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Resumen
El azafran (Crocus sativus L.) es un cultivo ancestral desde la Edad de Bronce, asociado a la historia 'y a los
valores socioculturales de la humanidad. Es una de las especias mas caras utilizadas en la industria alimentaria,
la cual ha sido utilizado durante siglos para tratar diversas enfermedades. Esta especia contiene varios
compuestos bioactivos de gran interés en la alimentacion y en la industria farmaceéutica, como crocinas,
picrocrocinas y safranal, a las que les atribuyen tales propiedades medicinales beneficiosas. En los ultimos
afios, la demanda de azafran se ha incrementado notablemente, y son pocos los avances tecnoldgicos para
mejorar su produccion y la calidad comercial, la cual viene determinada por las especificaciones
recomendadas por La Organizacién Internacional de Normalizacién (ISO/TS 3632). El objetivo general de
esta tesis doctoral fue mejorar la produccion y la calidad del azafran mediante técnicas sostenibles aplicadas
a cultivo sin suelo. Para alcanzar este objetivo se realizaron tres series de experimentos.
Experimento 1. Se evalud el efecto del enfriamiento de la solucion nutritiva sobre la produccion y las
propiedades organolépticas y comerciales de azafran en cultivo sin suelo. EIl experimento se llevo a cabo
mediante un disefio de cuatro bloques y doce plantas por tratamiento. Los cormos se colocaron en una camara
de cultivo controlada situada en la Universidad de Almeria, tras una incubacion previa de 55 dias a 25 °C. La
solucion nutritiva se enfrid entre 4 y 5° C, mientras que el tratamiento de control fue la fertirrigacion
suministrada a temperatura ambiente. Se midio el namero de flores por cormo y el peso y la longitud de los
estigmas. Las concentraciones de safranal, crocina y picrocrocina se analizaron espectrofotométricamente,
segun la Organizacién Internacional de Normalizacion [Norma ISO/TS 3632-2 (2011)]. Los resultados
mostraron que el enfriamiento de la solucion nutritiva aumentd la produccion de flores, el contenido de
fitoquimicos y las propiedades organolépticas.
Experimento 2. Se evalu6 el efecto de las conductividades eléctricas (CE) de la solucién nutritiva en la
produccion y la calidad comercial de azafran obtenido en cultivo sin suelo. Las condiciones de cultivo y los
pardmetros medidos fueron similares a los del experimento 1. Los tratamientos se realizaron con un contenido
estandar de macro y micronutrientes, y la CE fue ajustada a 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 y 3.5 dS m™. Los mejores
resultados en la eficiencia y eficacia de fertirrigacion, crecimiento vegetativo y produccion comercial se
obtuvieron con CE de 2.0 a 2.5 dS m™, mientras que las concentraciones de metabolitos y de categoria
comercial se registraron entre las CE de 2.5a 3.0 dS m™.
Experimento 3. Se evalud el efecto de tres espectros de luz diferentes utilizando iluminarias tipo LED
comerciales de 18 W, con una intensidad media de 5.95 lamparas-m?; dos iluminarias con espectros
especificos para horticultura (T1y T2), y la T2 usada es recomendada para la induccion de la floracion. El
experimento se llevd a cabo con cormos de azafran en una cdmara de crecimiento vegetal controlada. Los
cormos de azafran se sometieron a diferentes tratamientos con un desefio de 4 bloques y quince plantas por

tratamiento, todos usando una densidad de 5.95 lamparas m. Se midieron los valores de la iluminancia (Lux)



y del flujo fotosintético de fotones (FFF, umol m? s?) de las lamparas LED utilizadas. Los parametros
evaluados fueron similares a los del experimento 1. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los distintos tratamientos en cuanto a la produccion y biomasa. El tratamiento 6ptimo en
cuanto a la produccion de compuestos bioactivos relacionados con la calidad fue el de las lamparas de espectro
equivalente a la luz solar (T1), si bien se obtuvo la misma categoria de calidad que la obtenida mediante el

tratamiento control.



Abstract

Saffron (Crocus sativus L.) is an ancient crop since the Bronze Age, associated with the history and socio-
cultural values of mankind. One of the most expensive spices used in the food industry, it has been used for
centuries to treat diseases. It contains several chemical compounds of great interest in food and
pharmaceuticals, such as crocin, picrocrocin and safranal, to which these beneficial medicinal properties are
attributed. In recent years, the demand for saffron has increased and there have been few technological
advances to improve its production and commercial quality, which is determined by the specifications
recommended by the International Organisation for Standardisation (ISO/TS 3632). The overall objective is
to improve the production and quality of saffron through sustainable techniques in soilless cultivation. In order
to achieve this objective, three experiments were carried out.

Experiment 1. The effect of cooling the nutrient solution on the production, and organoleptic and commercial
qualities of saffron grown in soilless culture was evaluated. The experiment was carried out using a four-block
design with twelve plants per treatment. The corms were placed in a controlled culture chamber located at the
University of Almeria, after a previous incubation for 55 days at 25 °C. The nutrient solution was cooled to 4
to 5 °C whereas the control treatment was the fertigation supplied at ambient temperature. Corms were placed
in a controlled cultivation chamber. The number of flowers per corms, and the weight and length of stigmas
were measured. The amounts of safranal, crocins, and picrocrocins were analyzed spectrophotometrically
according to the International Organization for Standardization [ISO/TS 3632-2 (2011) Normative]. The
results showed that cooling of the nutritive solution increased flower production, the commercial bioactive
compounds content, and the organoleptic properties.

Experiment 2. The effect of electrical conductivities (EC) of the nutrient solution on the production and
commercial qualities of saffron in a soilless culture system was evaluated. The growing conditions and the
parameters measured were similar to that obtained in the experiment 1. The treatments with standard macro-
and micronutrient contents were EC supplied at 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 and 3.5 dS m™. The best results in fertigation
uptake, vegetative growth and marketable production were obtained at EC 2.0 to 2.5 dS m™, while the best
bioactive compounds concentrations and marketable category were recorded between EC 2.5 to 3.0 dS m™.
Experiment 3. The effects of three different light spectra were evaluated using 18 W commercial LED
illuminants, with an average intensity of 5.95 lamps. m* and using two illuminants with specific spectra for
horticulture (T1 and T2), T2 being recommended for flowering induction. The experiment was carried out
with saffron corms in a controlled plant growth chamber. The saffron corms were subjected to different
treatments with a design of 4 blocks and fifteen plants per treatment, all at a density of 5.95 lamps m?.
Illuminance (Lux) and photosynthetic photon (FFF, pmol m? s?) values of the LED lamps used were
measured. The parameters evaluated were similar to those in experiment 1. No statistically significant

differences were found between the different treatments for production and vegetative biomass. The best



treatment in terms of production of bioactive compounds content related to quality was the sunlight-equivalent

spectrum lamps (T1), although it was obtained the same quality category as that of the control treatment.
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Introduccion

El azafran (Crocus sativus L.) es un cultivo originario del Oriente (Zohary y Hopf 1994), perteneciente a la
familia Iridaceae, y destaca por poseer estigmas rojos (Figura 1), que constituyen una de las especias mas
apreciada y cara del mundo (Gresta et al. 2008). La produccion mundial total de azafran ronda las 300
toneladas al afo, y este cultivo esta muy extendido en varios paises del mundo (Figura 2), como Iran, Grecia,
Marruecos, India, Italia y Francia (Lagram et al. 2017; Cardone et al. 2020; Mahdavi et al. 2021). Iran es el
mayor productor del mundo, con mas del 98% de la produccion total (Farzam et al. 2004). En Espafa la
produccion de esta especia se localiza en Castilla-La Mancha y en la provincia de Teruel (Aragén). La
comunidad con mayor superficie cultivada es Castilla-La-Mancha, donde alcanza una superficie total de
134,66 hectareas, y en la actualidad presenta un 18% mas de superficie cultivada que la media de los Gltimos
ocho afios (DOP, 2021). Parte de esa produccién se comercializa bajo la DOP “Azafran de la mancha” (DOCE
2001).

/ Estambres
Estigmas

Hojas

Figura 1. “Crocus sativus L.”. Planta de azafran. Se muestran las estructuras mas importantes de la flor.
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Regiones de mayor cultivo
Naciones de produccion mayor.
Regiones de menor cultivo.
Naciones con produccion menor.
Mercados principales (actual).

Mercados principales (historico).

Figura 2. Naciones productoras de azafran (mayores y menores) y mercados principales (actuales y pasados)
(Obtenido de: https://es.wikipedia.org/wiki/Comercio_y_uso_del_azafr%C3%Aln).

Desde hace décadas el azafran ha sido usado como condimento y ha sido ampliamente usado en la industria
alimentaria (Garcia-Rodriguez et al. 2017; Chourak et al. 2021), gracias a su aroma y sabor, asi como por su
accion colorante, la cual se debe a la presencia de distintos compuestos como la crocina, picrocrocinay safranal
(Fernandez, 2004; Gohari et al. 2013; Fallahi y Mahmoodi 2018).
Se distinguen tres etapas en el ciclo de vida del azafran, i) Dormancia: es una etapa de especial importancia
para la produccion de azafran, se inicia cuando se produce el marchitamiento y la caida de las hojas (Molina
et al. 2004; Molina et al. 2005) y la finalizacion de la traslocacion de inhibidores de brotacion (Portela 1996).
il) Vegetativa-reproductiva: empieza a principios del verano y finaliza a mediados de la primavera. Al finalizar
el verano emergen las raices y pasado un mes, a mediados del otofio, surgen las hojas. Estas se mantienen en
la planta hasta mediados de la primavera, cuando se elevan las temperaturas. Durante esta etapa se desarrolla
la biomasa foliar, que es la responsable de la produccion futura, y en primer lugar se forman los cormos y
estos daran lugar mas adelante a las flores (Poggi 2010). iii) Floracion: empieza con el inicio del crecimiento
de las estructuras florales en el apice, que tiene lugar a mediados del verano y finaliza con la aparicion de las
13



flores en el otofio (Benschop et al. 1993). La formacion de flores requiere una incubacion previa de los cormos
(Molina et al. 2005), la cula puede realizarse tanto en condiciones naturales, en el suelo, como en condiciones
controladas. Las temperaturas adecuadas para que se produzca la formacion de flores se encuentran entre 23
y 27° C. Temperaturas superiores a 30° C o inferiores a 9° C generan una menor produccion de flores, o el
aborto de algunas de ellas (Molina et al., 2004; Molina et al. 2005). Cormos bajo condiciones térmicas
constantes de 25° C generan el doble de flores por cormo que los incubados a 30° C (Poggi, 2010). Este
resultado es mas marcado si se tiene en cuenta el tiempo de incubacién. EI maximo numero de flores se
consigue, a ambas temperaturas, entre los 75 y 135 dias, pero con una curva mas extensa y valores maximos
mas sostenidos en los cormos incubados a 25° C.

Tradicionalmente, el azafran ha sido cultivado en suelo como un cultivo semiperenne, principalmente en
paises de clima suave y seco (Abdullaev 1993) con bajas producciones y grandes gastos en mano de obra. La
recoleccion de la flor se lleva a cabo todos los dias y tiene lugar a primeras horas de la mafiana para evitar que
la flor se marchita (Garcia 1960), y para reunir un gramo de hebras de azafran hay que cosechar entre 150 y
160 flores, lo que explica su denominacion de “oro rojo” (FAO, 2013), y es la principal razén de su gran coste
en el mercado (Hosseinpour Chermahini et al,. 2010).

Esta planta bulbosa tiene una destacada relacion con el ambiente, puesto que es una especie dependiente de
diferentes factores como la temperatura, fotoperiodo y la intensidad de luz (Powers y Mc Sorley, 2001; Molina
et al., 2005; Ahrazem et al., 2015). Por ello, es necesario conocer con detalle su ciclo biolégico y todos los
factores medioambientales que intervienen en el control de la floracion (Garcia et al. 2015). En este contexto,
los sistemas de cultivo basados en condiciones controladas pueden constituir una alternativa al cultivo
convencional del azafran (Mollafilabi et al., 2013). Se han realizado muchos ensayos para escalonar la
produccion de esta especia, como el almacenamiento de cormos en frio, incubacién mediante su cultivo en
invernadero e hidroponia (Garcia et al., 2015). La combinacién multivariable de los tres factores estudiados
(estadio vegetativo de los cormos, tiempo de almacenamiento en cdmaras con atmosfera controlada (ULO) y
tiempo de incubacidn) ha conseguido alargar el tiempo de floracion del azafran desde octubre hasta mayo,
aunque con un rendimiento aceptable hasta febrero. El factor limitante es el tiempo de almacenamiento en
camaras ULO. El azafran conseguido a través de las condiciones de “forzado” ha obtenido un rendimiento
aceptable, y la especia muestra una elevada concentracion en ésteres de crocina, picrocrocina y safranal
(Garcia et al., 2015; Fallahi y Mahmoodi, 2018).

Los estigmas de azafran, son fuentes valiosas de méas de 160 ingredientes bioactivos, en los que las vitaminas,
los pigmentos, los flavonoides, las antocianinas y las esencias aromaticas volatiles son de gran importancia
(Shahi et al., 2016). En orden de abundancia, las crocinas, la crocetina, la picrocrocina y el safranal son los
compuestos bioactivos mas importantes contenidos en el azafran, seguidos de licopeno, a-caroteno, [3-
caroteno, zeaxantina, kaempferol y quercetina (Melnyk et al. 2010). Las crocinas, picrocrocinas y el safranal
se consideran los compuestos con mayor bioactividad(Tabla 1), y los que se han examinado con mas
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frecuencia en muchos estudios in vitro e in vivo (Samarghandian y Shabestari 2013).
Tabla 1. Principales compuestos bioactivos del azafran (Garavand et al., 2017)

Bioactive compounds Molecular structure Molecular weight l:g.mol_lj Melting point (°C)
Crocin | 2 976.96 186
1] Heﬁm,x,mmxi_gp A0,
CaaHzpO2s o
. o _
Crocetin IIGHJ\/'WR-'WWWL‘QH 32841 285
CaoH2404 o

8]

Picrocrocin | 33037 156
- H
C1aH 2807 ,ﬁ\
RO

Safranal O H 15021 <25
H,C Frs
C1pH 120 3 = CH,
T,

En la medicina tradicional de varios paises el azafran se ha utilizado para diversos fines, como analgésico,
antiinflamatorio, antibacteriano y antidepresivo (Abdullaev, 1993; Ma et al., 2001; Javadi et al., 2013;
Hosseinzadeh et al., 2013; Mollazadeh et al., 2015; Siddique et al., 2020; Musazadeh et al., 2022). Ademas,
recientemente ha sido puesta de manifiesto su capacidad citotoxica, anticancerigena y antitumoral (Fernandez
Pérez y Escribano Martinez, 2000; Aung et al., 2007; Das et al., 2010; Bathaie et al., 2013). Tal actividad se
Ileva cabo mediante los efectos bioldgicos de sus componentes quimicos principales (Fernandez. 2004; Molina
et al. 2005; Gohari et al., 2013; Hosseinzadeh et al., 2013). Sin embargo, los hallazgos actuales in vitro aun
no han sido verificados mediante ensayos clinicos en humanos, por lo que es necesario realizar estudios
clinicos para definir la eficacia del azafran en el tratamiento y la prevencion del cancer. Sin embargo, la
escasez y el gasto en la obtencion de grandes cantidades de azafran pueden suponer un impedimento para la
quimioprevencion y el tratamiento del cancer en humanos (Samarghandian y Borji, 2014).

Desde 1980, la Organizacion Internacional de Normalizacion proporciona un procedimiento estandar (ISO/TS
3632) para la clasificacion de la calidad del azafran. La calidad del azafrdn se determina mediante la
cuantificacién espectrofotométrica de estos tres compuestos quimicos en un extracto acuoso mediante un
método de espectrometria UV-VIS, y se utiliza una longitud de onda de 440 nm (absorbancia a la longitud de
onda méaxima de las crocinas), otra a 330 nm (absorbancia a la longitud de onda méxima del safranal) y otra a
257 nm (absorbancia a la longitud de onda maxima de la picrocrocina). Estas absorbancias se utilizan como
indices importantes para clasificar la categoria comercial del azafran, y cuanto mayor sea la cantidad de estos
compuestos mayor sera la calidad del azafran (Gohari et al., 2013).

De lo expuesto se deduce que, tanto la industria alimentaria como la industria quimica incrementaran su

demanda, por lo que serdn necesario introducir nuevas técnicas para aumentar la produccion, mejorar la
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calidad y la gestion del uso de agua, optimizar la fertiirrigacion, gestionar adecuadamente el manejo de plagas
y enfermedades, asi como el control climético (Maggio, 2006; Pérez y Gracia, 2020).
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Hipotesis y objetivos
La hipdtesis que ha guiado el desarrollo de esta tesis doctoral es que un adecuado sistema de fertiirrigacion y
control luminico, asociados a un efectivo control temperatura, incrementara la calidad y la produccion de
azafran.
El objetivo general fue aplicar distintas técnicas sostenibles en cultivo sin suelo para mejorar la produccion
y la calidad de azafréan.
Para alcanzar este objetivo general, se plantean los siguientes objetivos especificos:
Objetivo 1. Conocer el efecto sobre el rendimiento y los compuestos fitoquimicos de los principales
componentes del azafran mediante la modificacion de la temperatura de la fertirrigacion con tratamientos de
bajo coste.
Obijetivo 2. Determinar la accion de la conductividad eléctrica (CE) de la solucion nutritiva sobre la calidad
del azafran obtenido en cultivo sin suelo.
Obijetivo 3. Evaluar los efectos de diferentes espectros de ldmparas LED sobre la produccién de azafran y la
calidad del mismo para optimizar las técnicas de iluminacion en la produccién de azafran cultivado sobre

sustrato.
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El ajuste de la temperatura de fertirrigacion mejora el
rendimiento y la calidad del azafran cultivado en un
sistema de cultivo sin suelo.







Capitulo 1. El ajuste de la temperatura de fertirrigacion mejora el rendimiento y la

calidad del azafran en un sistema de cultivo sin suelo.

Fertigation Temperature Adjustment Enhances the Yield and Quality of Saffron Grown

in a Soilless Culture System.
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Chiamolera, Ana Araceli Pena-Fernandez, Jose Luis Guil-Guerrero and Miguel Urrestarazu

University of Almeria, CIAMBITAL [Research Centre for Intensive Mediterranean Agrosystems and

Agrifood Biotechnology], Almeria, 04120, Spain.

Bibliographical citations: Chourak Y, Belarbi EH, Rivera EYM, Cunha-Chiamolera TPL, Fernandez
AAP, Guil-Guerrero JL, Urrestarazu M (2021). Fertigation temperature adjustment enhances the yield and
quality of saffron grown in a soilless culture system. HortScience 56 (10): 1191-1194.

Journal: HORTSCIENCE

22



HortScience - https://doi.org/10.21273/HORTSCI16005-21

Fertigation Temperature Adjustment
Enhances the Yield and Quality of
Saffron Grown in a Soilless Culture
System

Yasmina Chourak, E1 Hassan Belarbi, Evelynn Y. Martinez-Rivera,
Tatiana Pagan Loeiro da Cunha-Chiamolera, and

Ana Araceli Pena-Fernandez

University of Almeria, CIAMBITAL [Research Centre for Intensive
Mediterranean Agrosystems and Agrifood Biotechnology], Almeria,
04120, Spain

José Luis Guil-Guerrero

University of Almeria, CIAMBITAL [Research Centre for Intensive
Mediterranean Agrosystems and Agrifood Biotechnology], Food Technology
Division, Department of Agronomy, Almeria, 04120, Spain

Miguel Urrestarazu
University of Almeria, CIAMBITAL [Research Centre for Intensive Mediterranean
Agrosystems and Agrifood Biotechnology], Almeria, 04120, Spain

Additional index words. crocin, Crocus sativus, flowering, flower forcing, ISO 3632,
picrocrocin, root temperature, safranal

Abstract. Saffron is one of the most appreciated, traditional, and expensive spices in
the world. The objective of our study was to evaluate the effect of cooling the nutrient
solution on the production, and organoleptic and commercial qualities of saffron
grown in soilless culture. The nutrient solution was cooled to 4 to 5°C whereas the
control treatment was the fertigation supplied at ambient temperature. Corms were
placed in a controlled cultivation chamber. The number of flowers per corms, and the
weight and length of stigmas were measured. The amounts of safranal, crocin, and
picrocrocin were analyzed spectrophotometrically according to the International
Organization for Standardization [ISO/TS 3632-2 (2011) Normative]. Our results
show that cooling of the nutritive solution increased flower production, the commer-
cial phytochemical content, and organoleptic properties.

The cultivation of saffron (Crocus sativus
L.) is one of the oldest in the world and has
occurred in the region of the Orient, near the
Mediterranean, since the Late Bronze Age
(Zohary and Hopf, 1994). It is one of the most
expensive spices used in the food industry
(Garcia-Rodriguez et al., 2017; Hosseinzadeh
and Nassiri-Asl, 2012). It is also highly appreci-
ated in many cuisines around the world, and
saffron has acquired increasing interest given
the health effects of its chemical components,
especially from safranal, crocin, and picrocro-
cin (Molina et al, 2005). This species has
potential medical applications, particularly
those based on its antitumor and antichronic
stress properties (Amin et al., 2016; Ghadrdoost
et al., 2011; Naeimi et al., 2019).
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The quality of saffron is evaluated accord-
ing to its bioactive compound content (Hadi-
zadeh et al., 2007). The greater the amount of
bioactive compounds, the greater the quality
of saffron (Gohari et al., 2013). Since 1980,
the International Organization for Standardi-
zation provides a standard procedure (ISO/
TS 3632) for saffron quality classification:

The quality of saffron. Such quality is
determined through the spectrophotometric
quantification of picrocrocin, safranal and
crocin by direct measuring of the absor-
bance of 1% standard aqueous solution of
dried saffron at 257, 330 and 440 nm,
respectively (International Organization
Jor Standardization, 2003).

One of the factors that has proved to be
important for the production of high-quality
saffron is the environmental temperature at
which plants are grown in terms of root and
shoot growth, and flower formation (Ahra-
zem et al., 2015; Molina et al., 2005; Wang
et al., 2021). In addition, it is well known that
a markedly low temperature (=17°C) is the
best for flower emergence or anthesis from
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the corm (Molina et al., 2005). This knowl-
edge allows growers to program saffron flow-
ering and increase production in soilless
cultivation systems under controlled condi-
tions (Gohari et al., 2013; Wang et al., 2021).

Soilless cultivation systems have been
developed through chamber temperature con-
trol (Molina et al., 2010; Valero et al., 2004).
However, warming the air of the entire green-
house requires more energy than increasing
the root temperature by means of circulating
hot water or air through buried tubes (Elwell
et al., 1985; Wang et al, 2021). Moreover,
warming of the nutrient solution is even
cheaper and it is always applied daily as ferti-
gation, given that it is a mandatory action to
meet the water and nutrient requirements of
the crop (Urrestarazu et al., 2008).

Studies of different species have shown
that plant growth is greatly influenced by root
temperature (Diaz-Pérez et al., 2007; Nxawe
et al., 2009; Solfjeld and Johnsen, 2006). For
instance, Urrestarazu et al. (2008) reported
that heating the nutrient solution in the 12- to
16-°C range was useful for increasing melon
yield, and Yan et al. (2012) stated that an
increase in root temperature improved nutri-
ent uptake in cucumbers. However, little is
known about the effects of increasing the
nutrient solution temperature on saffron
plants.

The main goal of this work was to deter-
mine the effects on yield and bioactive com-
pound content of saffron by modifying the
fertigation temperature to a develop low-cost
method of obtaining high-quality saffron.

Materials and Methods

Plant growth conditions. The experiment
was carried out in controlled growth cham-
bers located at the University of Almeria,
Almeria, Spain, between 2019 and 2020. The
corms of C. sativus were obtained from Min-
aya (Albacete, Spain). This is a traditional
saffron-producing area in Spain under the
Regulatory Council Foundation of the Pro-
tected Designation of Origen La Mancha
(DOP, 2021). Before planting, corms were
incubated at 25°C (Molina et al., 2004a) for
55 d. On 25 Aug. 2019, corms were trans-
planted into individual 500-mL containers.
The substrate used was commercial coconut
fiber, which has defined physicochemical
characteristics that have been described by
Pozo et al. (2014).

Fertigation treatments. Two nutrient solu-
tion temperatures were used: control, 10 to
15°C; and cooled, 4 to 5°C (Fig. 1). The
plants were fertigated with a nutrient solution
in line with the one described by Sonneveld
and Straver (1994). The pH of the nutrient
solutions was adjusted to 5.8 with dilute nitric
acid. The nutrient solution was cooled using
a refrigerator. Refrigerator, growth chamber,
and substrate temperatures were controlled
using an Onset Hobo Data Logger U23 Pro v2
(Onset Computer Corp., Bourne, MA). The
temperatures were 5 °C inside the refrigerator,
16 °C in the culture chamber air, 16 to 17°C
in the substrate when applying the control
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Fig. 1. Schematic experimental unit of saffron crop and point of sample temperature under soilless

culture.

nutrient solution, and 15 to 16°C in the sub-
strate when the cooled nutrient solution was
supplied. The photoperiod was 16/8 h (day/
night) at 16 °C, and the relative humidity was
85%.

Fertigation management was carried out
according to the methodology proposed by
Urrestarazu et al. (2015). The application of
new fertigation was effected when the water
in the growing unit reached 10% of the easily
available water (Cunha-Chiamolera et al.,
2017; Rodriguez et al., 2014; Urmestarazu
et al., 2017). Each treatment was applied four
times, and the drainage from all pots for each
treatment was collected. The pH, electrical
conductivity, and nitrate and potassium con-
tent of the nutrient solution and the drainage
were measured using a pH-meter (Crison
MM40+; Hach LPV2500.98.0002, Bizkaia,
Spain), a conductivity meter (EC-Meter Cri-
son BASIC 30, Hach), and a LAQUATwin
B-742 and B-731 (Horiba, Northampton,
UK), respectively. The volume was measured
using a test tube graduated to one-hundredth
of a millimeter.

Growth parameters. After flowering, the
number of flowers formed per corm was
counted, the stigma length was measured
before and after the drying process, and the
dry and fresh stigma weights were measured
with a resolution of 0.1 mg.

The vegetative growth of the plants (num-
ber of corms formed, and roots and leaves in
the dry and fresh states) was measured after
90 d of flowering. At the end of the experi-
ment, the corms formed per plant were classi-
fied according to diameter, and the fresh and
dry weights of the leaves were also measured.
Roots were rinsed in distilled water to
remove substrate residue, weighed, and trans-
ferred to paper bags for drying. This was
accomplished by placing the material in a
convection oven (Heratherm; ThermoScien-
tific, Waltham, MA) at 75 °C until a constant
weight was achieved. This was measured
using an OHAUS Adventurer Analytical Pre-
cision Analytical Balance (model AX 124/E;
OHAUS, Parsippany, NJ), with a precision to
four-tenths of a gram (Najera and Urrestarazu,
2019; Urrestarazu et al., 2016).

Saffron quality analysis. The aqueous
extracts of saffron were prepared according
to ISO 3632 (International Organization of
Standardization, 2011). The saffron filaments
were crushed and sieved, and 50 mg of the
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resulting powder was placed in a 100-mL
volumetric flask, to which 90 mL distilled
water was then added. The solution was
stirred using a magnetic stir bar at 1000 rpm
for 1 h while being kept away from light. The
flask was filled to 100 mL and the solution
was homogenized and filtered. After dilution
(1:10, v/v), the samples of each treatment
were measured in the 200- to 700-nm range
using a quartz cell (path length, 1 cm). Absor-
bance readings at 257, 310, and 440 nm were
related back to the 1% solution and were
expressed as E 1% (257 nm) (maximum
absorbance of picrocrocin), E 1% (330 nm)
(maximum absorbance of safranal), and E
1% (440 nm) (maximum absorbance of cro-
cin), according to ISO/TS 3632-2 (Interna-
tional Organization of Standardization,
2003). A blank system was prepared for
each. The results were obtained by direct
reading of the absorbance (D) as reported in
the following equation:

E1% = (D x 1000)/m (100 — M),

where D represents the specific absorbance,
m is the weight of the sample, and M is the
moisture of the sample.

Moisture was determined by weighing the
sample in a watch glass that had been dried
and tared previously. The tare containing the
test portion was placed in an oven at 103°C
for 16 h, and was then cooled and weighed
using an analytical balance. Moisture (M)
was calculated according to the following
equation:

M = (mi — mf) x 100/mh,

where mi represents the weight of the tare
containing the test sample (measured in
grams), mf is the weight of the tare more the
dry test sample (measured in grams), and mh
is the test sample to determine the humidity.
To determine the concentrations of crocin,
safranal, and picrocrocin, a standard curve
was used according to Khoulati et al. (2019),
and the absorbance was recorded using a
Helios Gamma UV-Vis Spectrophotometer
(Thermo Electron Corporation, Waltham, MA).
Experimental design and statistical analy-
sis. The experiment was performed using a
randomized complete block design, with four
blocks (Petersen, 1994). The results were
subjected to analysis of variance, and the
comparison of means was made using
Tukey’s test (P = 0.05) with statistical
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package Statgraphics Centurion XVII (Stat-
graphics Technologies Inc., The Plains, VA).

Results and Discussion

Effect on growth parameters. Flower stig-
mas are the main commercial product of the
saffron plant (Gresta et al., 2008). When the
cooled nutrient solution was applied, an
improvement of 20% and 24% was found in
the number of flowers formed and the dry
weight of the stigmas, respectively (Table 1).
Flower formation mean per corm was 50%
greater than that reported by Molina et al.
(2004b) under similar crop conditions. No
significant effects were recorded in the
remaining vegetative growth parameters. It is
well known that air temperature is one of the
most important factors to induce saffron
flowering (Gresta et al., 2009; Molina et al.,
2004a; Wang et al., 2021). Molina et al.
(2004a) reported that flower emergence
required the transfer of the corms from the
conditions of flower formation to a markedly
lower air temperature (17 °C). By applying a
colder environment, greater flower produc-
tion was obtained (Gresta et al., 2009). These
results were similar to those reported by
Urrestarazu et al. (2008) and Yan et al
(2012), who obtained significant benefits in
the productivity of horticultural crops under
soilless culture by means of modifying the
temperature of the nutrient solution and root
environment. This is because the root-zone
temperature is an important factor in plant
growth and water and nutrient uptake (Bode
Stoltzfus et al., 1998; Marschner et al., 1996;
Mozafar et al., 1993). So, the cooling of the
solution is a low-cost and environmentally
friendly method of increasing saffron yield.

Effect on chemical components. Under
soilless culture, the crocin, safranal, and pic-
rocrocin contents we obtained were signifi-
cantly greater than those reported by
Caballero et al. (2007) (Table 2). After apply-
ing cooled fertigation, increases of 16% and
91% in safranal and crocin, respectively,
were realized. However, no significant differ-
ences were found in the amount of picrocro-
cin. So, the fertigation temperature affects
two of the main bioactive compounds of
saffron.

Effect on saffron quality. Saffron quality
depends on the concentration of its major
metabolites according to ISO 3632/2 (Inter-
national Organization of Standardization,
2011). Table 3 shows significant differences
in the quality of saffron characteristics
according to nutrient solution temperature as
evaluated by absorption values. It is well
known that the secondary metabolites (i.e.,
crocin, picrocrocin, and safranal) range
greatly from country to country based on sev-
eral factors, including climatic conditions, the
harvest and drying processes, and storage
(Carmona et al., 2005). The data we obtained
were within the ranges reported by Carmona
et al. (2005). Under cooled fertigation,
absorption values for crocin, safranal, and
picrocrocin increased by 16%., 52%, and
13%, respectively, thus leading to an increase
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Table 1. Yield of saffron grown under soilless culture according to nutrient solution temperature.

Nutrient solution temperature

Yield characteristic 4t05°C 10 to 15°C
No. of flowers/corm 337+045 2.61 £ 0.19**
Stigma (mg/flower)

Fresh weight 42.60 = 1.99 40.72 + 1.89 ns

Dry weight 8.46 + 0.96 7.02 + 0.42*
Length of stigma (cm)

Fresh 3.33 £ 0.07 3.02+£ 042 ns

Dry 2.31 = 0.05 228 +0.02 ns
No. of corms/plant

Diameter, >1.5 cm 22.00 + 2.35 22.00 £ 3.46 ns

Diameter, <1.5 cm 23.80 £ 3.11 22.00 £ 2.45 ns
Leaves (g/corm)

Fresh weight 81.13 £9.72 78.57 £ 11.18 ns

Dry weight 23.80 £ 0.70 23.72 £ 247 ns
Roots (g/corm)

Fresh weight 12.38 + 3.38 16.85 + 3.96 ns

Dry weight 1.75 = 0.39 232+ 040 ns

Ns, *, **Nonsignificant or significant at 7 = 0.05 or 0.01, respectively, using Tukey’s test (n = 4).

Table 2. Pigment content of saffron according to the nutrient solution temperature (measured in milli-

grams per gram of stigmas).

Nutrient solution temperature

Bioactive compound 4to5°C 10 to 15°C
Crocin 117.90 £ 0.17 101.12 £ 0.17*
Safranal 3.09 + 0.01 1.61 + 0.31%*
Picrocrocin 59.74 = 0.01 59.25 £ 0.01 ns

Ns, *, **Nonsignificant or significant at # = 0.05 or 0.01, respectively, using Tukey’s test (n = 4).

Table 3. Quality characteristics of saffron according to International Organization for Standardization/
TS 3632-2 (2011) Normative versus nutrient solution temperature.

Category

Nutrient solution temperature” Value I 11 11 v
E 1% (440 nm)

absorption value of crocin

4to5°C 163.80* X

10to 15°C 137.68 ns X
E 1% (330 nm)

absorption value of safranal

4to05°C 35.71** X

10 to 15°C 17.20 ns X
E 1% (257 nm)

absorption value of picrocrocin

4to5°C 77.64* X

10to 15°C 67.69 Ns X

“E 1% (440 nm) is the maximum absorbance of crocin, E 1% (330 nm) is the maximum absorbance
of safranal, and E 1% (257 nm) is the maximum absorbance of picrocrocin.
Ns, *, **Nonsignificant or significant at 2 = 0.05 or 0.01, respectively, using Tukey’s test (n = 4).

in one level in the commercial ranking for
two of the main bioactive compounds of
saffron.

The temperature of fertigation is a behav-
ior of a eustressor according to the work by
Vazquez-Herndndez et al. (2019).

Conclusion

Fine-tuning the temperature of the nutritive
solution increases flower production, and cro-
cin and safranal content without affecting the
growth parameters of saffron. Cooling the
nutrient solution is an effective, low-cost, and
environmentally friendly methodology for

increasing saffron production and commercial
quality based on bioactive compounds and
organoleptic components.
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V. CAPITULO 2

El efecto de la conductividad eléctrica en la calidad
del azafran cultivado en un sistema de cultivo sin
suelo.
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ABSTRACT

Saffron is one of the most appreciated, traditional, and expensive spices in the world. The objective of our
study was to evaluate the effect of electric conductivities (ECs) of nutrient solution on the production, and
commercial qualities of saffron grown in soilless culture. Corms of saffron were placed in a controlled
cultivation chamber in pot of 0.5 L refilled with standard coir as substrate. The treatments with standard macro-
and Micronutrient content were the EC supplied at 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 and 3.5 dS m™. The parameter measured
were: vegetative growth, number of flowers per corms, the weight and length of stigmas, the absorption of
water, nitrate and potassium from fertigation, metabolite content and commercial categories. The amounts of
safranal, crocin, and picrocrocin were analyzed spectrophotometrically according to the International
Organization for Standardization [ISO/TS 3632-2 (2011) Normative]. The best results in fertigation uptake,
vegetative growth and commercial production were obtained at ECs of 2.0 to 2.5 dS m™, while the best

metabolite concentrations and commercial category were recorded between ECs of 2.5 to 3.0 dSm™.

Keywords: Crocus sativus L. Safranal. Crocin. ISO 3632. Saffron. Vegetative growth. Flowering.

1. Introduction
Saffron (Crocus sativus L.) most expensive species in the world and an ancient crop originating in the Orient
(Zohary and Hopf, 1994). It is highly valued for its gastronomic use (Garcia-Rodriguez et al., 2017; Chourak
et al., 2021), in cosmetics, perfumes and textile dye industries (Gohari et al., 2013). In recent years, its
medicinal effects have spread throughout the world and chemical analysis of saffron extract has revealed about

150 various compounds among them being crocin, crocetin, safranal, and picrocrocin which are the most
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important bioactive constituents of saffron (Amin et al., 2016; Ghadrdoost et al., 2011; Molina et al., 2005;
Bolhassani, 2018). The value of this quality of saffron spice will depends on its biologically active ingredients,
the higher the concentration, and the commercial quality (Gohari et al., 2013; Chourak et al., 2021; Sarwat
and Sumaiya, 2020). Caballero-Ortega (2007) collected saffron samples from around the world, finding great
variability in the concentration of crocin, safranal and picrocrocin, saffranal and crocin.

Much information is available on the use of saffron as a dye aroma and for medical purposes and other climatic
conditions (Gresta et al., 2009), but there are few studies on saffron under different soilless cultures and
temperature-controlled growth chambers (Valero et al., 2004; Molina et al., 2010; Chourak et al., 2021). On
the other hand, it is well known that the electrical conductivity (EC) of the nutrient solution is one of the
parameter more influence on the growth, yield and quality of different crops. Thus, it has been published how
EC affects for example growth and quality of tomatoes (Moya et al., 2017), the content of gamma linolenic
acid in borage seed oil (Urrestarazu et al., 2019), and/or growth and oil content in Parsley (Alvaro et al., 2016).
However, little is known about the effect of EC of the nutrient solution on saffron yield and quality and its
phytochemical contents. Therefore, the purpose of this study was to determine the effect of EC on the quality

of saffron grown in soilless systems.

2. Materials and Methods

2.1. Plant growth conditions and fertigation treatments
The experiment was carried out into controlled growth chambers located in the University of Almeria
(Spain). Corms of Crocus sativus L. From Minaya (Abacete, Spain) a traditional saffron producing area in
Spain under Regulatory Council Foundation of the Protected Designation of Origen La Mancha (DOP, 2021)
were used. Before planting, corms were incubated at 25° C (Molina et al., 2004) for 55 days. On 30" august
corms were transplants into individual 500 mL containers filled with coconut fiber substrate, whose the
physicochemical characteristics were described by Pozo et al. (2014). The experiment ended March 15.
LED lamps L18 T8 AP67 (Valoya, Helsinki, Finland) at light intensities of 220 umol-m2s* were used. The
spectral specifications have been described by a previous study (Urrestarazu et al., 2016). Photoperiods were
16/8 h (day/night) at a temperature of 18° C to 16° C and 25° to 18° C (day/night) for the flowering period
and the rest of the crop cycle, respectively. Relative humidity was of 85% to 80%.
The nutrient solution was based on a standard nutrient solution of Sonneveld and Straver (1994). The pH of
the nutrient solutions was always maintained at 5.8 with the addition of nitric acid.
In the absence of more detailed information on the optimum Electric Conductivities (EC) in the nutrient
solution of fertigation of saffron, the 2.0 EC treatment was considered the control treatment. The macro and
micronutrients of the nutrient solution of each treatment applied are shown in Table 1. Fertigation

management was carried out following previous methodology proposed by Urrestarazu (2015): the
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application of new fertigation was effected when the water in the growing unit reached 10% of the easily
available water (Rodriguez et al., 2014; Cunha-Chiamolera et al., 2017; Urrestarazu et al., 2017).

The pH, electrical conductivity (EC), nitrate and potassium content of the nutritive solution supplied and the
drainage were measured using a pH-meter Crison MM40+ (Hach® LPV2500.98.0002, Bizkaya, Spain), a
Conductivity meter EC-Meter Crison BASIC 30 (Hach® LPV2500.98.0002, Bizkaya, Spain), and a
LAQUATwiIn B-742 and B-731 (Horiba®, Northampton, UK), respectively. The volume was measured

using a test tube graduated to the one hundredth of a millimetre.

2.2. Yield and vegetative growth parameters

After flowering, it was counted the number of flowers formed per corm, stigma length was measured with a
ruler before and after drying process, dry and fresh weight of stigma, were measured using a two-tenth
precision scale analytical scale model Ohaus Adventurer AX, with a resolution of 0.1 mg.

The vegetative growth of the plants were measured at 90 days after last flowering. Corms formed per plant
were classified according to diameter. Leaves weight was measured before and after drying. Roots were
rinsed in distilled water, for removal of substrate residue than weighed and transferred to paper bags, and
dried, after which dry weights were obtained. This was measured using an OHAUS Adventurer Analytical
Precision Analytical Balance (model AX 124/E), with precision to four-tenths of a gram (Urrestarazu et al.,
2016; Néjera and Urrestarazu, 2019).

2.3. Saffron quality and analysis of metabolite content
The saffron aqueous extracts were carried out following ISO 3632 (2011a) method. A total of 50 mg of
filaments saffron, after crushing and sieving, was placed in a 100 ml volumetric flask, and 90 mL distilled
water was added. The solution was stirred using a magnetic stir bar at 1000 rpm for 1 h while being kept
away from light. The flask was filled to the 100 ml mark, and the solution was homogenized and filtered.
After dilution (1:10, v/v), the samples of each treatment were measured in the range from 200 nm to 700 nm
by using a quartz cell (1 cm path-length). Absorbance readings at 257 nm, 310 nm and 440 nm were related
back to the 1 % solution and expressed as E* (257 nm) (maximum Abs of picrocrocin), E* (330 nm)
(maximum Abs of safranal) and E1* (440 nm) (maximum Abs of crocin), according to the ISO/TS 3632-1/2
(2003). A blank system was prepared for each. The results have been obtained by direct reading of the
absorbance (D) as reported in the following:

E = (D x 1000) / m (100 — M)

where D: specific Abs, m: the weight of the sample and M: moisture of the sample.
Moisture determined by weighing the sample in a tare, previously dried and tared. The tare containing the
test portion is placed in the oven at 103° C for 16 h and then cooled and weighed using an analytical balance.
Moisture (M) results calculated according to the equation:
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M = (mi — mf) x 100 / mh.
Where mi: the weight of the tare more the test sample (g), mf: the weight of the tare more the dry test sample
(9) and mh: test sample to determine the humidity.
For the determination of crocin, safranal and picrocrocin concentration a standard curve were determinate
according to (Khoulati et al., 2019). The material used for analysis was thermo electron corporation Helios
gamm UV-Vis scanning spectrophotometer.

2.4. Design and analysis of experiments
The experimental design was a randomized complete block system with 5 treatments and 4 replicate (n = 4)
with twelve plants per experimental unit. Statistical analysis was performed using ANOVA and Tukey test
and a quadratic equation fit and its R2. In order to evaluate the presence of relationship between significant
parameter of productive and metabolic content and other quality parameter of saffron, a Pearson correlation
analysis was also performance plotting these values. The program Statgraphics Centurion, 2020 was used
for analysis of data.

3. Results and discussion

3.1. Effect on fertigation parameters
EC of the nutrient had a significant effect on nitrate, potassium and water absorption (Figure 1). The bigger
data were found between 2.0 and 2.5 dS m™!. Values above 2.5 and below 2.0 EC resulted in decreased uptake
of both nitrate and potassium anions and water volume. Between EC values from 3.0 to 3.5 dS m’!, the
absorption remained constant, which results in a low quadratic fit value. Similar effect of transport of Nitrate
and Potassium and volume transported in the xylem sap content were reported by Gallegos-Cedillo et al.
(2016) with tomato plant, where these values remained constant between 3.5 and 4.5 dS m™!. Thus, the saffron

plant, in relation to nutrient and water absorption, was shown to be a moderately tolerant crop to salinity.

3.2. Effect of growth and yield
The mean number of flowers per corm was similar to report by Chourak et al. (2021), who also grown saffron
plants under soilless culture (Table 2). The EC of the nutrient solution significantly affected flower production.
The highest proportion of flowers occurred between ECs of 2.0 and 2.5 dS m, while ECs of 1.5 and 3.5
decreased production by 10 and 12%, respectively. The total yield of stigmas (Average number of flowers
corm™ multiplied by the average dry weight or each stigma) was very significantly higher between this ranges
of EC from 2.0 to 2.5 dS m™. Yarami and Sepaskhah (2015) published that saffron can be considered a saline-
sensitive crop, however they found a decrease of production in traditional soil culture production above 3.5

dSm.
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Stigmas are the main commercial product of the saffron plant. The mean stigma weight was higher than those
reported in traditional soil cultivation by McGimpsey et al. (1997) and Gresta et al. (2008, 2009), and similar
to those published by Molina et al. (2010) and Chourak et al. (2021) by soilless culture, but it is well know
that this probably is related to the diameter of corms used rather than to other environment conditions. EC
values above 2.5 dS m* reduced stigma production significantly.

In Spain and other countries the stigma length is considered an important commercial parameter for saffron
market (Herrero, 2002; 1SO, 2011b). The values were similar to reported by Chourak et al. (2021), and a
significant decrease in stigmas length was recorded for ECs over 3 dS m™. After the first yield from the corms,
in general, for the rest of the saffron growth parameters, the best results were obtained between the ECs of 2.0
and 2.5dS m™.

3.3. Effect on chemical components

Crocin, safranal, and picrocrocin contents were significantly greater than those reported by Caballero-Ortega
etal. (2007) from Spain other countries by traditional production, and similar to found by Chourak et al. (2021)
under soilless culture (Table 3).

The ECs of the nutrient solution did not affect clearly to the safranal and picrocrocin content of saffron stigmas,
while the highest concentration was recorded between the ECs of 2.5 and 3.0 dS m™. In soilless and
conventional soils, it is well known that the concentration of certain phytochemicals is strongly influenced by
the salinity level of the fertigation (E.g. Ben Taarit et al., 2010; Neffati et al., 2013; Alvaro et al., 2016). As a
similar example in phytochemical levels Urrestarazu et al. (2019) found that the case of gamma linolenic
content in borage plants, considered tolerant to salt stress, increased with ECs higher than 2.20 dS m™ up to
4.5.

3.4. Effect on commercial saffron quality

It was described as the absorption readings at 257 and 440 nm have been directly related to the amount of
picrocrocin and crocetin esters in the stigmas, respectively (that is, bitterness and colouring power) (Gresta et
al., 2009). The values found by soilless culture in this study were slightly higher than those reported for
traditional soils from different localities reported by Gresta et al. (2009) and similar to Chourak et al. (2021)
who were also working in soilless culture systems (Table 4).

The ECs of the nutrient solution did not show a clear effect at E1% (330 nm) absorption value of safranal.
However, the absorption values at E1% (440 nm) and E1% (257 nm) (by crocin and picrocrocin, respectively)
were significantly affected. While the highest absorption values (at 440 nm) were obtained with the lowest
EC, the values between 2.5 and 3.0 dS m™ achieved the best results for absorption values at 257 nm, recording

the threshold for its decreases to the value of 3.5 dS m™.
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Finally, the correlation analysis showed clear relationship within yield and EC treatments (Table 5); however,
no correlations were found between EC levels and phytochemical composition or measured commercial
quality. This could be due to a quadratic curve fit described for crocin and the slight effect that ECs had on
safranal and picrocrocin. There was a positive correlation between number of flowers and weight of stigma,
opposite result was reported by Gresta et al. (2009), who found more influence between flower number and
higher stigma weight.

As summary Figure 2 show the results fitted to a model based on Sonneveld and Voogt (2009), which in turn
is a rescaling of classic model of Maas and Hoffman (1997). Except for vegetative growth (R?>=0.378), a
significant correlation to a quadratic equation of order three was found for the rest of the parameters (from
R?=0.967 to R?>=0.998). While for vegetative growth, absorption of fertigation, and yield the optimum was in
the EC range of 2.0 to 2.5 dS m’!, for metabolite content it was between 2.5 and 3.0 dS m™!. For a sub-optimun
level (of 1.5 dS m™), a decrease of 45, 16, 14 and 5% was recorded for fertigation uptake, yield, vegetative
growth and metabolite content, respectively.

While for higher levels of EC (4 dS m™') they were even greater. Comparing the parameters of growth,
production and fertigation absorption, the latter were the most affected. While the metabolite content showed
the lowest percentage variation with the variation of the EC levels of the nutrient solution. These results were
similar to Urrestarazu et al. (2019) in relation to the content of gamma-linolenic acid, where found a different

optimum level by vegetative and reproductive growth (flower) and content in seed of this metabolite content.

4. Conclusion
Results showed clear relationships within quantitative and qualitative saffron yield versus of the different ECs
of the nutrient solutions.
Quality categories of saffron by soilless culture according to the ISO normative were slightly higher than
traditional culture in soil.
While the best saffron production results were obtained with intermediate ECs (from 2.0 to 2.5 dS m™), the
highest metabolite concentrations measured and commercial category were between 2.5 and 3.0, and an

increase of more than 3.0 dS m™! led to a loss of quantity and quality of saffron yield.
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Table 1

Nutrient solution compositions for different salinities expressed as Electric Conductivities (EC).

EC Macronutrient (mM) Micronutrient (UM)
dSm?* pH NOs H,POs SO~ K' Ca®* Mg* FEe Mn Cu Zn B Mo
15 580 7.69 112 131 355 375 113 15 10 0.75 5 30 05
2.0 580 10.25 150 175 475 500 151 15 10 0.75 5 30 05
2.5 580 12381 188 219 595 625 1.89 15 10 0.75 5 30 05
3.0 580 15.37 226 263 714 750 227 15 10 0.75 5 30 05
3.5 580 17.97 264 307 834 9.00 265 15 10 0.75 5 30 05

*Based on Sonneveld and Straver (1994).
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Table 2
Growth and yield of saffron in soilless culture systems as a function of the electrical conductivity (EC,

dS m™) of the nutrient solution.

EC
1.5 2.0 2.5 3.0 3.5

Number of flower corm™ 5 64 b 2.92a 2.70 ab 257¢ 256¢
Stigma (mg flower™)

Fresh wt 43.00 a 4434 a 42.84 ab 40.00 b 40.52b

Dry wt 7.15a 725a 7.15a 6.90 b 6.95b
Length of stigma (cm)

Fresh 3.16a 3.28a 3.16a 327a 334a

Dry 2.02a 2.15a 224a 2.15a 2.11a
Number of Corms plant™!

> 1.5 cm Diameter 933 a 9.83 a 9.17 a 933 a 8.17b

< 1.5 cm Diameter 8.50b 10.32 a 6.30 ¢ 6.33 ¢ 7.22¢

Total 17.83 b 20.15 a 1547 b 15.66 b 15.38b
Leaves (g corm™)

Fresh wt 19.37b 28.21 a 28.53 a 28.80b 22.94b

Dry wt 7.64b 9.11a 8.79b 8.70b 8.27b
Root (g corm™)

Fresh wt 1.67 ¢ 2.88 a 3.06 a 2.80 ab 2.61b

Dry wt 0.18 ¢ 0.34 a 0.32 a 0.26 b 0.28 b

Different letter indicates significant differences at P < 0.05 according to Tukey test. n = 4.



Table 3
Pigment content of saffron according to nutrient solution (EC, dS m™).

mg g Stigma

Crocin Safranal Picrocrocin
1.5 138.18 + 2.63b 263 =+ 0.12a 6090 + 0.13a
2.0 131.60 =+ 2.86bc 28 £+ 0.07a 59.78 + 0.16a
2.5 14632 + 253a 253 £+ 0.08a 60.18 =+ 0.12a
3.0 146.63 + 286a 28 =+ 0.09a 60.54 + 0.09a
35 125.16 + 2.39¢ 239 + 0.08a 59.82 + 0.09a

Different letter indicates significant differences at P < 0.05 according to Tukey test. n = 4.



Table 4
Quality characteristics of saffron according to ISO/TS 3632-2 (2011) Normative versus nutrient solution

EC (dS m™).

Category
I I ar  1v

E1% (440 nm) absorption value of crocin

1.5 189.13 £ 480b X

2.0 17795 + 4.66b X

2.5 19948 + 7.68a X

3.0 19949 + 9.19a X

3.5 17273 + 16.60 ab X
E1% (330 nm) absorption value of safranal

1.5 29.84 + 0.28a X

2.0 32.12 + 0.28a X

2.5 28.59 + 0.88a X

3.0 32.49 + 034a X

3.5 27.02 + 022a X
E1% (257 nm) absorption value of picrocrocin

1.5 95.52 + 1.14a X

2.0 76.51 + 2.14Db X

2.5 83.93 + 1220 X

3.0 89.45 + 226ab X

3.5 78.65 + 2470 X

Different letter indicates significant differences at P < 0.05 according to Tukey test. n = 4.



Table 5

Pearson correlation matrix of production, commercial parameters and chemical analysis.

Flower Num Fresh wtstigma  Dry wt stigma Total Yield  Crocin  Safranal Picrocrocin  Metabolite total Crocin abs  Safranal abs Picrocrocin abs
EC -0.550 -0.807** -0.807** -0.714* -0.186  -0.368 -0.462 -0.210 -0.146 -0.359 -0.421
Flower Num 0.877** 0.877** 0.846** -0.144 0.470 -0.429 -0.150 -0.231 0.419 -0.482
Fresh wt stigma 0.999%*** 0.796** -0.085 0.221 -0.128 -0.083 -0.145 0.179 -0.169
Dry wt stigmas 0.669* -0.068 0.179 -0.125 -0.068 -0.126 0.138 -0.163
Total Yield -0.305 0.565 -0.133 -0.288 -0.384 0.527 -0.187
Crocin 0.365 0.590 0.999*** 0.995*** 0.397 0.572
Safranal 0.176 0.381 0.285 0.998*** 0.112
Picrocrocin 0.621** 0.620** 0.225 0.998***
Metabolite total 0.994*** 0.414 0.602*
Crocin abs value 0.320 0.609*
Safranal abs value 0.163

*, ** and *** indicate significance for 0.05, 0.01 and 0.001, respectively.
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Fig. 1. Nitrate, potassium and water absorption of saffron plant versus electric conductivity
(EC) of nutrient solution (dS m™).
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Capitulo 3. Efectos de las técnicas de iluminacién artificial en la produccion de azafran

en sistemas de cultivo sin suelo

Yasmina Chourak! y Miguel Urrestarazu!
! Departamento de Agronomia, Universidad de Almeria, Almeria, Espafia.

ABSTRACT

Las lamparas de diodos emisores de luz (LEDs) constituyen uno de los mas importantes avances en la
iluminacién artificial en horticultura de las Ultimas décadas. El objetivo de este estudio fue comparar diversos
parametros en el cultivo de azafran en sustrato bajo tres lamparas LED comerciales de 18 W, se evaluo el
efecto de dos iluminarias con espectros especifico para horticultura (T1y T2), la T2 es recomendada para la
induccidn a flor. El experimento se llevo a cabo con cormos de azafran. En una camara de crecimiento vegetal
controlada se dispusieron los cormos de azafran sometiéndose a diferentes tratamientos, todos a una densidad
de 5.95 lamparas m. Se midieron los valores de la iluminancia (Lux) y del flujo fotosintético de fotones (FFF,
umol m2s?) de las Iamparas LED utilizadas. Se evaluaron el rendimiento obtenido, como nimero de flores,
peso fresco y seco de estigmas, la biomasa del cultivo como peso fresco y seco de las hojas, raices y nimero
de cormos producidos y la calidad del azafran, como contenido de crocina, safranal y picrocrocina. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los distintos tratamientos para la produccion y
biomasa. EI mejor tratamiento en cuanto a la produccién de los compuestos quimicos relacionados con la
calidad fue el de las lamparas de espectro equivalente a la luz solar (T1), si bien obtuvo la misma categoria en

calidad que el tratamiento control.

Keywords: Diodos Emisores de Luz, Crocus sativus, ISO 3632, crocina, picrocrocina, safranal.

1. Introduccion
El azafran (Crocus sativus L.) es una planta de floracion otofial perteneciente a la familia Iridaceae, reconocida
mundialmente por sus estigmas rojos, que constituyen una de las especias mas apreciada y cara del mundo
(Gresta et al. 2008). Desde la antigiiedad se ha usado como condimento en cocinas de todo el mundo,
utilizdndose ampliamente en la industria alimentaria (Hosseinzadeh y Nassiri-Asl 2012; Garcia-Rodriguez et
al. 2017). También se le ha dado un amplio uso en medicina tradicional, suscitando un creciente interés por
los efectos biologicos de sus componentes quimicos principales como la crocina, el safranal y la picrocrocina
(Molina et al. 2005) gracias a sus posibles aplicaciones médicas, en particular las basadas en sus propiedades
citotoxicas, anticancerigenas, antitumorales y contra el estrés cronico (Ghadrdoost et al. 2011; Bolhassani et
al. 2014; Amin et al. 2016; Naeimi et al. 2019). Las cantidades de estos compuestos principales se utilizan
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para expresar la calidad del azafrdn (Hadizadeh et al. 2007). Cuanto mayor sea la cantidad de estos

compuestos, mayor serd la calidad del azafran (Gohari et al. 2013).

El azafran ha sido tradicionalmente cultivado en suelo como un cultivo semiperenne, con grandes gastos en
mano de obra y bajas producciones. Para incrementar la produccion y calidad del azafran y reducir el gasto en
mano de obra se requieren grandes cambios en el método de cultivo, introduciendo nuevas técnicas de
produccion como el cultivo sin suelo, mejoras en la gestion del uso del agua, nutrientes y manejo de plagas y
enfermedades o el control climatico (Maggio, 2006; Pérez y Gracia, 2020). Los avances en las nuevas técnicas
de produccion muestran que el azafrdn puede constituirse en una interesante alternativa productiva para
pequefias empresas de base tecnoldgica (Poggi, 2009).

Dentro de las nuevas técnicas efectivas centramos este estudio en las relacionadas conluces LEDs. Los
sistemas de iluminacion LED tienen beneficios muy variados, estando entre ellos su espectro, larga vida Util,
longitud de onda especifica, baja temperatura en su superficie y alta eficiencia energética. Por ello, las luces
LED se constituyen como un modo de iluminacion artificial energéticamente eficiente y beneficiosa para las
plantas (Urrestarazu et al. 2016; Bures et al. 2018).

Uno de los factores ambientales que més afecta al crecimiento de las plantas es la intensidad de la luz. Un
ejemplo es que, normalmente, las situaciones de alta intensidad luminica son reportadas como un factor que
causa fotoinhibicion (Long et al. 1994; Fukuda et al. 2008) Por otro lado, niveles de luz bajos son asociados a
un incremento del area foliar especifica y a la altura de la planta (Steinger et al. 2003; Fan et al. 2013).

El Flujo de Fotones Fotosintéticos (FFF) indica la cantidad de luz en el espectro de RFA (Radiacion
Fotosintéticamente Activa). Este valor varia en funcion del espectro de luz usado.En luz azul y roja, el valor
de absorcidn es del 90%, mientras que en luz verde varia entre el 70-80% (Terashima et al. 2009). Las luces
azules y rojas y su varianza en FFF han sido estudiados por varios autores (Li et al. 2013; Nelson y Bugbee,
2014). Se ha visto que determinados espectros promueven la formacién de sustancias quimicas que mejoran
la calidad y propiedades organolépticas de los vegetales durante su crecimiento y en postcosecha (Urrestarazu
et al. 2016; Najera et al. 2018; Ferron-Carrillo et al. 2021)

La iluminancia es un valor que se utiliza en horticultura a menudo para poder determinar la suficiencia de la
intensidad de la luz, con el fin de conseguir la méas idonea parael cultivo de especies vegetales (Fan et al. 2013;
Lietal. 2013).

El propdsito de este estudio es evaluar los efectos de diferentes espectros de lamparasLED sobre la produccion
de azafran y la calidad del mismo para optimizar el manejo de las técnicas de iluminacion en la produccién de

azafran en sustrato.
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2. Materiales y métodos

2.1. Condiciones de cultivo y material vegetal

El experimento se llevd a cabo en una camara de crecimiento vegetal controlada con iluminacion artificial, en
el Laboratorio de Control Climatico y Cultivo sin Suelo de la Universidad de Almeria (Almeria, Espafia),
durante los meses de agosto a octubre de 2019. Las condiciones climaticas establecidas para el cultivo fueron
de 15° C de temperatura, 85% de humedad relativa y un ciclo luz-oscuridad de 16/8 horas. Desde ese momento

hasta la finalizacion del experimento, en febrero de 2020, las plantas permanecieron en un invernadero.

El material vegetal fue Crocus sativus L. procedente de Minaya (Albacete, Espafia), una region productora
tradicional en Espafa bajo la Denominacion de Origen Protegida Azafran de La Mancha (EC Reg. 464/2001).
Previamente a su plantacion los cormos fueron incubadosa 25° C (Molina et al. 2004; Molina et al. 2005) durante
55 dias. Los cormos fueron dispuestosindividualmente en macetas de 180 mL de volumeny 7 y 4.5 cm de
didmetro superior e inferior, respectivamente, llenado previamente con fibra de coco humeda. Las
caracteristicas fisicas del sustrato han sido descritas previamente por Morales y Urrestarazu (2014). Las
macetas fueron dispuestas en bandejas para su traslado a la camara de crecimiento y dispuestas en vertical con
las distintas luces que compusieron los tratamientos. En total se plantaron 180 cormos, cuatro repeticiones de
tres tratamientos distintos con 15 macetas por repeticion. Los riegos se efectuaron cuando se alcanzaba un
consumo del 10% del agua facilmente disponible, regandose hasta obtener un drenaje de un 20% (Rodriguez et
al. 2014; Urrestarazu et al. 2015). La solucion nutritiva usada fue la recomendada por Sonneveld y Straver
(1994), con pH y conductividad eléctrica (CE) ajustados a 5.8 y 2.0, respectivamente. A los 15 dias de la
recoleccion de la ultima flor las bandejas fueron trasladadas a un invernadero donde pasaron 90 dias hasta
completar el resto de su ciclo vegetativo.

2.2. Ensayo con espectros de luz

Los cormos de azafran se desarrollaron bajo tres tratamientos de luz con distinta composicion espectral a una
densidad de 5.95 lamparas por m2. Como control se utilizaron lamparas blancas de LED de uso no agronémico,
constituyendo el TO (Roblan® LED T8 18W, Toledo, Espafia). Para los dos tratamientos restantes se usaron
lamparas de uso especifico en agronomia, siendo el T1 (Valoya® L18 NS1 18W, Helsinki, Finlandia), de
espectro similar a la luz solar y con una distribucion espectral de un 5% rojo lejano, 35% rojo, 39% verde,
20% azul y 1% de ultravioleta. Estd recomendado para todas las etapas de crecimiento. Para el T2se usaron
lamparas (Valoya® L18 AP67 Milky, Helsinki, Finlandia) que tienen un 17% de rojo lejano, 53% de rojo, 16%
de verde y 14% de color azul. Se recomienda especialmente para elcrecimiento vegetativo y la floracion.
Todas las lamparas eran de un consumo de 18W. Los espectros de luz usados fueron medidos con un medidor
UPRtek MK350S LED Meter (UPRtek®©, Taiwan), y se muestran en la Figura 1. Los valores de iluminancia
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(Lux) y del flujo fotosintético de fotones (FFF, pmol m2s™) fue medido con sensores LP471-PHOT y LP471-
PAR de Delta OHM® (Padua, Italia) y se muestran en la Tabla 1. Se muestrearon para cada medida de luz 4
puntos repartidos por la superficie de cultivo. Para la relacion R:FR (rojo/rojolejano) se consider6 la dada por

los fabricantes de las lamparas.

2.3. Parametros de crecimiento y cosecha

Para determinar el momento de la cosecha de flores seguimos el criterio propuesto por Kajikawa et al. (2019),
Figura 2. Se contabiliz6 el niamero de flores por cormo, se midio el peso de los estigmas usando una balanza
de precisién, en fresco y una vez secos tras pasar24 horas a 45° C en un horno de conveccién (Thermo
Scientific Heratherm, Alemania).

El crecimiento vegetativo de las plantas (nimero de bulbos formados, peso seco y fresco de raices y hojas) se
midié 90 dias después de la floracion. Al final del experimento, los cormos formados por planta se clasificaron
segun el diametro. Se midid el peso fresco y seco de las hojas. Las raices se enjuagaron en agua destilada, para
eliminar los restos del sustrato y se pesaron, después de transferirlas a bolsas de papel, para secarlas en
un horno de conveccion (Thermo Scientific Heratherm, Alemania) a 85° C hasta que se obtuvo un peso
constante y luego fue medido con una balanza analitica de precision OHAUS Adventurer modelo AX 124/E,

con una precision de dos décimas de gramo (Urrestarazu et al., 2016, Najera y Urrestarazu, 2019).

2.4. Analisis quimico
Los extractos acuosos de azafran se prepararon segun la norma ISO 3632 (2011). Se colocaron un total de 50
mg de filamentos de azafran, después de triturar y tamizar, en un matraz aforado de 100 ml, y se agregaron 90
ml de agua destilada. La solucion se agitdé usando una barra de agitacion magnética a 1000 rpm durante 1 h
mientras se mantenia alejada de laluz. El matraz se llené hasta la marca de 100 ml y la solucién se homogeneizé
y filtr6. Después de la dilucién (1:10, v/v), las muestras de cada tratamiento se midieron en el rango de 200
nm a 700 nm usando una celda de cuarzo (1 cm de longitud), Figura 3. Las lecturas de absorbancia a 257 nm,
310 nm y 440 nm, se relacionaron con la solucion al 1% y se expresaron como E1% (257 nm) (Abs maximo
de picrocrocina), E1% (330 nm) (Abs maximo de safranal) y E1% (440 nm) (Abs maximo de crocina), segun
ISO / TS 3632-2. Se prepar6 una muestra en blanco para cada uno. Los resultados se han obtenido mediante

la lectura directa de la absorbancia (D) segun la férmula:

E19% = (D x 1000) / m (100 - M) (1)

donde D: Absorbancia especifica, m: el peso de la muestray M: la humedad de la muestra.

La humedad se determina pesando la muestra en una balanza, previamente secada y tarada. La tara que
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contiene la porcion de prueba se coloca en el horno a 103° C durante 16 horas y luego se enfria y se pesa
usando una balanza analitica.

Los resultados de humedad (M) son calculados segun la ecuacion:

M = (mi - mf) x 100 / mh. (2)
donde mi: el peso de la tara mas la muestra de prueba (g), mf: el peso de la tara mas lamuestra de prueba
seca (g) y mh: muestra de prueba para determinar la humedad.
Para la determinacion de la concentracion de crocina, safranal y pirocrocina seutilizaron las curvas patrén
propuestas por Kholati et al. (2019).
Para la medida de la absorbancia se us6 un espectrofotometro UV-Vis Helios TMGamma, (Thermo Fisher

Scientific, Waltham, Massachusetts).

2.5. Disefio estadistico y anélisis
El ensayo fue realizado bajo un disefio de bloques al azar, donde los tratamientos fueronlos espectros. Se
realizaron cuatro repeticiones por tratamiento, con 15 cormos de azafran encada repeticion, totalizando 60
cormos por tratamiento. Los datos fueron sometidos a un analisis de la varianza, ANOVA, con un nivel de
significancia del 5%, 1% y 0.1% y posteriormente sus medias fueron comparadas mediante un test de Tukey.
Para el analisis se utilizé el programa estadistico Statgraphics Centurion® 18.1.13 (Warrenton, VA) y
Microsoftoffice Excel 2010.

3. Resultados y discusion

3.1. Irradiacién

Los valores de iluminancia (Lux) y del flujo fotosintético de fotones FFF, “umol m-2 s-”” obtenidos se muestran
en la Tabla 1. Con respecto al tratamiento testigo, TO, observamos en el T1 un incremento del 15% y del 16%
en la iluminancia y en el flujo fotosintético de fotonesrespectivamente, mientras el T2 muestra un descenso
del 45 % y 31% respectivamente. Observamos una baja eficiencia en emision del espectro RFA en la lampara

T2 con respecto alas otras lamparas. Nelson y Bugbee (2014), encontraron un amplio rango en la eficiencia

del FFF en distintos LEDs medidas en pmol J'l, asi mismo, demostraron que pequefias variacionesen la
eficiencia del FFF en distintos LEDs individuales llevaban asociadas grandes diferencias en la eficiencia
luminosa (lux), haciendo recomendable descartar esta medida la hora de seleccionar las lamparas a usar.
Similares resultados han sido observados para las lamparas usadas en el T2 cuando se comparan con respecto

a lamparas usadas para iluminacion general, TO (Najera et al. 2018; Urrestarazu et al. 2016).
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3.2. Efectos en la produccion
Los rendimientos obtenidos de cosecha de flores y estigmas se muestran en la Tabla 2. No se encuentran
diferencias estadisticamente significativas entre los distintos tratamientos, estando este resultado de acuerdo
con el mostrado previamente por Kajikawa et al. (2018).
El efecto de los distintos espectros sobre el crecimiento de la planta y sobre la produccién de cormos hijos se
muestran en la Tabla 3. No se observan diferencias estadisticamente significativas entre los distintos

tratamientos. Resultados similares han sido descritos por Gracia et al. (2010) y Kajikawa et al. (2018).

3.3. Efectos en la composicion quimica

La Tabla 4 muestra el contenido de crocina, safranal y picrocrocina obtenido para cadatratamiento. Se observa
un aumento del contenido de crocina del 20% para el T1 y de una disminucién del 17% para el T2 con respecto
al TO. Kajikawa et al. (2018), encontrd que espectros con unarelacion R/FR (rojo/rojo lejano) méas baja obtenian
mayores valores de este compuesto cuando eran cultivados bajo una misma intensidad luminosa. En nuestro
caso, centrandonos en la composicién espectral de cada ldmpara, seria de esperar que el T2 obtuviera valores
mayores que el TO y T1. El hecho de que no aparezca ese incremento esperado en nuestro estudio puede
deberse a que la intensidad de la luz en el T2 sea inferiora las intensidades de los otros tratamientos ya que hay
estudios previos (Fan et al. 2013) queprueban que entre valores FFF de 50-150 pmol m? s? la eficiencia
energética aumenta y porencima de estos valores esta eficiencia comienza a disminuir.

Para el safranal se obtienen incrementos del 10% y 23% para los tratamientos T1 y T2 respectivamente con
respecto al TO. Intervalos de variacion menores se encuentran para la concentracion de picrocrocina dandose

un incremento del 0.4% para el T1y un descenso del 2% para el T2 con respecto a TO.

Tanto para el safranal como para la picrocrocina no se han descrito los efectos de la aplicacion de distintos

espectros previamente.

3.4. Efectos en la calidad del azafran.
La calidad se determina mediante la cuantificacién espectrofotométrica de crocina, safranal y picrocrocina
mediante la medicion directa de la absorbancia de una solucion acuosa estandar al 1% de azafran seco a 440,
330y 257 nm, respectivamente (ISO / TS 3632 2003).En la Tabla 5 se muestran las absorbancias obtenidas y
las categorias de calidad segun dicha norma. Se observa que el T2 siempre aparece en una categoria un orden
inferior que el restode los tratamientos, excepto para el safranal. Esto es debido a que la norma asigna categorias
superiores a valores cada vez mayores de crocina y picrocrocina mientras que el rango exigido para el safranal

es el mismo para todas las categorias.
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4. Conclusiones

No se encuentraron diferencias estadisticamente significativas entre los distintos tratamientos estudiados en la
produccidn ni el crecimiento vegetativo.

El tratamiento con la lampara Valoya® L18 NS1 fue el que mejores resultados dio en cuanto a composicion
quimica del azafrén, pero la calidad obtenida segun la Norma ISO/TS 3632-2 fue la misma que para el
tratamiento con la lampara Roblan® LED T8.

Por lo tanto, si nuestro objetivo no es especificamente la produccién de crocina o picrocrocina, no se
recomienda el uso de lamparas Valoya® L18 NS1 ya que similares producciones y calidad se obtienen con
las ldmparas de uso general Roblan® LED T8 con un coste de luminarias inferior.
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TABLAS Y FIGURAS

Tabla 1. Valores de iluminancia (Lux), del flujo fotosintético de fotones FFF, “umol m 2 sy de la relacion
rojo/rojo lejano (R:FR) de las lamparas LED utilizadas como fuentes de espectros luminosos para el desarrollo

de plantas de azafran, a una densidad de 5.95 lAmparas-m-2.

Tratamientos lluminancia FFF R:FR
TO 4086 + 374 b 95.0+£105b 2.10
T1 4685+ 291a 109.9+59a 3.3
T2 2231+ 106 ¢ 66.0+3.8¢ 10.4

Letras diferentes indican diferencias significativas segin un test de Tukey a P <0.05, P <0.01, P <0.001.
TO = Roblan® LED T8 18W. T1 = Valoya® L18 NS1 18W. T2 = Valoya® L18 AP67 Milky. n = 4.

Tabla 2. Cosecha de azafran en sustrato segln los distintos tipos de espectros de luz.

TO T1 T2
NUmero de flores cormo /7, 5664 243+0.76a 267+0.362
Estigma (mg cormo-?)
Peso fresco 34.98+9.16 a 29.70+1.77 a 29.77+0.40 a
Peso seco 6.34+0.85a 6.05+0.37 a 6.10+0.17 a

Letras diferentes indican diferencias significativas segln un test de Tukey a P <0.05, P <0.01, P <0.001.
TO =Roblan® LED T8 18W. T1 = Valoya® L18 NS1 18W. T2 = Valoya® L18. AP67 Milky.n =4.

Tabla 3. Efectos de los distintos espectros de luz sobre parametros de crecimiento en azafran.

TO T1 T2

Ndmero cormos planta
Diametro > 1.5 cm 6.56 +0.32 a 5.62+0.66 a 6.56+0.32a
Didmetro<1.5cm 6.31+£1.13a 6.56 £2.00 a 6.50+1.87a
Hojas (g cormos-t)

Peso fresco 3498+9.16a 29.70+1.77 a 29.77+0.40a

Peso seco 6.34+0.85a 6.05£0.37a 6.10x0.17a
Humedad (%) 49.86 +10.74 a 4321 +4.67a 49.62 +4.46 a
Raices (g cormos-1)

Peso fresco 490+284a 234+0.70a 532+282a

Peso seco 055+0.21b 0.32£0.09¢c 0.83x0.28a
Humedad (%0) 87.73+3.07a 86.51+0.45a 8290+5.71a

Letras diferentes indican diferencias significativas segun un test de Tukey a P <0.05, P <0.01,P <0.001.
TO = Roblan® LED T8 18W. T1 = Valoya® L18 NS1 18W. T2 = Valoya® L18 AP67 Milky. n = 4.
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Tabla 4. Contenido de crocina, safranal y picrocrocina (mg/g de estigmas).

TO T1 T2
Crocina 11784 + 110 b 14095 + 0.17 a 98.12 + 010 c
Safranal 2.61 + 003 ¢ 2.87 + 001 b 3.20 + 0.01 a
Picrocrocina 59.96 + 001 b 60.21 + 001 a 5861 <+ 0.01 ¢

Letras diferentes indican diferencias significativas segun un test de Tukey a P <0.05, P <0.01,
P <0.001. TO = Roblan® LED T8 18W. T1 = Valoya® L18 NS1 18W. T2 = Valoya® L 18
APG67 Milky. n=4.

Tabla 5. Calidad del azafran por categorias de acuerdo a la Norma ISO/TS 3632-2 para los

distintos tratamientos.

Absorbancia Categoria: [ T

E1% (440 nm)

TO 164.41 +1.45 b X

T1 182.09+ 0.21 a X

T2 139.09 £ 0.13 c X
E1% (330 nm)

TO 29.98+£0.34 c X

T1 31.01+£0.12 b X

T2 37.29+£0.13 a X
E1% (257 nm)

TO 81.54+£0.13 a X

T1 79.89+£0.21 b X

T2 60.01+£0.13 c X

Letras diferentes indican diferencias significativas segun un test de Tukey a P <0.05, P <
0.01, P <0.001. TO = Roblan® LED T8 18W. T1 = Valoya® L18 NS1 18W.
T2 = Valoya® L18 AP67 Milky. E% (440nm). Ex*% (330nm). E2» (257nm) = Absorbancia

especifica a 440 nm, 330 nm y257 nm con la solucion al 1%.
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Figura 1. Distribucion espectral de los diferentes tratamientos de luz, desde 380 hasta 780 nm. TO, T1y T2 representan
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Figura 2. Criterio para determinar el momento de la cosecha de flores y estigmas. La flecha sélida y la flecha
discontinua representan el diametro de la flor y el intervalo maximoentre los bordes de los pétalos que se
enfrentan entre si, respectivamente. Se determiné que las flores estaban en plena floracion y cuando ambas

flechas tenian la misma longitud. A: floracién parcial; B: plena floracién. (Adaptado de Kajikawa et al., 2018).
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Conclusiones

Generales

Las técnicas de fertirrigacion controlada conducen a una significativa mejora en la productividad, contenido
de compuestos fitoquimicos y calidad organoléptica del azafran. Ademas, La luminotecnia constituye una
herramienta eficaz para la mejora del cultivo de azafran y su fitoquimica .

Por capitulos

Capitulo 1. El ajuste de la temperatura de la solucion nutritiva aumenta la produccion de flores y el contenido
de crocina y safranal, sin afectar los parametros de crecimiento vegetativo de las plantas de azafran. El
enfriamiento de la solucion nutritiva es una metodologia eficaz, de bajo coste y respetuosa con el medio
ambiente para incrementar la produccion y calidad comercial de azafran, asi como de sus compuestos
bioactivos y caracteristicas organolépticas.

Capitulo 2. Los resultados mostraron relaciones estadisticamente significativas entre el rendimiento
cuantitativo y cualitativo del azafran en funcién de las diferentes CE de las soluciones nutritivas. Las
categorias de calidad de azafran para cultivo sin suelo, segun las normas I1SO, fueron ligeramente superiores
a las del cultivo tradicional en suelo. Mientras que los mejores resultados de produccion de azafran se
obtuvieron con CE intermedias (de 2.0 hasta 2.5 dS m™), las concentraciones mas altas de metabolitos medidos
y la categoria comercial estuvieron entre 2.5y 3.0 dS m™, y un aumento por encima de 3.0 dS m™ condujo a
una pérdida de cantidad y calidad de productividad.

Capitulo 3. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los distintos tratamientos
estudiados en cuanto a la produccion y al crecimiento vegetativo de las plantas. El tratamiento con la lampara
Valoya® L18 NS1 fue el que mejores resultados proporciond en cuanto a composicion bioquimica del azafran,
sin embargo, la calidad obtenida segun la Norma ISO/TS 3632-2 fue similar a la obtenida mediante el
tratamiento con la lampara Roblan® LED T8. Por lo tanto, si el objetivo del cultivo no es especificamente la
produccion de crocina o picrocrocina, no se recomienda el uso de lamparas Valoya® L18 NS1. Esto se debe a

que se obtienen producciones similares y calidades mediante las lamparas de uso general Roblan® LED T8,
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las cuales presentant un coste de luminarias inferior.
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