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RESUMEN

Cada vez es mas comun el uso de plantas medicinales para tratar
diferentes afecciones. En los ultimos anos se ha desarrollado un gran
interés por el estudio de las propiedades del azafran, (Crocus sativus L.),
y de sus componentes activos principales. El objetivo de este trabajo ha
sido caracterizar los parametros de calidad del azafran cultivado tanto
en distintas zonas de la geografia espafiola como en Irdn de forma
comparativa y atendiendo ademas a sus componentes bioactivos. Los
resultados mostraron una alta variabilidad dependiendo del origen de
las muestras. Aunque en general las muestras procedentes de Iran
mostraron mayor poder colorante y mayores niveles de polifenoles
totales, el poder aromatico mostro valores mas altos en algunas de las
muestras procedentes de Espafia. Ademads, las muestras espafnolas
mostraron mejores niveles de carotenos y de actividad antioxidante, asi

como niveles microbioldgicos mas bajos.

Palabras clave: Azafran, Actividad antioxidante, Poder Colorante,

Polifenoles, Carotenoides.
Abstract

The use of medicinal plants to treat different conditions is increasing
through the years. In recent years there has been a great interest in
studying the properties of saffron (Crocus sativus L.), and its main active
components. The aim of this research has been to characterize the
quality parameters of saffron cultivated in different areas of the Spanish
geography and in Iran in a comparative manner and also attending to
its bioactive components. The results showed a high variability
depending on the origin of the samples. Although in general the
samples from Iran showed greater coloring power and higher levels of
total polyphenols, the aromatic power showed better levels in some of
the samples from Spain. In addition, the Spanish samples showed better
levels of carotenoids and antioxidant activity as well as lower

microbiological levels.

Keywords: Saffron, Antioxidant activity, Coloring Power, Polyphenols,

Carotenoids.
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1. INTRODUCCION

1.1.  Azafran: taxonomia y caracteristicas generales

El azafran es la especia mas valiosa del mundo, debido a sus propiedades
Unicas y al trabajo minucioso que conlleva, ya que su produccion es
basicamente artesanal. Ademds, se necesita gran cantidad de flores para
conseguir un kilogramo de azafran, de hecho, se estima que hacen falta mas
de 170.000 flores para obtener solamente un kilogramo de azafran seco.

El azafrdn especia se obtiene de una planta perenne sin tallo, de una altura de
entre 10 y 25 cm, que procede de la familia de las Iridaceae, del género Crocus y
de la especie Crocus sativus L., seguin el Codigo Internacional de Nomenclatura
Boténica (Alonso et al., 1988). Cabe destacar que esta planta so6lo florece una
vez al afo y que la flor permanece abierta durante dos o tres dias, en los cuales
se deben recogen los estigmas de la flor del azafrdan, que posteriormente se
someten a un proceso de deshidratacion o secado. De este modo, se obtiene el
azafran comercial, que consiste en los estigmas de color rojo secos con una

pequeiia porcion de estilo amarillento agregado.

Fotografia 1. Planta del azafran

Fotografia 2. Estigmas de azafran
secos (azafran comercial)




1.2. Obtencidon del azafran comercial

Para obtener el azafran comercial, en primer lugar, se realiza la cosecha de
las flores, para luego proceder a la separacion de los estigmas del resto de la
flor, proceso también conocido como monda. Una vez realizadas estas
operaciones, que cabe destacar que basicamente se realizan de forma manual,
debido a la dificultad de mecanizacion de éstas, se realiza la operacion,
probablemente, mds importante, que es la deshidratacion de los estigmas
recogidos en la monda.

Cabe destacar que, la deshidratacion se realiza por diferentes métodos en las
distintas zonas o paises de los que procede el azafran, segun las técnicas y
maquinarias de las que dispone cada pais. Asi, por un lado, en paises como
Irdn, India o Marruecos, generalmente, la deshidratacion se realiza
extendiendo los estigmas de azafran en grandes superficies, exponiéndolas
directamente al sol. También se puede dar el caso de extender los estigmas a
la sombra en un lugar ventilado. Concretamente, en India, los estigmas se
extienden en las grandes superficies directamente al sol durante tres o cinco
dias, tiempo en el cual se alcanza una humedad de entre ocho y diez por ciento
(8-10%), segtin Nauriyal et al., (1997) y Sampathu et al., (1984). Cabe destacar
que, en el drea de Kashmir, India, una de las zonas mas productoras del
mundo actualmente, se opta primero por desecar la flor completa del azafran
para luego separar los estigmas (Hassnain, 1998).

Segun Ait-Oubahou y El-Otmani (1999), en Marruecos, la deshidratacion se
realiza colocando los estigmas sobre telas en capas muy finas, dejandolas al
sol durante dos horas. En el caso de que se extiendan a la sombra se tarda entre
siete y diez dias hasta alcanzar el grado de desecacién deseado.

Por otro lado, en paises europeos, como Italia, Grecia y Espafa la
deshidratacion del azafrdn se realiza mediante flujos de aire caliente o

colocandolos sobre una fuente de calor.




En el caso de Italia, la deshidratacion se realiza situando los estigmas en un
cedazo colocado a 20 cm, aproximadamente, sobre ascuas de roble durante 15
0 20 minutos hasta alcanzar una humedad entre el 5 y el 20 por ciento. En este
rango de humedad los estigmas poseen cierto grado de elasticidad al
presionarlos con los dedos (Tammaro, 1999). En Cerdenia, Italia, antes de
proceder a la deshidratacion, se realiza otra operacion, que es la “feidatura”. La
“feidatura” consiste en impregnar ligeramente los estigmas con aceite de oliva
virgen. La cantidad de aceite que se utiliza es insignificante, ya que se utiliza
un cuarto de una cucharilla de café por cada 100 gramos de azafran fresco,
pero es adecuada para mejorar el aspecto del azafrdn y prologar su
conservacion. A continuacion, el proceso de deshidratacion se lleva a cabo
extendiendo los estigmas sobre tablas de madera que, posteriormente, se
sittian al sol o en la chimenea durante el tiempo que permanezca la brasa. Por
este método, el proceso de deshidrataciéon dura una noche. Es importante
saber que, actualmente, también se utilizan secaderos eléctricos equipados con
un termostato a una temperatura de 45 °C.

En el caso de Grecia, tanto los estigmas como los estambres se extienden en
una capa fina sobre bandejas con fondo de tela de seda. Posteriormente, estas
bandejas se introducen en uno soportes verticales y, éstos a su vez, en
habitaciones habilitadas para la deshidratacion. Estas habitaciones se
mantienen a 20 °C, para después elevarse a 30 — 35 °C, hasta que se alcanza
una humedad final de 10- 11 %.

En Espafia, concretamente, en Castilla - La Mancha, en la que hay una
Denominacion de Origen Protegida del Azafran (D.O.P), la deshidratacién se
realiza extendiendo los estigmas en capas finas de 2 cm, aproximadamente,
sobre cedazos de tela metdlica o seda, que se someten a fuentes de calor como
cocinas de gas butano, brasas de sarmiento y braseros eléctricos o a carbon por

una duracion de 30 minutos y a temperaturas superiores a 70 °C.




Otro método que se emplea para la deshidrataciéon del azafran es la
liofilizacion. Este método proporciona una serie de ventajas con respecto a la
deshidratacion tradicional, como el mantenimiento del tamario, la forma y el

color de los estigmas. Sin embargo, el aroma se ve afectado por este método.

El empleo de la deshidratacion por las diferentes técnicas descritas tiene un
objetivo en comun. Este objetivo es conseguir una humedad final reducida,
que determina el final del proceso. Alcanzada la humedad deseada, el azafran
se debe almacenar en lugares protegidos de alta humedad relativa, de la luz,
de la temperatura, del oxigeno y de largos periodos de almacenamiento,
puesto que, estos factores estan relacionados con la degradacion del color y el
aroma del azafran y, por consiguiente, la calidad del producto sera menor.
Cabe destacar que, en Cerdena (Italia) el azafran deshidratado, se almacena en
contenedores metalicos o de vidrio opaco, para evitar la exposicion a la luz y
el oxigeno, durante 12 meses desde la produccion, aproximadamente. No hay
constancia de que se realicen controles de temperatura y humedad relativa,
pero, con respecto a la humedad del producto final, cabe resaltar que, segun
los analisis realizados, la humedad del azafran comercial no supera el 10 %.
Sin embargo, en Castilla - La Mancha (Espafia), el azafran se almacena en
recipientes de plastico, bolsas de polietileno o cajas de carton durante un ano
maximo desde su recoleccion en lugares secos y protegidos de la luz. Se
realizan controles rigurosos sobre la temperatura y la humedad, cuyos valores
deben estar comprendidos entre 5 - 10 °C y 30 — 50 %, respectivamente, con

ayuda de termohigrémetros.




1.3. Importancia econémica y social del azafran

Los datos mas recientes sobre la produccion a nivel mundial del cultivo
de azafran fueron recogidos en el Primer Simposio Internacional sobre
Biologia y Biotecnologia en el afio 2003, los cuales se reflejan en la siguiente
tabla. Podemos observar que el cultivo del azafran, también llamado “oro
rojo” ha experimentado a lo largo de la historia una disminucién en unos

paises, como Espafa y, un aumento en otros, como por ejemplo en Iran.

Tabla 1. Produccion mundial del cultivo del azafran.

Pais Produccion (Kg)
Iran 150000 - 170000
India 8000 - 10000
Grecia 4000 - 6000
Marruecos 800 - 1000
Espana 300 - 500
Italia 100
Turquia 10
Francia 4-5
Suiza 1

Fuente: Simposio Internacional de Biologia y
Biotecnologia del azafrdan (2003)

En este apartado, también se muestra la situacion sobre la produccion de
azafran en Espafa e Irdn, por lo que en las siguientes figuras se explican
detalladamente los datos recogidos de los ultimos afios sobre el cultivo del
azafran en ambos paises.

En el grafico 1 se refleja la evolucion comprendida entre los afios 1930 y 2010
de la superficie en hectdreas, representada en color violeta y, la produccion en
kilogramos, en color amarillo, del azafran en Espafia. Podemos observar que
se origina un importante descenso, tanto de la superficie cultivada como de la

produccién del azafran, dede 1930 hasta 1950. A partir de mediados de 1950,




la superficie y la produccion de este cultivo experimenta varias subidas y
bajadas hasta el ano 2010, ultimo ano del cual se dispone de datos. Cabe
destacar que, desde el afio 1990 la superficie y la produccion fueron muy
escasas, muy por debajo de 2000 hectareas y de 20.000 Kg. En general,
observando su evolucion historica podemos afirmar que el cultivo del azafran
se ha reducido extraordinariamente, alcanzando en 2011 solo 150 hectareas

cultivadas, partiendo de las 11.282 hectareas cultivadas en 1930.

Azafran, Estigmas tostados
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Grafico 1: Evolucion historica de la superficie nacional (ha) y de
la produccion (kg) de azafran en Espaina. Fuente: Libro Blanco del
Azafran

Esta disminucion ha ido aumentando con los afios a pesar del alto precio
alcanzado por el azafran en el mercado mundial. De hecho, el azafran con
D.O.P La Mancha puede adquirirse hasta por 3000 € el Kg en el mercado
mundial. A pesar de este alto precio, las principales razones de la disminucién
del cultivo son la escasez de mano de obra originada por el éxodo rural y la
falta de mecanizacion, ya que hoy en dia la recoleccién y monda de las flores

de azafran siguen realizandose de forma manual. Esto supone un alto coste




para los agricultores, sobre todo, para los agricultores europeos con respecto
a terceros paises. Es decir,que hay competencia con terceros paises tanto en el
ambito de mano de obra como en el precio final de esta especia, ya que el
azafradn procedente de estos paises tiene un precio reducido con respecto al

espanol, por lo que se importan grandes cantidades de este azafran.

En la imagen 1, se refleja la produccion del azafran en toda Espafia. Podemos
observar que, la Comunidad Autonoma mas productora de azafran de Espania,
con un 97% es Castilla - La Mancha. Aragon y Murcia también cultivan
azafrdn, pero en cantidades insignificantes en comparacion con Castilla - La
Mancha. Concretamente, se ha estimado un 1% de produccion de azafran en
cada una de las dos Comunidades Autdénomas, tal como se puede observar en

la imagen.

Imagen 1. Distribucion de la produccion del azafran en Espafia
Fuente: Anuario de Estadistica Agraria (MAGRAMA,2013)




La produccion en cada una de las provincias de Castila - La Mancha se puede
observar en la siguiente figura. Albacete es la provincia que mas azafran
cultiva, con un 82%. En mucha menor medida, Toledo, Cuenca y Ciudad Real
solamente dedican un 8, 5 y 2% de la superficie al cultivo del azafran,

respectivamente.

Imagen 2: Distribucion de la produccion de azafran en Castilla -
La Mancha. Fuente: Anuario de Estadistica Agraria
(MAGRAMA,2013)

Segun los datos recogidos en el Codex Alimentarius, tanto en la tabla 2 como
en el grafico 2, se muestran los datos referentes a la produccion y a la superficie
destinada, en toneladas y hectareas, respectivamente, de azafran cultivado en
Iran entre el periodo comprendido entre 2010 y 2015. Como podemos observar
en el grafico, la produccion ha aumentado ligeramente desde al afio 2010, para
alcanzar la mayor produccion en el periodo comprendido entre 2013 - 2014
con 311.073 toneladas. Cabe destacar que, en el afio 2014 - 2015 la produccion
ha disminuido con respecto al afio anterior. En cuanto a la superficie destinada
al cultivo de azafran en Iran, podemos observar que ha aumentado

ligeramente cada afio, alcanzandose 87.93 hectareas en el afio 2014 - 2015.




Tabla 2. Evolucion de la produccion, en toneladas, y de la superficie
destinada, en hectareas, de azafran en Iran desde 2010 a 2015.

Afio de cosecha I(’tl;)oI:leLll;‘cil:sr)l Superflc(lsac;ultlvada
2010 - 2011 239,244 67,297
2011 - 2012 254,06 73,118
2012 - 2013 261,52 79,394
2013 - 2014 311,073 84,738
2014 - 2015 280,323 87,93

Fuente: Codex Alimentarius

EVOLUCION PRODUCCION Y
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Grafico 2: Evolucion de la produccion, en toneladas, y de la
superficie, en hectareas, de azafran en Iran desde 2010 a 2015
presentada graficamente. Fuente: Codex Alimentarius



1.4. Usosy propiedades del azafran

Antiguamente, el azafran especia tenia una multitud de usos, desde su
utilizacion como cosmético para las mujeres persas hasta su uso como tinte en
prendas, como las tanicas de color amarillo que vestian lideres politicos y
religiosos persas, babilonicos y egipcios. También destaca su uso en la
medicina tradicional, ya que hay constancia de que se empleaba como
antiespasmodico, estimulante, afrodisiaco, abortivo, entre otros, segiin Basker
y Negbi, (1983) y Rios et al., (1996).

Actualmente, el uso del azafrdn especia reside principalmente en el uso
alimentario por sus interesantes propiedades colorantes, aromatizantes y
saborizantes. De hecho, el azafran forma parte de platos tradicionales
mediterrdneos como la Paella en Espafia, Bouillabaise, un plato tradicional
procedente de la region de Provenza, Francia y el Risotto alla milanese, un arroz
meloso con queso tipico de Italia.

Mas alla del uso alimentario, existen numerosos estudios realizados con
diversos componentes del azafran para constatar su actividad biologica. De
hecho, diversos estudios se centran en un componente en concreto, la crocetina
(carotenoide presente en el azafran), que pretenden demostrar sus efectos
positivos sobre el sistema cardiovascular, de los cuales destaca el estudio de
Gainer, J. L.; Jones, J. R., (1975) o para demostrar su actividad antitumoral y
anticarcinogénica. Para ello, se han realizado ensayos in vitro en in vivo,
utilizando ratones, segin apuntan los estudios de Panikkar, (1990); Abdullaev,

(1993), (2002); y Abdullaev y Frenkel, (1999).




1.5. Principales compuestos del azafran

En los estigmas de la planta Crocus sativus L. existen numerosos
compuestos, de los cuales los mas importantes son los carotenoides, en los que
se incluyen la crocina y la crocetina; los aldehidos, como la picrocrocina; y los
compuestos aromaticos, de los cuales el principal componente es el safranal.
La crocina, compuesto quimico exclusivo de la flor de especies de Crocus y
Gardenia jasminoides, es el principal carotenoide responsable del poder
colorante de la especia del azafran. Cabe destacar que, la crocina, cuya
estructura quimica se puede observar en la imagen 3, es un éster formado por
un disacdrido (gentiobiosa, compuesto por dos unidades de glucosa unidas

por enlace glucosidico 3 1 = 6) y un acido dicarboxilico, que es la crocetina.

o CHs CHs

Imagen 3. Estructura quimica de la crocina, cuya férmula
quimica es Cas Hes O24




Respecto a la picrocrocina, un aldehido derivado de la zeaxantina cabe resaltar
que, es el compuesto quimico responsable del poder de amargor del azafran.
Gonzalez Castafion, (2011) afirma que la picrocrocina también es un
compuesto que favorece las secreciones gastricas, al igual que la crocina
estimula la secrecion de bilis en el higado, con lo cual se consigue una mejor

digestion.

HsC CHas

o,

O
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HUA 0 fﬂ CH4
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Imagen 4. Estructura quimica de la picrocrocina, cuya
féormula molecular es Cis H2s O7

El principal componente de la fraccion aromatica de la especia del azafran es
el safranal (imagen 5), ya que representa 70% de dicha fraccion. Se trata de un
compuesto quimico que se forma durante el proceso de deshidrataciéon de los
estigmas del azafran. Varios articulos (Himeno y Sano, 1987; Iborra et al., 1992;
Lozano et al, 1999) afirman que el safranal se sintetiza a partir de la
picrocrocina durante el proceso de deshidratacion por dos vias distintas, las
cuales son: sintesis quimica, debido a las altas temperaturas que se alcanzan o,

por sintesis enzimatica llevada a cabo por la accion de enzimas glicosidasas.




En la imagen 5 se muestra de forma esquematica las dos vias de sintesis
propuestas del safranal a partir de picrocrocina. La parte derecha de la imagen
se corresponde con la sintesis quimica del safranal, mientras que en la parte
izquierda se muestra la sintesis enzimatica, llevada a cabo por las glicosidasas,
concretamente, la enzima p-glicosidasa. Es importante destacar que, en la
sintesis enzimadtica, se forma primero un compuesto intermedio, que es el
HTCC o 4-hidroxi-2,6,6-trimetil-1,3-ciclohexadien-1-carbaldehido, y a partir

de éste se forma el safranal.

Picrocrocina

CHO
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Imagen 5. Sintesis enzimatica y quimica del safranal
a partir de la picrocrocina. Fuente Himeno y Sano,
(1987)



1.6. Calidad del azafran

Respecto a la calidad de la especia de azafran cabe destacar que la
normativa aceptada a nivel mundial en el control de calidad del azafran es la
Norma ISO 3632, creada en 1975 y actualizada en el afo 2011. Esta norma
establece una clasificacion del azafran en tres distintas categorias, categoria I,
Iy III, segtin el grado de cumplimiento de las caracteristicas especificadas en
la norma que presenta dicha especia. Las caracteristicas de las distintas

categorias se muestras en la siguiente tabla.

Tabla 3. Caracteristicas y especificaciones de las distintas categorias
de la especia del azafran

L. Categoria | Categoria | Categoria
Caracteristicas
1 II 111
% maximo de restos florales 0,5 3 5
% maximo de materia extrana 0,1 0,5 1
Azlf‘f;a“ = 12 12 12
% max. en Humedad y R
materia volatil .
Azafrdn 10 10 10
molido
% max. sobre materia seca de 8 8 8
cenizas totales
% max. sobre materia seca de
cenizas insolubles en acido 1 1 1,5
% max. sobre materia seca
solubilidad en agua fria 65 65 65
P lorante E1”%
oder colorante Eiem |\ .o 190 150 100
440 nm.
Pod El1% 257
oder amargo L1 em Minimo 70 55 40
nm
Poder aromatico Ei%, = Minimo 20 20 20
330 nm. Méximo 50 50 50
Colorantes acidos artificiales . . .
R Ausencia Ausencia Ausencia
hidrosolubles

Fuente: Norma ISO 3632 (2011)




Es interesante saber que la Norma ISO 3632 del 2011, se ha revisado varias
veces en distintos afos, siendo esta tltima la version actualizada. El objetivo
de todas las revisiones realizadas fue con el fin de poder certificar el azafran,
en base a todos los parametros exigidos, en la mayoria de las transacciones
comerciales internacionales. Ademas, el cumplimiento de dicha Norma de los
azafranes comerciales facilita la deteccion de adulteraciones, asi como, la
desaparicion de azafran de muy baja calidad.

Respecto a las adulteraciones en el azafran, cabe mencionar que han sido y
todavia pueden ser frecuentes debido al alto precio que puede alcanzar esta
especia en el mercado mundial. De hecho, el azafran D.O.P de La Mancha
puede alcanzar los 3000 €/Kg, como ya se ha mencionado en apartados
anteriores, sin embargo, este precio todavia puede superarse por el azafran
D.O.P de Teruel, que puede adquirirse por 5000 €/Kg.

Las formas mas frecuentes que se han utilizado para adulterar el azafran

comercial se recogen en la tabla 4 de la pagina siguiente.




Tabla 4. Adulteraciones mas frecuentes en el azafran comercial

ADULTERACIONES DEL AZAFRAN COMERCIAL

Sin adicion de
sustancias extrafas

Mezcla con azafran extractado o viejo

Adicion de otras partes
de la planta de azafran

Adicién de estambres cortado en tiras
y tefido

Adicion de sustancias
que aumentan la masa

Incremento de la humedad

Impregnaciéon con jarabes, miel o
glicerina

Adicion de sulfato de bario, sodio y
calcio, carbonato calcico, hidroxido de
potasio, nitrato de potasio, tartrato
(doble) de potasio y sodio, borato de
sodio, lactosa, almiddn o glucosa.

Adicion de partes de
otras plantas

Estigmas de otras especies de Crocus,
generalmente mas sin
propiedades tintéreas (Crocus vernus,
Crocus speciosus, etc.)

cortos 'y

Estambres de algunas especies de
clavel

Pimiento rojo molido

Carcuma

Plantas herbdceas cortadas en trozos y
coloreadas con un colorante azoico

Raicillas de Allium porrum

Flores de Papaver rhoeas, Punica
granatunm, Arnica montana y Scolimus

hispanicus cortadas en tiras.

Flores de  Carthamus
Calendula officinalis.

tinctorius,

Adicion de sustancias

Fibras de carne salada y desecada

animales
Adicion de productos . .
g p Hilos de gelatina coloreadas
artificiales
Amarillo de martins, tropeolina,
Adicion de fucsina, 4cido picrico, tartracina,

colorantes organicos

eritrosina, azorrubina, amarillo

anaranjado, etc.




2. OBJETIVO

En la actualidad, el azafran es principalmente valorado por su uso
alimentario, formando parte de recetas tradicionales en diferentes latitudes
como en Espafia la paella, el [ussekatter en Suecia el tagine en Magreb, el halva
en India o el tahdig en Iran. Cada vez estan siendo mas valoradas sus
numerosas propiedades biomédicas y en los ultimos afios su cultivo y
demanda ha aumentado debido a un mayor interés del consumidor por el uso

aditivos naturales.

En la tltima década numerosas revisiones cientificas resaltan las propiedades
biomédicas y farmacologicas del azafrdn o sus metabolitos principales
(Festuccia et al., 2014; Bolhassani et al., 2014). Sin embargo, en la mayoria de
los estudios sobre la bioactividad del azafran se observa una falta de
caracterizacion de la muestra de partida atendiendo a sus caracteristicas
organolépticas, asi como a su calidad funcional. Ademads, tanto calidad
organoléptica como funcional pueden verse alteradas por los diferentes
métodos de produccion, manipulacién y secado de este producto que suelen
diferir segun el lugar de procedencia. Por ello y con el fin de determinar la
influencia del manejo de este producto en distintas latitudes, el objetivo
general de este Trabajo Final de Grado sera evaluar la calidad general de
distintas muestras de azafran obtenidas en distintos puntos de la geografia
espanola e irani atendiendo a sus propiedades colorantes, saborizantes y
aromatizantes ademas de evaluar distintos parametros relacionados con sus

propiedades funcionales.




3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material vegetal

Las distintas muestras comerciales de azafran (Crocus sativus L.) sobre las
que se realizaron los distintos ensayos que se recogen en este Trabajo Final de
Grado fueron suministradas por distintas empresas de Espana e Iran. Para
evaluar la calidad del azafrdn espanol se obtuvieron muestras de las
principales denominaciones de origen nacionales procedentes de Albacete,
Teruel y Mallorca enviadas por los productores de origen. A su vez se
recibieron 5 muestras procedentes de cinco distintas regiones de Iran:
Neyshabour, Mashhad, Bardaskan, Bajestan y Firouzeh, situadas al Noroeste

de dicho pais, tal como se puede observar en la siguiente imagen.
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Imagen 6. Mapa de Iran.



Fotografia 3. Muestras de azafran recepcionadas en el
laboratorio procedentes de distintas regiones de Iran. 1:
Neyshabour, 2: Mashhad, 3: Bardaskan, 4: Bajestan, 5: Firouzeh.

Fotografia 4. Muestras de azafran recepcionadas en el laboratorio
procedentes de distintas regiones de Espafia. De izquierda a
derecha podemos encontrar las muestras de Mallorca, Albacete y
Teruel



3.2. Determinaciones analiticas

Una vez recibidas las muestras en el laboratorio de post-recolecciéon de la
UMH se procedio a realizar en fresco en cada uno de los lotes de cada region

las distintas determinaciones analiticas que se detallan a continuacion.

3.2.1. Determinacion del contenido de humedad

El contenido de humedad de las muestras a analizar se determin¢ siguiendo
el método oficial AOAC (2005), mediante una estufa modelo P. Selecta
(Barcelona, Espania). El contenido de humedad de las muestras se realizé en la
estufa a 105°C hasta peso constante. Los resultados se expresaron en % (g de

agua/100 g de muestra).

3.2.2. Determinacion del poder colorante, poder amargo y poder

aromatico de las muestras de azafran

Cada una de las muestras de azafran se evalu6 tomando 10 mg de cada una
de las muestras segtin describen Alvarez y Mallor, (2009). Para ello las
muestras se mantuvieron en maceracion con 100 mL de agua destilada durante
24 horas en oscuridad. Transcurrido este tiempo se realizaron medidas
espectrofotométricas utilizando un espectrofotémetro modelo Uvikon Xs, Bio-
Tek. La absorbancia a 442 nm sirve para medir el poder colorante (que se
corresponde con el contenido en crocina) siguiendo la ecuacién propuesta por
Alonso et al., (1990). Asimismo, el poder amargo y aromatico se obtuvieron
siguiendo la ecuacion descrita por Corradi y Micheli (1979) evaluandose los
extractos a 257 y 297nm en el caso del poder amargo y a 327 nm para el poder

aromatico.




3.2.3. Extraccidn y cuantificacion de la actividad antioxidante

Para la realizacion de las extracciones y posteriores cuantificaciones de la
actividad antioxidante, en tubos anchos de centrifuga se introdujeron: 0,5 g de
muestra en fresco de cada una de las muestras de azafran con 10 ml de tampdn
fosfato y 15 ml de etil acetato. Los tubos permanecian en el interior de una
bandeja con hielo picado para evitar que las muestras se degradaran. Las
muestras se homogeneizaban en un Polytron (fotografia 5) a 9500 r.p.m
durante 60 segundos en tubos especificos para centrifugar (que fueron
previamente pesados para que tuvieran pesos similares). Se colocaron los
tubos en la centrifuga modelo C30P CENTRIFUGE, B.Braun, Biotech
(fotografia 6) a 20.000 r.p.m. durante 15 minutos a 4°C. Una vez centrifugadas
las muestras, se separaban las dos fases para su posterior analisis. Se
obtuvieron dos fases (hidrosoluble y liposoluble). Estas fases fueron llevadas
a sus respectivos tubos Eppendorf. Todos estos tubos fueron numerados,
diferenciados y congelados para su posterior utilizacion. De cada una de las

muestras se realizaron tres extracciones.

Fotografia 5. Polytron Fotografia 6. Centrifuga C30P
utilizado para la CENTRIFUGE  utilizada para
homogeneizacion de las realizar las extracciones.

muestras.




La determinacion de la capacidad antioxidante total (AAT) se llevo a cabo
segun el método de Cano et al., (1998), adecuado posteriormente por Arnao
et al., (2001), para la determinar la AAT en la fase hidrosoluble (FH) y en la
fase liposoluble (FL). Este método se basa en la cuantificacion del
incremento en la absorbancia medida a una longitud de onda de 730 nm
que se produce por la adicion de la enzima peroxidasa. Para la
determinacion de la AAT en la FH se introdujo, en dos cubetas desechables,
los siguientes compuestos: en primer lugar, 890 uL de tampdn Glicina-HCl
50 mM de pH 4,5; a continuacion 30 uL. de ABTS 5 mM, 30 pL de H20: 0,5
mM y por ultimo se afiadieron 25 pL de peroxidasa “horse radish sigma” 5
uM. Una vez preparadas las dos cubetas, se realizo un autocero en el
espectrofotometro, modelo Uvikon XS, Bio-Teck Instruments (Fotografia 7)
utilizando un blanco, a una longitud de onda de 730 nm. Tras afiadir a todas
las cubetas 25 pL de peroxidasa “horse radish sigma” 5 pM y se midio la
absorbancia en ese primer instante, lo que se determina absorbancia inicial.
Por ultimo, se afiadio, en la cubeta que ya contenia la peroxidasa, 25 pL de
extracto hidrosoluble y se midi6 igualmente la absorbancia cada 30, 60 y 90
segundos desde la adicion de la muestra. Con la adicién de los
antioxidantes que contiene la muestra, disminuyen los radicales ABTS® que
se habian generado previamente, por lo que se produce un descenso de la
absorbancia que es proporcional a la cantidad de antioxidantes presentes
en la muestra. Las medidas de absorbancia se llevaron a cabo en un
espectrofotdmetro modelo Uvikon XS, Bio-Tek Instruments. Los resultados

de este trabajo derivan de las mediciones realizadas tras 60 segundos.

La AAT de la FL se cuantific6 de manera similar. Se introdujo en dos
cubetas desechables, los siguientes compuestos: en primer lugar 25 uL de
ABTS 5 mM, 25 pL de H20: 0,5 mM, 25 pL. de peroxidasa “horse radish

sigma” 5 uM y 880 pL de Etanol. Una vez preparadas las dos cubetas, se




realiz6 el cero en el espectrofotometro utilizando un blanco, a una longitud
de onda de 730 nm. A continuacién, se afiadi6 a todas las cubetas 25 uL. de
extracto liposoluble mas 850 uL de Etanol, para que pudieran solubilizarse
los compuestos presentes en la fraccion liposoluble de los extractos y se
midié la absorbancia en ese primer instante. Posteriormente se midio
igualmente la absorbancia cada 30, 60 y 90 segundos desde la adicion de la
muestra. En este trabajo se presentan los resultados obtenidos transcurridos

60 segundos.

Fotografia 7: Espectrofotometro Uvikon XS

En ambos casos la AAT se expresd como mg equivalentes de trolox por 100 g
de peso fresco, ya que este compuesto, un andlogo estructural de la vitamina
E, es soluble tanto en disolventes organicos como inorganicos. Para ello se
realizaron rectas de calibrado con cantidades conocidas de trolox, tanto en
medio de tampodn glicina como en medio etandlico y que se usaron para
cuantificar la AAT en la FH y FL, respectivamente. Para cada una de las
extracciones la cuantificacion se realiz6 por duplicado y los datos son la media

+ ES.




3.2.4. Cuantificacion de los carotenos totales

En el caso de los carotenos totales la determinacion espectrofotométrica se
realizo a 450 nm. de longitud de onda, y en cubetas de cuarzo. En este caso se
realizd la determinacion de carotenos a partir de la fraccion liposoluble de la

extraccion mencionada anteriormente.

3.2.5. Cuantificacion de los polifenoles totales

El método empleado fue el descrito por Wood et al.,, (2002), con ligeras
modificaciones. Este método se basa en la medida de la absorbancia para la
posterior comparacion con una recta de calibrado construida con las medidas
de absorbancia correspondientes a distintas concentraciones de un patrén de
contenido en fenoles totales conocido. En este caso, el patron empleado fue el
pirogalol.

Se prepararon 2 tubos de ensayo por cada extraccion. En cada uno de los tubos,
se anadieron 2,5 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu 1/10 (100 mL de Folin-
Ciocalteu + 900 mL H20 ultrapura). A continuacion, se afiadieron, 25 uL de la
extraccion obtenida de las muestras de azafran. En ambos casos se afiadid
tampon fosfato 50 mM pH 7,8 hasta completar un volumen de 500 uL y se
agitd. Al cabo de 2 minutos de reposo, la reacciéon se pard con la adicion de 2
mL de Na2COs, se volvid a agitar y se introdujeron los tubos de ensayo durante

5 minutos en un bano a 50°C.

Finalmente se vertio cada una de las muestras en cubetas y se introdujeron en
el espectrofotometro modelo Uvikon XS, Bio-Tek Instruments donde la
absorbancia producida por la coloracion azul fue medida a 760 nm. Los
resultados se expresan en mg por 100 g de peso fresco y son la media + ES de
las determinaciones realizadas por duplicado en cada una de las extracciones

realizadas en cada muestra.




3.2.6. Analisis microbioldgicos

Para los ensayos microbioldgicos se utilizo 1 gramo de hebras de azafran por
triplicado. Este tejido fue tomado al azar bajo condiciones de esterilidad
(Camara de flujo laminar, guantes y pinzas) y homogeneizado en 99 mL de
agua de peptona usando un stomacher (modelo Seward, Laboratory Blender
Stomacher 400, London, U.K.).

Tras la realizacion de distintas diluciones seriadas se afiadié 1 mL de solucién
a una placa de agar nutritivo para recuentos de microorganismos aerobios
mesofilos y para recuentos de mohos y levaduras (Petrifilm Aerobic and Yeast
and Mold Count Plates, Laboratories 3M, Santé, France). Las muestras se
prepararon en duplicado. Las placas se incubaron durante 3 dias a 30 °C y 5
dias a 25 °C para los microorganismos aerobios mesdfilos y mohos y levaduras

respectivamente.

3.3. Analisis estadistico

En todos los experimentos realizados se ha utilizado un disefio completamente
aleatorio. Las diferencias entre las distintas muestras de azafrdn se han
estudiado mediante analisis de la varianza. Cuando las diferencias mostradas
por las distintas muestras han resultado ser significativas, las medias se han
separado mediante el Test Tuckey. Todos los andlisis se han realizado con el

Software SPSS v. 12.0.




4. RESULTADOS Y DISCUSION

41. Contenido de humedad de las muestras de azafran

En la figura 1, se puede observar el porcentaje de humedad calculado para
las muestras iranies y las muestras espanolas. En base a los resultados
obtenidos referentes a las muestras iranies, se puede observar que el azafran
de Firouzeh presenta el mayor porcentaje de humedad, con un 6,3 %, mientras
que, en las restantes muestras iranies, podemos decir que, presentan una
humedad similar. En cuanto a las muestras de origen espanol, la humedad del
azafran de Mallorca es ligeramente superior al de Albacete, con 3 y 2,6 %,
respectivamente. Cabe destacar que el azafrdn de Teruel es que menor
humedad presenta de todas las muestras, con 1,3 %.

En el proceso de secado del azafrdn se produce una gran pérdida de masa
fundamentalmente debido a la eliminacion casi total del agua contenido en el
producto fresco lo que explicaria los bajos contenidos en humedad presentes
en la muestra y que por otro lado proveen al azafran de una mayor estabilidad.
Sin embargo, mientras que los contenidos entre el 2-6% de la mayor parte de
las muestras indicarian que el secado se ha hecho de forma tradicional, cuando
los niveles de humedad son menores indicarian que el proceso de secado se

ha realizado en estufa (Alvarez y Mallor, 2009).
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Figura 1. Contenido de humedad (%) de las distintas muestras de
azafran procedentes de diferentes localizaciones iranies y
espafiolas.

4.2. Poder colorante de las muestras de azafran

En la siguiente figura se refleja el poder colorante, expresado en porcentaje
de crocina, de las diferentes muestras de azafran de origen irani y espanol.
Podemos observar que, de todas las muestras de origen irani, la muestra
procedente de Bardaskan es la que mayor porcentaje de crocina presenta (9,44
+0,14) y, por tanto, mayor poder colorante tiene. Las muestras procedentes de
Neyshabour y Bajestan también muestran niveles de poder colorante bastante
altas. En las muestras de azafran de origen espafiol, podemos observar, que
la muestra con mayor porcentaje de crocina es aquella procedente de Teruel

(8,23 + 0,1), seguida de la muestra procedente de Albacete. Sin embargo, la




muestra comercial procedente de Mallorca mostr6 los niveles mas bajos de
crocina en las muestras evaluadas.

El poder colorante del azafran viene derivado principalmente de su contenido
en crocina. A su vez, la expresion del gen que estimularia la sintesis de este
compuesto parece restringirse tan solo a los tejidos del estigma y estd
favorecida por las condiciones de estrés por deshidratacidon, es decir, las
condiciones tanto ambientales de produccion como las del secado que podrian
estar afectando a la expresion del gen y por tanto la procedencia seria un factor

determinante en el contenido de esta sustancia (Rubio et al., 2004).
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Figura 2. Poder colorante (% Crocina) en las distintas muestras de
azafran recolectadas en diferentes localizaciones iranies y
espafiolas.




4.3. Poder de amargor de las muestras de azafran

Con respecto al poder de amargor de todas las muestras evaluadas de
azafran, tal como se puede observar en la figura 3, la muestra procedente de
Neyshabour es la que mayor amargor presenta, seguida de Bajestan. Con
respecto a las muestras procedentes de Espafa, cabe destacar, que tanto la
procedente de Albacete como de Mallorca, presentan un nivel de amargor
similar alcanzando los mayores niveles con respecto al resto de muestras
espanolas. De hecho, la muestra de azafran de Teruel presenta un menor poder
amargo con respecto a las dos muestras anteriores.

El poder amargo del azafrdn viene determinado principalmente por el
contenido en picrocrocina (Fernandez, 2004). El contenido de este compuesto
y sus derivados son componentes responsables del sabor amargo y al igual
que en el caso del contenido en crocina es dependiente tanto del lugar de
origen como de las condiciones de secado influyendo de forma decisiva en la

concentracion que se puede encontrar en el azafran (Carmona et al., 2006).
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Figura 3. Poder de amargor en las distintas muestras de azafran
recolectadas en diferentes localizaciones iranies y espafiolas.




4.4. Poder aromatico

Con respecto al poder aromatico, en la figura 4 se refleja este parametro
tanto en las muestras de origen irani como en las muestras de origen espafol.
Podemos observar que, de todas las muestras de origen irani, la que mayor
poder aromatico presenta es la muestra procedente de Bardaskan. Para las
muestras de origen espafol, cabe destacar que la que mayor poder aromatico
tiene es la muestra de azafran de Teruel, mostrando niveles significativos
superiores con respecto al resto de muestras estudiadas tanto de las que
proceden de Iran como de Espana.

El poder aromatico viene determinado en el azafrdn principalmente por su
contenido en safranal, y este es un derivado de la picrocrocina por lo que la
concentracion de este compuesto también esta determinada tanto por las
condiciones ambientales como por las condiciones de secado (Carmona et al.,
2006). Es decir, tanto las condiciones de estrés hidrico durante la producciéon
de esta especia como la intensidad del secado posterior podria estar

estimulando la concentracion de safranal y por tanto el poder aromatico.
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Figura 4. Poder aromatico (u.a) en las distintas muestras de
azafran recolectadas en diferentes localizaciones iranies y
espaiiolas.




De hecho, el que la muestra con menor contenido en humedad procedente de

Teruel a su vez exhiba el mayor poder aromatico confirmaria este hecho.

4.5. Polifenoles totales

Respecto a los polifenoles totales, en la figura 5, podemos observar las
respectivas cantidades encontradas tanto de las muestras procedentes de Iran
como de Espana. Cabe destacar que, de todas las muestras procedentes de
Iran, la que mayor contenido en polifenoles tiene es la de Neyshabour, con
1552 + 28 mg por cada 100 g de azafran. Las muestras restantes procedentes de
Bardaskan, Firouzeh y Mashhad presentan un contenido de polifenoles
similares, mientras que la muestra de Bajestan es la que menor contenido tiene.
En cuanto a las muestras espanolas, cabe destacar que el azafran de Teruel es
la que mayor contenido en polifenoles presenta, diferencidandose claramente
de las muestras procedentes de Albacete y Mallorca.

Los niveles de polifenoles totales encontrados en las muestras iranies y
espanolas son ligeramente superiores a los niveles encontrados por Baba et al.,
(2015) en muestras de azafran procedentes de India, y similares a los
encontrados por Karimi et al.,, (2010) para azafranes procedentes de Iran,
Turquia y Grecia. Los fenoles son compuestos aromaticos del metabolismo
secundario de las plantas, que se encuentran en cantidades relativamente
importantes en el azafran, pudiendo contribuir a sus propiedades sensoriales,
asi como a sus propiedades antioxidantes, anticarcinogénicas,
antimicrobianas, antimutagénicas y antiinflamatorias, por lo que el azafran
podria considerarse como una especia beneficiosa para la salud (Karimi et al.,

2010).
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Figura 5. Polifenoles totales (mg/100 g) de las distintas muestras
de azafran procedentes de diferentes localizaciones iranies y
espafiolas.

4.6. Carotenos totales

En la siguiente figura, se reflejan los carotenos totales obtenidos,
expresados en mg por cada 100 g de azafrdn, tanto de las muestras iranies
como espanolas. Como podemos observar, las muestras procedentes de
Bajestan, seguida de Bardaskan y Neyshabour son las que mayor contenido de
carotenos totales presentan. Respecto a las muestras espafiolas, cabe destacar
que, el azafran de Albacete es la que mayor contenido en carotenos totales
tiene, con (58 + 4 mg/100 g), mientras que la que mostrd niveles mas bajos fue
el azafran procedente de Mallorca.

Los carotenoides mas importantes en el azafrdn son crocina y picrocrocina, los

cuales exhiben importantes propiedades antioxidantes. Concretamente y




segun estudios realizados anteriormente, la crocina tendria tal actividad
funcional que estd considerandose como una molécula que podria aplicarse
para el tratamiento de distintos tipos de cancer (Rahaiee et al., 2015).
Asimismo, los niveles de carotenoides totales que se muestran en la revision
de Rahaiee et al., (2015) asi como en los encontrados por Baba et al., (2015) son
similares a los encontrados en las distintas muestras evaluadas en este estudio,
menos en el caso de las muestras espafiolas procedentes de Mallorca y Teruel

cuyos niveles serian sensiblemente mas bajos.
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Figura 6. Carotenos totales (mg/100 g) de las distintas muestras de
azafran procedentes de diferentes localizaciones iranies y
espafolas.




4,7. Actividad antioxidante de la fase hidrosoluble

En cuanto a los datos obtenidos sobre la actividad antioxidante (AAT) de
la fase hidrosoluble de las muestras de azafran iranies y espanolas expresada
en mg equivalentes de trolox, se puede observar en la siguiente figura que las
muestras procedentes de Bajestan y Firouzeh mostraron una mayor actividad
antioxidante que el resto de las muestras iranies. En cuanto a las muestras
espanolas, cabe destacar que el azafran procedente de Albacete presenta la
mayor actividad antioxidante, con 1693 + 133 mg equivalentes de trolox por
100 g de azafran, tanto sobre las muestras de Mallorca y Teruel como sobre las
muestras iranies.

La AAT de la fase hidrosoluble se atribuye principalmente a la presencia de
compuestos hidrofilicos con propiedades antioxidantes, como los fenoles y la
vitamina C (Kalt et al., 2001; Karakaya, 2004). Sin embargo, en el caso del
azafran el contenido en crocina también ha de tenerse en cuenta ya que esta
descrito como el tinico carotenoide capaz de solubilizarse en agua (Rahaiee et
al., 2015; Soeda et al., 2007) y, por tanto, el contenido en crocina de estas
muestras estaria incrementando el poder antioxidante observado en la fase

hidrosoluble.
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Figura 7. Actividad antioxidante de la fase hidrosoluble (mg
equivalentes trolox por 100 g) de las distintas muestras de
azafran procedentes de diferentes localizaciones iranies y
espafolas.

4.8. Actividad antioxidante de la fase liposoluble

En la figura 8, se pueden observar los datos obtenidos sobre la actividad
antioxidante de la fase liposoluble, también expresada en mg equivalentes de
trolox por 100 g, de las distintas muestras de azafran de origen irani y espanol.
En las muestras de origen irani, cabe resaltar que, la actividad antioxidante de
dicha fase es similar, excepto en aquella procedente de Bardaskan, que fue
significativamente menor. Respecto a las muestras de origen espafiol, cabe
destacar que, el azafran de Albacete tiene mayor actividad antioxidante que el
azafran de Teruel y Mallorca, los cuales mostraron niveles mas bajos.

Elnivel de AAT en la fase liposoluble fue menor que el descrito anteriormente

en la fase hidrosoluble y estd atribuido principalmente a los carotenoides



presentes en el azafran. Fundamentalmente al contenido en picrocrocina y
safranal (Rahaiee et al., 2015). De hecho y con respecto a la actividad
antioxidante en la fase liposoluble, se ha comprobado que las extracciones de
azafrdn de componentes liposolubles muestran mayor AAT que las
observadas en productos tales como tomate y zanahoria (Papandreou et al.,

2006; Assimopoulou et al., 2005).
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Figura 8. Actividad antioxidante de la fase liposoluble (mg
equivalentes de trolox por 100 g) de las distintas muestras de
azafran procedentes de diferentes localizaciones iranies y

4.9. Microbiologia de las muestras de azafran

En el presente trabajo se realizd el estudio microbioldgico de todas las
muestras de azafrdn, tanto de origen irani como las de origen espafiol y, los

resultados obtenidos se reflejan en la siguiente figura. Como podemos



https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs13197-013-1238-x#CR39
https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs13197-013-1238-x#CR7

observar, la muestra de azafran irani que presenta mayor cantidad de aerobios
mesofilos es la de Bardaskan (4000 UFC/g), mientras que, la que menor
contenido de aerobios presenta es Bajestan (50 UFC/g). Respecto a las muestras
de azafran espanolas, cabe destacar que, el azafran de Mallorca es el que
mayores aerobios mesofilos presenta (1600 UFC/g), mientras que, el
procedente de Albacete (1150 UFC/g) y Teruel contiene cantidades similares
(950 UFG/g). Todas las muestras evaluadas mostraron una ausencia de mohos
y levaduras.

Las flores de azafran se desarrollan sobre la superficie del suelo y, por lo tanto,
los abonos orgéanicos y el compost son las principales fuentes de
microorganismos. La flora microbiana del azafran generalmente contiene
bacterias aerdbicas formadoras de esporas. Sin embargo, no se recomienda el
proceso de esterilizacion por calor porque influye en el color, sabor y olor del
producto. Como alternativa se proponen tecnologias como las radiaciones
gamma, microondas y ultravioleta (UV) junto con la fumigacion con 6xido de
etileno (Kafi, 2002). Sin embargo, también se contempla que se pueda dar una
degradacion de los pigmentos por efecto de la irradiacién gamma (Rastkari et
al., 2007). La International Commission on Microbiological Specification for
Foods (ICMSF) recomienda limites maximos de 10° UFC/g de bacterias
aerobias mesdfilas totales, condicion que cumplirian todas las muestras
evaluadas y por tanto no conllevarian riesgos sobre la salud basandonos en
este parametro. Sin embargo, el contenido de enterobacterias que no ha sido
evaluado en este Trabajo de Investigacion, requiere ausencia de Salmonella en
25 g y recuentos de E. coli en cantidades inferiores a 102 UFC/g para considerar
que especias tales como el azafran no suponen riesgos contra la salud del

consumidor.
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Figura 9. Contenido de aerobios mesdfilos (log UFC por g) de las
muestras de azafran procedentes de diferentes localizaciones
iranies y espafiolas.



5. CONCLUSIONES

Atendiendo a los resultados obtenidos en este Trabajo de Investigacion
concluimos que tanto las muestras de azafran procedentes de Iran como las de
origen espanol muestran calidad similar, aunque mostrando diferencias segin
el origen principalmente debidas a las condiciones agrondmicas y ambientales
de cada zona de origen.

El poder colorante fue mayor en la muestra de Bardaskan y el poder aromatico
fue alto tanto en esta muestra irani como en la procedente de Teruel por lo que
concluimos que estas dos localizaciones producirian el azafrdn con mayor
calidad organoléptica, aunque la calidad microbioldgica del azafran de
Bardaskan fue mas baja en comparacion al resto.

No hay duda de que, dado el alto contenido en compuestos bioactivos, asi
como los niveles de actividad antioxidante hacen del azafran una interesante
fuente de dichos compuestos, por lo que el consumo de esta especia incluso en
una pequena cantidad podria tener un efecto beneficioso en la salud de los

consumidores.
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