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Resumen

El procesado y el cocinado afectan a la cantidad de glucosinolatos presentes en
los vegetales de la familia Brassicaceae. Estos vegetales, han demostrado tener un gran
potencial inductor anticancerigeno, gracias a un compuesto presente en ellos, el
sulforafano, el cual proviene de la hidrélisis de un glucosinolato en concreto, la
glucorafanina. Esta hidrolisis se cataliza por una enzima, llamada mirosinasa, la cual es
sensible a temperaturas por encima de 60 ° C o por debajo de - 20 ° C, por lo que el
cocinado juega un papel importante en el proceso de formacion del sulforafano. El uso
de microondas, hervido y vapor, antes de la ingesta, incrementan el contenido de
glucorafanina, y la formacion de sulforafano, permitiéndonos de esta manera, obtener los

mayores beneficios de este compuesto para la salud.

Palabras clave: sulforafano, mirosinasa, glucorafanina, glucosinolatos, cocinado.



Abstract

Processing and cooking affect the amount of glucosinolates present in vegetables
of the Brassicaceae family. These vegetables have shown to have a great anticancer
inducing potential, thanks to a compound present in them, the sulforaphane, which comes
from the hydrolysis of a specific glucosinolate, glucoraphanin. This hydrolysis is
catalyzed by an enzyme, called myrosinase, which is sensitive to temperatures above
60°C or below — 20 ° C, so cooking plays an important role in the formation of
sulforaphane. The use of microwaves, boiling and steam, before ingestion, increases the
content of Glucoraphanin, and the formation of Sulforaphane, thus allowing to reach the

greatest health benefits of this compound.

Keywords: sulforaphane, myrosinase, glucoraphanin, glucosinolates, cooking.



1. Introduccién

Las plantas de la familia Brassicaceae (Brasicaceas), también Ilamadas
Cruciferae (Cruciferas), posee una diversidad de 350 generos y 3500 especies. EI género
Brassica parece ser el mas estudiado dentro de la familia Brassicaceae. La especie mas
grande, Brassica oleracea, incluye vegetales tales como brocoli (Brassica oleracea var.
Itélica), kale (Brassica oleracea var. Sabellica), coliflor (Brassica oleracea var. Botrytis)
y repollo (Brassica oleracea var. Capitata) entre otras cruciferas comestibles; el consumo

de esta especie, es la que aporta, mayores beneficios para la salud.*

Los efectos beneficiosos de los vegetales del género Brassica oleracea, se deben
a sus compuestos fitoquimicos, los glucosinolatos (GLS), los cuales han demostrado en
humanos, prevenir el estrés oxidativo, inducir la detoxificacion enzimética, estimular el
sistema inmune, y disminuir el riesgo de cancer, o en su defecto, una vez instaurado el

cancer, disminuyen la proliferacion de células cancerosas.?

Los glucosinolatos, son un grupo de tioglucésidos, localizados en el tejido vegetal
de las brasicaceas, responsables de la defensa quimica de la planta una vez convertidos

en isotiocianatos (ITCs), los cuales son tdxicos para herbivoros e insectos.

El GLS de mayor interés en este trabajo es la glucorafanina (GRA), precursor de
un ITCs, llamado sulforafano (SF), con un amplio interés descrito por la bibliografia en
torno a su efecto anticancerigeno, induciendo la formacion de enzimas detoxificantes

Fase Il, las cudles protegen frente a carcindgenos.

Los GLS se hidrolizan cuando la planta sufre dafios estructurales, de rasgado,
rotura, o por accion de los insectos, mediante la liberacion en la rotura del tejido, de una
enzima llamada mirosinasa (MYR), la cual cataliza la reaccién de hidrdlisis de los GLS,
en ITCs, nitrilos y tiocianatos. La MYR se encuentra dentro de las células vacuolas,
liberandose al igual que los GLS, cuando la planta sufre dafios estructurales, como pueden

ser el cortado o picado.

Los ITCs, entre los compuestos derivados de la hidrolisis de GLS, han sido los
gue mayor bioactividad han demostrado tras su administracion clinica, tanto en animales

como en humanos.®
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Mas concretamente, dentro de los ITCs, el SF, parece ser el que mayores

beneficios acarrea tras el consumo de brasiciceas.?

El SF fue descubierto y sintetizado por primera vez por V. Schmidt y P. Karrer en
1948, pero no fue hasta 1992, que Zhang, Talalay y sus colaboradores, reportaron su
bioactividad, entre la que destaca como antioxidante, antimicrobiano, antinflamatorio y

anticarcindgeno.*

Los fitoquimicos mas usados en la suplementacion dietética carecen de
biodisponibilidad, es aqui donde el SF destaca con una biodisponibilidad aproximada del

80 %, con un pico maximo en plasma tras su consumo en 1 hora.®

Comparative bioavailability of common phytochemicals

Bioavailability (%)

[
o
~1
o
R
e

Sulforaphane
Andrographolides I
Quercetin [
Curcumin | —
Silymarin

Tabla 1. Comparativa de la biodisponibilidad por consumo oral, de los polifenoles més cominmente
usados en suplementacion.®

La biodisponibilidad oral de los polifenoles suele ser de menos del 10 %,
rondando entre el 2 % y el 10 % en funcion del compuesto. Sin contar que el cocinado y

procesado disminuye el contenido en polifenoles.®

A su vez, el SF posee una capacidad significativa superior de induccién de
enzimas desintoxicantes fase Il, siendo minima su accién sobre las de fase I, comparado

con la quercetina.’

El interés de estudio de este trabajo no se haya en la determinacion de los
beneficios para la salud del SF, (puesto que estos ya han sido ampliamente descritos y
revisados), sino en aclarar, la mejor metodologia para preservar el mayor porcentaje

posible de SF, para que a la hora del consumo de los vegetales brasicaceos, seamos
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capaces de obtener el mayor rendimiento cuantitativo y por tanto bioactivo de dicho

compuesto.

Identificamos el brocoli, mas concretamente los brotes jovenes del brocoli
(semillas brotadas de entre 3 y 7 dias), como la mejor fuente de SF, puesto que estos
poseen, hasta un 90 % de sus GLS en forma de GRA, el precursor del SF. Podemos
afirmar que existe casi diez veces méas concentracion de GRA en brotes jovenes de
germinados de semillas de brécoli (1140 — 1483 mg/100g peso seco) que, en el brocoli
ya maduro, con todas sus inflorescencias (45-246 mg/100g peso seco).t

1 0
\ Myrosinase Il

PRV A VAV . #
Glucose II Nﬁ
M50y
\"*-: Y @ SEN
Glucose
Glucoraphanin

Sulfate
Figura 1. Hidrdlisis de la GRA, catalizado por la enzima MYR.®
La porcion comestible de un brécoli maduro, contiene alrededor de 45-246 ug/g

de SF (Materia seca), mientras que los brotes de brocoli poseen alrededor de 1140 — 1483

ug/g (Peso seco) de SF, unas 10 veces mas de concentracion.

No obstante, no somos lo que comemos, sino lo que somos capaces de absorber,
y es aqui, donde radica nuestro trabajo de investigacion, en el proceso de preparacion de

los vegetales brasicaceos.
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2. Justificacion

El principal uso del SF, y su efecto mas estudiado en la salud, es su potencial de
induccioén defensiva anticarcindgena. Se ha descrito su potencial en los siguientes tipos
de céncer (piel, pulmdn, vejiga, prostata, colon, pancreas, mamas, cabeza, cuello e

higado), asi como su efecto neuroprotector y antimicrobiano.*

A continuacion, enumeramos los mecanismos probados cientificamente, entorno

a la prevencion de diferentes enfermedades:

= Alteraciéon del metabolismo de los carcindgenos, debido a los cambios que
provoca el SF en la actividad de las enzimas citoprotectoras. Disminuyen por
tanto la activacion de procarcindgenos.*?

» Reduccion del crecimiento tumoral, activando la detencion del ciclo celular
de células cancerosas, asi como su apoptosis.*®

= Inhibicion de la angiogénesis y metastasis.!?

= Induccion de cambios en el estatus de metilacion de histonas.'*

= Actividad antiinflamatoria (inhibe produccion de citocinas), antioxidante e
inmunomoduladora.t*

= Efecto antimicrobiano (afecta a sobrecimiento estomacal de Helicobacter
pylori).14

= Debido a que el SF es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica, también
se han descrito efectos neuroprotectores de este compuesto (Alzheimer,
Parkinson, enfermedad de Huntington, esclerosis multiple y ELA).

Todos los mecanismos nombrados anteriormente tienen que ver con la activacion
de las defensas celulares, mediante enzimas detoxificantes, produciéndose un efecto de
blogueo y supresion contra diversas enfermedades. Es decir, induce activacion de
enzimas de fase 11 y a su vez inhibe enzimas de fase I (citocromo p450).

Por otro lado, la ingestién de los precursores del SF (los glucosinolatos), por si
solos, no aseguran su biodisponibilidad, debido a que es necesaria su hidrolisis para su

conversion en subproductos (SF) con efectos bioactivos.

La hidrdlisis de los glucosinolatos (GLS), se lleva a cabo (en su procesado y

cocinado), antes de atravesar las vellosidades intestinales, mediante una enzima propia de
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los vegetales cruciferos, llamada MYR; también existe la posibilidad, si la microflora del
sujeto es la adecuada, de que una pequefia cantidad de GLS sean hidrolizados por algunas
cepas de bacterias (las cuales producen la enzima MYR), convirtiendose en ITCs (SF),

que posteriormente seran absorbidos por el sistema digestivo.

En futuras lineas de investigacion, podriamos centrar nuestro foco de estudio en
el aumento de cepas bacterianas de la microflora intestinal en seres humanos, capaces de

sintetizar de forma endogena dicha enzima.

Los procesos culinarios del cocinado de estos vegetales, son muy importantes, en
este caso son, la coccion en medio liquido, la coccion al vapor y la coccion en el

microondas.

La coccidn en medio liquido es un tipo de coccion en la que el medio con el que
se transmite el calor al alimento es un fluido acuoso, que puede ser tanto agua como caldo
corto o vapor de agua. Como ejemplos tenemos el caso del escaldado que es un tipo de

coccidén incompleta en agua hirviendo durante un periodo de tiempo muy corto.

Cocido o hervido, que es una coccion del alimento por inmersion en un medio
acuoso. El escalfado que es una coccion lenta en medio liquido por debajo del punto de
ebullicion. La coccidn al vapor donde se cocinan alimentos Unicamente con vapor de agua

realizada a presion normal o a alta presion.

Las cocciones mixtas en las que el medio de coccidn puede tener tanto agua como
grasa y los tipos son: brasear, cuando se cocina al calor de las brasas. Estofar seria el
homonimo anglosajon del braseado. Y guisar que se diferencia entre otros con el braseado
en que se cocina con mas cantidad de liquido.

La coccion en el microondas que es la operacion culinaria en la que los alimentos
se calientan por la accion de ondas electromagnéticas de alta frecuencia, en virtud del
comportamiento dieléctrico de algunos de sus compuestos. Trabajan a la presion

atmosférica y nunca superan los 100°C en el alimento.
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3.1. Generales

3. Objetivos

3.1. Conocer el mecanismo de formacion del sulforafano.

3.2. Conocer el mejor método de cocinado para obtener la maxima formacion de

sulforafano en vegetales cruciferos.

3.1Busqueda bibliografica

Para la realizacion de este trabajo se llevo a cabo una busqueda exhaustiva en la
base de datos Pubmed, introduciendo los términos que sefialamos en tabla 1. Observamos
que la especificidad del objetivo de estudio, reduce las fuentes de informacion disponible,

por lo que se deduce la novedad del tema. Futuras lineas de investigacion, permitiran

seguir avanzando en el conocimiento de este area.

Términos

Ultimos 10 afios

Ultimos 5 afios

. Total Trabajo L Trabajo L
busqueda ) Revision . Revision
experimental experimental
Cooking 16.315 543 159 304 122
Brassica 2.784 38 3 22 2
Vegetables
Glucoraphanin 351 25 0 11 0
Sulforaphane 2421 50 8 27 8
Brassica
Vegetables + 159 8 0 5 0
Cooking
Glucoraphanm + 25 0 4 5 0
Cooking
Sulforaphane + 16 3 0 5 0
Cooking

Tabla. Resultados de bisqueda bibliografica en base de datos Pubmed.
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4. Marco Tedrico

4.1. Glucosinolatos como compuestos fitoquimicos
La principal caracteristica de interés de estudio para este trabajo sobre las
cruciferas, es su produccion de compuestos ricos en azufre, llamados GLS, y en especial

sus derivados. Se conocen alrededor de 130 tipos de GLS, presenten en los vegetales

cruciferos.

OH

o
Q s
HO 0o
HO s. J Y
OH  \=N

Figura 3. Estructura quimica la GRA.Y

De manera taxondmica, podemos afirmar que las inflorescencias de los vegetales,
son los lugares donde mayor concentracion de GLS podemos encontrar, en concreto se
localizan en las vacuolas, y sirven como mecanismo de defensa para el vegetal, tras su
hidrélisis.

La defensa, se lleva a cabo cuando los GLS, inocuos a simple vista y relativamente
estables, se hidrolizan mediante una enzima separada fisicamente de estos, la cual se

libera, tras la rotura mecanica de los tejidos del vegetal.

Dicha enzima es la tioglucosidasa, también llamada glucohidrolasa tioglucésido
(MYR), la cual generara compuestos bioactivos (ITCs, tiocianatos, indoles y nitrilos entre

otros).

-16 -



Myrosinase

glucosinolate + H,0 » [intermediate] —> glucose + H*
ITC thiocyanate
indole nitrile EPT

Figura 4. Elementos generados en la reaccion de hidrolisis de un GLS, catalizado por la enzima
MYR.1

Estos compuestos bioactivos, son sustancias de sabor amargo (que repelen al

agente agresor, animal o insecto) con propiedades antiparasitarias, e insecticidas.®

Specialist insects Generalist insects

Glucosinolate X Myrosinase é “Mustard oil bomb”

Figura 5. Liberacion de MYR, tras la rotura mecanica o quimica del tejido fibroso de una

crucifera.1®

Algunos insectos se han adaptado a lo largo de la evolucion para ser capaces de
hidrolizar los GLS con sulfatasas, inactivando la Illamada, bomba de aceite de mostaza
“mustard oil bomb”” complejo glucosinolato, mirosinasa (GLS + MYR).

El resto de insectos no adaptados, serian repelidos tras la formacion de
compuestos tdxicos, (hidrolisis de GLS por la MYR), dichos compuestos no generarian

dafo toxico alguno en seres humanos.

Es por ello que, tras su estudio, estos compuestos han resultado ser especialmente

beneficiosos para el hombre, tras su consumo.

Nuestro estudio se centrard en un solo tipo de GLS, la GRA (también Ilamada
sulforafano glucosinolato), la cual, tras reaccionar con la MYR, genera una molécula de

glucosa, otra de bisulfato y una de aglicona.®
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La reorganizacion de la aglicona estd mediada en funcion de su estructura,

concentracion de iones Fe?* y factores proteicos adicionales (ESP), asi como el pH.*®

Glucosa

NYS—
N\
0-S0;

Glucosinolato

Mirosinasa
Glucosa
RYSH
/ O oy
I

N
>
S o pH2- 5 PH5-8 Epmonllrllo
Oxazolidina- tiona

R
\ _=N P
Tiocianato Nitrilo Isouocnanato

Figura 6. Formacidn de una aglicona, reaccion de hidrolisis de un GLS, catalizado por la enzima
MYR.18

Nuestro ITCs de interés de estudio, es el SF, la aglicona se transformara en SF,
unicamente tras la descomposicion de un solo tipo de GLS, la GRA, si las condiciones
quimicas son las adecuadas, es decir, si existe la presencia de mirosinasa a un pH entre

5-8, junto con la ausencia de, Fe** y ESP (epithiospecifier protein).

1) (8,
1] Il B ESM I
/s\/\/\fS\Glc e /S\/\/béxs pH=7-8 /S\/\/\N—__s
N_ w
0S0, bOSO

glucoraphanin
(4-methylsulfinylbutyl glucosinolate)

sulforaphane

aglucone (1-isothiocyanato-4-methylsulfinylbutane)

Figura 7. Mecanismo de formacion de un ITCs.'
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4.2. Hidrodlisis de glucosinolatos a isotiocianatos

La estructura quimica del GLS, en concreto la cadena lateral (Figura 2), junto con
la presencia de la MYR, son factores que afectan los subproductos de la hidrdlisis de un
GLS.

La variabilidad de los subproductos de esta hidrolisis, a su vez, se ha relacionado
con las condiciones quimicas de la reaccion, siendo el pH, la condicion méas destacada,
formandose nitrilo (pH 2-5), isotiocianato (pH 5-8), o tiocianato (pH mayor de 8). A su
vez, factores proteicos como la ESP, y la presencia de iones de Fe?*, favoreceran la

formacion de nitrilos, en vez de isotiocianatos.

s Z
0380
Glucoraphanin

Myrosinase & p-D-Glucose

= R
A
"0,80

Lossen-type H'/Fe*"/ESP
Rearrangement i
S0% SO,”
S
I

»n==0

[o}

s u
RGN N o N R S

Sulforaphane s
P Nitrile

Figura 8. Conversion de GRA en una aglicona, y posteriormente en SF y nutrilo.*®

En la hidrdlisis de la GRA, en funcién de las condiciones quimicas, obtendremos
en mayor o menor medida los subproductos de SF y nitrilo. A diferencia del SF, el nitrilo
no presenta efectos beneficiosos para el ser humano. Por ello, la optimizacion del proceso
de hidrdlisis debe ser clave.

Los ITCs seran los subproductos dominantes a un pH mayor de 5, pero los nitrilos
se formaran a un pH menor de 4, o en su defecto con la presencia de niveles elevados de
Fe2*y ESP.20

La GRA sera nuestro GLS de interés de estudio, existen dos maneras de

hidrolizarla para que esta se convierta en un ITCs.
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La primera manera, es la mencionada anteriormente a través de la enzima MYR,
y la segunda es a través de la flora intestinal de los seres humanos (Bacteroides,

Peptostreptococcus, Enterococcus, y Escherichia).?!

La hidrolisis de GRA a través de la flora intestinal, requiere de unas condiciones
especificas en las que el pH tiene que ser mayor de 5, para ser hidrolizada mas del 80 %,
de esta. Es por ello que, combinar el consumo de cruciferas con alimentos que contengan
gran cantidad de &cidos en su matriz, como la vitamina C (en su forma de &cido ascorbico)

inhiben la formacién de SF.

Existe la creencia de que los ITCs, poseen una funcion goitrogena, en patologias
con disfuncidén en las hormonas tiroideas, debido a que se generaria una sustancia que
puede impedir que la tiroides fabrique las hormonas adecuadas ya que estos compuestos
interferirian en su funcion, sin embargo, esta funcion goitrogena, ha sido desmentida a
dia de hoy, por lo que parece seguro el consumo de vegetales cruciferos para este tipo de
patologias.?

No obstante, la influencia sobre el sistema del citocromo P-450 (ruta de
metabolizacion de diversos medicamentos), esta siendo aun estudiada, por lo que esto
debe ser tenido en cuenta, pese a las multiples funciones positivas en el organismo de los
ITCs.
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4.3. Biotransformacion de glucosinolatos en el aparato digestivo

Hay muy poca informacion sobre biotrasnformacion de GLS en el higado. En
futuras lineas de investigacion podriamos considerar el estudio del papel que desempefian
diferentes cepas de bacterias de la microflora intestinal, en el metabolismo de los GLS, al

igual que la influencia de algunas proteinas con funciones similares a la MYR.

Los GLS, en funcidn de su tipo, poseen diferentes estructuras quimicas, por lo que
su degradacion en el intestino dependera de esto. No obstante, un factor importante comun
a todos ellos es la actividad o inactivad de la enzima MYR, la cual se asocia con el tipo
de técnica culinaria utilizada, es decir, el tipo de cocinado.?

La mayoria de las personas consumen los vegetales cocinados, esto provoca una
desnaturalizacion de la MYR. Remarcamos que la desnaturalizacion, puede ocurrir en
diferentes grados, dependiendo de la temperatura de cocinado, cantidad de agua presente

en el cocinado, vapor desprendido, o si por el contrario se cocina con microondas.?

En términos generales, la MYR se inactiva ante una exposicion de temperatura
superior de 60 ° C, la actividad de la MYR determinard la cantidad de productos
hidrolizados de los GLs.?*

Para cerrar esta introduccion, conviene que describamos de manera muy

resumida, la ruta que seguiria un GLS.

Tras ser ingerido, seria hidrolizado por la flora intestinal o por la MYR propia del
vegetal (si no se ha desactivado dicha enzima en el cocinado), convirtiéndose en un ITCs,
en nuestro caso de estudio, este ITCs, si el GLS ingerido fuese la GRA, seria el SF.

El SF, se absorberia en el intestino delgado y colon, y podriamos detectarlo en la
orina, unas 2-3 horas después de haber consumido cruciferas, siempre y cuando el

contexto de cocinado de estos vegetales sea el 6ptimo.
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4.4. El Sulforafano

Dentro de la familia de las Brasicaceas, el género Brassica, y méas concretamente
la especia Brassica oleracea, parecen ser las que mayor cantidad de GRA poseen, destaca
la especie Brassica oleracea var. Itélica, es decir, el brocoli, con hasta un 90 % de sus

GLS en forma de GRA, la cual es precursora del SF.?’

La bioactividad de las brasicaceas, depende de una doble presencia de, en primer
lugar, una molécula precursora, los GLS, y, en segundo lugar, de una enzima, la MYR, la
cual hidroliza los precursores. El producto obtenido de esta hidrélisis sera un ITCs,
dependiendo del tipo de GLS, este ITCs, variara en su forma final.

Nuestro trabajo se centra en el SF, ITCs sintetizado por el GLS, GRA.

?
o e S P
: . o
L s HUIC b : P Sulforaphane nitrile
AN N N N e A &
| | |
N_ Myrosinase | ™~ N. s
0S0y (osoy| . @ s
Glucoraphanin = T AR

Sulforaphane

Figura 11. Sintesis de SF por la hidrélisis de la GRA por la enzima MYR.5

Antes hemos mencionado que el brocoli, es el vegetal crucifero con mayores
niveles de GRA de todos los de su especie, a lo largo del crecimiento del brécoli, los
niveles de GRA varian, siendo la etapa de germinado, (etapa en la que la semilla
desarrolla brotes jovenes, en la primera semana de germinado) cuando mayores niveles

de GRA podemos encontrar.

GSLs alifaticos GSLs indélicos
umol/g brocoli seco umol/g brocoli seco
GIB 1,6+0,1 4-OHGBS 2,701
GRa 136206 GBS 07+00
GER 131=01 4-OMeGES 08+00
NeoGBS 1,001
Total 583=08 Total 52+02

Tabla 2. Contenido de GLS en brotes de brocoli, germinados durante una semana, GSLs:

glucosinolatos, GRA: glucorafanina.28
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4.4.1. Estructura

El SF es una molécula de pequefio tamafio, y bajo peso molecular, este hecho es
el que confiere a nuestra molécula de estudio algunas ventajas que la hacen Unica y
diferente frente al resto, dandole ventaja sobre otros fitoquimicos, como los polifenoles
los cuales son de estructura grande e hidrofilicos, mientras que el SF es lipofilico y de
estructura pequefia, este hecho hace que su biodisponibilidad aumente en relacion con los

polifenoles.

Si comparamos la biodisponibilidad de los polifenoles, esta se sitla entre un 1y
un 10 % en funcidn del tipo, mientras que el SF posee una biodisponibilidad alrededor
del 80 %.°

Para considerar a una molécula como Optima y adecuada para afectar a la
expresion genica, debe destacar por su gran biodisponibilidad, puesto que el camino que
debe seguir hasta las células diana, es largo, atravesando diferentes membranas
empezando por la del epitelio intestinal.

Figura 12. Estructura quimica del SF (CsH1:NOS,).
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4.4.2. Sulforafano nitrilo

Como hemos visto anteriormente, el contexto quimico de la reaccion,
desencadenara un tipo de compuesto distinto de la reaccion de hidrdlisis entre la GRA 'y
la MYR.

En condiciones normales, la ESP, es un cofactor de la MYR, la cual disminuye la
formacion de SF y deriva la ruta de hidrdlisis hacia sulforafano nitrilo (SF-N), un

compuesto parecido al SF, pero sin ninguna propiedad bioactiva en el cuerpo humano.

Para inactivar la ESP, y aumentar la formacion de SF, tan solo debemos inactivar

a esta proteina, la cual si es sometida a temperaturas por encima de 50 ° C decrece casi

i
mou % . TR
Y\A/ 4 Glucoraphanin
3

Tissue
disruption

por completo su actividad.?

o
Hs. s,
on, .
‘ Intermediate

pH5~8
Lossen-Type
Rearrangement

SO
S-Fe-ESP

Sulforaphane Sulforaphane nitrile

Figura 13. Mecanismo de formacion del SF-N en vegetales cruciferos.®

Por otro lado, para evitar la inactivacién de la enzima MYR, se estudio su rango
de actividad sometiéndola a distintas temperaturas, observandose su mayor actividad
alrededor de 60-65 ° C, siendo inactivada por encima de estas temperaturas, y
desnaturalizandose por completo por encima de 100 ° C.%°

Esto nos da las claves, para encaminar el cocinado de nuestras cruciferas con el

fin de maximizar la formacién de SF.
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4.4.3. Posologia y Dosificacion

No existen estudios que nos permitan validar la seguridad a largo plazo del uso de
este compuesto, el mas largo que hemos encontrado en seres humanos (doble ciego), data
de 8 meses de duracion, con una dosis diaria de 60 mg de SF, en 78 pacientes con niveles
alterados de PSA, y no se detectd ninglin efecto adverso, mas que alguna molestia

gastrointestinal, en un paciente aislado.!

Algunos investigadores han tratado de dilucidar la linea que separa la dosis
segura, de la toxica. En un estudio, se administré a 48 ratones diferentes dosis durante 14
dias, dividiéndolos en grupos de 8, se les administraron dosis de 400, 300, 225, 170y 125
mg/kg. Tras las 24 primeras horas de administracion, murieron los 8 ratones a los que se
les administré 400 mg/kg, siete ratones a los que se les administré 300 mg/kg, cuatro
ratones a los que se les administrd 225 mg/kg, y dos ratones a los que se les administrd
170 mg/kg. Los ratones a los que se les administré los 125 mg/kg/dia sobrevivieron al
estudio de los 14 dias, sin ningln tipo de alteracion fisica ni mental.®?

Asumiendo que la hidrolisis de GRA es completa, si tomamos una racién de 40
gramos de brotes de brocoli y sabiendo que la cantidad de SF por gramo de brote de
brécoli es de 1,5 mg, con esta racién tendriamos un total de 60mg de SF. En el caso de
tomar 240 gramos de brocoli, y sabiendo que la cantidad de SF en el brocoli es de 0,25
mg de SF por gramo de brdcoli tendriamos también los 60mg de SF y obtendriamos todos

los efectos profilacticos del SF en el dia.

Germination time Sulforaphane

(days) (ng g7 of dry matter)
0 (seeds) 3631.91 + 14.16°

3 534.62 + 0.96"

5 336.32 + 6.75°

8 1055.13 + 9.68°

1 1483.76 + 0.65°

Tabla 3. Cantidad de SF presente en brotes de brdcoli durante su germinado.

Cabeza Inflorescencia Tallo Hoja  Cabeza entera
1 44835 250,58 31391 195,30
2 513,69 202,33 495.86 267.28
3 21893 154,43 239.04 108.82
- 634,02 234,62 430,71 297.68
5 683.27 231.82 437.50 359.02

Promedio 49965+ 183 21475+38 38340=104 24621=97

Tabla 4. Cantidad de SF (ug/g peso seco) presente en 5 cabezas distintas de brocoli.®*
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4.4.4. Funcion principal

Las dianas moleculares de este compuesto siguen siendo investigadas, no
obstante, la que mejor se ha descrito es la que involucra al factor de transcripcion Nrf2
(factor eritroide 2 nuclear), precisamente porque el SF parece ser a dia de hoy el inductor

natural mas potente de Nrf2.2

El SF activa Nrf2 mediante la reaccion con Keapl (proteina 1 asociada a ECH
tipo Kelch), Keapl en condiciones de homeostasis se mantiene unida a Nrf2,

inhibiéndola.

Una vez liberado el factor de transcripcion Nrf2, se traslada al nucleo de la célula,
donde estimula la expresion de genes al unirse a una secuencia del ADN llamada ARE
(elemento de respuesta antioxidante), cuyos productos estan involucrados en la defensa

antioxidante y en las reacciones de detoxificacion de fase 11.%°

Oxidative g

1 Phase-2 enzymes
1 Antioxidant defense
enzymes

Figura 14. Factor de transcripcion Nrf2, inducido por el SF.3¢

A dia de hoy se han identificado mas de 500 genes que son activados por el SF a
través de la via Nrf2/ARE.®
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Phase 2 Genes

Figura 15. Mecanismo de induccion del factor Nrf2 para la expresion de genes de Fase 1.3

Estos genes codificaran, entre otros los siguientes productos con gran interés
antioxidante y antiinflamatorio, HO1: hemo oxigenasa-1, NQO1: fosfato de dinucleotido
de nicotinamida y adenina, NADPH): quinona oxidorreductasa-1, SOD: superdxido

dismutasa, TRX-1: tiorredoxina 1, GSTM-1: Glutatién-S-transferasa M 1.
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Figura 16. Proteinas y enzimas generadas tras la activacion del factor Nrf2.3®
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4.4.4.1. Propiedades anticancerigenas

El SF es conocido como el compuesto anticancerigeno méas potente y prometedor
a dia de hoy. Las bondades de este compuesto, se basan en su capacidad para actuar en

diferentes etapas del cancer, desde su desarrollo hasta su progresion.

Gracias a su efecto pleiotrdpico, causa modificaciones epigenéticas en genes
involucrados en la reparacion de dafios del ADN, apoptosis y proliferacion celular.

De esta manera, nos encontramos ante un doble efecto, quimioprotector y

quimioterapeéutico.

El efecto quimioprotector, se basa en su capacidad de detoxificacién celular, por
la induccion del factor de transcripcion Nrf2 y Nfkp, estimulando la produccion de

enzimas de Fase Il e inhibiendo las de Fase |.

El aumento de la expresion de glutation, mediado por el factor de transcripcién

Nrf2, facilitaria el balance redox en las células, permitiendo mantener su homeostasis.

B HO-1
Nrf2 E Redox balance
ﬁ Glutathione

Cellular homeostasis
SEN i3 ﬁ Phase Il enzymes

™ | Immune system activation

§ Phase | enzymes Detoxification

” NFkB
ﬂ Histone deacetylase

- —

Figura 17. Mecanismo quimioprotector del SF en las células humanas.¥’
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En cuanto a su efecto quimioterapéutico, el SF actla activando proteinas pro-
apoptéticas y reparadoras del ADN, suprimiendo la desacetilacion de histonas, e

inhibiendo la produccion de citoquinas proinflamatorias.

En este d&mbito la detoxificacion generada por la activacion del factor de

transcripcion Nrf2, jugaria un papel igual de importante que en la prevencion.

No obstante, la funcion quimioterapéutica, parece ser dosis-dependiente, por lo
que la posologia juega un papel determinante. Para observar estos efectos, la

concentracion minima de SF debe ser de 60 mg de SF.%’

Nrf2 ﬁ pS53 expression DNA protection

x Apoptosis induction
ﬁ NK cells activity
SFN — — | Angiogenesis suppression

i Metastasis s ressio
Pro-inflammatory is suppression

> NFkB ﬂ cytokines Cell cycle arrest

Figura 18. Mecanismo quimioterapéutico del SF en las células cancerosas.®

De manera resumida podemos concluir con las siguientes afirmaciones al respecto

de las propiedades anticancerigenas del SF:

= Desactivacion preventiva de enzimas Fase | (convierten procarcindégenos en
carcinogenos).’

= Activa enzimas Fase Il (detoxificacion).®’

= Aumenta la expresion del gen NQO1 (detoxificacion).®

= Previene la degradacion de la proteina supresora de tumores p532.%’

= Previene la formacion de aductos en el ADN.?’
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4.5. Métodos de almacenamiento de cruciferas
4.5.1. Refrigeracion

La refrigeracion a 6 © C, no muestra una pérdida significativa del contenido de SF,
en muestras de brdcoli, hasta la cuarta semana de almacenamiento, siendo significativa
esta pérdida a partir de los 35 dias de almacenamiento, esto parece justificarse por una
pérdida en el peso del alimento de hasta un 10 %, en el cual la pérdida de agua, y en ella

nuestros compuestos, juega un papel importante.
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Tabla 5. Contenido de SF durante almacenamiento a 6 ° C, a lo largo de 35 dias.*®
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4.5.2. Congelacion

Durante el congelado el volumen de agua del alimento se expande, formando
cristales, puesto que el estado solido del agua posee mas espacios vacios en su estructura,

comparado con el estado liquido.

Dependiendo de la temperatura de congelacion, la formacion de cristales serd mas
rapida, lo que inducird a una formacion de cristales mas pequefios y menos destructivos

con respecto a la integridad de la célula.

La contraccién interna seguida de la expansion posterior provocada por la
congelacion facilita la liberacion de la MYR (rotura de membranas en las vacuolas) para
que esta entre en contacto con la GRA en el brocoli, durante el proceso de descongelado,

siendo aqui donde se produciria la hidrdlisis.®

No obstante, el problema del congelado, parece ser el blanqueamiento necesario
para inactivar lipooxigenasas y peroxidasas; este blanqueamiento desnaturalizaria por
completo la actividad de la MYR endo6gena del brécoli, no obstante, siempre podriamos
afiadir una fuente exdgena de MYR, como la presente en la mostaza, wasabi o daikon, en
una proporcion tan pequefia como un 1 % de peso con respecto a la cantidad de brocoli
que querriamos estimular la formacién de SF, es decir, 1 gramo de semillas de mostaza
machacadas, seria suficiente para estimular la formacion SF de una racion de 100 gramos
de brécoli, siempre y cuando la ESP haya sido correctamente inactivada mediante
tratamiento térmico en el brocoli; la ESP no parece ser abundante en la mostaza, wasabi
y daikon, por lo que excluiriamos de la ecuacion térmica a estos, y podriamos afiadirlos

en crudo a la mezcla.*®

Sulforaphane pmol/g
o o
@ oo

o
i

o

o

Thaw with radish Thaw with radish Thaw with radish Thaw with radish
(0.25%) (0.5%) (1.0%) (2.0%)

Tabla 6. Brdcoli blanqueado a 76 ° C durante 146 s, posteriormente congeladoa—-80°C, y con la
adiccion durante el descongelado de daikdn (rdbano japonés), con diferentes concentraciones en peso.*
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Reduciendo la temperatura del blanqueado a 76 ° C, en vez de 100 ° C,
conseguiriamos inactivar méas del 93 % de las enzimas lipooxigenasas, dejando activas
mas del 87 % de las peroxidasas, preservando hasta un 82 % de la capacidad para formar
SF del brocoli.**
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Tabla 7. Efecto de la temperatura en la perdida de actividad enzimatica de la MYR en brécoli,

durante 145 s de blanqueado previa congelacion.*

La MYR, parece seguir estando activa sometida a una congelacion de -20 ° C,
durante al menos 90 dias. Es por ello que, tras usar métodos de ultracongelacion, a
temperaturas inferiores de — 20 ° C, la enzima MYR se desnaturalizaria, siendo necesaria

la adiccion de MYR exdgena para catalizar la hidrolisis de GRA.#
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4.6. Métodos de cocinado de cruciferas

Se ha observado que los métodos de cocinado de las verduras cruciferas afectan a
los niveles de GLS y por tanto a la formacion de SF. Nos centraremos en el brocoli y los
brotes de brocoli, por ser los que mayores concentraciones de GRA poseen.

El brécoli se suele consumir, previo cocinado con tratamientos térmicos, siendo

los mas comunes el Hervido, VVapor y Microondas.

Todos estos métodos de procesado y cocinado, pueden inducir pérdidas en nuestro
compuesto de estudio, bien por degradacion térmica de los GLS, o bien debido a la
desaparicion de la compartimentacion celular en el vegetal, provocando la mezcla entre
GLS con la MYR, perdiéndose por el traspaso de estos compuestos hacia el agua de

coccion, o por pérdidas mediante evaporacion.

Otro de los problemas que surge, es la existencia de un cofactor de la MYR,
Ilamada ESP, la cual induce la formacion de nitrilo, en vez de SF, afectando por tanto a

la ratio de formacion de SF-N.

Sabemos que la ESP, influencia directamente la formacién de productos de la
reaccion de hidrdlisis de la MYR, redirigiendo la formacion hacia nitrilos y que su
mecanismo bioquimico, ha demostrado ser dependiente de la presencia de iones de Fe?*,
sin embargo, mas alla de estos datos, se desconocen sus interacciones y efectos, debido a
que la estructura quimica de la ESP no ha sido caracterizada del todo, y las agliconas son

muy inestables para llevar a cabo trabajos de investigacion experimental.

En cuanto a la sensibilidad térmica, la ESP es mas sensible al calor que la MYR,
por lo que el cocinado se hace necesario para desactivar esta proteina, y exacerbar al

maximo la produccion de SF.#?
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4.6.1. Microondas

El principio del procesado del microondas se basa en la friccion intramolecular,
esto permite calentar alimentos en un periodo de tiempo menor, si lo comparamos con el

hervido y vapor.

Los principios que buscamos combatir, son la lisis celular, difusion pasiva hacia
medio externo, y la inactivacién de la MYR, puesto que todo esto desencadenara pérdidas

de GLS'y, por lo tanto, menor formacion de SF.

La temperatura de desnaturalizacion de la MYR, esta ligeramente por encima de
los 90 ° C, mientras que la temperatura de desnaturalizacion de la ESP, esté ligeramente
por encima de los 50 ° C. Es por ello que el tratamiento térmico juega un papel
fundamental, para maximizar la conversion de GLS a ITCs, comprometiendo la
formacion de nitrilos, los cuales no son perjudiciales, pero no poseen ningun efecto

beneficioso para la salud.

Debemos destacar que la temperatura de desnaturalizacion de la MYR, puede
aumentar, segun el género y la especie de crucifera, la del brocoli y sus brotes se sitla por
encima de 90 ° C, siendo la mas termorresistente aquella presente en la mostaza, wasabi

y daikén, la cual mostraria actividad incluso a temperaturas por encima de 100 ° C.

Debemos destacar que previa a la desnaturalizacion, el potencial y actividad

enzimatica disminuye a medida que nos acercamos a la temperatura de desnaturalizacion.

El tratamiento que provoca el microondas sobre el brocoli es el colapso en la
estructura de la célula, debido al aumento de la diferencia en la presion osmética de las
membranas de las vacuolas, lo que genera una vez perdida la integridad de la célula, la

mezcla de compuestos GLS y MYR.

Una de las ventajas del microondas sobre el resto de métodos, es la reduccion de
la pérdida de compuestos (difusion hacia el agua de coccidn o por vaporizacién del propio
agua del alimento), debido a la rapidez con la que aumenta la temperatura interna del

alimento.

En el siguiente estudio se llegdé a la conclusion de que, en primer lugar, la

concentracion de GRA en el brécoli era mayor en las inflorescencias que en el tallo, y en
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segundo lugar que el tratamiento térmico del microondas, a un nivel de potencia alto 900
W inducia mayor formacion de SF que a una potencia media (500 W).*3

El hecho de que la formacién de SF sea mayor a la potencia maxima, se explica,
por un mayor colapso en la estructura de la célula.

Concentration(umol/g DW)

0_
Confral LL4Q LLS0 LL6Q LL70 HL40 HLS5Q HLEQ HL7O

Tabla 8. Contenido de GRA y SF, mediante tratamiento térmico con microondas, durante LL
(Low Level) y HL (High Level).*®

Como podemos observar, la concentracion maxima se alcanza por encima de los
60 ° C, cuando la ESP ya se habria desactivado, no obstante, el rango de formacion
maxima de SF es muy reducido, dado que se observa un gran descenso, una vez se
alcanzan los 70 ° C, cuando la actividad de la MYR empezaria a decaer al acercarse a su
temperatura de desnaturalizacion.

En dicho estudio no se facilitan tiempo de cocinado en microondas, tan solo miden
la temperatura interna del brécoli, y una vez alcanzado la temperatura objetivo lo sacan y
sumergen en hielo inmediatamente.

Encontramos un estudio en el que si nos aportaba un intervalo de tiempo de
cocinado en microondas, como vemos en la tabla 10, a una potencia de 900 W, durante
30-45 s, se veia aumentada la formacion de SF, mientras que, a diferencia de lo anterior,

calentandolo durante 1 minuto, decrecia el nivel de formacion con respecto al maximo.*

-36 -



Brigadier

0.4 ~
0.3 m =

0.2

raw 0.25 0.5 0.75 1

Tabla 9. Contenido de sulforafano, umol/g DW (barras grises), y contenido de sulforafano
nitrilo, pmol/g DW (barras blancas), tras tratamiento térmico con microondas (900 W), en diferentes

periodos de tiempo (minutos). 4

Por lo tanto, parece ser que para maximizar la formacion de SF con microondas,
debemos utilizar, la méxima potencia 900 W, durante un periodo comprendido entre 30-
45 s, 0 hasta alcanzar los 50 - 60 °© C de temperatura interna en el alimento, para
posteriormente a esto usar un bafiado del alimento en agua con hielo para parar el proceso

de calentado.
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4.6.2. Hervido

Como hemos mencionado anteriormente, los principales problemas del hervido
serian la pérdida de compuestos en el caldo de coccion, y la desactivacion de la MYR al
ser sometida a temperatura de ebulliciéon del agua (100 ° C).

e
®

’ 4 minutos
. 8 minutos

‘ 12 minutos

I
B

Residual Activity A/Aq
°

e
~

30 40 50 60 70 80 90 100

Tabla 10. Actividad residual de la MYR en el brécoli, tras tratamiento térmico, (rombo) 4 min;

(cuadrado) 8 min; (triangulo) 12 min. 0

Como vemos en la figura, la actividad residual de la MYR, es maxima a 30 ° C,
independientemente del tiempo de hervido hasta alcanzar dicha temperatura. A partir de
los 40 ° C la actividad decrece, debido al inicio de su desactivacion. Decrece su actividad

de manera exponencial al alcanzar los 50 ° C, quedando practicamente inactivada por
encimade 90°C.

La solucién a este problema, se haya en la adicciébn de una MYR mas
termorresistente como la presente en las semillas de mostaza, la cual, tendria un pico de
actividad maxima alrededor de los 70 ° C, decreciendo a medida que se sobrepasa esta

temperatura. Siendo desactivada totalmente a partir de los 100 ° C.

’ 5 minutos

. 10 minutos

o
0

Residual Activity AfAq
o o
= &

02

Tabla 11. Actividad residual de la MYR en semillas de mostaza, tras tratamiento térmico,

(rombo) 5 min; (cuadrado) 10 min.*°
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Por lo tanto, diferenciamos la maxima actividad de la MYR del brocoli, alrededor
de los 50 ° C, y la de las semillas de mostaza alrededor de los 70 ° C.

La GRA en este aspecto es mucho mas termorresistente que la MYR. Tras ser
sometida a tratamiento térmico de 100 ° C, durante 12 minutos, el remanente de GRA se
situaba en torno al 88 %, con respecto al contenido al inicio. Las pérdidas de GRA son
minimas cuanto menor temperatura y menor tiempo de coccién. Dado que a 80 ° C,
durante 4 minutos, no se observaron ninguna pérdida de GRA. En el estudio se usaron
bolsas protectoras al vacio, en las que se hirvio el brdcoli, para evitar pérdidas por difusion

hacia el agua de coccion, o por hidrolisis.

ol e ; 0 4 minutos
i s M 8 minutos

e
12 minutos

5

®

Glucoraphanin content pmol/g DW
'S o

(A
80°C 90°C 100°C

Tabla 12. Efecto del tratamiento térmico (hervido) en el contenido de GRA en el brécoli.*°

En cuanto a la ESP, se observa que tras tratamiento térmico de 80 ° C tras 4
minutos, se reduce hasta en un 50 % la formacién de SF-N. A su vez si aplicamos 100 °
C durante el mismo tiempo, prevendremos cualquier formacion de SF-N. No obstante,
para no desnaturalizar la MYR, se deberia aplicar un maximo de 70 ° C, que decreceria

la formacion de SF-N en 66 % o 74 %, en funcién de si se hierve 8 0 12 minutos.*°

10

©

’ 4 minutos
. 8 minutos

‘ 12 minutos

Sulforaphane nitrile content pmol/g DW
N oW A owm o N

N

]

45 55 65 75 BS 95

]
w

Tabla 13. Contenido de SF-N tras tratamiento térmico, (rombo) 4 min; (cuadrado) 8 min;

(triangulo) 12 min.*°
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Como bien sabemos, el punto 6ptimo de temperatura para la formacién de SF,
(gracias a la inactivacion de la ESP) esté en torno a 60 ° C- 70 ° C, no obstante, manejar
temperaturas exactas, y evitar que la temperatura interna del alimento siga elevandose es
dificil de controlar, por lo que abogamos por la adiccion de MYR exo0gena, para

asegurarnos de que la hidrdlisis de GRA sea lo mas completa posible.

8 -

~

o

w

0 4 minutos
. 8 minutos

‘ 12 minutos

w

Sulforaphane content pmol/g DW
N B

-

(=]

30 40 50 60 70 80 90 100

Tabla 14. Contenido de SF tras tratamiento térmico, (rombo) 4 min; (cuadrado) 8 min;

(triangulo) 12 min.*°

Para ello tras el hervido, bastaria con afiadir una proporcién del 1 % de semillas
de mostaza, daikon (rdbano japones) o wasabi. Observamos que el tiempo éptimo de
hervido, seria no mas de 4 minutos, a una temperatura de 100 ° C (inactivacion completa
de laESP y de laMYR), con la posterior adiccion de semillas de mostaza, daikdn o wasabi
al brécoli o brotes de brécoli, una vez cocinados, para posteriormente dejarlo reposar en

torno a 5 minutos, para asegurarnos que la hidrdlisis ha sido completa.
L Brécoli hervido sin adicién de semillas de
mostaza.

il Brécoli hervido con semillas de mostaza
(1 %) sin procesar.

Fe
Brocoli hervido con semillas de mostaza
(2%) sin procesar.

N Brécoli hervido con semillas de mostaza
(2%) procesadas, durante 5 minutos a 90 ° C.

Sulforaphane content pmol/g DW

" E Brécoli hervido con semillas de mostaza
I 1) 5 (2 %) procesadas, durante 5 minutos a 100 °

4Min AMin 12 Min C

Tabla 15. Contenido de SF en brdcoli hervido tras la adicion de semillas de mostaza.*°
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4.6.3. Vapor

La ventaja del cocinado al vapor, parece ser la reduccion de pérdidas tanto de GLS
como de SF, provocadas por la difusion en el agua del cocinado. El tratamiento térmico
del vapor ronda los 100 ° C, por lo que la adiccion de MYR exogena seguiria siendo

imprescindible.*

16

“1
o1

10

Myrosinase activity (u/g fresh
material)
oo

2 | |
0
raw 1 2 3
Steaming time (min)

Tabla 16. Actividad de la MYR en brécoli crudo y al vapor.*®

El cocinado al vapor no induce tantas pérdidas de GRA como puede ocurrir con
el hervido, en el siguiente estudio se vio que el cocinado al vapor del brocoli durante 2-5
minutos, no inducia pérdidas de GRA, comparado con la reduccion de un 18 %

provocadas en cambio en el cocinado hervido.*’

Cooking method Cultivar
Booster™ Marathon

Raw 28.6% 13.1°
Steam 2 min 29.8° 14.0°
Steam 5 min 28.6% 12.3>P
Microwave 2 min 27.3° 13.1¢
Microwave 5 min 23.9b 11.1°

Boil 2 min 23.8° 11.2°

Boil 5 min 20.1¢ 9964
Isd (P = 0.05) 2.54 1.17

Tabla 17. Contenido en GRA de las variedades de brocoli booster y marathon, con diferentes

métodos de cocinado.*

- 41 -



06

0.5

0.4

03 4

0.2

0.1

En comparacion con el microondas y el hervido, el cocinado al vapor durante 1-3

minutos, proporciona menos nitrilo y mas formacion de SF en el brocoli.*

B

faw

il

0.25

Marathon

SN

Microondas

05

04 -

03

02

Marathon

L.

Hervido

05

04 r

03 r

0.2

Marathon

raw

s

Vapor

Tabla 18. Impacto del cocinado en la formacion de SF (barra gris), y en la formacion de nitrilo

(barra blanca).**
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4.6.4. Comparativa de los métodos de cocinado

El método de cocinado serd el factor que més influird en la proporcion final de

formacion de nuestro compuesto, el SF.

Si nos pasamos de temperatura, se inactivara la enzima MYR (por encima de los
65 ° C), reduciéndose su actividad catalizadora y reduciéndose la formacion del
compuesto final, y si nos quedamos cortos de temperatura, la reaccion de hidrolisis no se
Ilevara a cabo correctamente, derivando la reaccidn hacia otros compuestos secundarios

como el SF-N, dirigido por la ESP.

Los principales métodos de cocinado que hemos revisado fueron, el microondas,
hervido y vapor. Dado que, por las temperaturas usadas en estos, parecen ser los que

mayor contenido de SF inducian.

El cocinado con microondas, sin superar temperaturas de 60 °© C, donde la
actividad de la MYR decrece, parece ser el que mayor contenido de SF induce, siempre

y cuando se realice a alta potencia (950 W), durante un breve periodo de tiempo (30-45

S).

El blanqueamiento realizado anteriormente al congelado, tiene como fin
desactivar las enzimas lipoxigenasa y peroxidasa, pero debido a las altas temperaturas
que requiere este proceso, inactivariamos nuestra enzima catalizadora MYR, no obstante,
un blangueado ligero, a 76 ° C podria, inactivar parcialmente las enzimas lipoxigenasa y

peroxidasa, sin desnaturalizar completamente la enzima MYR.

A su vez, el congelado a temperaturas no inferiores a -20 ° C parece exacerbar el
contenido de SF en el brdcoli, debido a la cristalizacion de los tejidos del vegetal, los
cuales favorecen la rotura de membranas y con ello la unién del precursor GRA, con la
enzima MYR.

El cocinado al vapor parece ser, un método controvertido, debido a las pérdidas
por vapor que genera de compuestos ya hidrolizados, asi como el hervido, que generara
pérdidas de GRA y SF, disueltos en el agua de coccion.

El mayor contenido de SF se obtuvo, mediante el uso de microondas, a una

potencia alta (950 W), hasta alcanzar en el centro del brocoli los 60 ° C, temperatura a la
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cual la actividad de la MYR parece tener su pico méaximo, a temperaturas superiores, el
descenso de la formacion de SF cae en picado.

No obstante, debido a la dificultad que conllevan este tipo de cocinado en cuanto
a medicion de temperatura y tiempo de coccion, nuestra propuesta de trabajo para obtener
la mayor cantidad de SF posible, radica en el uso de una fuente de MYR exdgena
(mostaza, wasabi o daikdn), junto a germinados de semilla de brocoli (brotes jovenes),
donde la cantidad de GRA, es muy superior, y por lo tanto el potencial de formacion de
SF tambieén.

Nuestro resumen de operacion culinaria seria el siguiente. Una vez obtenidos los
brotes de brocoli, el primer paso seria, realizar un desgarro mecanico de las fibras, véase
con una batidora o simplemente cortandolos, muy picados con un cuchillo, para
asegurarnos que la liberacion de la GRA y MYR de la matriz son correctas. Una vez
Ilegados a este punto procederemos a realizar la adiccion de agua caliente a 70 © C que
desactivard tanto la ESP, como la MYR enddgena. Retiramos el agua de coccion pasados
1-3 minutos. Para posteriormente afiadir una fuente exdgena de MYR (durante al menos
5 minutos), pero esta fuente sera de un tipo de crucifera distinta, nosotros recomendamos
semillas de mostaza, wasabi, o brotes de daikon, los cuales poseen un tipo de MYR maés
termorresistente que la del brécoli, y no se desnaturalizara a estas temperaturas. Un solo
gramo de wasabi, mostaza o daikon (machacados), sera suficiente para catalizar la
reaccion de hasta una racién de brotes de germinados, es decir, si nuestra racion es de 100

gr, con solo un 1 % de mostaza, wasabi o daikdn, sera suficiente.

TIPO DE COCINADO CRUCIFERA TEMPERATURA TIEMPO SULFORAFANO [REFERENCIA
475 W 40°C No significativo
475 W 50°C +195,8 % 3
475 W 60°C +491,7 %
475 W 70°C - No significativo
950 W 40°C No especifica No signifcativo
MICROONDAS BROCCOLI
950 W 502C +416,7 % 8
950 W 602C +920,8 %
950 W 70°C -54,2%
950 W 1 min +336,8 % 49
950 W 3 min No signifcativo
HERVIDO BROCCOLINI 1002 C 15 min -88% 50
) ) 602 cC 1 min +346,6 %
BLANQUEAMIENTO | PURE DE BROCOLI 5 min +286,9 % 51
652 C 5 min -383%
VAPOR BROCCOLI 100e¢C > min 61,7 % 48
10 min No signifcativo

Tabla 19. Resumen de los principales métodos de cocinado y su influencia en la formacion de
SF.
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Conclusiones

1°) El precursor del sulforafano, es la glucorafanina, este glucosinolato se
encuentra en la mayoria de plantas de la familia Brassicaceae, siendo la especie
Brassica oleracea, la que mayor concentracion de glucorafanina presenta, en especial el

brécoli (Brassica oleracea var. Italica), concretamente en su etapa de germinado.

2°) El sulforafano, es el mayor inductor natural conocido del factor de
transcripcion Nrf2, que induce la expresion de enzimas antioxidante y antiinflamatorias,

con gran aplicacion preventiva anticancerigena.

3°) El precursor del sulforafano, la glucorafanina, puede ser hidrolizada por la

flora bacteriana de los seres humanos, pero en un porcentaje inferior al 20 %.

4°) La mirosinasa, es la enzima que cataliza la hidrdlisis de la glucorafanina, si
las condiciones quimicas son las adecuadas (ausencia del cofactor ESP, y pH neutro), la

reaccion se llevara a cabo, dando como producto el sulforafano.

5°) La enzima mirosinasa, muestra su mayor actividad en el intervalo de
temperaturas de 40-70 ° C, a partir del cual, comienza su desnaturalizacion y por tanto
su actividad enzimatica cae. El cofactor ESP, es inactivado, tras tratamiento térmico por

encima de 50 ° C.

6°) La refrigeracion a 6 ° C no afecta significativamente al contenido final de
sulforafano, hasta pasados 35 dias. La congelacion a -18 © C, aumentara la
biodisponibilidad de la glucorafanina, y no afectara significativamente el contenido

final de sulforafano, hasta pasados 60 dias

7°) La adiccion de mirosinasa exdgena (semillas de mostaza, wasabi y daikon),
permite que se realice la hidrdlisis de la glucorafanina. A su vez, la mirosinasa
proveniente de estas fuentes, es mas termorresistente, desnaturalizandose por encima de
100° C.

8°) Los metodos de cocinado de las cruciferas, para la maxima obtencion de
sulforafano son: microondas (950 w, 30-45 s), vapor (1-3 minutos) y hervido (1
minuto). La adiccidn de mirosinasa exdgena (semillas de mostaza, wasabi o daikén), a

un 1 % de concentracién, permiten maximizar la hidrolisis de glucorafanina
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