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RESUMEN

En los ultimos afios, el consumo de complementos alimenticios a base de plantas
ha aumentado debido a las propiedades beneficiosas que proporcionan. El desarrollo
de estos productos también ha mejorado en la ultima década, analizandose los

principios activos que contienen y controlando sus caracteristicas fisicoquimicas.

Un ejemplo de esta clase de productos seria el extracto de azafran, al cual se le
atribuyen propiedades neuroprotectivas, anti-inflamatorias y antioxidantes entre otras.
Los principales principios activos relacionados con dichas propiedades son los isémeros
de crocina, el safranal, la picrocrocina y los derivados del kaempferol. Existen una gran
cantidad de estudios que demuestran sus propiedades, sin embargo, muy pocos tratan
sobre su transformacion y metabolizacion durante el proceso digestivo. Por ello, en el
presente trabajo se han estudiado los cambios en la composicién de principios activos
de un extracto de azafran durante su digestion In Vitro. Finalmente, se ha podido
demostrar que ciertos compuestos como los derivados del kaempferol no se ven
afectados durante el proceso digestivo. Por el contrario, otros compuestos como los
isdbmeros de crocina si se ven afectados. Asimismo, existen otros casos, como la
picrocrocina y el safranal cuya composicién se ve influenciada de forma opuesta
dependiendo de la etapa digestiva donde se encuentren dichos compuestos. Se puede
concluir que, a pesar del distinto efecto del proceso digestivo en estos compuestos,
todos ellos son capaces de alcanzar el intestino donde se produce la correspondiente

absorcion.



I. OBJETIVOS Y JUSTIFICACION DEL TRABAJO

La utilizacién de extractos vegetales por el hombre con fines curativos y para
prevenir los dafios ocasionados por plagas y enfermedades es una practica muy

utilizada desde la antigtiedad.

Hoy en dia las técnicas de extraccién permiten obtener y concentrar los extractos
botanicos para su utilizacion en diferentes aplicaciones dentro de la industria
alimentaria, medicina, perfumeria, etc. En el sector de la industria alimentaria este tipo
de productos y compuestos ha experimentado una creciente aplicacion, relacionada con
las exigencias de los consumidores que buscan productos innovadores y con valor
afiadido (alimentos con bases naturales, propiedades beneficiosas para la salud, mayor
tiempo de duracion sin uso de aditivos quimicos, etiquetas simplificadas con
ingredientes en los que puedan confiar, etc.). Por otro lado, los extractos botanicos
también han experimentado un creciente desarrollo en el campo de la nutracéutica
debido a la funcionalidad caracteristica y distintas aplicaciones terapéuticas (control de
peso, bienestar, nutricion deportiva, gestion del estrés, etc.).

El creciente interés de los extractos botanicos en las tltimas décadas ha aumentado
el numero de estudios cientificos llevados a cabo para corroborar sus propiedades
beneficiosas y la de sus compuestos bioactivos en una concentracion determinada. Un
ejemplo destacable es el caso del azafran, cuyo consumo esta relacionado con la mejora
del estado de animo, la calidad del suefio, la actividad deportiva, etc. Las cualidades
beneficiosas que el azafrdn presenta son debidas a la presencia de una serie de
compuestos bioactivos como es el caso de los isbmeros de crocina (carotenoides), el
safranal (aldehido volatil) o el kaempferol (flavonol) y cuya evidencia cientifica ha
quedado demostrada en una gran cantidad de trabajos y publicaciones cientificas. Sin
embargo, pocos estudios se centran en el metabolismo de estos compuestos hioactivos
durante la digestion, y menos aun en productos comerciales obtenidos a escala
industrial. En base a todo lo expuesto anteriormente, estableceremos los objetivos de
este trabajo para las dos partes que lo conforman, Trabajo Fin de Master y Proyecto de

Investigacion.

Con respecto al Trabajo Fin de Master, los objetivos principales que se han

establecido son los siguientes:

- Realizar un estudio, desde un punto de vista general y teérico, de la importancia

de los extractos botanicos, sus posibles aplicaciones y los métodos de obtencién



del extracto a partir de la planta, asi como de las técnicas de
estandarizacion/titulacion de los extractos botanicos. De forma mas concreta,
estudiar las caracteristicas y propiedades del azafran, producto objeto de estudio
de este trabajo, asi como los beneficios de su consumo. Por otro lado, revisar la
legislacion vigente aplicable, tanto a los extractos botanicos en general, como la
relativa a la Denominacion de Origen del producto azafran.

- Realizar una busqueda bibliografica de los trabajos existentes hasta la
actualidad relacionados con métodos de andlisis para la determinacion de los
compuestos funcionales del azafran. Para ello se estudiardn cuales son los
componentes bioactivos de un extracto de azafran, como poder llevar a cabo su
andlisis y los estudios que hasta ahora se han realizado sobre su transformacion

durante su metabolizacion.

Referente al Proyecto de Investigacion desarrollado en este trabajo, su objetivo
general consistird en el estudio de la transformacion de los principales compuestos
bioactivos de un extracto de azafradn comercial durante la digestion. Para la consecucion

de este objetivo principal, se llevan a cabo los siguientes objetivos especificos:

- ldentificacién y caracterizacion de los compuestos bioactivos del extracto de
azafran mediante cromatografia liqguida de alta resolucién acoplada a
espectrometria de masas (HPLC-DAD/MS).

- Simulacién de la digestion In Vitro del producto, simulando condiciones de
digestién bucal, gastrica y estomacal.

- Cuantificacién de los principios activos del producto en cada una de las etapas
de la digestion mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC-DAD).

- Andlisis de capacidad antioxidante del producto en cada una de las etapas de la

digestion.



ll. TRABAJO DE FIN DE MASTER

1. INTRODUCCION A LOS EXTRACTOS BOTANICOS

El uso de plantas como medicina es la forma mas antigua de cuidado de la salud
que la humanidad ha usado en la historia. Los primeros humanos descubrieron que,
para mantener un estilo de vida saludable, existia una dependencia hacia la naturaleza
y, desde entonces, los humanos han dependido de la diversidad de los recursos
vegetales para la alimentacion, produccién de ropa, refugio y como medicina para curar

innumerables dolencias®.

Los remedios naturales o fitoterapia consisten en el uso de plantas o porciones de
plantas en polvo o en formato de extracto, los cuales contienen numerosos
constituyentes que actian de manera sinérgica, y que son aplicados con un fin
terapéutico®. Estos componentes pueden proceder de cualquier parte de la planta, pero
principalmente se obtienen a partir de las hojas, raices, semillas, corteza o de las flores.
El momento de recolecta depende de qué parte de la materia prima sea la de interés®
(ver Tabla 1).

Tabla 1. Epoca de cosecha recomendada segun la parte de la planta de interés.

Parte de la planta | Epoca de cosecha o recoleccion

Hojas Fase mas activa de la fotosintesis

Frutos Cuando estan totalmente desarrollados

Flores Estado de boton floral

Raices Cuando estan bien desarrolladas

Cortezas En primavera, evitando periodos de lluvias intensas

Su consumo puede realizarse de mdultiples maneras: en pastillas, capsulas,
masticables, liquido, inhalado o vehiculizado en cremas que se aplican de forma topica.
Estos productos contienen de forma natural una serie de compuestos, habitualmente se

tratan de metabolitos secundarios, los cuales estan relacionados con los beneficios




otorgados al consumo de estas plantas. Estos compuestos son conocidos como
Ai ngredientes activosodo o Aprincipios ae
numerosos factores como por ejemplo la especie botanica, el tiempo y la estacion de
recolecta, la forma de preparacion del producto, entre otros*. Con el fin de poder aislar
y concentrar estos compuestos se desarrollaron los extractos de estas plantas, los
cuales se obtienen mediante la separaciébn de porciones biolégicamente activas
presentes en los tejidos de plantas, mediante el uso de un solvente (alcohol, agua,
mezcla de estos u otro solvente selectivo) y llevandose a cabo un adecuado proceso de
extraccion. El procedimiento de obtencion de un extracto vegetal se esquematiza en la

Figura 1. En particular, los procesos de extraccion se pueden clasificar en:

- Maceracion. La materia prima (planta fresca, seca, en polvo, triturada, etc.) se
mezcla con una cantidad de solvente suficiente en un tanque cerrado a
temperatura ambiente durante 2-14 dias hasta el agotamiento de la materia

prima, utilizandose agitacion o

Recoleccion de
materia prima

no.
- Digestion. La materia prima se

mezcla con el solvente a una

temperatura inferior a la

temperatura de ebullicion. traccion P T

- Decoccion. En este caso el
solvente se encuentra a ‘Resi T

temperatura de ebullicién junto

con la materia prima. ‘ Solverte b

- Infusibn. Una vez que el ’
solvente llega a ebullicion se

mezcla con la materia prima y

se deja de aplicar calor. EXTRACTO
- Percolacién o lixiviacion. Se SECO

Figura 1. Esquema de produccién de un

mezcla la materia prima junto
. extracto vegetal.

con el solvente hasta cubrir la

capa de solido. Posteriormente, el solvente se renueva de modo continuo

manteniéndose un gradiente de concentracion, el disolvente puro desplaza al

gue contiene la sustancia extraida sin ser necesario aplicar presion. La materia

t

VOSO

)



prima residual es prensada y el fluido obtenido es combinado con el percolado

para concentrar el extracto®.

La variabilidad de los constituyentes en los extractos realizados a base de
plantas puede deberse a factores genéticos, culturales y medioambientales
haciendo que el uso de éstos como medicamentos sea todo un reto. En primera
instancia, la biodisponibilidad y calidad de la materia prima suele llevar asociada
cierta problematica, ya que los principios activos son diversos y, en muchas
ocasiones, desconocidos. Por ello, el control en cada lote es esencial para obtener

siempre extractos de las mismas caracteristicas®.

La estandarizacion de los extractos vegetales es el proceso de analizar
diferentes principios activos caracteristicos u otras propiedades de interés con el fin
de que permanezcan constantes, definiendo de forma cualitativa y cuantitativa
valores que aseguren la calidad, eficacia, seguridad y reproducibilidad del producto.
Por tanto, antes de poder lanzar un producto al mercado es necesario el proceso de
estudio y desarrollo para fijar dichos estandares técnicos. Los estandares
especificos se elaboran mediante experimentacion y observaciones, lo que llevaria
al proceso de prescripcion de un conjunto de caracteristicas exhibidas por el extracto
en particular. Por lo tanto, la estandarizacién es una herramienta en el proceso de
control de calidad. Segin la OMS’, la estandarizacion y el control de calidad de los
extractos a base de plantas son los procesos involucrados en la evaluacion
fisicoguimica de aspectos caracteristicos del producto, como la seleccién y manejo
de la materia prima, la seguridad, eficacia y evaluacién de la estabilidad del producto
terminado, documentacion de seguridad y riesgo basada en la experiencia, provision
de informacién del producto para el consumidor y promocién del producto.
Normalmente se presta atencién a indices de calidad tales como se muestran a

continuacién y que se recogen de forma resumida en la Figura 2:

- Examen macro y microscépico. Para la identificacion de la variedad correcta y la

busqueda de adulterantes.

- Materia organica extrafia. Implica la eliminacion de la materia que no sea la

planta de origen para obtener el extracto en forma pura.

- Valores de ceniza. Son criterios para juzgar la identidad y la pureza del extracto

en bruto (cenizatotal, ceniza sulfatada, ceniza soluble en aguay ceniza insoluble

en acido, etc.).



- Contenido _de humedad. La verificacion del contenido de humedad ayuda a

reducir los errores en la estimaciéon del peso real del material del producto. La
baja humedad sugiere una mejor estabilidad contra la degradacién del producto.

- Valores de ratio. Indican la cantidad de materia prima que se ha necesitado para

realizar el extracto puro o nativo.
- Fibra bruta. Ayuda a determinar el componente del material lefioso, y es un
criterio para juzgar la pureza del extracto.

- Evaluacién guimica cualitativa. Cubre la identificacion y caracterizacion de la

materia prima con respecto al componente fitoquimico o extracto final. Emplea
diferentes técnicas analiticas para detectar y aislar los constituyentes activos.
Las técnicas de cribado fitoquimico incluyen la identificacion botanica, extraccion
con solventes adecuados, purificacion y caracterizacion de los componentes
activos de importancia farmacéutica.

- Evaluacién quimica cuantitativa. Estima la cantidad de las principales clases de

constituyentes. Suelen ser los compuestos en los que finalmente se estandariza
el producto y a los cuales se les otorga la actividad beneficiosa.

- Estudios toxicolégicos. Ayudan a determinar los residuos de pesticidas,

elementos potencialmente toxicos. En el caso de los animales, son estudios de
seguridad en animales como LD50 y el ensayo microbiano para establecer la

ausencia o presencia de microorganismos potencialmente daninos®.
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Figura 2. Resumen de las analiticas realizadas para la estandarizacién de extractos botanicos.

Modificacion de Bijauliya y col., (2017)°.



Para la identificacién y caracterizacidbn de estos extractos existen numerosas

técnicas analiticas, entre las cuales caben destacar:
o0 Cromatografialiquida de alta resolucion (HPLC)

Tanto la preparativa como la analitica son las mas utilizadas en la industria
farmacéutica para el aislamiento y purificacibn de compuestos procedentes de las
plantas'®. La frecuente aplicacion de esta técnica analitica en el campo de la fitoterapia
es debido a que presenta una gran resolucion y sensibilidad ademas de ser una técnica
rapida. Otra gran ventaja es que mediante HPLC se pueden analizar un gran abanico
de compuestos bioactivos, pudiendo ser utilizada para una multitud de extractos
procedentes de diferentes materias primast!. El Unico inconveniente que presenta es
que en la mayoria de los casos es necesario el uso de patrones externos, por ello, su
combinacién con la espectrometria masas (LC/MS) es la solucion técnica mas versatil
para el control de calidad de las hierbas medicinales?. También se empieza a ver un
cambio de tendencia al uso de la cromatografia liquida de ultra alta presion (UHPLC),

ya que ofrece gran resolucién y menor tiempo de analisis 3.
o Cromatografia en capa fina de alta resolucién (HPTLC)

Durante mucho tiempo, la técnica de cromatografia en capa fina (TLC) se ha
utilizado como método de identificacion para el andlisis de plantas!4. Con esta técnica,
se ha conseguido demostrar la autenticidad de diferentes extractos, asi como la
evaluacion de la estabilidad y consistencia de éstos en diferentes productos®®. Por ello,
en los Ultimos afios se ha desarrollado la técnica HPTLC, que ha sustituido a las TLC
tradicionales y la cual se utiliza ampliamente en la industria farmacéutica para la
identificacion y deteccion de adulterantes en los extractos. Entre sus usos también
destaca el andlisis del contenido en pesticidas, micotoxinas compuestos de baja o
moderada polaridad y, en general, para el control de calidad de los productos realizados

a base de plantas?®.
o Cromatografialiquida acoplada a masas (LC-MS)

El método de LC-MS se ha convertido en la opcién de muchas empresas para la
primera caracterizacion del producto, debido a que permite identificar una gran variedad
de compuestos en una matriz heterogénea como es un extracto vegetal’’. El gran
inconveniente que presenta es su elevado precio, por ello, suelen utilizarse Unicamente

para una primera caracterizacion del producto, pero no como analitica rutinaria’®.



0 Combinacion de cromatografia liquida y resonancia magnética nuclear
(LC-NMR)

Se trata de una técnica hibrida que combina dos técnicas analiticas. Es menos
usada en la industria dada su complejidad y alto coste. Sin embargo, su rapidez y alta
sensibilidad de deteccién hacen de ésta una técnica muy Uutil para el estudio de la

farmacocinética o toxicidad de estos extractos?'®.

o Cromatografia de gases (GC) y GC acoplada a espectrometria de masas
(GC-MS)

Los instrumentos de cromatografia de gases acoplados a masas han sido utilizados
para la identificacion de un gran nimero de compuestos que se encuentran de forma
natural en los sistemas biolégicos?. Por ejemplo, es de gran utilidad a la hora de analizar
compuestos volatiles en estos extractos, mediante la microextraccion en fase sélida del
espacio de cabeza?'. Ademas, en la actualidad también se utiliza para la deteccién de
residuos de pesticidas??. Esta técnica es ampliamente utilizada en fitoterapia para la
estandarizacion de diferentes extractos botanicos?2.

o Cromatografia de fluidos supercriticos (SFC)

La SFC permite la separacién y determinacién de los grupos de compuestos que no
son posible de analizar por cromatografia liquida o de gases, aplicandose a una gran
diversidad de productos, como extractos de plantas, alimentos, medicamentos o
pesticidas?*. Por ejemplo, permitié la resoluciéon de componentes desconocidos y
marcadores conocidos tales como Azadirachtin A y B, Salannin y Nimbin en extractos

de semilla de Nimbo?®,
o0 Electroforesis capilar (CE)

Se ha evaluado la importancia de la CE para el control de calidad de extractos
botanicos?®. Esta técnica ha sido utilizada en diversos estudios para el andlisis de
diferentes compuestos activos, como, por ejemplo, alcaloides?” y flavonoides?®,
principios activos de gran uso en la industria. Ademas, han sido evaluadas su
especificidad, sensibilidad y precision en comparacion con HPLC. Los resultados fueron
muy similares entre ellos, obteniendo un menor tiempo de andlisis y consumo de
disolvente con CE. Se ha utilizado por ejemplo para el andlisis de adulteracién de
extractos realizados a partir de Radix sctellariae o para el analisis de Flos carthami entre

otros®°.




En conclusion, la estandarizacién de los extractos a base de plantas comprende toda
la Informacién y controles posibles para garantizar una composicion constante de todos
los lotes, incluyendo la caracterizacion analitica. Operaciones de identificacion,
busqueda de marcadores y cuantificacién de principios activos son basicos para este
objetivo. El inconveniente actualmente es que no existe un modelo de control legal sobre
medicamentos realizados a base de plantas. En cada pais se definen plantas
medicinales o productos derivados de ellos de diversas formas y adoptan diferentes
enfoques para la concesion de licencias, dispensacion, fabricacion y comercializacion
para garantizar su seguridad, calidad y eficacia. La caracterizacion y conocimiento de
estos productos es la base de comprension de la autenticidad y control de calidad de
los extractos botanicos.

Los extractos botanicos podrian considerarse principios activos cuando pueden
demostrar una indicacion terapéutica, entonces, se les tratard como medicamento y se

aplicard la legislacién pertinente.

En el Real Decreto 1345/2007 del 11 octubre® se abrié un plazo para la adecuacion
como Medicamento Tradicional a base de Plantas (MTP) de aquellos productos que
antes se comercializaban al amparo del registro especial de Plantas Medicinales de la
citada Orden Ministerial, plazo que finaliz6 el 30 de abril de 2011. En la actualidad, sélo
pueden denominarse medicamentos aquellos productos a base de plantas que hayan
superado los estandares de calidad, eficacia, seguridad e informacion que se exige a

los medicamentos.

La definicion de medicamento viene establecida en el articulo 8.a de la Ley 29/2006
de 26 de julio®, de garantias y uso de los racional de los medicamentos y productos
sanitarios. Segun esta Ley, medicamento de uso humano es «toda sustancia o
combinacién de sustancias que se presente como poseedora de propiedades para el
tratamiento o prevencion de enfermedades en seres humanos o que pueda usarse en
seres humanos o administrarse a seres humanos con el fin de restaurar, corregir o
modificar las funciones fisioldgicas ejerciendo una accion farmacolégica, inmunoldgica

0 metabdlica, o de establecer un diagnéstico médico».

ElcapituoV de | a anterior comentada fiLey de Gar an
medicamentos especiales, particularmente, en el articulo 51 se tratan las plantas

medicinales, donde se establece:



Las plantas y sus mezclas, asi como los preparados obtenidos de plantas en
forma de extractos, liofilizados, destilados, tinturas, cocimientos o cualquier otra
preparacion galénica que se presente con utilidad terapéutica, diagnostica o
preventiva seguiran el régimen de las férmulas magistrales, preparados
oficinales o medicamentos industriales, segin proceda y con las especificidades
gue reglamentariamente se establezcan.

El Ministerio de Sanidad y Consumo establecera una lista de plantas cuya venta
al publico estara restringida o prohibida por razén de su toxicidad.

Podrdn venderse libremente al publico las plantas tradicionalmente
consideradas como medicinales y que se ofrezcan sin referencia a propiedades
terapéuticas, diagndsticas o preventivas, quedando prohibida su venta

ambulante.

Un producto botanico que no esté registrado como medicamento no podra

presentarse como principio activo y, por tanto, no podra alegar propiedades para el

tratamiento o prevencion de enfermedades, siendo éste un factor diferencial de otros

productos de consumo. Para poder llevar a cabo este registro hay que tener en cuenta

el articulo 51 del Real Decreto 1345/2007, donde se indica que los medicamentos a

base de plantas deben registrarse por el procedimiento simplificado, en el cual se

establecen las siguientes condiciones:

a.

Que los medicamentos tengan indicaciones apropiadas exclusivamente para
medicamentos tradicionales a base de plantas, que, por su composicion y
finalidad, estén destinados y concebidos para su utilizacion sin el control de un
médico a efectos de diagnéstico, prescripcion o seguimiento de un tratamiento.
Que se administren siempre de acuerdo con una dosis 0 posologia determinada.
Que se trate de preparados para uso por via oral, externo o por inhalacién.

Que haya transcurrido el periodo de uso tradicional, consistente en un periodo
minimo de treinta afios, de los cuales al menos quince, se haya utilizado en la
Union Europea.

Que la informacion sobre uso tradicional sea suficiente y en particular que el
producto demuestre no ser nocivo en las condiciones de uso establecidas y la
accion farmacolégica o la eficacia del medicamento a base de plantas, se pueda

deducir de la experiencia en la utilizacion tradicional.

Sin perjuicio de lo dispuesto en el articulo 2.28 del Real Decreto 1345/2007, un

medicamento tradicional a base de plantas podra contener vitaminas o minerales cuya



seguridad esté bien documentada podra ser registrado de acuerdo con el articulo 50.
En estos casos, la accion de las vitaminas y minerales ha de ser secundaria con
respecto a las sustancias activas vegetales en lo referente a las indicaciones especificas

autorizadas.

En resumen, las plantas medicinales podran tener dos condiciones en funcion de su

utilizacion:

1) Medicamento de plantas medicinales, si sus indicaciones terapéuticas,
diagndsticas o preventivas son publicadas. Ademas, deberan de cumplir con la
legislacion referente a los medicamentos, siendo sélo su comercializacion
posible si la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios lo ha
autorizado. Estos productos, al igual que el resto de medicamentos, sélo pueden
comprarse en farmacias.

2) Producto de plantas de venta libre, no haciendo referencia a propiedades
terapéuticas, siendo su comercializacion como suplemento alimenticio o bajo

otra denominacién siempre y que no sea como medicamento.

2. AZAFRAN (CROCUS SATIVUS L.): DE LAPLANTA AL EXTRACTO

Crocus sativus L. es una especia perenne de la familia de las Iridaceae, conocida
como oro rojo por su alto valor, siendo la especia mas cara que existe en la actualidad.
El origen de la palabra azafran provienede | a pal abra francesa fAsafr
derivade lapalabraenlatinfis af r anumo q ue 3%sHstgpaiadraqoedaleggommar i | | o
de parecerse a la utilizada originalmente en Oriente Medio, préximo de Zagros, donde
se denominaba fAkarkumo y donde se h@aesdocument
culinarios en el Imperio aquieménida®. El azafran crece a partir de bulbos que se
cultivan bajo tierra y de los cuales sale de entre una a siete flores de color morado y con
tres estigmas de unos 25-30 mm cada una (ver Figura 3). Estos estigmas son los que
tienen los compuestos bioactivos y de los que se obtiene lo que se denomina azafran

debido a su poder colorante.



Figura 3. Flor de azafran y sus estigmas secos.

C. sativus se cultiva y comercializa masivamente en Iran (Khorasan del Sur) y en la
India (Jammu y Cachemira) siendo importantes economias agricolas. En Iran
comprende un area de 1,64 millones de km? aproximadamente y se encuentra en el
norte, en la zona templada; siendo el 12% del &rea total cultivo Gnicamente de azafran.
La provincia nororiental de Khorasan Razavi export6 57 toneladas de azafran en 2010.
Ademas de Iran, siendo una de las areas mas importantes para el cultivo, el este de
Asia y paises mediterraneos, que tienen un invierno frio y célido verano especialmente
con menos humedad, son adecuadas zonas para cultivo de azafran; Espafia, Italia,

Grecia, India, Marruecos y Azerbaiyan son los mejores ejemplos®.

Con respecto a la obtencion de lo que se conoce como azafran, es importante saber
que son necesarias unas 80000 flores para la obtencién de un solo kilogramo de
estigmas®. Teniendo en cuenta que posteriormente el estigma hay que secarlo, unos
200.000 estigmas secos solo equivalen a medio kilogramo de producto final, de ahi su
elevado precio®. Ademas de por sus caracteristicas organolépticas, el azafran ha sido
utiizado en la medicina tradicional como sedativo, expectorante, anti-asmatico,

emenagogo y analgésico®’.

Sus cualidades beneficiosas y organolépticas se deben a sus principios activos,
entre los que se pueden destacar el contenido en crocinas y crocetinas, compuestos
carotenoides que dan el color a las hebras. Por otro lado, su flavor caracteristico
proviene principalmente del safranal, un carboxaldehido y compuesto volatil mayoritario
de azafran, el cual se produce por la deglicosilacion de la picrocrocina, siendo ésta
dltima responsable del sabor amargo. Ademas, tiene otros compuestos de interés
biol6gico por su actividad antioxidante como son los derivados del kaempferol®®. Sus

estructuras quimicas se muestran a continuacion en la Figura 4:
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Figura 4. Principales principios activos del azafran.

En Espafia, el cultivo de azafran esta bastante extendido y es de gran importancia.
Tanto es asi, que, ademas de poseer una denominacion de origen de azafran, DO
azafran de Castilla-La Mancha®, se han generado una serie de Reglamentos para
garantizar la calidad del producto:

- Reglamentacién Técnico-Sanitaria (BOE 1994).
- Norma de Calidad del Comercio Exterior del Azafran (NCCE, 1988, julio de
1999).
- Especificacion Técnica ISO 3632-1y 2 (2011).
- Norma Espafiola UNE 3632-1y 2 (2012).
o0 Norma Espafola UNE 34802. Determinacion por espectrofotometria UV-
vis de picrocrocina (2011).
o0 Norma Espafiola UNE 34803. Determinacion por UV-Vis de safranal
(2011).

- Pliego de condiciones del .AAzafr 88n de

Dentro de las normas anteriormente mencionadas, la 1ISO 3632-1 (2011) es de
caracter internacional. En ella se establecen unos parametros de medicion del poder de
coloracion producido por la crocina, picrocrocina y safranal analizados por
espectrofotometria ultravioleta-visible (UV-Vis), mediante la cual el azafrdn puede ser

clasificado en cuatro estandares de calidad, tal y como se muestra en la Tabla 2.

Las cuatro categorias del azafran, en polvo o en hebras, fueron posteriormente
reducidas a tres, en base al poder colorante Unicamente a 440 nm (longitud de onda con

la que se analiza el contenido en isbmeros de crocina y las causantes del color), en los
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valores anteriormente mencionados: 190, 150 y 100. La cuarta categoria fue eliminada
porque una sustancia con un poder colorante de 80 unidades no se puede considerar
azafran. Ademas, en la Ultima actualizacion se unificaron los criterios de Aconteni d
m8xi mo de cenizas no solublesdo para | as tres ¢

relativas al nitrégeno y celulosa.

Tabla 2. Caracteristicas quimicas del azafran segin la ISO 3632-1 (2011).

Caracteristicas principales Polvo de azafrdn  Estigma de azafran

Sustancias voléatiles y contenido de 10 12
humedad (porcentaje de masa)

Cenizas (porcentaje de masa) en peso seco 8 8

Cenizas insolubles en HCI (porcentaje de
masa) e peso seco

Para Grados 1y 2 1 1
Para Grados 3y 4 15 15
E 1% cm 257 mm en peso seco, min. (valor
de absorcion maximo de la picrocrocina)
Grado 1 70 70
Grado 2 55 55
Grado 3 40 40
Grado 4 30 30
E 1% 1 cm 330 nm en peso seco (valor de 207 50 2071 50
absorcion maximo del safranal)
Colorante E 1% 1 cm 440 en peso seco, min.
(valor de absorcion maximo de las crocinas)
Grado 1 190 190
Grado 2 150 150
Grado 3 110 110
Grado 4 80 80

Es importante definir las diferencias entre el consumo de hebras o de un extracto
estandarizado con fines fitoterapéuticos. Como se ha explicado anteriormente, los
examenes de estandarizacion de estos ultimos son mucho més similares que la simple
caracterizacion y clasificacion por el poder colorante que se establece en la Normativa
ISO-3632 (2011). Esto se traduce en un control no sélo de los principios activos, lo cual
permite definir una dosis adecuada, sino ademdas, un control fisico-quimico y

microbiol6gico®.



3. BENEFICIOS DEL CONSUMO DE EXTRACTO DE AZAFRAN

Varios ensayos clinicos han demostrado que diferentes extractos hidroalcohdlicos
de azafran en una dosis diaria entre 20-30 mg son capaces de mejorar la depresion
moderada, mejorando el estado de animo, reduciendo el estrés y la ansiedad, y
mejorando la calidad de suefio*43, También se ha utilizado con éxito un tratamiento
con extracto de azafran para paliar los sintomas depresivos encontrados en las mujeres

postmenopausicas sanas*.

Estos efectos antidepresivos se asocian a los niveles de safranal y crocinas que
presentan los extractos de azafran, ya que se ha observado como éstos son capaces
de inhibir la recaptacion de neurotransmisores como dopamina, serotonina (5-HT) y
noradrenalina®*48, controlando algunos sintomas de la depresion. Ademas, la crocina es
capaz de inhibir de manera no competitiva las monoamino oxidasas (MAO), inhibiendo
la degradacion de serotonina y dopamina y favoreciendo que estos neurotransmisores

se encuentren mas tiempo en el espacio intersinaptico?’.

Se ha probado varias veces los efectos del extracto de azafran y sus componentes
como tratamientos auxiliares para las enfermedades de Alzheimer y Parkinson*®5%, Los
efectos neuroprotectores del azafran en estas enfermedades se asocian a la actividad
inhibitoria de la actividad de la acetilcolinesterasa por la presencia de las crocinas, por
lo que aumenta la concentracion de acetilcolina en el espacio intersinaptico
promoviendo la activaciéon de los receptores muscarinicos®?, y por otro lado a la

reduccién de diferentes factores proinflamatorios y neurotdxicos®s.

Por otra parte, en un ensayo clinico aleatorio a doble-ciego realizado por
Akhondzadeh y col. (2010), se observo una mejora de las funciones cognitivas en el
grupo tratado con extracto de azafran respecto al placebo en pacientes con Alzheimer.
Esto se asocia a las propiedades antioxidantes de los compuestos del estigma de
azafran que ademas tienen la capacidad de reducir la sintesis de las placas b-amiloides,

reduciendo la progresion de la enfermedad®.



Debido a los multiples efectos neuroprotectores en el sistema nervioso central
asociados a las crocinas y la crocetina®*® se han estudiado los efectos del extracto de

azafran y su relacién con la salud ocular.

En el 0jo, la crocina aumenta de manera significativa el flujo sanguineo en la retina,
mejorando la oxigenacion y el aporte de nutrientes a las diferentes estructuras que la
forman®®. Por otro lado, la crocetina es capaz de prevenir el dafio producido en la retina
tras un episodio isquémico debido a la reduccién del estrés oxidativo que se ve
aumentado en estos casos®, ademdas de disminuir la expresién de factores
proapoptéticos, como la caspasa-3 y la caspasa-9, protegiendo la retina del dafio

neuronal®®.

Gracias a los descubrimientos de los efectos beneficiosos del extracto de azafran
en la retina, se realizaron con éxito estudios para observar el potencial terapéutico de
estos compuestos en diferentes enfermedades oculares neurodegenerativas como la

degeneracién macular asociada a la edad®®®, el glaucoma®! y la retinopatia diabética®?.

Se han encontrado diferentes evidencias In Vitro e In Vivo sobre los posibles efectos
beneficiosos del azafran en la diabetes mellitus. El extracto de estigmas de azafran es
capaz de inhibir In Vitro la actividad enzimatica de la h-glucosidasa, h-amilasa y las
colinesterasas, disminuyendo la concentracién de monosacaridos y disacaridos en la
luz del intestino y asi disminuyendo la cantidad de glucosa que es absorbida tras la
comida, controlando sus niveles®®. Ademas de estos efectos, la crocetina es capaz de
aumentar la secrecion de insulina de las células i -pancreaticas mientras que aumenta
la sensibilidad a la misma en el tejido muscular esquelético, estimulando la captacién de

glucosa®.

Diferentes estudios In Vivo han demostrado que el tratamiento con azafran es capaz
de producir la reduccién de la presion sanguinea y de los niveles de colesterol circulante,

por lo que mejora el curso clinico de la aterosclerosis y de la isquemia cardiaca®®.

Por otra parte, la crocina es capaz de inhibir la recaptacion de las lipoproteinas de
baja densidad oxidadas (ox-LDL), por lo que reduce la formacion de las células

espumosas que estan implicadas en la formacién de las placas de ateroma®®.



Hasta el momento no se ha realizado ningln ensayo clinico para evaluar los posibles
efectos potenciales del azafran en el cancer, ni solo ni en asociacién con terapias
anticancerigenas convencionales. Basandose en datos preclinicos, tanto In Vivo como
In Vitro, se ha visto que diferentes extractos de azafran y sus principales componentes
pueden tener efectos anticancerigenos, entre los que se encuentran diferentes efectos

inhibitorios en células tumorales®”-8,

Los efectos antitumorales del azafran involucran diferentes mecanismos. Por un lado
los componentes del azafran pueden tener un efecto inhibitorio en la sintesis de ADN y
ARN®®, mientras que también se ha visto que pueden interaccionar con el ciclo de

replicacion celular interaccionando con la Topoisomerasa 117,

Algunos tipos de disfunciones sexuales aparecen a causa de una depresion. Por
este motivo, se han realizado estudios preclinicos y clinicos con azafran para tratar la
disfuncion sexual en hombres y mujeres. Se ha comprobado que la administracién de
extracto de azafran mejora algunos problemas sexuales inducidos por el tratamiento de
la depresion con fluoxetina en mujeres, entre los que se encuentran la excitacion y la

lubrificacion™.

En lo referente a hombres, en cultivos de musculo liso se ha demostrado que las
crocinas pueden inhibir el flujo de calcio extracelular, ademas de inhibir el flujo
intracelular de calcio de los depdsitos del reticulo endoplasmico?, lo que contribuye a la
relajacion del cuerpo cavernoso con la consecuente ereccion’. Aunque existan datos
preclinicos que corroboran la hipotesis, no se han encontrado resultados que

demuestren la efectividad del azafran para tratar la disfuncién eréctil’.

4. ABSORCION, DISTRIBUCION, METABOLISMO Y EXCRECION
(ADME) DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS DEL AZAFRAN

4.1.1. Absorcién

La absorcion se define como el paso de una sustancia hacia el torrente sanguineo.

Segun los datos obtenidos por Asai y col., (2005), la crocetina se produce por hidrélisis



de la crocina y de dos moléculas de gentobiosil como se observa en la Figura 5, siendo
este compuesto, la crocetina, la forma metabolizada. Asi pues, las crocinas tal cual, no

pueden actuar como compuestos bioactivos’®.

La absorcion de la crocina mediante el tracto gastrointestinal es bastante baja, por
lo que tras una administracion oral de una determinada dosis baja de crocina
practicamente no se va a llegar a detectar en el plasma. Asimismo, repetidas dosis
orales en ratas de crocina no producen al final una acumulacién de las concentraciones
de crocetina en el plasma comparado con la aplicacién de una Unica dosis oral, lo que
demuestra que la crocetina se elimina rapidamente, demostrando que el corto tiempo
de vida media de dicho compuesto es corto. A pesar de ello, en este mismo estudio se
observé que la crocetina se llegaba a mantener en el plasma a una concentraciéon
superior de los 50 ng/mL durante 10 horas, obteniendo un primer pico maximo de
concentracion a los 20 minutos y otro secundario a las 6 horas’®. Esto es debido a que
se ha observado que algunos componentes de origen vegetal como las isoflavonas son
capaces de mostrar un patron de

absorcion bifasico, el que se \TT\[‘}\YL\W N Y\W\VJ\H\Q B P
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Figura 5. Estructuras quimicas de la hidrdélisis de la crocina.

Se ha observado que el modelo farmacocinético que sigue la crocetina es de primer
orden, donde su distribucion es de manera monocompartimental, es decir, que se
distribuye de igual forma por todo el organismo’. Ademas, debido a la rapida
hidrolizacién de la crocina en el tracto gastrointestinal a crocetina, y su alta absorcion
en esta forma, las concentraciones de crocetina en sangre fueron similares tras una

administracion oral e intravenosa®.

Segun los valores obtenidos por Mohammadpour y col.,, (2013), tras una
administracién de una Unica dosis oral de 16 mg de crocetina en una capsula en

voluntarios sanos el rango de concentracion de crocetina estuvo entre 0,09-0,35



ng/mL8t. Con una administracion de tres diferentes dosis de crocetina se demostré que
la crocetina se absorbe rapidamente, y el tiempo que tarda en alcanzar la concentracion
maxima en sangre (Tmax) esta entre las 4,0-4,8 horas, teniendo una concentracion
maxima (Cmax) de 100,9-279,7 ng/mL®, Este valor de Tmax S€ considera bastante bajo
comparado con los obtenidos de estudios farmacocinéticos con otros carotenoides C40,
como son el i -caroteno, la luteina y el licopeno, los cuales necesitan mas tiempo para
alcanzar su Cmax®. Asi, este valor de tiempo (Tmax) Mas bajo de la crocetina comparado
con los otros carotenoides demuestra que es mas rapidamente absorbida y detectada

en plasma con mas antelacion.

Mediante cultivos In Vitro de enterocitos Caco-2 se evalud el transporte de los
ésteres de crocetinas con diferentes azlcares, los cuales a pesar de tener una
bioaccesibilidad alta tuvieron un transporte bastante bajo, solamente alrededor de un

0,5% fue absorbido. Este valor fue 10 veces mas bajo que el de la crocetina por si sola®.
4.1.2. Distribucion

Varios estudios han demostrado como diferentes carotenoides son absorbidos por
las células intestinales a través de difusion pasiva, como en el caso del colesterol y los
acidos grasos, para posteriormente ser transportados por el sistema linfatico hasta el

torrente sanguineo®.

En el caso de la crocetina, es mas hidrofilica que muchos de los carotenoides y
ademas tiene un tamafio menor comparado con la luteina, el licopeno o el i -carroteno.
Debido a esto, la crocetina tiene una velocidad de absorcion mas rapida que los otros
carotenoides mencionados, pensando pues que su transporte al torrente sanguineo se
realiza desde la vena porta (vaso sanguineo grueso gue transporta la sangre desde el
tracto gastrointestinal y el bazo hacia el higado para que la metabolizacion de los

nutrientes) y no mediante el sistema linfatico™.

Una vez en el torrente sanguineo la crocetina puede distribuirse por varios tejidos.
Esta molécula es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica, por lo que puede
alcanzar el sistema nervioso central y ejercer diferentes efectos para tratar diferentes
enfermedades neuroldgicas®. Se ha descubierto que la crocetina circula en la sangre
unido a la albimina, ocupando el sitio de unién de los acidos grasos en dicha proteina®®.
Ademas, esta union es bastante débil, por lo que la crocetina se distribuye a lo largo del
cuerpo en todos los tejidos de manera bastante rapida®’, aunque su unién se inicia a

concentraciones muy bajas®.



4.1.3. Metabolismo

El metabolismo de la crocetina se produce en dos regiones del cuerpo, por un lado,
se da en la mucosa intestinal, donde se produce su absorcién y por otro en el higado
tras ella, donde se conjugaria con una o dos moléculas de glucorénido™. La
glucoronizaciébn es una ruta metabdlica importante ya que influencia bastante la
distribucién y la excrecion de los diferentes compuestos activos, o incluso llega a formar
metabolitos que tienen una bioactividad atiin mas potente que el compuesto original®®.
Los conjugados de crocetina-glucoronido se mantienen en el plasma sanguineo mas de

8 horas después de una administracién de crocinas o crocetinas’.

Una fraccion de estos complejos se consideran restos metabdlicos que iran a ser
excretados en la bilis o en la orina, ya que mayoritariamente la glucoronizacién se
considera un proceso por parte del cuerpo para aumentar la solubilidad en agua de los
xenobidticos y asi favorecer su eliminacion®. En cambio, la gran parte de los
glucorénidos de crocetina actdan por si solos como moléculas bioactivas, y ademas
transportan la crocetina a los tejidos diana’. La rapida absorciéon y glucoronizacién de
la crocetina indican que su destino metabdlico es bastante diferente del resto de

carotenoides C40°.

De manera contraria a la administracién oral, cuando la crocina es administrada de
manera intravenosa, los niveles de crocetina son muy bajos en plasma. Esto demuestra
gue el principal punto de conversién de crocina a crocetina es el tracto gastrointestinal®.
Ahi las diferentes crocinas se deglicosilan en las células epiteliales como resultado de
procesos enzimaticos, mientras que una menor fraccion se deglicosila por parte del
microbioma fecal mediante la i -glucosidasa®. Algunas de las enzimas involucradas en
la hidrdlisis de las crocinas son la glucosidasa en los enterocitos (células epiteliales del
intestino encargadas de la absorcion de diversos nutrientes esenciales y del transporte
de agua y electrolitos al interior del organismo) y la lactasa floricina hidrolasa que

cataliza la hidrélisis extracelular de algunos compuestos glicosilados®.
4.1.4. Excrecion

La gran mayoria de las crocinas se excretan a través de las heces tras una
administracion oral”™%, Practicamente no se llegan a excretar por la orina, donde no se
ha podido detectar la presencia de crocina o derivados 24 horas después de su

consumao’s.



4.2.1. Absorcién

Mediante cultivos In Vitro de enterocitos Caco-2 se evalu6 el transporte de la
picrocrocina a través de este epitelio intestinal. Se observé que por muy alta que fuese
la concentracién de picrocrocina no se llegd a detectar en el lado basolateral®*. Esto
puede ser debido a que la presencia de un azlcar en la estructura de esta molécula
complica la difusién pasiva del propio compuesto, disminuyendo su afinidad a las
membranas celulares®. Asi, muchos estudios han demostrado que es necesaria una
hidrélisis mediante enzimas digestivas o por la propia microflora intestinal para que
diferentes glucésidos o compuestos fendlicos puedan ser absorbidos dada su

complejidad estructural, como en el caso de la crocina®.
4.2.2. Excrecion

Como se ha mencionado previamente, la picrocrocina no puede llegar a ser
absorbida por los enterocitos, por lo que esta queda en la luz intestinal a no ser que
parte de ella llegue a ser digerida por la microflora intestinal. Por lo tanto, la gran mayoria

sera excretada por las heces sin sufrir ninglin cambio®.

4.3.1. Absorcién

A diferencia de la picrocrocina, una vez esta ha sido degradada por calor a safranal
durante el tratamiento de las hebras si que puede ser absorbida por los enterocitos,
aunque su complicada estructura en forma de terpeno monoaldehido complica mucho

su absorcién, produciendo que su biodisponibilidad sea bastante baja®®.
4.3.2. Distribucion

Una vez el safranal alcanza el torrente sanguineo, éste se une fuertemente a la
albumina mediante interacciones hidrofébicas y puentes de hidrégeno, por lo que su
liberacion en los 6rganos diana es mas complicada, perdurando mas tiempo en el
torrente sanguineo. Esta interaccion se produce en el sitio de union de Sudlow, el cual

se localiza en el subdominio llA de la albimina®.
4.3.3. Metabolismo

Hasta el momento no hay muchos estudios realizados sobre la farmacocinética del

safranal, por lo que el metabolismo del mismo no ha sido descrito.



Teniendo en cuenta su estructura, los terpenos suelen sufrir ciertas modificaciones
en ésta a lo largo de su permanencia en el organismo. Estos pueden ser oxidados para
hacerlos méas solubles y asi poder viajar por el torrente sanguineo con mas facilidad,
mientras que en la gran mayoria de estos compuestos se produce como metabolismo
de fase Il la glucoronizacion del compuesto, el cual suele tener como destino la orina

para su eliminacion®’.
4.3.4. Excrecion

Una pequefia parte de los terpenos volatiles como el safranal se eliminan por las
heces sin modificar al no ser absorbidos, pero la gran mayoria de ellos se eliminan por
la orina en su forma conjugada con glucurénido. Ademas, algunos de ellos tienen un
retraso en su eliminacién debido a una circulacion enterohepatica, es decir aquella que
se refiere principalmente al proceso de secrecion y reabsorcién de las sales biliares
desde el higado hacia el intestino y viceversa, alargando su presencia en el organismo®’.

4.4.1. Absorcién

El kaempferol en el estigma del azafran (Crocus sativus L.) se encuentra en forma
de diglucésido de kaempferol®®, por lo que, segun los datos obtenidos por DuPont y col.,
(2004), requerira por accion de la microflora ser hidrolizado anteriormente para poder
absorber la forma aglicona mediante lai -galactosidasa®. Una vez que el kaempferol se
encuentra en su forma libre, se ha observado que entre un 66 i 86% de este es capaz
de ser absorbido por los enterocitos y pasar a la circulaciéon portal'®. El pico de tiempo
maximo de absorcion de kaempferol (Tmax) S€ encuentra a las 5,8 horas, coincidiendo
con el paso del compuesto en la seccion mas distal del intestino delgado, practicamente
ya en el colon, debido a que ahi se encuentra la flora bacteriana intestinal que se

encarga de hidrolizar los glucésidos de kaempferol a la forma aglicona®.

De una forma mucho menos comun, los glucésidos de kaempferol pueden ser
absorbidos mediante transporte activo en el intestino delgado, ya que debido a su
compleja estructura, al ser tan hidrofilico y encontrarse ionizado a pH del intestino
delgado, no se puede absorber por difusion pasiva a través de la membrana de los

enterocitos®.



4.4.2. Distribucion

Una vez que el kaempferol alcanza el torrente sanguineo es capaz de interaccionar
con la albumina mediante interacciones hidrofébicas y puentes de hidrégeno para unirse
fuertemente a ella mediante el punto de unién 1119192 Asj, el kaempferol se distribuye
lentamente a lo largo del organismo permaneciendo méas tiempo en el torrente

sanguineo.

Se ha observado que este compuesto es capaz de atravesar la barrera
hematoencefalica, barrera permeable altamente selectiva que separa la sangre del
fluido extracelular cerebral en el sistema nervioso central (SNC), distribuyéndose por el
sistema nervioso central con cierta preferencia por el hipocampo, el cerebelo y el cértex

prefrontal®?,
4.4.3. Metabolismo

Segun los datos de metabolismo In Vitro realizados por Barve y col., (2009), el
kaempferol sufre un ratio de glucoronizacibn como metabolismo secundario de una
manera mucho mas alta que metabolismos oxidativos de Fase 1, fase que engloba todas
las reacciones sobre xenobidtios que impliguen el aumento de la solubilidad en
sangrel®, Asi, gran parte del kaempferol que pasa a la circulacién portal (flujo de sangre
venosa desde los 6rganos gastrointestinales y del bazo al higado antes de regresar al
corazon) tras ser absorbido sufre una glucoronizacion directamente al llegar al higado,
el cual puede ser distribuido por el resto de los 6rganos o mas adelante ser destinado a

la excrecion®*,

Ademas, se ha observado que hay una recirculacion enterohepatica bastante grande,
formando un segundo pico de concentracion de kaempferol que vuelve al torrente

sanguineo tras volver a pasar a su forma aglicona en el intestino y ser reabsrobido®.
4.4.4. Excrecion

El kaempferol es excretado en sus formas conjugadas, mayoritariamente una vez ha

sufrido la glucoronizacién, tanto por la orina como por la bilis'%4.



5. ULTIMOS ESTUDIOS DE LA FARMACOCINETICA DEL AZAFRAN

Hasta la fecha no hay ningun estudio farmacocinético realizado en humanos con un
extracto de azafran comercial, Unicamente puede encontrarse en bibliografia un trabajo
sobre la farmacocinética de la crocetina, cuando ésta es administrada de forma pura en

pacientes sanos®.

Sobre el extracto comercial de estigmas de azafran utilizado, affron®*?, utilizado
como material de referencia para los estudios en el Proyecto de Investigacion llevado a
cabo en este trabajo, se elabordé una comunicacion presentada en el que se estudia la
farmacocinética de la crocetina tras la administracion de este extracto de azafran a

pacientes sanos®.

Como puede observarse en los valores recopilados para los distintos parametros
farmacocinéticos de la crocetina recogidos en la Tabla 3, hay bastantes diferencias en
lo que respecta a los valores de Tmax. En el estudio de Umigai y col., (2011) se obtuvieron
unos valores cercanos a 5 horas, para los tres niveles de crocetina suministrados
mientras que, en el estudio realizado por Almodévar y col., (2019) los valores
conseguidos estaban entre 1 y 1,5 horas. Esta diferencia de practicamente 4 horas
puede ser explicada debido a la manera en la que se encontraba la crocina o crocetina
en la forma administrada. Mientras que en el primer estudio se administra crocetina en
estado puro, en el segundo se encuentra mayoritariamente en forma de crocina en un
extracto de azafrén. Asi, en el extracto ésta debe de ser hidrolizada para liberar la
crocetina, la cual sera absorbida por los enterocitos y llevada al sistema portal. El retraso
en la aparicion del pico de concentracion maxima puede ser debido a que los isémeros
de crocina presentes en el extracto de azafran son bastante mas hidrosolubles que la
crocetina pura, ya que presentan unos azlcares en su estructura, facilitando su
disolucién en agua y haciendo que estén mas bioaccesibles para su hidrélisis y

absorcion0,



Tabla 3. Parametros farmacocinéticos de la crocetina en el estudio de Umigai y col., (2011)%? y

Almoddvar y col., (2019)%,

Umigai N. y col. (2011) Almodévar P.y col. (2019)
crocetina  crocetina  crocetina 56 mg EA 84 mg EA

Parametros 7,5mg 15 mg 22,5mg (1.96mg (2.94mg
crocina) crocina)

Tmax (h) 48+1,0 4,9+0,9 46+1,0 1,0+0,5 15+0,5
Cmax (Mg/mL)  0,10£0,05 0,20+0,05 0,27 +0,10 0,16 £ 0,23 0,46 £ 0,24

AUCeopy(h  0e7+042 1,13+021 1,84+040 10,34+211  21,14+4,23
Hg/mL)

EA = Extracto de azafran; Tmax = Tiempo para la concentracion maxima; Cmax = Concentracion maxima,;

AUC = Area bajo la curva.

Los resultados obtenidos en el trabajo presentado por Almodévar y col., (2019)*?4
demuestran que se obtienen niveles superiores de crocetina en sangre con extracto de
azafran (crocinas) en comparacion con la crocetina pura, siendo este resultado
determinante para establecer la importancia de la necesidad de desarrollar estudios que
permitiesen conocer y establecer el mecanismo a través del cual se pueda explicar por
qué los niveles de crocetina aumentan con el consumo de un extracto de azafran. Con
este objetivo, y como ya se ha mencionado anteriormente en el Apartado i Obj et i vos
justi fi caci,sendecdlierbn realizaa bstudios telativos a la digestion In Vitro

con este mismo extracto de azafran.

y



. PROYECTO DE INVESTIGACION

1. REACTIVOS Y MATERIALES

Los reactivos para llevar a cabo la digestion In Vitro fueron adquiridos en diferentes
casas comerciales. El hidroxido sédico (NaOH) fue comprado a la casa comercial Symta
(Madrid, Espafia). El acido clorhidrico (HCI) y el bicarbonato sédico (NaHCOs) fue
adquirido en Merck (Madrid, Espafia). Las enzimas digestivas U-amilasa (E.C. 232-565-
6), pepsina (E.C. 232.629.3), pancreatina (E.C. 232-468-9) y el extracto de bilis (E.C.
232-369-0) fueron adquiridos en Merck (Madrid, Espafia).

Para el andlisis de capacidad antioxidante por 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) se
compré reactivo DPPH a Merck (Madrid, Espafa). El etanol, de calidad analitica, se
adquirio en VWR (Barcelona, Espafia).

Los disolventes necesarios para el andlisis por HPLC-DAD/MS (acetonitrilo (ACN),
metanol (MeOH) y &cido trifluoroacético (TFA)) son de la casa comercial VWR
(Barcelona, Espanfia). El patrén de safranal, crocetina y p-nitroanilina fueron comprados
a Merck (Madrid, Espafa). El patron de kaempferol, por otro lado, fue adquirido en
Extrasynthese (Genay, Francia) y el de crocina (trans-crocina 4) en Phytolab

(Vestenbergsgreuth, Alemania).

El agua MiliQ necesaria fue obtenida mediante el sistema de purificacién de la marca

Millipore, conectado a un dispensador remoto de la misma marca y modelo Q-POD.

El extracto comercial de estigmas de azafran (Crocus sativus L.) affron® fue
proporcionado por Pharmactive Biotech Products, S.L. Este extracto esta estandarizado
en un contenido superior al 3,5 % en Lepticrosalides®, los cuales hacen referencia a la

suma de dos compuestos bioactivos del azafran, safranal e isémeros de crocina®!42,




2. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Ladigestion In Vitrosel | ev:- a cabo de manera fAabi
microbiota y siguiendo el protocolo establecido por Hollebeeck y col., (2013)1%7. Esta

digestién In Vitro consistia en tres pasos o fases:
2.1.1. Digestion salivar

Se disolvié 1 gramo de muestra en 10 mL de agua MiliQ y posteriormente se ajusto
el pH de la disolucion a 6,9 con 1300 mL de NaOH 1 M. A esta disolucion se le afiadieron
3,9 unidades de U-amilasa por mL y se incub6 a 37°C durante 5 minutos bajo
condiciones aerbbicas. Posteriormente, se llevé a 90°C durante 3 minutos con el fin de
desactivar las enzimas presentes. Esta etapa se llevo a cabo con seis muestras, dos de
las cuales fueron centrifugadas a 7000 rpm durante 40 minutos a 4°C. La fraccion
soluble se congeld (-20°C) para su posterior andlisis, mientras que las cuatro restantes
fueron sometidas a la siguiente etapa.

2.1.2. Digestién géstrica

Las muestras obtenidas en la anterior fase se ajustaron a un pH 2 con 450 mL de
HCl 0,1 M, posteriormente se afiadieron 71,2 unidades de pepsina por mL. Esta
disolucién se incubé a 37°C durante 90 minutos en condiciones anaerdbicas. Al igual
que en la etapa anterior, tras la incubacion la disolucién resultante se sometié a 90°C
durante 3 minutos. De las cuatro muestras resultantes, dos de ellas se centrifugaron y
congelaron (bajo las mismas condiciones de la etapa de digestion salivar) y las otras

dos se utilizaron para realizar la Ultima etapa.
2.1.3. Digestion intestinal

Para simular las condiciones intestinales, el pH de las muestras se ajusté a pH 7
mediante la adicién de 1200 mL de NaHCOs;, posteriormente de adicionaron 9,2 mg de
pancreatina y 55,2 mg de extracto de bilis y, bajo condiciones anaerdbicas, se incub6 a
37°C durante 150 minutos. Como en las etapas anteriores, con el fin de su posterior

andlisis, las muestras fueron centrifugadas y la fraccion soluble congelada (-20°C).




El andlisis de las muestras de extracto de azafran digeridas y previamente sin digerir
se llevé a cabo mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC). Los principios
activos que se tuvieron en cuenta a la hora de analizar fueron safranal, kaempferol
diglucésido, isémeros de crocinas, y picocrocina que se analizaran mediante el método
propuesto por Kell y col., (2017)*2. La separacion y cuantificacion de dichos compuestos
se llevé a cabo utilizando un cromatégrafo Agilent Technologies 1220 Infinity con un
detector de luz de haz de diodos (DAD); mientras que la identificacion se realizo
mediante espectrometria de masas usando un Agilent series 1100 HPLC acoplado a un
detector de masas cuadrupolo (Hewlett-Packard, series 1100 MSD) con ionizacion por
electroespray (ESI). Las muestras inyectadas fueron separadas mediante una columna
Luna C18 (4,6 X 250 nm, 5um) empleando como fases moviles (A) Agua:ACN (85:15) y
(B) 100 % metanol con un flujo de 1 mL/min. El gradiente de elucién aplicado fue: 10 %
fase B inicialmente; 100 % fase B después de 60 min y vuelta a las condiciones iniciales
en otros 10 min, las cuales se mantienen durante 1 min. La duracién del método es de
un total de 71 minutos, posteriormente, el equipo se mantiene en condiciones iniciales

otros dos minutos con el fin de estabilizar la columna.

Los espectros de las moléculas se registraron en un rango de 200-500 nm de
longitud de onda mientras que los cromatogramas quedaron registrados a 250 nm para
la cuantificacion de la picrocrocina; a 265 nm para la cuantificacion de kaempferol
diglucésido; a 310 nm para la cuantificacion de safranal; y a 440 nm para cuantificar

todos los isbmeros de crocina asi como la trans-crocina-4.

Los datos de espectrometria de masas fueron registrados en modo positivo y
negativo. Las condiciones de ionizacion fueron ajustadas a 2000 V tanto para la tension
capilar como para la de carga. La presion del nebulizador fue de 40 psi y el flujo del
nitrégeno de 10 L/min. La temperatura de secado del gas era de 340°C y la temperatura
de vaporacion de 150°C. La monitorizacion del rango de masas se establecio para una

relacion masa/carga (m/z) desde 50 hasta 1500.

Para la preparacion de la muestra se pesaron aproximadamente 40 mg (tanto de la
muestra sin digerir como de las muestras digeridas) y se disolvieron en metanol:agua
50:50 v/v en un matraz de 10 mL preservando las disoluciones de la exposicion a la luz.

Seguidamente, las muestras se homogenizan en vortex y sonican mediante ultrasonidos




durante 5 min para, finalmente, ser filtradas con un filtro de 0,45 um a viales dmbar

previamente etiquetados.

La preparacion de la recta de calibrado de crocina se llevé a cabo pesandose 5 mg
de trans-crocina-4 estandar y disolviéndose en 10 mL de MeOH:H-0 (50:50, v/v). Para
lograr la completa disolucion del patrén se homogenizé mediante Vortex y ultrasonidos
durante 5 minutos. En todo momento, la disolucién fue protegida de la luz y
sobrecalentamiento. Asi, se obtuvo una disolucibn madre o concentrada de
aproximadamente 500 ppm a partir de la cual se preparé cuatro disoluciones patrén de
250, 100, 50 y 25 ppm. Teniendo en cuenta el peso exacto y la riqueza, la recta de
calibrado se realizé finalmente para concentraciones de 227,0; 90,8; 45,4y 22,7 ppm.

El procedimiento para obtener el resto de las rectas de calibrado de los diferentes
compuestos sigue las pautas detalladas en la preparacion anterior, ajustando la
concentracion de las alicuotas de la recta de calibrado a la concentracion de la muestra.
Para la recta de calibrado de safranal se utilizaron las concentraciones de 0,24; 0,48;
0,96 y 4,81 ppm. Para la cuantificacién de kaempferol diglucésido se utilizé kaempferol
en concentraciones de 6,9; 13,8; 34,6; 69,2 y 138,3 ppm. Finalmente, para la
cuantificacion de picrocricina se utiliz6 como patrén p-nitroanilinal® en concentraciones
de 39 ppm, 97,5 ppm 195 ppm y 390 ppm. En todos los casos se tuvo en cuenta la

pureza real del patrén y el peso exacto obtenido.

La crocetina no es posible de analizar por el método anterior. Su analisis se llevé
a cabo mediante el método establecido por Umigai y col., (2011)°°. Para ello, se realizd
una recta patrén con un estandar externo de crocetina. El equipo HPLC utilizado y la
columna fueron los mismos que en el método anterior, aunque en este caso no se
realizaron andlisis de masas, la identificacién se hizo teniendo en cuenta el tiempo de
retencién y coincidencia de espectro en relacion con el patrén utilizado. Las fases
moviles utilizadas fueron 0,025 % (v/v) TFA en agua como fase Ay MeOH:Fase A (9:1)
como fase B. El gradiente consistio en 25 % de fase B al comienzo llegando a 100 % de
ésta en 10 min, manteniéndose estas condiciones durante 5 min y, posteriormente, se
volvié a las condiciones iniciales en 5 min. Por tanto, el tiempo total del programa fue de
un total de 22 minutos con un flujo de 1mL/min, que se mantuvo constante durante todo
el andlisis. Para el acondicionamiento del equipo, las condiciones iniciales se
mantuvieron 2 min. Los espectros de los picos obtenidos se registraron en un intervalo
de longitud de onda de 200i 550 nm para poder realizar la identificacién; mientras que

el cromatograma se registré a 430 nm para la cuantificacion. La recta de calibrado se




prepar6 en concentraciones de 0,47; 0,93; 2,33; 4,67 y 9,33 ppm, teniendo en cuenta el

peso real y pureza del patrén.

Todos los parametros de digestién obtenidos fueron tratados usando el programa

estadistico GraphPad Prim 7.

El analisis de la capacidad antioxidante del extracto en cada una de las etapas de la
digestion In Vitro se realiz6 mediante el método del radical libre 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH) establecido por Karimi y col., (2010)*°. Para ello, se prepararon
disoluciones en agua de cada una de las muestras con una concentracién de 500 ppm.
Posteriormente, 150 microlitros de cada una de las disoluciones se hicieron reaccionar
con 50 microlitros de una disolucién 0,1 mM de DPPH. Finalmente, se dej6 reaccionar
durante media hora y se midié cada una de las muestras con sus respectivos blancos.

Para realizar el célculo del % de inhibicién se utilizé la siguiente férmula:
[ 5 T\ wo Ty L) ‘?‘"“‘"6 6\
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Donde A, es el valor de la absorbancia del blanco o reaccion control y A, es el valor de la muestra tras la reaccion

Debe tenerse en cuenta, que las menores absorbancias obtenidas tras la
reacciéon con las muestras indicaran una mayor actividad de la capacidad de inhibicién
del DPPH, lo cual se puede traducir en una mayor actividad antioxidante del componente
bioactivo. Las reacciones se llevaron a cabo por duplicado, mientras que las medidas

de absorbancia de cada uno de estos componentes se realizaron por triplicado.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La identificacion de los principales compuestos bioactivos de los extractos digeridos
del azafran (exceptuando la crocetina, cuya identificacién se llevé a cabo con otro
método analitico), se realizaron mediante el andlisis HPLC-DAD/MS. En la Tabla 4 se
recogen los resultados obtenidos en los andlisis realizados para la identificacion
cromatografica de los diferentes compuestos bioactivos objeto de estudio en este

trabajo.




Tabla 4. Identificaciéon cromatografica de los compuestos bioactivos mayoritarios encontrados en
el extracto comercial de azafran mediante HPLC acoplado a masas con detector en modo ESI+
y ESI-.

T
! Compuesto Maximo UV-Vis (nm) ESI+ (m/z) ESI- (m/z)
(minutos)
515,2; 365,1;
353,0; 337,1; 1480,8; 667,2;
7,6 Picrocrocina 251 329,1; 185,1; 517,1; 385,0;
159,9; 151,2; 181,2; 153,1
123,2; 81,2
Kaempferol
11,5 . o 266; 347 633,0; 347,1 609,0; 284,0
diglucosido
. 999,4; 675,2; 1336,2; 651,2;
22,1 trans-crocina-4 261; 323; 441; 464
511,5; 347,1 326,8; 283,1
26,7 trans-crocina-3 261; 323; 440; 463 837,3
675,2; 593,0;
30,7 trans-crocina-2 6 261; 328; 440; 464 513,3; 130,1;
102,2; 74,2
33,9 Safranal 313 - -
. . 999,4; 821,3;
36,2 cis-crocina-4 225; 262; 325; 433; 456 651,2
611,0; 391,0; 347,1
. 651,2; 327,1;
37,6 trans-crocina-2 260; 322; 433; 458 675,2;541,1
311,1; 283,1

Los valores en negrita indican coincidencias en las fracciones moleculares obtenidas por Lech y col.,
(2009)1,

La Tabla 4 muestra los resultados obtenidos en el andlisis cromatogréfico individual
de los principales compuestos bioactivos hallados en las muestras de extracto de
azafran digeridas. En el caso de la picrocrocina, podemos identificarla a una longitud de
onda de a 250 nm (ya que tiene un maximo de absorcién de longitud de onda de 251
nm) y un caracteristico ion molecular 353 m/z y fragmentos de 151,2 y 123,2 m/z en

modo ESI+, tal y como se presenta a continuacion en la Figura 6.
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Figura 6. Espectro de masas en modo ESI+ correspondiente a la picrocrocina, obtenido
mediante el andlisis de extracto de azafran (EA) affron®.

En el caso del kaempferol diglucésido, podemos encontrar a 265 nm un espectro
tipico de flavonoide, con dos méaximos de absorcion a longitudes de onda de 266 y 347
nm. En observarse en la Figura 7, cuando se trabaja en modo ESI+, se obtiene el ion
molecular a 633,0 m/z, mientras que, cuando el espectro de este compuesto es obtenido
trabajando en modo ESI- el correspondiente pico del ion molecular se aprecia a m/z 609.
Estos resultados son concordantes con los resultados obtenidos en el trabajo

desarrollado por Lech y col., (2009)!1.
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Figura 7. Espectros de masas correspondientes al kaempferol diglucésido obtenidos en el

andlisis del EA affron® estudiado en a) modo ESI+ y b) modo ESI-.



La identificacién de la molécula de safranal por espectrometria de masas no fue
posible, ya que no se encontraron fragmentos correspondientes a ella. Su identificacion
se realiz6 mediante cromatografia de liquidos teniendo en cuenta el tiempo de retencién
utilizando un patrén externo, y por comparacion con el espectro UV obtenido, en el cual
podia observarse un maximo de absorcion de 313 nm, tal y como se muestra en la
Figura 8.

= : / ‘ — Safranal
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Figura 8. Cromatograma de una muestra del EA affron® y un patrén de safranal registrados a
330nm.

Con este mismo protocolo de analisis, a 440 nm se pudieron observar una serie de
picos con similar espectro de absorcién, ya que tenian maximos a 260, 325, 440 y 460
nm aproximadamente, los cuales son caracteristicos de los carotenoides y, mas
concretamente, de derivados de crocina. Para poder realizar una identificacion mas
adecuada de cada uno de ellos, se tuvieron en cuenta los tiempos de retencién y los
fragmentos idnicos, tanto en modo positivo como en modo negativo, utilizando como
referencia los resultados obtenidos con anterioridad por Lech y col., (2009)!!!. En base
a estos parametros (tiempo de retencién y fragmentos iénicos) se pudo identificar la
trans-crocina-4, isémero de crocina mayoritario en el azafran que, ademas, presenta el
menor tiempo de retencién como puede comprobarse en el cromatograma de la Figura
9, y un fragmento en modo positivo de 511,5 m/z (ver Figura 10a). A continuacion, se
identificé la trans-crocina-3 con un fragmento en modo positivo caracteristico de 837,3
m/z (ver Figura 10b). Posteriormente, se pudo reconocer la trans-crocina-2 & con un
fragmento en modo positivo de 513,3 m/z (ver Figura 10c) y un tiempo de retencién con
una diferencia de 4 minutos respecto a la anterior crocina, tal y como se observa en la

Figura 9. Seguidamente, se procedié a la identificacion de la cis-crocina-4, con un



maximo de absorcién a 225 nm, caracteristico de carotenoides cis'?, y un (nico
fragmento molecular en modo negativo de 651,2 m/z (ver Figura 10d). En ultima
instancia se identific6 el compuesto trans-crocina-2, obteniéndose fragmentos
moleculares caracteristicos en modo positivo, 675,2 m/z, y modo negativo, 651,2 m/z
(Figura 10e).

300~

Figura 9. Cromatograma del EA affron® registrado a 440 nm, donde se identifican los siguientes
picos correspondientes a los compuestos analizados: (1) trans-crocina-4, (2) trans-crocina-3, (3)
trans-crocina-2 ,§4) cis-crocina-4 y (5) trans-crocina-2.
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Figura 10a. Espectro de masas de trans-crocina-4 mediante analisis del EA en modo ESI+.
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del EA affron® en modo ESI+.
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affron® en modo ESI+.
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Figura 10d. Espectro de masas de cis-crocina-4 obtenido mediante analisis de un EA affron® en

modo ESI+.
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Figura 10e Espectro de masas de trans-crocina-2 obtenido para el andlisis de un EA affron® en
modo ESI-.



Como se ha comentado anteriormente en la memoria de este Proyecto de
Investigacién, la identificacion de crocetina se realizé mediante un analisis HPLC-DAD
siguiendo el método establecido por Mohammadpour y col., (2013)!!* y comparando el
tiempo de retencidn y los espectros de absorcién con un patrén. A continuacién, se

muestran los cromatogramas obtenidos (Figura 11).

AL

— EA

— Crocetina

Figura 11. Cromatograma de una muestra de EA affron® y un patrén de crocetina registrados
a 430nm.

Como se observa en la Figura 11 tanto en el patron externo como en la muestra
aparece un pico a un tiempo de retencién de 13,5 min y su espectro de absorcion
correspondiente presenta dos maximos de absorcién a longitudes de onda de 426 y 451
nm. Por tanto, se confirma la identificacion de crocetina y la presencia de ésta en el

extracto de azafran, confirmando los resultados obtenidos por otros autores!4115,

9 Picrocrocina

La cuantificaciéon y evolucién de la picrocrocina durante la digestion In Vitro se
registré a 250 nm. Los cromatogramas obtenidos en cada una de las fases se muestran

a continuacién en la Figura 12:
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Figura 12. Cromatogramas de las muestras del EA affron® durante la digestién In Vitro (250 nm).




Entre los cromatogramas registrados a esta longitud de onda en cada una de las
etapas de la digestion de la muestra no se aprecian apenas diferencias mas alla del

contenido en picrocrocina. Los resultados obtenidos de recogen en la Tabla 5:

Tabla 5. Cuantificacién de picrocrocina en el EA en la muestra inicial y en cada uno de los pasos

de la digestion.

Muestra inicial Muestra digerida
Compuesto
bioactivo Extracto de Digestion Digestion salivar Digestion
azafran salivar + géstrica total
Picrocrocina 3,21 +0,07¢ 3,14 +0,11¢ 2,07 £ 0,022 2,61 + 0,05

Las diferentes letras (a-c) indican diferencias significativas (p< 0,05) del contenido en picrocrocina en cada

uno de los pasos de la digestion.

Como se puede observar, existe una reduccion del contenido en picrocrocina
durante la digestion de aproximadamente un 19 %, resultados similares a los obtenidos
por Kyriakoudi y col., (2015)%*. En los cromatogramas no puede apreciarse variaciones
en ninguno de los picos observados a 250 nm que se correlacione con la pérdida de
picrocrocina, con lo cual, es muy probable que la molécula a la que dé lugar no presente
absorbancia a esta longitud de onda. Existen diversos estudios que relacionan el
tratamiento térmico y/o cambios de pH con la transformacién de picrocrocina en
safranal!®, por tanto, es de esperar que el contenido de safranal aumente durante la
digestion. Por otro lado, la picrocrocina restante que no ha sido transformada tiene baja
bioaccesibilidad, ya que su estructura compleja glicosilada es dificil que atraviese la

membrana celular y, por tanto, la mayoria no sera absorbida®*.
1 Safranal

Los resultados obtenidos para el analisis del safranal en las muestras del extracto
de azafran sometidas a las diferentes etapas digestivas se muestran en los
cromatogramas que aparecen en la Figura 13. Estos cromatogramas fueron registrados
a 310 nm. A partir de estos cromatogramas se cuantificé el contenido en safranal en las
muestras de EA. En ellos se observa claramente un cambio en el contenido de azafran
durante las etapas de digestion, siendo bastante llamativo el aumento que se produce

durante la etapa de digestion gastrica.
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Figura 13. Cromatogramas registrados a 310 nm de las muestras de EA affron® durante la digestién

In Vitro.

A continuacion, en la Tabla 6, se muestran los resultados de la cuantificacion de

dicho compuesto bioactivo:

Tabla 6. Cuantificacion de safranal en el EA en la muestra inicial y en cada uno de los pasos de

la digestion In Vitro.

Muestra inicial Muestra digerida
Compuesto
bioactivo Extracto de Digestion Digestion salivar +  Digestion
azafran salivar gastrica total
Safranal 0,04 + 0,012 0,03 + 0,002 0,21 + 0,01¢ 0,08 £ 0,01°

Las diferentes letras (a-c) indican diferencias significativas (p< 0,05) del contenido en safranal en cada uno

de los pasos de la digestion.

Como se puede apreciar en el cromatograma y confirmar con la posterior
cuantificacién, durante la fase salivar el contenido de safranal disminuye, sin embargo,
cuando se llega a la fase gastrica y duodenal aumenta incluso hasta 5 veces con
respecto al contenido inicial (de 0,04 a 0,21 %). Esto puede explicarse, como se ha
comentado anteriormente, a que la picrocrocina, que ademas se comporta de manera
inversa, se transforma en safranal durante la digestion. Ademas, existen otros
compuestos en el azafran, como el 4-hidroxi-2,6,6-trimetil-1-ciclohexano-1-
carboxaldehido (HTCC) que no son cuantificados en este estudio y son precursores de

safranal y, por tanto, también podrian estar implicados en el aumento de éstat'’.



1 Kaempferol

La cuantificacién de los derivados de kaempferol se realizd a 265 nm utilizando como
patrén kaempferol aglicona. En la Figura 14 se muestran los cromatogramas

resultantes:

Digestion salivar

Digestion total

Figura 14. Cromatogramas registrados a 265 nm de las muestras de EA affron® durante la digestion

In Vitro.
En los cromatogramas no se observan cambios con respecto al contenido en

kaempferol o con la variacion de otros picos de importancia (Figura 14). Este hecho se
puede corroborar también a la hora de cuantificar los resultados obtenidos y que se
muestran en la Tabla 7. En dicha tabla puede observarse como los resultados de
cuantificacion reflejan una pérdida de aproximadamente un 30% del contenido en

kaempferol diglucésido durante el proceso de la digestion.

Tabla 7. Cuantificacién de kaempferol en el EA antes y en cada uno de los pasos de la digestion

In Vitro.

Muestra inicial Muestra digerida
Compuesto
bioactivo Extracto de Digestion Digestion salivar Digestion
azafran salivar + gastrica total
Kaempferol 0,13 £ 0,00%¢ 014+00l°  012+000° 0,09+ 0,002
diglucésido

Las diferentes letras (a-c) indican diferencias significativas (p< 0,05) del contenido en kaempferol en cada
uno de los pasos de la digestion.

Los resultados obtenidos en este estudio no se pueden comparar con otros
anteriores realizados con azafran, ya que no se han hallado publicaciones que estudien
este proceso. Sin embargo, existen otros estudios similares realizados con otras

especies botanicas que son fuentes de kaempferol. Por ejemplo, Yang y col., (2018)!8
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describen el cambio de composicion del contenido de polifenoles, entre los que se
incluye 18 derivados diferentes de kaempferol, de una muestra de kale concluyendo que
el 69,4% es capaz de aguantar las condiciones de digestion. Los resultados también
concuerdan con los obtenidos por Goh y col., (2004)!'° donde se registra una pérdida
de tan solo el 5% de los flavonoides iniciales. Sin embargo, otros autores han obtenido
resultados muy diferentes, obteniendo la pérdida parcial o total del contenido en
polifenoles de los diferentes extractos botanicos y concluyendo que éstos son

susceptibles a las condiciones gastrointestinales?.
1 Is6meros de crocina

Existe una gran cantidad de isdmeros de crocina en las hebras de azafran. De todos
estos isbmeros, en este trabajo se pudieron identificar mediante el estudio realizado por
espectrometria de masas los mayoritarios: trans-crocina-4, trans-crocina-3, trans-
crocina-2 €eis-crocina-4 y trans-crocina-2 y son los que se tendran en cuenta a la hora

de cuantificar los isémeros de crocina.

Para la cuantificacion de estos isdmeros, se registr6 un cromatograma a 440nm

(Figura 15). A continuacion, podemos ver los resultados en cada etapa digestiva:
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Figura 15. Cromatogramas registrados a 440 nm de las muestras de EA affron® durante la

digestion In Vitro.

















https://es.wikipedia.org/wiki/Crocus_sativus
https://es.wikipedia.org/wiki/Estigma_(bot%C3%A1nica)
https://es.wikipedia.org/wiki/Crocus_sativus
https://es.wikipedia.org/wiki/Especia


































