalou, Eugene (2008), LC-DAD-MS (ES(+)) analysis and antioxidant capacity of
crocus sativus petal extract. PLANTA MEDICA Volume: 74, 573-581.

Zheng,Cl.li L, Ma WH, Han T, Qin LP (2011). Chemical constituents and bioactivities of liposoluble
fraction from different medicinal parts of Crocus sativus. Pharmaceutical Biology, 49, 756-763.

Aplicacions del bio-residu del safra
Pagina 45/96



@ UNIVERSITAT POLITECNICA DE CATALUNYA Miriam Canales Bravo
BARCELONATECH

Escola d’Enginyeria d'lgualada .
Maig 2015

ARTICLES EN PREMSA

El Pais 24.10.2014; La fiebre del azafran vuelve a les Garrigues(Visitat 23.04.2015).
http://ccaa.elpais.com/ccaa/2014/10/28/catalunya/1414530484 598600.html.

Europa Press, 06.10.2014; El tirdn del azafran de Lleida atrae agricultores de Girona (Visitat
23.04.2015). http://www.europapress.es/catalunya/noticia-tiron-azafran-lleida-atrae-agricultores-
girona-tarragona-20141006143901.html.

La Vanguardia, 10.09.2013; Un proyecto iniciado en Tarragona recupera el cultivo del azafran en
Catalufia (Visitat 23.04.2015).
http://www.lavanguardia.com/local/tarragona/20130910/54381263895/proyecto-recupera-cultivo-
azafran-catalunya.html.

PATENTS
- Patent CN10119702-A, Liu z.
- Patent CN1817339-A, Li L.
- Patent JP2005041811 JP4462865B2_original.pdf. (n.d.).
- Patent JP2005343882-A, Yoshida H; Furukawa M
- Patent JP7017845-A, Sensai Seuyaku
- Patents JP2002020263, JP70611906-A i JP2002020266-A, Mikimoto Seiyaku Kk

- Patents JP2003206225-A i 4100911-B2, Ichimaru Pharcos Inc.

Pagina 46/96 Aplicacions del bio-residu del safra


http://ccaa.elpais.com/ccaa/2014/10/28/catalunya/1414530484_598600.html
http://www.europapress.es/catalunya/noticia-tiron-azafran-lleida-atrae-agricultores-girona-tarragona-20141006143901.html
http://www.europapress.es/catalunya/noticia-tiron-azafran-lleida-atrae-agricultores-girona-tarragona-20141006143901.html
http://www.lavanguardia.com/local/tarragona/20130910/54381263895/proyecto-recupera-cultivo-azafran-catalunya.html
http://www.lavanguardia.com/local/tarragona/20130910/54381263895/proyecto-recupera-cultivo-azafran-catalunya.html

Miriam Canales Bravo @ UNIVERSITAT POLITECNICA DE CATALUNYA
BARCELONATECH

. Escola d’Enginyeria d’'Igualada
Maig 2015

Annexes

Llistat dels annexes:

Annex 1. Analisi polifenols totals. Extraccid Folin-Ciocalteu .........cccccceeeiiiiiiiiiiiiiiinnnnneeniiinnsinnnsssesessssessssssnes 48
ANNEX 2. RESUITALS 16.04.15 ......ccoiveiiiiiiiiiniiisneiiineiiiniiiniiisseiesseiesmeiosmeisteisstiosteistesesstessstsesmeiessessssssssss 51
ANNeX 3. RESUIAtS 27.04.15 .......ceeiiiiiiieiiiiiiiteiiiieeesiessesesssssse s s sss s s s sas s s s s as e s s s s sss e e ses s ans e sesssane e s ssssannesssssnns 59
ANNEeX 4. RESUILAtS 28.04.15 .......ccccveeiiieiiiiiniiiieeiiieeisssesissessssesssssesssssssssas s ssssseas s ssas s sssasssssassesssssesssssessessssannsnns 65
ANNEX 5. RESUITALS 29.04.15 ......ccivvviiiiieiiiiiiiiieiiiteiisseiissessssesssssesssssesssatssssesssssesssasessssssssssesssssesesseesessesssssenssns 71
ANNeX 6. RESUITAS 30.04.15 .......cccvveeiiieiiiiniisieeiisieeiiiseiisstiissesessesssssesssssessssesssssesssssessssssssssesssssesesssssessesssssessnns 80
ANNEX 7. RESUITALS 04.05.15 ......cciiriieiiiieiiiiniiiseiisineiisneiissniisseiessesssseiesnessstesssstsssstesesssesssstessssesesssesessaessssssssns 89

Aplicacions del bio-residu del safra
Pagina 47/96



@ UNIVERSITAT POLITECNICA DE CATALUNYA Miriam Canales Bravo
BARCELONATECH

Escola d’Enginyeria d'lgualada .
Maig 2015

Annex 1. Analisi polifenols totals. Extraccio Folin-Ciocalteu

UNIVERSITAT POLITECNICA DE CATALUNYA Data redaccid: 29.03.15
@ Data revisié: 16.04.15

Escola d’Enginyeria d’lgualada

1.1. Técnica

Espectrofotometria UV-visible després d’una extraccié acida en medi aquds amb reactiu Folin-Ciocalteu,
utilitzant com a patré I’ acid gal-lic.

1.2. Principi del metode

En el metode d’extraccid, les flors son agitades amb un solvent en aquest cas aigua i HCl que extrau els
compostos aromatics i altres substancies solubles com ceres o pigments

1.3. Mostres

Es fan servir mostres amb contingut en polifenols, ja que aquests compostos sén capacos d’oxidar-se al
estar en contacte amb el reactiu Foli-Ciocalteu en medi basic.

1.4. Procediment

En I"extraccié aigua-HCl (100/1,v/v), s’utilitza 0.25 g de bio-residu en 25 mL aigua-HCl. Per assegurar
gue en els resultats no hi hagin grans dispersions és important pesar amb balanca analitica i utilitzar
matras aforats per a I’enras de les mostres.

L'extracte s’agita durant 1h a 300 rpm en abséncia de llum i es centrifuga a mitja poténcia durant 5 min. Al
acabar es filtra al buit amb un Embut Blchner.

Es preparen les mostres amb el reactiu Folic-Ciocalteu i Na,CO; per regular el pH i es deixen reposar una
hora a la foscor. Després s’analitzen les mostres amb |'espectrofotometre per saber la concentracié d’acid
gal-lic.

Per a I'espectrofotometria es necessita una recta de calibratge fent servir com a referencia acid gal-lic.

- Bio-residu

- HC

- Reactiu Folin- Ciocalteu
- Na,CO;

- Aiguaultra pura
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- Pipeta aforada de 25mL

- Matras aforat de 500 mL

- Matras aforat de 25 mL

- Micro pipeta graduadaa 1 mL
- Micro pipeta graduada a 3 mL
- Micro pipeta graduada a 5 mL
- 3ampolles translucides

- Filtres de paper

- Pinces

- Centrifugadora

- Bascula analitica

- Agitador

- Embut Blichner

- Espectrofotometre

Preparacio d’extractes
H,0 : HCI (100:1, v/v) 0.5 g bio-residu en 25 mL

L'extractes s’agita durant 1h a 300 rpm en abséncia de llum i es centrifuga uns 5 min. Al acabar es filtra amb
un embut Biichner i es concentra al buit.

Preparacié mostres

- Preparacié del blanc

1 mLF.C+3mLNa,CO;

S’enrasa a 25 mL amb aigua ultra pura, es deixa a la foscor 1 hora.

- Preparacié mostra:

0.5 mL mostra+ 1 mLF.C+ 3 mL Na,CO;

S’enrasa a 25 mL amb aigua ultra pura, es deixa a la foscor 1 hora.
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Procediment per fer recta de calibratge

La recta de calibrat es va realitzar amb el métode Folin-Ciocalteu amb cubetes de plastics iguals a les que

s'utilitzaran per a 'analisi de les mostres. Per realitzar el calibrat es va utilitzar acid gal-lic, que és un acid

fenolic, es va mesurar I'absorbancia de diferents concentracions a una longitud d’'ona de 765nm. Es va

utilitzar les concentracions de 40, 50, 75, 100, 250 i 500 ppm d’acid gal-lic per fer la recta de calibrat.

Un cop realitzada la recta de calibrat sabent I'absorbancia de la mostra podem obtenir la quantitat de

polifenols totals equivalents a acid gal-lic en ppm.

Analisi espectrofotomeétric

Primer de tot passem el blanc ja que I'espectrofotométric fa una comparacié del blanc amb la mostra a

analitzar. Després passem cada mostra per duplicat, el programa ens déna la concentracié d’acid gal-lic que

ha reaccionat.
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Annex 2. Resultats 16.04.15
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Standards Table

Calibration Type
Calibration curve

Calibrated on

300
Specified concentration

octubre 15, 2014 12:58 Hora de verano romance

sample ID Concentration Analyte Residual Ordinate
Sample584.Standard 40,0000 37,9144 2,0856 0,0936
Replicatet
Sample584.Standard 40,0000 38,2123 1,7877 0,0042
Replicate?
Sample585.Standard 50,0000 47,0450 29550 01127
Eeplicate
Sample585.5tandard 50,0000 47,2885 2,7115 01132
R‘nplir":n.n')
Sample586.Standard 75,0000 76,7821 -1,7821 0,1749
Replicated
Sample586.5tandard 75,0000 77327 -2,1327 0,757
Replicate?
Sample587.Standard 100,0000 98,0133 1,9867 0,2194
Replicate]
Sample587.Standard 100,0000 98,0357 1,9643 0,2194
Eeplicate?
Sample588.Standard 250,0000 2582117 8,217 0,5546
Rnplir":n.m
Sample588.Standard 250,0000 258,7815 -8,7815 0,5558
Replicate?
Sample589.5tandard 500,0000 405 7998 4,2002 1,0517
Replicatal
Sample589.Standard 500,0000 496 7831 3,2169 1,0538
Replicate?
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Quant Report

Instrument Settings

safra prova 1 (16.04.15)

Cycle Count 1
Cycle Time 1 5
Response 2 3
Wavelengths 765 nm
Ordinate Type A
Slit Width 1 nm
UV Lamp On No
Visible Lamp On Yes
Lamp Change-over Wavelength | 326 nm
Method Calibracio Gal.lic tanins 40-500 ppm (15-10-14)
Analyst | aboratori investigacid
Time octubre 15, 2014 13:13 Hora de verano romance
Results Table
Sample ID Description Concentratio Analyte Ordinate
Sample584 Standard 40,0000 37,9144 0,0936
Replicate
Sample584. Standard 40,0000 38,2123 0,0942
Replicate2
Sample5&5.Standard 50,0000 47,0450 01127
Replicate
Sample5&5.Standard 50,0000 47,2885 01132
Beplicate?
Sample586.Standard 75,0000 76,7821 0,1749
Eeplicate
Sample586.Standard 75,0000 771327 01757
Replicate2
Sample5&7.Standard 100,0000 98,0133 0,2194
Replicate
Sample587 . Standard 100,0000 48,0357 0,2194
Replicate
Sample588. Standard 250,0000 258 2117 0,5546
Replicate1
Sample5&8.Standard 250,0000 2587815 0,5558
Replicate
Sample589 Standard 500,0000 495 7998 1,0517
Replicate
Sample589 Standard 500,0000 496,7831 1,0538
Replicate?
Safra 1.Replicate1 276,5155 0.,5929
' ) Printed by: Laboratori investigacio Page 2 of 3
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Quant Report

Sample 1D Description Concentratio Analyte Ordinate
Safra 1.Replicate2 276,8139 0,5935
Safra 2 Replicated 295,8436 0,6333
Safra 2 Replicate2 295,8520 0,6333

Aplicacions del bio-residu del safra

Pagina 53/96



@ UNIVERSITAT POLITECNICA DE CATALUNYA Miriam Canales Bravo
BARCELONATECH

Escola d’Enginyeria d'lgualada

Maig 2015
Quant Report
prova safra 2 (16.04.15)
Instrument Settings
Cycle Count 1
Cycle Time 1 s
Response 2 5
Wavelengths 765 nm
Ordinate Type A
Slit Width 1 nm
UV Lamp On No
Visible Lamp On Yes
Lamp Change-over Wavelength 326 nm
Method Calibracio Gal.lic tanins 40-500 ppm (15-10-14)
Analyst | aboratori investigacid
Time octubre 15, 2014 13:13 Hora de verano romance
Results Table
Sample ID Description Concentratio Analyte Ordinate
Sample584 Standard 40,0000 37,9144 0,0936
Replicated
Sample584 Standard 40,0000 38,2123 0,0942
Replicates
Sample585.Standard 50,0000 47,0450 0,1127
Replicated
Sample585 Standard 50,0000 47 2885 0.,1132
Replicate?
Sample586.5tandard 75,0000 76,7821 0,1749
Replicate
Sample586.5tandard 75,0000 771327 0,1757
Replicate?
Sample587.Standard 100,0000 98,0133 0,2194
Replicated
Sample587 Standard 100,0000 98,0357 0.21584
Replicates
Sample588 Standard 250,0000 258 2117 00,5546
Replicate
Sample588.5tandard 250,0000 2587815 0,5558
Replicate?
Sample589.Standard 500,0000 495, 7998 1,0517
Replicated
Sample589 Standard 500,0000 496, 7831 1,0538
Replicates
Safra 3. Replicate 201,4766 0.4354
, ) Printed by: Laboratori investigacio Page 2 of 3
Template: Default-Quant
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Quant Report
Sample 1D Description Concentratio Analyte Ordinate
Safra 3. Replicate2 201,3943 0,4357
Safra 4 Replicated 2725217 0,5845
Safra 4 Replicate2 270,6521 0,5806
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Quant Report

Calibration Graph
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Calibration curve

Standards Table

octubre 15, 2014 12:58 Hora de verano romance

sample ID Concentration Analyte Residual Ordinate
Sample584.Standard 40,0000 37,9144 2,0856 0,0936
Replicate1
Sample584.Standard 40,0000 38,2123 1,7877 0,0042
Replicate?
Sample585.Standard 50,0000 47,0450 2,9550 0,1127
Replicate
Sample535.Standard 50,0000 47,2885 2,115 0,1132
Replicaie2
Sample586.Standard 75,0000 76,7821 -1,7821 0,1749
| Replicate
Sample586.Standard 75,0000 771327 -2,1327 01757
Beplicate?
Sample587.Standard 100,0000 98,0133 1,9867 0,2194
Replicatal
Sample587.Standard 100,0000 98,0357 1,9643 0,2194
Replicata?
Sample588.Standard 250,0000 258 2117 -8,2117 0,5546
Replicate]
Sample588.Standard 250,0000 2587815 -8,7815 0,5558
| Replicate?
Sample589.Standard 500,0000 4957998 4,2002 1,0517
Eeplicate
Sample585. Standard 500,0000 496,7831 3,2169 1,0538
Replicate2
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Mostra 1:

Mostra 2:

Mostra 3:

Mostra 4:

PES: 0.2495g
RESULTAT: 276.5155 mg/| 276.6647 mg/|
276.8139 mg/|
PES: 0.2521 g
RESULTAT: 295.8486 mg/| } 295.8478 mg/|
295.8520 mg/|
PES: 0.2501g
RESULTAT: 201.4766 mg/| 201.43545 mg/I
201.8943 mg/|
PES: 0.2564 g
RESULTAT: 272.5217 mg/| 271.5869 mg/|
270.6521 mg/|
Mostra 1:
276.6647 mg/l x 25ml 10 277219 seid adl - Ii .
0.2495 g x1000ml_ . mg acid gal - lic/g mostra
Mostra 2:
295.8478 mg/1 x 25ml 17 29,3383 scid aal - i .
02521 g xlOOOml_ . mg acid gal - lic/g mostra
Mostra 3:
201.43545 mg/1 x 25ml 1 20.1355 scid aal - i .
0.2501 g xlOOOml_ . mg acid gal - lic/g mostra

Aplicacions del bio-residu del safra
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- Mostra 4:

271.5869 mg/1 x 25ml 11
0.2564 g *1000 ml

= 26.6759 mg acid gal - lic/g mostra
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Annex 3. Resultats 27.04.15

Calibration Graph
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Quant Report

safra 27.04

Absorvance vs concentration-Analyte (mgl-1)
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Standards Table

Calibration Type
Calibration curve

Calibrated on

300
Specified concentration

octubre 15, 2014 12:58 Hora de verano romance

sample ID Concentration Analyte Residual Ordinate
Sample584.Standard 40,0000 37,9144 2,0856 0,0938

Replicated

‘Sample584.Standard 40,0000 38,2123 17877 0,0042

Replicate?

Sample585. Standard 50,0000 47,0450 2,9550 01127
| Replicate1

Sample585.Standard 50,0000 47,2885 27115 0,1132
| Beplicated

Sample586.Standard 75,0000 76,7621 -1,7821 0,1749

Replicatel

Sample586.Standard 75,0000 77327 -2,1327 01757

Replicate?

‘Sample587.Standard 100,0000 98,0133 1,9867 0,2194

Replicated

Sample587.Standard 100,0000 98,0357 1,9643 0,2194
| Replicate?

Sample588. Standard 250,0000 2882117 -8,2117 0,5546
| Beplicated

Sample588. Standard 250,0000 258,7815 -8,7815 0,5558

Replicate?

Sample589.Standard 500,0000 495,7998 4,2002 10817

BEeplicate]

Sample589.Standard 500,0000 496,7831 3,2169 1,0538

Replicate?

Printed by:
Template:
Print Date and Time:

Laboratori investigacio
Default-Quant

abril 27, 2015 15:39:45 Hora de verano romance

Page 10of 3

Aplicacions del bio-residu del safra

Pagina 59/96



UNIVERSITAT POLITECNICA DE CATALUNYA
BARCELONATECH

Escola d’Enginyeria d'lgualada

&

Miriam Canales Bravo

Maig 2015
Quant Report
safra 27.04
Instrument Settings
Cycle Count 1
Cycle Time 1 5
Response 2 5
Wavelengths 765 nm
Ordinate Type A
Slit Width 1 nm
UV Lamp On No
Visible Lamp On Yes
Lamp Change-over Wavelength 326 nm
Method Calibracié Gal.lic tanins 40-500 ppm (15-10-14)
Analyst | aboratori investigacié
Time octubre 15, 2014 13:13 Hora de verano romance
Results Table
sample ID Description Concentratio Analyte Ordinate
Sample584. Standard 40,0000 37,9144 0,0936
| Replicatel
Sample584 . Standard 40,0000 38,2123 0.0942
| Replicate2
Sample585. Standard 50,0000 47,0450 01127
Beplicate
Sample585. Standard 50,0000 47 2885 0,1132
Replicate?
Sample586.Standard 75,0000 76,7821 0,1749
Benlicate
Sample586. Standard 75,0000 771327 01757
| Replicate2
Sample587 . Standard 100,0000 98,0133 0,2194
| Replicatel
Sample587 . Standard 100,0000 98,0357 0,2194
| Replicate2
Sample588.Standard 250,0000 258 2117 0.5546
| Replicatel
Sample588.Standard 250,0000 258 7815 05558
| Replicate2
Sample589. Standard 500,0000 4595 7998 1,0517
| Replicatel
Sample589. Standard 500,0000 456 7821 1,0538
| Replicate2
Safra 11.1.1_Replicate1 37,4501 0,0926
' ) Printed by: Laboratori investigacio Page 2of 3
Template: Default-Quant
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Quant Report
Sample ID Description Concentratio Analyte Ordinate
Safra 11.1.1 Replicate2 37,6479 0,0930
Safra 11.1.2 Replicate1 48,9136 0,1166
Safra 11.1.2 Replicate2 48,0347 0,1148
Safra 11.2.1 Replicate1 513,3722 1,0885
Safra 11.2.1 Replicate2 496,8586 1,0540
Safra 11.2.2 Replicate1 313,3330 0,6699
Safra 11.2.2 Replicate2 309,0454 0,6610
Safra 11.3.1 Replicate1 633,318 : 1,3395
Exceeded
calibration
limits.
Safra 11.3.1 Replicate2 386,7075 0,8235
Safra 11.3.2 Replicate1 400,719 0,8528
Safra 11.3.2 Replicate2 401,3498 0,8541
TAULA HUMITATS 27.04.2015
PES PES PES FINAL | HUMITAT
MOSTRA | INICIAL | PESADA | PESADA | PESADA | MOSTRA MOSTRA
MOSTRA | TARA (g) | (8) (8) 1(g) 2 (g) 3(g) (g) (%)
11.1.1 | 32,2405 | 1,0897 | 33,3302 | 32,4572 | 32,4566 | 32,4569 | 0,2164 80,14
11.1.2 | 33,0313 | 1,0056 | 34,0369 | 33,2841 | 33,2863 |33,2859| 0,2546 74,68
11.2.1 | 32,4302 | 1,0820 | 33,5122 | 33,2779 | 33,2756 |33,2769| 0,8467 21,75
11.2.2 | 30,1973 | 1,0042 | 31,2015 | 31,0244 | 31,0269 |31,0239| 0,8266 17,69
11.3.1 | 33,4030 | 1,0512 | 34,4542 | 34,3291 | 34,3333 |34,3315| 0,9285 11,67
11.3.2 |30,4999 | 1,0256 | 31,5255 | 31,4067 | 31,4097 |31,4078| 0,9079 11,48
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Prova 27.04.15 MOSTRA SECA

Calcul pes sec 27.04

11.1.1. 80.14 % 77.41% —»  22.59 % mostra seca
11.1.2. 74.68 %

11.2.1. 21.75% 16.72% —»  83.28 % mostra seca
11.2.2. 11.69 %

11.3.1. 11.67 % 11.57% ——»  88.25 % mostra seca
11.3.2. 11.48 %

11.1.1.: 0.2558 x 22.59% = 0.0577 g mostra seca
11.1.2.; 0.2513 x 22.59% = 0.0568 g mostra seca
11.2.1.: 0.2556 x 83.28% = 0.2129 g mostra seca
11.2.2.: 0.2539 x 83.28% = 0.2114 g mostra seca
11.3.1.: 0.2564 x 88.25% = 0.2263 g mostra seca
11.3.2.: 0.2550 x 88.25% = 0.2250 g mostra seca

Mostra 11.1.1:

- PES: 0.0577 g
- RESULTAT:  37.4501 mg/| 37.549 mg/|
37.6479 mg/I
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Mostra 11.1.2:

- PES:

- RESULTAT:

Mostra 11.2.1:

- PES:

- RESULTAT:

Mostra 11.2.2:

- PES:

- RESULTAT:

Mostra 11.3.1:

- PES:

- RESULTAT:

Mostra 11.3.2:

- PES:

- RESULTAT:

- Mostra 11.1.1:

0.0568 g
48.9136 mg/!
48.0347 mg/|

0.2128 g
fora de rang
fora de rang

0.2114 ¢
313.3330 mg/I
309.0454 mg/|

0.2263 g
fora de rang
386.7075 mg/|

0.2250 g
400.7119 mg/I|
401.3498 mg/I

} 48.47415 mg/|

} 311.1892 mg/!|

} 386.7075 mg/I

} 401.03085 mg/I

37.649 mg/l x 25ml 1 16.5709 cid oal i t
005779 “1000ml _ 16->709mgacid gal- lic/g mostra
- Mostra1l.1.2:
48.47415 mg/l x 25ml 17 21,3355 cid AL L t
0.0568 g 1000ml~ ~ mg acid gal - lic/g mostra
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Mostra 11.2.1:
fora de rang

Mostra 11.2.2:

311.1892 mg/l x 25ml 11
0.2114 g *1000 ml

= 36.8009 mg acid gal - lic/g mostra

Mostra 11.3.1:

386.7075 mg/1 x 25ml 11
0.2263 g *1000 ml

= 42.7207 mg acid gal - lic/g mostra

Mostra 11.3.2:

401.03085 mg/1 x 25ml 11
0.2250 g *1000 ml

= 44.5589 mg acid gal - lic/g mostra
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Annex 4. Resultats 28.04.15

Quant Report
prova 28.04
Calibration Graph
3 Absorvance vs concentration-Analyte (mgl-1)
1,14 ;
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Specified concentration
Correlation Coefficient Calibration Type Calibrated on
0,9997 Calibration curve octubre 15, 2014 12:58 Hora de verano romance
Standards Table
sample ID Concentration Analyte Residual Ordinate
Sample584 Standard 40,0000 37,9144 2,0856 0,0936
Rnplir“:nﬂ
Sample584 Standard 40,0000 38,2123 1,7877 0,0942
Rnplir‘:rn‘)
Sample585. Standard 50,0000 47,0450 2,8550 01127
Eeplicated
Sample585 . Standard 50,0000 47, 2885 27115 01132
Rnplir‘:rn‘)
Sample586.Standard 75,0000 76,7821 -1,7821 0,749
Eeplicated
Sample586.Standard T5,0000 Fr13z7 -21327 014757
Rnplir‘:rn‘)
Sample587 . Standard 100,0000 98,0133 1,9867 0,2194
Eeplicate]
Sample587 Standard 100,0000 98,0357 1,9643 0,2194
Replicate?
Sample588. Standard 250,0000 258 2117 -8,2117 0,5546
Eeplicate]
Sample588.Standard 250,0000 2587815 -8,7815 0,5558
Replicate?
Sample589 Standard 500,0000 495 7998 4 2002 1,0817
Eeplicate]
Sample589.Standard 500,0000 496,781 3,2169 1,0538
Rnplir“:m‘)
, ) Printed by: Laboratori investigacio FPage 10of 3
Template: Default-CQuant
F’BrklnEiT“ﬂEr Print Date and Time: abril 28, 2015 15:30:57 Hora de verano romance

Aplicacions del bio-residu del safra

Pagina 65/96



UNIVERSITAT POLITECNICA DE CATALUNYA
BARCELONATECH

Escola d’Enginyeria d'lgualada

Miriam Canales Bravo

Maig 2015
Quant Report
prova 28.04
Instrument Settings
Cycle Count 1
Cycle Time 1 5
Response 2 5
Wavelengths 765 nm
Ordinate Type A
Slit Width 1 nm
UV Lamp On No
Visible Lamp On Yes
Lamp Change-over Wavelength | 326 nm
Method Calibracid Gal lic tanins 40-500 ppm (15-10-14)
Analyst L aboratori investigacio
Time octubre 15, 2014 13:13 Hora de verano romance
Results Table
Sample ID Description Concentratio Analyte Ordinate
Sample584 Standard 40,0000 37,9144 0.0936
Replicaiel
Sample584 Standard 40,0000 38,2123 0,0942
Replicate?
Sample585.Standard 50,0000 47,0450 01127
Replicated
Sample585.Standard 50,0000 47,2885 0,1132
Replicate?
Sample586.Standard 75,0000 76,7821 01749
Replicated
Sample586.Standard 75,0000 771327 01757
Replicate?
Sample587 . Standard 100,0000 98,0133 0,2194
Replicated
Sample587 Standard 100,0000 98,0357 0,2194
Replicate?
Sample588. Standard 250,0000 258 2117 0.5546
Replicated
Sample588.Standard 250,0000 2587815 0,5558
Replicate?
Sample589 Standard 500,0000 495 7993 1,0517
Replicated
Sample589 Standard 500,0000 496, 7831 1,0538
Replicate?
Safra 11.1.1.Replicatet 388,8153 0,8279
Laboratori investigacid Page 2 of 3

' } Printed by:

Template:

PerkinE;l_m_r:;r'

Print Date and Time:
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Quant Report

Sample 1D Description Concentratio Analyte Ordinate

Safra 11.1.1.Replicate2 389,9920 0.8303

Safra 11.1.2.Replicate1 37,2356 06781

Safra 11.1.2.Replicate2 37,3188 0,6783

Safra 11.2.1.Replicate1 205,8267 0.4450

Safra 11.2.1 Replicate2 205,7025 0,4447

Safra 11.2.2 Replicate1 180,0866 0,4120

Safra 11.2.2 Replicate2 180,1417 04121

Safra 11.3.1 Replicate1 211,4686 0,4568

Safra 11.3.1 Replicate? 211,8462 0,4576

Safra 11.3 2 Replicate1 2443454 0,5256

Safra 11.3 2 Replicate? 2447228 0,5264

TAULA HUMITATS 28.04.15
PES PES PES F
MOSTRA | INICIAL | PESADA | PESADA | PESADA | PESADA | MOSTRA HUMITAT
MOSTRA | TARA(g) | (g) (g) 1(g) 2 (g) 3(g) | 4(g) (8) MOSTRA (%)

11.1.1 32,2380 | 1,0986 |33,3366 |32,7011|32,54,10|32,5295|32,5241| 0,2861 73,96
11.1.2 33,0303 | 1,0458 |34,0761 | 33,2984 | 33,2182 |33,2177|33,2161| 0,1858 82,23
11.2.1 32,4302 | 1,0236 |33,4538 |33,2984| 332665 |33,2668 |33,2604| 0,8302 18,89
11.2.2 30,1966 | 1,0189 |31,2155|31,0492| 31,225 |31,0209|31,0146| 0,8180 19,72
11.3.1 33,4021 | 1,0541 |34,4562 |34,3762 | 34,3383 |34,3376(34,3293 | 0,9272 12,04
11.3.2 30,4991 | 1,0115 |31,5106 |31,4325| 31,3908 |31,3885|31,3844| 0,8853 12,48
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Prova 28.04.15 MOSTRA SECA

Calcul pes sec 28.04

11.1.1. 73.96 % 78.095% ——» 21.905 % mostra seca
11.1.2. 82.23 %

11.2.1. 19.72 % 19.305% —> 80.695 % mostra seca
11.2.2. 19.72 %

11.3.1. 12.04 % 12.26% —» 87.74 % mostra seca
11.3.2. 12.48 %

11.1.1.: 1.5139 x 17.72% = 0.2683 g mostra seca
11.1.2.; 1.5139 X 34.69% = 0.5252 g mostra seca
11.2.1.: 0.2058 x 73.98% = 0.15231 g mostra seca
11.2.1.: 0.2050 x 83.75% = 0..1717 g mostra seca
11.3.1.: 0.2066 x 82.974% = 0.1714 g mostra seca
11.3.1.: 0.2068 x 91.01% = 0.1882 g mostra seca

Mostra 11.1.1:

- PESSEC: 0.3316 g
- RESULTAT:  388.8153 mg/| 389.40365 mg/!
389.9920 mg/I
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Mostra 11.1.2:

- PES SEC: 0.3325g
- RESULTAT:  317.2356 mg/I } 317.2772 mg/|
317.3188 mg/|

Mostra 11.2.1:

- PES SEC: 0.1661 g
- RESULTAT: 205.8267 mg/| } 205.7646 mg/|
205.7025 mg/I

Mostra 11.2.2:

- PES SEC: 0.1654 g
- RESULTAT: 190.0866 mg/I 190.11415 mg/I
190.1417 mg/I

Mostra 11.3.1:

- PES SEC: 0.1813 g
- RESULTAT: 211.4686 mg/| 211.6574 mg/|
211.8462 mg/|

Mostra 11.3.2:

- PESSEC: 0.1814 g
- RESULTAT:  244.3454 mg/| } 246.0341 mg/|
247.7228 mg/|

- Mostra 11.1.1:

389.40365 mg/1 x 25ml 11
03316 g *1000 ml

= 29.3579 mg acid gal - lic/g mostra

- Mostra 11.1.2:

317.2772 mg/l x 25ml 11
0.3325 g *1000 ml

= 23.8554 mg acid gal - lic/g mostra
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- Mostra 11.2.1:

205.7646 mg/l x 25ml 11
0.1661 g *1000 ml
- Mostra 11.2.2:

= 30.8549 mg acid gal - lic/g mostra

190.11415 mg/1 x 25ml 11
0.1654 g *1000 ml

= 28.7355 mg acid gal - lic/g mostra

- Mostra 11.3.1:

211.6574 mg/l x 25ml 11
0.1813 g *1000 ml

= 29.1861 mg acid gal - lic/g mostra

Mostra 11.3.2:

246.0341 mg/1 x 25ml 11
0.1814 g *1000 ml

= 33.9076 mg acid gal - lic/g mostra
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Annex 5. Resultats 29.04.15

Quant Report

Calibration Graph

Absorbance (A)

1,3
1.2

1,
1.
0.
0.8
0,7
0,6
0.5
0,41
0.+

o+ ml

0,0 :

Estams 29.04

Absorvance vs concentration-Analyte (mgl-1)

02} B ) ol

B Sample588

I Sample580

a 100

Correlation Coefficient
0,9997

ParkinE_—!_m_q-_:_r'

Standards Table

Calibration Type
Calibration curve

300
Specified concentration

Calibrated on

400

octubre 15, 2014 12:58 Hora de verano romance

Sample ID Concentration Analyte Residual Ordinate
Sample584 Standard 40,0000 37,9144 2,0856 0,0036
Rnplir“:rn‘l

Sample584.Standard 40,0000 38,2123 1,7877 0,0842
Replicaie2

Sample585.5tandard 50,0000 47,0450 2,9550 01127
Replicated

Sample585. Standard 50,0000 47,2885 27115 0,1132
Beplicate?

Sample586. Standard 75,0000 76,7821 -1,7821 0,1749
Eeplicate]

Sample586. Standard 75,0000 77,1327 -2,1327 0,1757
Rnplir“:rn')

Sample587 Standard 100,0000 98,0133 1,8867 0,2194
Replicateq

Sample587.Standard 100,0000 98,0357 1,9643 0,2194
Replicate?

Sample588.Standard 250,0000 268 2117 82117 0,5546
Beplicate

Sample588.Standard 250,0000 2687815 -8,7815 0,5558
Eeplicate?

Sample589.Standard 500,0000 495 7938 42002 1,0817
Rnplir“:rn‘l

Sample589.Standard 500,0000 496,7831 3,2169 1,0538
Replicate2

' ) Printed by:

Template:

Print Date and Time:

Laboratori investigacio
Defauli-Quant

Page 10of 3

abril 29, 2015 16:59:07 Hora de verano romance
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Quant Report
Estams 29.04
Instrument Settings
Cycle Count 1
Cycle Time 1 s
Response 2 5
Wavelengths 765 nm
Ordinate Type A
Slit Width 1 nm
UV Lamp On No
Visible Lamp On Yes
Lamp Change-over Wavelength 326 nm
Method Calibracio Gal.lic tanins 40-500 ppm (15-10-14)
Analyst | aboraton investigacid
Time octubre 15, 2014 13:13 Hora de verano romance
Results Table
sample ID Description Concentratio Analyte Ordinate
Sampleb84. Standard 40,0000 37,9144 0,0936
Replicaiel
Sample584. Standard 40,0000 38,2123 0,0942
Replicate?
Sampleb85 Standard 50,0000 47,0450 01127
Beplicate
Sampleb85.Standard 50,0000 47,2885 01132
Replicate?
Sampleb86.Standard 75,0000 76,7821 0,1749
Replicate
Sampleb86.5tandard 75,0000 FrA327 0,1757
Replicate?
Sampleb87 Standard 100,0000 98,0133 0,2194
Replicate
Sampleb87 Standard 100,0000 98,0357 0.2154
Replicate2
Sample588. Standard 250,0000 2582117 0,5546
Replicate1
Sampleb88. Standard 250,0000 2587815 0,5558
Beplicated
Sampleb85.Standard 500,0000 495 7998 1,0517
Replicaie
Sampleb89. Standard 500,0000 496,7831 1,0538
Replicate?
Safra 11.1.AReplicate1 193,8527 04199
, } Printed by: Laboratori investigacic Page 2 of 3
Template: Default-Cuant
FBI"kInE!TT!CI" Print Date and Time: abril 29, 2015 16:59:07 Hora de verano romance
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Quant Report

Sample ID Description Concentratio Analyte Ordinate
Safra 11.1.A Replicate2 193, 7387 0.4197
Safra 11.1.B.Replicate1 234,091 0.5041
Safra 11.1.B Replicate? 2341152 0,5042
Safra 11.2.A.Replicate 163,5975 0,3566
Safra 11.2 A Replicate2 163,7476 0.3569
Safra 11.2 B Replicate1 202,3133 0.,4376
Safra 11.2.B Replicate2 202,2926 0.4376
Safra 11.3.A.Replicate1 155,4536 0.3396
Safra 11.3 A Replicate? 155,5072 0,3397
Safra 11.3.B.Replicate 195,9207 0.4242
Safra 11.3.B.Replicate2 195,6555 0.4237
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Quant Report

Calibration Graph

Absorbance (A)

1,3
1,24
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1.4
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0.+

safra petals 29.04

Absorvance vs concentration-Analyte (mgl-1)

02 S i BHles87

| Sample588

o Sample580

0,0 ;

0 100

Correlation Coefficient
0,9997

ParkinE;i_:_*geg"

Standards Table

Calibration Type

Calibration curve

Calibrated on

300
Specified concentration

octubre 15, 2014 12:58 Hora de verano romance

sample ID Concentration Analyte Residual Ordinate

Sample584 Standard 40,0000 37,9144 2,0856 0,0938

Replicate

Sample584 Standard 40,0000 38,2123 1,7877 0,0942

Replicate?

Sample585 Standard 50,0000 47,0450 2,9550 01127
| Replicate?

Sample585 Standard 50,0000 47,2885 2,71115 0,1132

Replicaie2

Sample586.Standard 75,0000 76,7821 -1,7821 0,1749
| Replicate

Sample586.Standard 75,0000 77,1327 -2,1327 0,1757

Replicaie?

‘Sample587.Standard 100,0000 98,0133 1,9867 0,2194

Beplicaie

‘Sample587.Standard 100,0000 98,0357 1,9643 0,2194
| Replicate?

Sample588.Standard 250,0000 2582117 -8, 2117 0,5548

Replicate

Sample588.Standard 250,0000 258,7815 -8,7815 0,5558
| Replicate?

Sample589. Standard 500,0000 495,7993 42002 1,0517

Replicate

‘Sample589. Standard 500,0000 496,7831 3,2169 1,0538

Replicate2

| Be

Printed by:

Template:

Print Date and Time:

Laboratori investigacia
Default-Cuant

Page 1of 3
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Quant Repo

Instrument Settings

rt

safra petals 29.04

Cycle Count 1
Cycle Time 1 5
Response 2 s
Wavelengths 765 nm
Ordinate Type A
Slit Width 1 nm
UV Lamp On No
Visible Lamp On Yes
Lamp Change-over Wavelength | 326 nm
Method Calibracié Gal.lic tanins 40-500 ppm (15-10-14)
Analyst | aboraton investigacia
Time octubre 15, 2014 13:13 Hora de verano romance
Results Table
sample ID Description Concentratio Analyte Ordinate
Sample584.Standard 40,0000 37,9144 0.0936
| Replicated
Sample584.Standard 40,0000 38,2123 0.,0942
| Replicate2
Sample585.Standard 50,0000 47,0450 01127
Beplicated
Sample585.Standard 50,0000 47,2885 01132
Beplicate?
Sample586.Standard 75,0000 76,7821 0.1749
Beplicated
Sample586.Standard 75,0000 771327 01757
| Replicate?
Sample587 . Standard 100,0000 98,0133 0.2194
| Replicated
Sampleb87 . Standard 100,0000 98,0357 0.2194
| Replicate2
Sample588.Standard 250,0000 288 2117 0.5546
| Replicated
Sample588.Standard 250,0000 258,7815 0.5558
| Replicate2
Sample589 Standard 500,0000 495 7998 1,0517
| Beplicatel
Sample589 Standard 500,0000 496,7831 1,0538
| Replicate2
Safra 11.1 A Replicate1 338,7372 0,7231
, ) Printed by: Laboratori investigacio Page 2 of 3
Template: Defauli-Quant
Perkin EFTT‘JCI" Print Date and Time: abril 29, 2015 16:40:18 Hora de verano romance
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Quant Report
sample ID Description Concentratio | Analyte Ordinate
Safra 11.1.AReplicate2 338,8969 0,7234
Safra 11.1.B.Replicate1 396,2269 08434
Safra 11.1.B Replicate2 396,6485 0,8443
Safra 11.2_A Replicate1 2723922 0,5843
Safra 11.2 A Replicate2 271,8855 0,5832
Safra 11.2 B Replicate1 247 6832 0,5325
Safrd 11.2 B Replicate2 247, 7862 0,5328
Safra 11.3.AReplicate1 368,5073 0,7856
Safra 11.3.AReplicate2 368,9317 0,7863
Safra 11.3.B.Replicate1 367,9989 0,7843
Safra 11.3 B Replicate2 368,0794 0,7845
TAULA HUMITAT 29.04.2015
PES PES
TARA | MOSTRA | INICIAL | PESADA | PESADA 2 | PESADA| PES FINAL HUMITAT
MOSTRA (8) (g) (8) 1(g) (g) 3(g) | MOSTRA(g) | MOSTRA (%)
11.1.1 |32,2373| 1,0217 | 33,2590 |32,4182| 32,4185 |32,4183 0,1810 82,28
11.1.2 |33,0140| 0,5096 | 33,5236 - 33,1911 33,1908 0,1768 65,31
11.2.1 |32,4300| 1,0180 | 33,4480 |33,1869 | 33,1833 |33,1831 0,7531 26,02
11.2.2 |30,1964 | 0,4356 | 30,6320 - 30,5612 |[30,5612 0,3648 16,25
11.3.1 |33,4025| 1,0028 | 34,4053 |34,2378 | 34,2342 |34,2345 0,8320 17,03
11.3.2 |30,4989| 0,2514 | 30,7503 - 30,7281 (30,7277 0,2288 8,99
x.x.1: PETAL
X.X.2: ESTAMS
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Prova 29.04.15 MOSTRA SECA ESTAMS

Calcul pes sec 29.04

11.1.1.

11.1.2.

11.2.1.

11.2.2.

11.3.1.

11.3.2.

11.1.1.:

11.1.2.:

11.2.1.:

11.2.2.:

11.3.1.:

11.3.2.:

82.28%

85.31%

26.02%

16.25 %

17.03 %

8.99 %

Mostra 11.1.2.A:

PES:
PES SEC

— 17.72 % mostra seca
EE— 34.69 % mostra seca
_— 73.98 % mostra seca
E— 83.75 % mostra seca
e 82.97% mostra seca
I 91.01 % mostra seca

1.5139 x 17.72% = 0.2683 g mostra seca
1.5139 X 34.69% = 0.5252 g mostra seca
0.2058 x 73.98% = 0.15231 g mostra seca
0.2050 x 83.75% = 0..1717 g mostra seca
0.2066 x 82.974% = 0.1714 g mostra seca

0.2068 x 91.01% = 0.1882 g mostra seca

1.5139 g
: 0.5252 ¢

RESULTAT: 193.8527 mg/I } 193.7957 mg/I

Mostra 11.1.2.B:

PES:
PES SEC

193.7387 mg/I

1.5139g
: 0.5252g

RESULTAT:  234.0971 mg/| } 234.10615 mg/!|

234.1152 mg/I
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Mostra 11.2.2.A:

- PES:
- PESSEC:

- RESULTAT:

Mostra 11.2.2.B:

- PES:
- PESSEC:

- RESULTAT:

Mostra 11.3.2.A:

- PES:
- PES SEC:

- RESULTAT:

Mostra 11.3.2.B:

- PES:
PES SEC:

RESULTAT:

0.2050 g
0.1717 g

163.5975 mg/I
163.7476 mg/|

0.2050 g
0.1717 g
202.3133 mg/|
202.2926 mg/|

0.2068 g
0.1882 g

155.4536 mg/|
155.5072 mg/|

0.2068 g
0.1882 g
195.9207 mg/I
195.6555 mg/I

Mostra 11.1.2.A:

163.67255 mg/I

202.30295mg/I

155.4804 mg/I

195.7881 mg/I

= 9.2248 mg acid gal - lic/g mostra

= 11.1437 mg acid gal - lic/g mostra

193.7957 mg/1 x 25ml 11
05252 g *1000 ml
- Mostra 11.1.2.B:
234.10615 mg/1 x 25ml 11
0.5252 g *1000 mi
- Mostra 11.2.2.A:
163.67255 mg/1 x 25ml 11
0.1717 g *1000 ml

= 23.8312 mg acid gal - lic/g mostra
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- Mostra 11.2.2.B:

202.30295 mg/1 x 25ml 11
0.1717 g *1000 ml

= 29.4559mg acid gal - lic/g mostra

- Mostra 11.3.2.A:

155.4804 mg/1 x 25ml 11
0.1882 g *1000 ml

= 20.6536 mg acid gal - lic/g mostra

- Mostra 11.3.2.B:

195.7881mg/1 x 25ml 11
0.18829 *1000 ml

= 20.0079 mg acid gal - lic/g mostra

Aplicacions del bio-residu del safra
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Annex 6. Resultats 30.04.15

Calibration Graph

Absorbance (A)
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oy gl

Quant Report

safra petals filtre millipore 30.04

Absorvance vs concentration-Analyte (mgl-1)

024 e i BHles87

B Sample588

[ Sample580

0,0 :
0

Correlation Coefficient
0,9997

1>

ParkinE.-i_Tpe-;_ i)

Standards Table

100

Calibration Type
Calibration curve

300
Specified concentration

Calibrated on

octubre 15, 2014 12:58 Hora de verano romance

Sample ID Concentration Analyte Residual Crdinate
Sample584.5tandard 40,0000 37,9144 2,0856 0,0836
Replicate

Sample584. Standard 40,0000 38,2123 1,7877 0,0942
Replicate2

Sample585.Standard 50,0000 47,0450 2,9550 0,1127
Replicated

Sample585. Standard 50,0000 47 2885 27115 0,1132
Beplicate?

Sample586. Standard 75,0000 76,7521 -1,7821 0,1749
Replicatad

Sample586.5tandard 75,0000 7327 -2,1327 01757
Replicatie2

Sample587.5tandard 100,0000 98,0133 1,9867 0,2194
Replicateq

Sample587 . Standard 100,0000 98,0357 1,9643 0,2194
Replicate?

Sample588.Standard 250,0000 2688 2117 82117 0,5546
Rnplir"‘lrn‘l

Sample588.Standard 250,0000 268,7815 -8,7815 0,5558
Replicate?

Sample589.Standard 500,0000 495,7993 4,2002 1,0517
Replicateq

Sample589. Standard 500,0000 496,7531 3,2169 1,0638
Beplicate?

Printed by:
Template:

Print Date and Time:
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Default-Quant
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Quant Report

Instrument Settings

safra petals filtre millipore 30.04

Cycle Count 1
Cycle Time 1 s
Response 2 s
Wavelengths 765 nm
Ordinate Type A
Shit Width 1 nm
UV Lamp On No
Visible Lamp On Yes
Lamp Change-over Wavelength | 326 nm
Method Calibracié Gal.lic tanins 40-500 ppm (15-10-14)
Analyst | aboratori investigacid
Time octubre 15, 2014 13:13 Hora de verano romance
Results Table
Sample ID Description Concentratio Analyte Ordinate
Sample584 Standard 40,0000 aT.0144 0,0936
Replicate1
Sample584.Standard 40,0000 3g,2123 0,0942
Replicated
Sample585.Standard 50,0000 47,0450 01127
RBeplicate
Sample585.Standard 50,0000 47,2885 0,1132
Beplicate
Sample586.Standard 75,0000 76,7821 0,1749
Beplicate
Sample586.Standard 75,0000 7r3zr 01757
Replicate?
Sample5a7_Standard 100,0000 98,0133 0,2194
Replicated
Sample587_Standard 100,0000 58,0357 0,2194
Replicate?
Sample588. Standard 250,0000 258 2117 0,5546
Replicate1
Sample588.Standard 250,0000 2587815 0,5558
Replicate?
Sample589.Standard 500,0000 495 7998 1,0517
Replicate1
Sample589.Standard 500,0000 496,7831 1,0538
Replicate?
Safra 3.2.1.A Replicate1 39,2872 0,0965
, ) Printed by: Laboratori investigacio Page 2 of 4
Template: Default-Quant
ParkmE!mer Print Date and Time: abril 30, 2015 16:00:45 Hora de verano romance

Aplicacions del bio-residu del safra

Pagina 81/96



UNIVERSITAT POLITECNICA DE CATALUNYA

@ BARCELONATECH

Escola d’Enginyeria d'lgualada

Miriam Canales Bravo

Maig 2015

PerkinEimer’

Quant Report
Sample 1D Description Concentratio Analyte Ordinate
Safrd 3.2.1.A Replicate2 35 5600 0,0871
Safra 3.2.1.B.Replicate1 64,3852 0,1490
Safra 3.2.1.B.Replicate2 64,4980 0,1492
Safra 3.2.2.A Replicate1 94,1802 02113
Safra 3.2.2 A Replicate2 94,2749 0,2115
Safra 3.2.2.B.Replicate1 132,3681 0,2912
Safra 3.2.2 B Replicate2 1322827 0,291
Safra 3.3.1 A Replicate1 -58,5460 : -0,1083
Exceeded
calibration
limits.
Safrd 3.3.1.A Replicate2 -58,9029 : -0,1090
Exceeded
calibration
limits.
Safra 3.3.1.B.Replicate1 -45,3604 : -0,0807
Exceeded
calibration
limits.
Safra 3.3.1.B.Replicate2 -45,4320 : -0,0808
Exceeded
calibration
limits.
Safra 3.3.2 A Replicatet -26,1737 - -0,0405
Exceeded
calibration
limits.
Safrd 3.3.2 A Replicate2 -26,2665 : -0,0407
Exceeded
calibration
limits.
Safra 3.3.2.B.Replicate1 -17,1248 ; -0,0216
Exceeded
calibration
limits.
Safra 3.3.2 B Replicate2 -A7.2771 : -0,0219
Exceaded
calibration
limits.
Safrd 3.4.1.A Replicatet 41,5664 0,1021
Safrd 3.4.1.A Replicate2 41,7273 0,1016
Safra 3.4.1.B Replicatet 226721 : 0,0617
Exceeded
calibration
limits.

' » Printed by-
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Quant Report
Sample ID Description Concentratio Analyte Ordinate
Safra 3.4.1. B Replicate2 22 6553 - 0,0617
Exceeded
calibration
limits
Safra 3.4.2 A Replicated 26,4294 - 0,0696
Exceeded
calibration
limits
Safra 3.4.2 A Replicate2 26,7370 : 0,0702
Exceeded
calibration
limits
Safra 3.4.2 B.Replicated 15,3718 : 0,0464
Exceeded
calibration
limits
Safra 3.4.2 B.Replicate2 15,5905 : 0,0469
Exceaded
calibration
limits
TAULA HUMITATS 30.04
PES
PES PES FINAL HUMITAT
TARA | MOSTRA | INICIAL | PESADA | PESADA | PESADA | PESADA | MOSTRA | MOSTRA
MOSTRA | (g) (8) (8) 1(g) 2(g) 3(8) 4(g) (8) (%)
3.2 32,2384| 0,5717 |32,8101|32,3326|32,3276(32,3226|32,3262| 0,0878 84,64
3.3 32,4303 | 1,0299 33,4602 (33,2814 | 33,275 |33,2451 33,2647 | 0,8344 18,98
3.4 33,0310| 1,0245 |34,0555|33,9217| 33,917 |33,8839|33,9085| 0,8775 14,35
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Prova 30.04.15 MOSTRA SECA PETALS

Calcul pes sec 30.04

3.2. 84.64 % — 13.36 % mostra seca
3.3. 18.98 % —> 71.02 % mostra seca
3.4. 1435% ——» 85.65 % mostra seca
3.2.1. 1.5496 x 13.36% = 0.2070g mostra seca
3.2.2.: 1.5377 x 13.36% = 0.2054 g mostra seca
3.3.1.: 0.2043 x 71.02% = 0.1451 g mostra seca
3.3.2.: 0.2070 x 71.02% = 0.1470 g mostra seca
3.4.1. 0.2035 x 85.65% = 0.1743 g mostra seca
3.4.2. 0.2033 x 85.65% = 0.1741 g mostra seca

Mostra 3.2.1.A:

- PES: 1.5496 g

- PES SEC: 0.2070 g

- RESULTAT:  39.2872 mg/I } 39.4281 mg/!|
39.5690 mg/I

Mostra 3.2.1.B:

- PES: 1.5496 g

- PES SEC: 0.2070g

- RESULTAT:  64.3852 mg/I } 64.4416 mg/|
64.4980 mg/I

Mostra 3.2.2.A:

- PES: 1.5377 g

- PESSEC: 0.2054 g

- RESULTAT:  94.1802 mg/I } 94.22755 mg/|
94.2749 mg/|
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Mostra 3.2.2.B:

- PES:
- PESSEC:

- RESULTAT:

Mostra 3.3.1.A:

- PES:
- PESSEC:

- RESULTAT:

Mostra 3.3.1.B:

- PES:
- PESSEC:

- RESULTAT:

Mostra 3.3.2.A:

- PES:
- PES SEC:

- RESULTAT:

Mostra 3.3.2.B:

- PES:
- PESSEC:

- RESULTAT:

Mostra 3.4.1.A:

- PES:
- PES SEC:

- RESULTAT:

1.5377¢g
0.2054 g

132.3681 mg/I
132.2827 mg/|

0.2043 g
0.1451g
-58.5460 mg/I
-58.9029 mg/I

0.2043 g
0.1451g

-45.3604 mg/I
-45.4829 mg/|

0.2070g
0.1470 g

-26.1737mg/|
-26.2665 mg/|

0.2070g
0.1470 g

-17.1248 mg/|
-17.2771 mg/|

0.2035g
0.1743 g
41.9664 mg/|
41.7273 mg/|

)

J

132.3254 mg/I

-58.72445 mg/I

-45.42165 mg/I

-26.2201 mg/I

-17.20095 mg/I

41.84685 mg/I
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Mostra 3.4.1.B:

- PES: 0.2035g

- PES SEC: 0.1743 g

- RESULTAT:  22.6621 mg/I } 22.6587 mg/!|
22.6553 mg/I

Mostra 3.4.2.A:

- PES: 0.2033 g

- PESSEC: 0.1741g

- RESULTAT:  26.4294 mg/| } 26.5832 mg/|
26.7370 mg/|

Mostra 3.4.2.B:

- PES: 0.2033 g

- PESSEC: 0.1741g

- RESULTAT:  15.3718 mg/Il } 15.48425 mg/|
15.5905 mg/I

- Mostra 3.2.1.A:

39.5690 mg/1 x 25ml 11
0.2070 g *1000 ml

= 4.7789 mg acid gal - lic/g mostra

- Mostra 3.2.1.B:

64.4416 mg/1 x 25ml 11
0.2070 g *1000 ml

= 7.7828 mg acid gal - lic/g mostra

- Mostra 3.2.2.A:

94.22755 mg/l x 25ml 11
0.2054 g *1000 ml
- Mostra 3.2.2.B:

132.3254 mg/1 x 25ml 11
0.2054 g *1000 ml

= 16.0662 mg acid gal - lic/g mostra

= 11.4688 mg acid gal - lic/g mostra
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- Mostra 3.3.1.A:

—58.72445 mg/1 x 25ml 11
0.1451g *1000 ml

= —10.1179 mg acid gal - lic/g mostra

For a de rang

- Mostra 3.3.1.B:

—45.42165mg/l x 25ml 1L - cid ol t
0.1451g X To00ml = ~ /8259 mg acid gal - lic/g mostra

For a de rang

- Mostra 3.3.2.A:

—26.2201 mg/1 x 25ml 11
0.1470 g *1000 mi

= —0.3776 mg acid gal - lic/g mostra

For a de rang

- Mostra 3.3.2.B:

—17.20095 mg/1 x 25ml 1 20253 eid ol i t
0.1470 g *Toooml .~ mg acid gal - lic/g mostra

For a de rang

- Mostra 3.4.1.A:

41.84685 mg/l x 25ml 11
0.1743 g *1000 ml
- Mostra 3.4.1.B:

= 6.0021 mg acid gal - lic/g mostra

22.5832 mg/l x 25ml 11
0.1743 g *1000 ml

= 3.2391 mg acid gal - lic/g mostra

- Mostra 3.4.2.A:

26.5832 mg/l x 25ml 11
0.1741 g *1000 ml

= 3.8172 mg acid gal - lic/g mostra

Aplicacions del bio-residu del safra
Pagina 87/96



@ UNIVERSITAT POLITECNICA DE CATALUNYA Miriam Canales Bravo
BARCELONATECH

Escola d’Enginyeria d’lgualada .
Maig 2015

- Mostra 3.4.2.B:

15.48425mg/1 x 25ml 11
0.18741g *1000 ml

= 2.0678 mg acid gal - lic/g mostra
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Annex 7. Resultats 04.05.15

Quant Report

Calibration Graph

1,5
1.

1,1
1,04
0,
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0,7
0,6
0,5
0,41
0.+

Absorbance (A)

Safra petals comparacio filtres 04.05

Absorvance vs concentration-Analyte (mgl-1)

| Sample589

[ Samples8s

024 S i BHie587

0.0 T
0 100

Correlation Coefficient
0,9997

Standards Table

200 300 400 500 500

Specified concentration

Calibration Type Calibrated on

Calibration curve octubre 15, 2014 12:58 Hora de verano romance

sample ID Concentration Analyte Residual Ordinate
Sample584.Standard 40,0000 37,9144 2,0856 0,0936
Rnplir"‘lrn‘l

Sample584.Standard 40,0000 38,2123 1,7877 0,0042
Replicate2

Sample585.Standard 50,0000 47,0450 2,9550 0,1127
Replicated

Sample585. Standard 50,0000 47,2885 27115 0,1132
Replicate2

Sample5386.Standard 75,0000 76,7821 -1,7821 0,1749
Replicated

Sample586.Standard 75,0000 77,1327 -2,1327 0,1757
Rnplir"'lrn‘)

Sample5a7 Standard 100,0000 98,0133 1,9867 0,2194
Replicate?

Sample587 .Standard 100,0000 98,0357 1,0643 0,2194
Replicate?

Sample588.Standard 250,0000 2582117 -8,2117 0,5546
Replicate?

Sample538.Standard 250,0000 258,7815 -8,7815 0,5558
Replicate?

Sample589.Standard 500,0000 495 7998 4,2002 1,0517
Replicate?

Sample539.Standard 500,0000 496,7831 3,2169 1,0538
Replicate?

>

ParkinE_—!_Tj:j_gr’

Printed by:
Template:

Print Date and Time:

Laboratori investigacio
Default-Quant

Page 10f 3

mayo 04, 2015 16:06:29 Hora de verano romance

Aplicacions del bio-residu del safra
Pagina 89/96



@ UNIVERSITAT POLITECNICA DE CATALUNYA Miriam Canales Bravo
BARCELONATECH

Escola d’Enginyeria d'lgualada

Maig 2015
Quant Report
Safra petals comparacio filtres 04.05
Instrument Settings
Cycle Count 1
Cycle Time 1 s
Response 2 s
Wavelengths 765 nm
Ordinate Type A
Slit Width 1 nm
UV Lamp On No
Visible Lamp On Yes
Lamp Change-over Wavelength | 326 nm
Method Calibracio Gal.lic tanins 40-500 ppm (15-10-14)
Analyst | abarator investigacid
Time octubre 15, 2014 13:13 Hora de verano romance
Results Table
sample ID Description Concentratio Analyte Ordinate
Sample584.Standard 40,0000 37,9144 0,0936
Replicated
Sample584 Standard 40,0000 38,2123 0,0942
Replicate?
Sample585.Standard 50,0000 47,0450 01127
Beplicate]
Sample585 Standard 50,0000 47,2885 0,1132
Replicate?
Sample586.Standard 75,0000 76,7821 01749
Replicated
Sample586.Standard 75,0000 FrA3zr 01757
Replicate?
Sample587.Standard 100,0000 98,0133 0,2194
Replicateq
Sample587.Standard 100,0000 98,0357 0,2194
Replicate?
Sample588. Standard 250,0000 2582117 0,5546
Replicate
Sample588.Standard 250,0000 2587815 0.5558
Replicate?
Sample589 Standard 500,0000 495 7993 1.0517
Replicate
Sample589 Standard 500,0000 496, 7831 1.0538
Replicate?
Safra 3.2.P.A Replicate 4332784 0,9209
, ) Printed by: Laboratori investigacid Page 2 of 3
Template: Default-Cuant
ParkmE!mcr Print Date and Time: mayo 04, 2015 16:06:29 Hora de verano romance
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Quant Report
Sample ID Description Concentratio Analyte Ordinate
Safra 3.2.P.A Replicate2 433,7987 0,9220
Safra 3.2.P B.Replicate1 397,2526 0,8455
Safra 3.2.P B Replicate2 398 3145 0.8478
Safra 3.2.M A Replicatel 4281298 09101
Safra 3.2.M.A Replicate2 428,2681 09104
Safra 3.2.M.B.Replicate1 411,0182 0,8743
Safrd 3.2.M.B.Replicate2 411,9114 0,8762
Safra 3.3.P.A.Replicate 256,0126 0.,5500
Safra 3.3.P.A Replicate2 256,1065 0.5502
Safra 3.3.P B Replicate1 241 4645 05195
Safra 3.3.P B Replicate2 2420340 0.5207
Safra 3.3.M.A Replicate1 266,3624 05716
Safra 3.3.M.A Replicate2 266,7786 0,5725
Safra 3.3.M.B Replicate1 257,3510 0.,5528
Safra 3.3.M.B Replicate? 256,7110 0.5514
Safra 3.4.P.A Regplicate1 328,2672 0,7012
Safra 3.4.P.A Regplicate2 327,0459 0,6986
Safra 3.4.P.B.Replicate1 318,7738 0,6813
Safra 3.4.P.B.Replicate2 318,1308 0.,6800
Safra 3.4 M.A Replicatet 306,0892 0.6548
Safra 3.4 M._A Replicate? 306,3197 0.6552
Safra 3.4 M.B Replicate1 308,4146 0,6596
Safra 3.4.M.B.Replicate2 308,2766 0,6593
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TAULA HUMITATS 04.05.15

PES PES PES
TARA | MOSTRA| INICIAL | PESADA | PESADA | PESADA | PESADA | FINAL |HUMITAT
MOSTRA|  (g) (g) (g) 1(g) 2(g) 3(g) 4 (g) (g) (%)

3.2 33,4016| 0,6052 | 34,0068 |33,5277|33,5236|33,5163|33,5162 | 0,1146 81,06

3.3 32,4299| 0,4538 | 32,8837 | 32,788 |32,7792|32,7638 | 32,7666 | 0,3367 25,80

3.4 33,0302| 0,4814 | 33,5116 | 33,4528 33,4426 33,4258 33,4292 | 0,3990 17,12

Prova 04.05.15 MOSTRA SECA PETALS

Calcul pes sec 04.05

3.2. 81.06 % —» 18.94 % mostra seca
3.3. 25.80 % —» 74.92 % mostra seca
3.4.17.12 % ——» 82.88 % mostra seca

3.2.: 1.5202 X 18.94% = 0.2879g mostra seca
3.3: 0.2050 X 74.92% = 0.1536 g mostra seca

3.4: 0.2131 x 82.88% = 0.1766 g mostra seca

Mostra 3.2.P.A:

- PES: 1.5202 g

- PESSEC: 0.2879g

- RESULTAT:  433.2784 mg/l} 433.53855 mg|/|
433.7987 mg/I

Mostra 3.2.P.B:

- PES: 1.5202 g

- PESSEC: 0.2879 g

- RESULTAT:  397.2526 mg/l} 397.78355 mg/!
398.3145 mg/I
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Mostra 3.2.M.A:

- PES:
- PESSEC:

- RESULTAT:

Mostra 3.2.M.B:

- PES:
- PESSEC:

- RESULTAT:

Mostra 3.3.P.A:

- PES:
- PES SEC:

- RESULTAT:

Mostra 3.3.P.B:

- PES:
- PESSEC:

- RESULTAT:

Mostra 3.3.M.A:

- PES:
- PESSEC:

- RESULTAT:

Mostra 3.3.M.B:

- PES:
- PES SEC:

- RESULTAT:

1.5202 g
0.2879 g

428.1298 mg/I
428.2681 mg/|

1.5202 g
0.2879 g

411.0182 mg/!
411.9114 mg/I

0.2050 g
0.1536 g

256.0126 mg/| }
256.1065 mg/|

0.2050 g
0.1536 g

241.4645 mg/|
242.0340 mg/|

0.2050 g
0.1536¢

266.3624 mg/I
266.7786 mg/|

0.2050 g
0.1536 g

257.3510 mg/I
256.7110 mg/I

428.19895 mg/|

411.4648 mg/I

256.05955 mg/I

241.74925 mg/I

266.5705 mg/I

257.0310 mg/I
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Mostra 3.4.P.A:

- PES:
- PESSEC:
- RESULTAT:

Mostra 3.4.P.B:

- PES:
- PESSEC:
- RESULTAT:

Mostra 3.4.M.A:

- PES:
- PES SEC:
- RESULTAT:

Mostra 3.4.M.B:

- PES:
- PES SEC:
- RESULTAT:

- Mostra 3.2.P.A:

0.2131g
0.1766 g

328.2672 mg/I } 327.65655 mg/!
327.0459 mg/|

0.2131g
0.1766 g

318.7738 mg/I } 318.4523 mg/I
318.1308 mg/I

0.2131g

0.1766 g

306.0892 mg/I } 306.20445 mg/|
306.3197 mg/I

0.2131g
0.1766 g

308.4146 mg/I } 308.3456 mg/!
308.2766 mg/I

433.53855 mg/1 x 25ml 11

0.2879 g *1000 ml

- Mostra 3.2.P.B

397.78355 mg/I

= 37.6466 mg acid gal - lic/g mostra

x 25ml 11

0.2879 g

x 1000l — 34.5418 mg acid gal - lic/g mostra

- Mostra 3.2.M.A:

428.19895 mg/1 x 25ml 11

0.2879 g *1000 ml

= 37.18929 mg acid gal - lic/g mostra
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- Mostra 3.2.M.B:

411.4648 mg/l x 25ml 11
0.2879 g *1000 ml

= 35.7298 mg acid gal - lic/g mostra

Mostra 3.3.P.A:

256.05955 mg/1 x 25ml 11
0.1536 g *1000 ml

= 41.6764 mg acid gal - lic/g mostra

- Mostra 3.3.P.B:

241.74925 mg/l x 25ml 11
0.1536 g *1000 ml

= 39.3472 mg acid gal - lic/g mostra

- Mostra 3.3.M.A:

266.5705 mg/l x 25ml 11
0.1536 g *1000 ml

= 43.3871 mg acid gal - lic/g mostra

- Mostra 3.3.M.B:

257.0310 mg/1 x 25ml 11
0.1536 g *1000 ml

= 41.8345 mg acid gal - lic/g mostra

Mostra 3.4.P.A:

327.65655 mg/l x 25ml 11
0.1766 g *1000 ml
- Mostra 3.4.P.B:

= 46.3839 mg acid gal - lic/g mostra

318.4523 mg/1 x 25ml 11
0.1766 g *1000 ml

= 45.0810 mg acid gal - lic/g mostra

- Mostra 3.4.M.A:

306.20445mg/lx 25ml 11
0.1766 g *1000 ml

= 43.3472 mg acid gal - lic/g mostra
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- Mostra 3.4.M.B:

308.3456 mg/1 x 25ml 11
0.17669 *1000 ml

= 43.6503 mg acid gal - lic/g mostra
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