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Proyecto Saffic.

El Consejo Regulador de la D.O. Azafran de La Mancha participa en
el Proyecto SAFFIC desde el 1 de Octubre de 2006, fecha en la que
comenzl. Este proyecto ha sido financiado por la Comisién Europea

dentro del Sexto Programa Marco bajo un Programa de Investigacion
S’EFI C Colectiva.

El sector del azafran esta atravesando un periodo de recesion
originado principalmente por la falta de confianza de los consumidores
como consecuencia de las frecuentes practicas fraudulentas empleadas.
Por ello, siete asociaciones de empresas, 8 PYMEs y 4 centros
desarrolladores de investigacion han aunado sus esfuerzos para introducir
en la actual norma ISO nuevas metodologias para determinar la calidad y

pureza del azafran asi como detectar fraudes.

El objetivo del proyecto es, por tanto, desarrollar nuevas

metodologias fiables, econdmicas y faciles de utilizar para ser propuestas
para modificar la actual norma ISO.
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Modificacion de la actual norma ISO 3632.

La norma ISO 3632, regula la pureza y calidad del azafrdn en
forma, filamento y polvo. Esta norma tiene las siguientes limitaciones:

1) Falta de estandarizacién con respecto a la caracterizacion del
azafran para determinar las sustancias responsables del color,
aroma y poder amargo.

2) Inexistencia de metodologias fiables y econémicas para detectar el
fraude mediante el empleo de colorantes artificiales y/o pigmentos
naturales.

3) No se incluye ninguna metodologia para determinar la
contaminacion microbiologica en el azafran.

Teniendo en cuenta los resultados del proyecto Saffic, se ha
preparado un esbhozo de las ofertas metodologicas que parecen mas
interesantes para ser presentadas en la actual Norma ISO 3236, cuyas
coacciones principales son:

1. Metodologias para determinar calidad usando técnicas de
espectroscopia faciles de usar basadas en Ultra Violetas y Visible:
determinacion de safranal y picrocrocina.

2. Determinacion de colorantes polares y no-polares y pigmentos
por métodos HPLC.

3. Determinacion microbioldégica. Una técnica PCR para la
determinacion desde una pequefia muestra (5 g)
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Nuevas metodologias.
Las metodologias propuestas hasta el momento son:

1) Metodologias de determinacion de la calidad del azafrdn mediante
UV-Vis:

a. determinacion de safranal: Se propone un nuevo método rapido y
sencillo basado en la extraccion de safranal mediante ultrasonidos.

Pesar 100 ma de azafran

REFiC i

Afnadir 4 ml de cloroformo

h 4

Introducir el extracto organico en la
jeringuilla plastica y el liquido filtrado

l Homogeneizar

Colocar liquido filtrado en un matraz aforado
de 5 ml y diluirlo en la sefial que
usa el cloroformo

Medir la absorbancia de 310 nm
en una célula de 1 cm de longitud

Los resultados serén expresados de la siguiente forma:

E;» 310nm = _Dx5
m (100 - H)

Donde D es el valor de absorcién de 310 nm, maxima absorbancia de
safranal en cloroformo, m es la masa de azafran en gramo y H es la
humedad de la muestra y el contenido de materia volatil, expresado como
una fraccion de masas
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b. determinacion de picrocrocina: Se establece una técnica econémica y
sencilla, que no requiere personal especializado y que resulta mas
apropiada que otras técnicas espectofotométicas existentes.

/ Pesar 500 mg de azafran EXTRACCI(’)I\D

MUESTRA

A 4
Afnadir 1000 ml del agua destilada

Mover 1h. lejos de la luz

A 4

Tomar una parte alicuota (10 ml) y transfiéralo
a un tubo de centrifugadora

\ Centrifugar durante 5 min a 4000y/
/Tome 1 ml centrifugado y carguelo en el cartucho \
SPE en el caudal aproximadamente 5 ml/min

\ 4

Lave al cartucho con 10 ml del agua destilada y diluya la
picrocrocina usando una solucién del 12 % acetonitrile/agua

v
Recupere los 10 ml primeros diluidos

Homogeneizar

) 4
Mida el absorbancia de 250 nm en la

\ célula de 1 cm de longitud /

Los resultados seran expresados de la siguiente forma:

_ Dx10000 D es la absorcion valorada en 250 nm, maximo de

E® 250nm = ——~ absorbancia de picrocrocina; m es la masa de
lcm z
m (100 - H) azafran en gramo y H es la humedad de la muestra
y el contenido de materia volatil, expresado como
una fraccion de masas. 4
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2) Metodologias de deteccion de colorantes artificiales y pigmentos naturales
mediante HPLC:

a. deteccidn de colorantes artificiales y pigmentos naturales polares:
Alizarin, Alizarin red S, Bixin, Carminic, Crhysoidine acid, Crocin,
Curcumin, Riboflavin 10% y Riboflavin-5-monophosphate sodium salt
hydrate.

Preparacion de soluciones y muestras claveteadas

Parte de prueba: 500 mg de azafran en polvo

4 N

A 4

Parte de prueba de movimiento en un tubo de
centrifugadora con 10 mL de aguaa 60° C

EXTRACCION
DE POLARES

\ 4

Centrifugar y edificar con 250 ul
de acido férmico

-
o

A\ 4
Rociar la columna con 1 ml de aqua

v
3 Abandonar la solucién por qgotear
PURIFICACION v
DE MUESTRAS .
Lavese con agua, metanol y acetona

4 . N

Ajuste y adapte el cromatégrafo:
Caudal de fase mévil: 1 ml/min
Temperatura ambiente

y
Inyecte 20 ul de solucién de colorantes trabajados

ANALISIS
HPLC v

\ Carreras analiticas /

Interpretacién y expresion de resultados
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b. deteccion de colorantes artificiales y pigmentos naturales no
polares: Sudan orange G, Sudan I, Sudan Il, Sudan red 7B, Sudan llI,
Sudan 1V, Sudan red B, Bixin, trans-b-apo-8-carotenal, capsantin y b-
caroteno.

Preparar soluciones y muestras claveteadas

Parte de prueba: 100 mg de azafran en polvo

A y
g _| IC /Vértice la parte de prueba con 4 mL de \
’ cloroformo en un tub

0 de centrifugadora

v Bafios de ultrasonidos durante 15 min

Filtrar 0,45 por un filtro de jeringuilla

COLORANTES a
Lavar el tubo con 1 ml de cloroformo

v
Evaporar el cloroformo extraido

v
Reconstituir en 90 ul de cloroformo y 210 de Fase

\ Mavil A Solucién /

Adapte y ajuste el cromatografo: caudal de fase
Movil: 15 ml/min Temperatura ambiente

ANALISIS HPLC y
Invecte 20 ul de pruebas v soluciones

A\ 4
Carreras analiticas

\ /

Interpretacion y expresion de resultados
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3) Metodologias para la determinacion de pureza del azafran: la cantidad de
muestra necesaria ha sido reducida notablemente de 25 g a5 g.

PREPARACION DE
MUESTRAS

DNA EXT
PURIFICA

p

Homogenice 5 g de muestra

\ 4

Incubar a 37° C durante 16 h.

N

/ Filtre y elimine residuos

|
v

Incubar 10 mina 100°C

RACCION Y
CION

A 4
Purifique por cromatografia

AMPLIFIACION PCR

DETECCION DE

PRODUCTOS Electroforesis

\

\

Centrifugar 3 min en espacio T2

_/

~

y
Prepare por PCR la reaccion

y
Analisis PCR

Preparacion del gel agarosa

Examen sobre un UV-lluminador
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Financiacién para la adquisicion de nuevos equipos
y material de laboratorio.

Los equipos y materiales necesarios para llevar a cabo las nuevas
técnicas son:

Metodologia Aparatos Metodologia Aparatos
Bascula analitica Thermocycler para
Determinacion . - reacciones PCR,
d Centrifugadora magnética h >
e tablero magnético _ » microcentrifugadora
picrocrocinay SPE colector Determinacion | para tubos eppendorf,
safranal Vacio de cartucho (opcional) de Salmoneral S|stema'de .
Uv-Vis espectrometro electroféresis de gel
o ! . horizontal,
bafio maria de Ultrasonido . .
Uv-Transilluminator
w1 ™ | IC Balanza analitica frascos redondos
I Centrifugador inferiores, jeringuillas
Determinacion Mezclador plasticas vy filtros de
23 2312@2 Y| SPE colector Otro material J;’;;g?;'”ibigf
colorantes Liquido de a!ta eficacia de laboratorio matraces aforados,
para cromatdgrafo con una frascos de cristal, etc.
serie de diodo Material com(in de
Bafos ultrasonidos laboratorio.

La implantacién en las empresas comercializadoras de azafrdn de las
nuevas técnicas desarrolladas, en ocasiones puede suponer una inversioén en
equipos. Sin embargo, el hecho de proponer técnicas que requieren el uso de
equipos de uso frecuente en dichas empresas puede disminuir dicho coste.
Existen lineas de financiacién tanto a nivel nacional como regional para las
PYMEs que necesitan dotarse de infraestructura, bien para desarrollar su
propia investigacion, bien para modernizar sus laboratorios.

< Lineas de financiacién vigentes a nivel nacional:

= Ayudas del Ministerio de Ciencia e Innovacién: Orden PRE/621/2008, de 7
de marzo, por la, por la que se regulan las bases, el régimen de ayudas y la
gestion de la linea instrumental de actuacion de proyectos de | + D + i, en el
marco del Plan Nacional de Investigacion Cientifica, Desarrollo e Innovacién
Tecnoldgica, 2008-2011. (Publicado en el BOE el 08/03/2008).

= Programa Nacional de Infraestrcutruas Cientifico-Tecnolégicas: ORDEN
PRE/1083/2008, de 11 de abril, por la que se efectia la convocatoria del
afio 2008, para la concesién de las ayudas del Programa Nacional de
infraestructuras cientifico- tecnoldgicas dentro del Plan Nacional de
Investigacion Cientifica, Desarrollo e Innovacién Tecnolégica 2008-2011.
(Publicado en el BOE numero 94 de 18/04/2008).
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* Lineas de financiacién vigentes a nivel comunitario:

Son varias las convocatorias que se publican en las distintas
comunidades autbnomas para trabajos destinados a la Investigacién
y Desarrollo de las PYMES:

= Castilla-La Mancha: Programa de Apoyo a la Innovacion de
pequefia y mediana empresa Innoempresa. Objeto: La convocatoria
en régimen de concurrencia competitiva de las ayudas del programa
de apoyo a la innovaciéon de las pequefias y medianas empresas
A (InnoEmpresa) en Castilla-La Mancha para el ejercicio 2008,
g :FIC mediante la realizacién de proyectos o actuaciones en los dmbitos
’ tecnolégico, organizativo y de gestion empresaria. Destinatarios:
Pequefia y mediana empresa que cuenten con uno 0 MAas
empleados, y los organismos intermedios. (DOCM n° 136 1/7/2008)

= Catalufia: Ayudas para proyectos de investigacion y desarrollo
tecnologico en el marco de la Comunidad de Trabajo de los Pirineos
(ITT-CTP), destinadas a personal investigador de universidades,
centros publicos y privados sin animo de lucro que tengan como
actividad principal la investigacion, y los de las empresas o de
actores socioeconémicos, situados en Catalufa.
El beneficiario de la ayuda sera la universidad, centro, empresa o
actor socioeconémico al cual pertenezca la persona 0 grupo
destinatario.

= Comunidad Valenciana: Innoempresa 2008-2009- DOCV n° 5783
de 13/06/08. ORDEN de 3 de junio de 2008, de la Conselleria de
Industria, Comercio e Innovacion, por la que se convocan ayudas
en el marco del Programa de Apoyo a la Innovacion de las
Pequefas y Medianas Empresas, InnoEmpresa para 2008 y 20009.

= Regién de Murcia: Ayudas para la realizacion de proyectos de
investigacion y desarrollo tecnoloégico con empresas en el marco de
algunas areas del Plan de Cienca y Tecnologia de la Region de
Murcia 2007-2010.
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Cursos de formacion previstos.

Estos cursos ofreceran la educacién y entrenamiento del conocimiento
generado con en el proyecto, a los directivos de la PYMEs, el personal
técnico y directivos de asociaciones industriales.

El proyecto de investigacion colectivo es una clase de accion de FP6,
promovido y realizado por RTD (Investigacion, Demostracion de Desarrollo
Tecnoldgico) los ejecutantes de parte de asociaciones industriales o
agrupaciones en el sector donde las PYMEs son prominentes. El objetivo es
ampliar la base de conocimiento de las comunidades grandes y asi su normal
general de compatibilidad de las PYMES.

A Se recomienda la participacibn en estos seminarios a todas las
g :FIC empresas de azafran Denominacion de Origen (D.O.), asi como a todos los
g I socios participes del Proyecto Saffic y a los técnicos de laboratorio de cada
empresa que deseen asistir. La convocatoria de los cursos se realizara con
una antelaciéon minima de 8 dias.

DATE CONTENT

Internal Seminars for associates:
February 2009 0 Modifications of the ISO norm

o Equipments requirements for the new method

Workshops for SME’s Board of Directors:
o0 New ISO proposal

June 2009 o Treatment of samples

o Method for the identification of adulterants

o Analytical method for the measurement of quality markers

o Establishment of the quality criteria

Practical courses for SME’s technicians: Treatment of samples

0 Method for the identification of adulterants by FT-NIR, FT-IR
July-September or FT-Raman
2009 o Analytical method for the measurement of quality markers
by spectroscopy techniques and PCR.

o Establishment of the quality criteria
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