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1.INTRODUZIONE

1.1 Gli alimenti funzionali

La relazione esistente tra un sana alimentazione ed il benessere dell’uomo ¢
nota fin dai tempi antichi, al punto che veniva considerata una cura piu
potente della chirurgia: civilta quali egizi e greci attribuivano infatti agli
alimenti virtu quasi medicamentose. Diversi testi risalenti ai secoli Avanti
Cristo testimoniano gia all’epoca I’importanza della nutrizione e le proprieta
salutistiche di alcuni cibi: dal papiro di Ebers (regno di Amenhotep I ,1536
a.c), a documentare 1’utilizzo di erbe come rimedio per i disturbi piu vari
(anice, zafferano, cannella, cassia), al trattato ”Antica Medicina* di Ippocrate,
nel quale fu introdotto il principio “Il cibo sia la tua medicina, che la medicina
sia il tuo cibo”(1-3). Nonostante cio, solamente negli ultimi decenni € emerso
il ruolo cruciale che una dieta equilibrata e variegata svolge non solo nel
mantenimento di un buono stato di salute ma soprattutto nella prevenzione di
patologie pit 0 meno gravi, comprese quelle di natura cronico-degenerativa.
Infatti ¢ noto come il tasso di incidenza di alcune malattie vari in maniera
significativa nelle diverse aree geografiche in funzione delle abitudini

alimentari seguite dalla specifica popolazione. A questo proposito numerosi



studi hanno evidenziato una ridotta incidenza di ictus e patologie
cardiovascolari nelle popolazioni che si affacciano sul bacino del
mediterraneo,motivo per il quale la cosiddetta “dieta mediterranea” ¢ stata
riconosciuta nel 2010un patrimonio immateriale del’UNESCO (a). Tra gli
alimenti distintivi di cui essa si compone, la frutta, la verdura e le fibre si sono
rivelate tra 1 piu importanti in quanto un loro consumo quotidiano ¢ in grado

di prevenire e diminuire la comparsa di malattie cardiovascolari (CVDs),

dell’obesita e del diabete (4).

A sottolineare I’importanza che alcuni alimenti ricoprono nell’ambito della
salute umana, nel 1984 in Giappone venne introdotto il termine “Functional
food” (o alimenti funzionali) il quale include tutti gli alimenti che possiedono
proprieta fisiologiche e nutrizionali, definiti in seguito FOSHU (Foods For
Specified Health Use) e regolamentati dal Ministero della Salute e dal Welfare
giapponese (5).0Oggigiorno, infatti, il concetto di alimento non ¢ piu limitato
alla sua funzione primaria volta a sopperire le richieste dell’organismo di
energia chimica e di materiale plastico, ma si espande anche alla sua capacita
di generare una sensazione di benessere e di promuovere la salute
dell’individuo, come nel caso degli alimenti funzionali (6). Malgrado non
esista una loro definizione universalmente condivisa, il Functional Food

Center, con sede a Dallas, ne propone una riassuntiva, modificata in seguito



alla conferenza internazionale del 2014 organizzata dall’ USDA(U.S.
Department of Agriculture) e dall’ARS (Agricultural Research Service):
“alimenti naturali o trasformati che contengono composti biologicamente
attivi noti o sconosciuti, che in quantita definite ed efficaci, non tossiche,
forniscono un beneficio clinicamente provato e documentato alla salute per la
prevenzione, la gestione o il trattamento delle malattie croniche”. Appare
evidente che un functional food debba essere un costituente convenzionale
della dieta abituale, sia esso un prodotto naturale o trasformato; vengono
quindi escluse pillole e capsule che rientrano invece nella categoria degli
“integratori”(3).I composti bioattivi, presenti nei functional food in
concentrazioni sufficienti e non tossiche, sono quelli per cui ¢ stato
scientificamente dimostrato da studi in vivo la loro capacita di promuovere la
salute o di ridurre il rischio di malattie nell’'uomo come ad esempio minerali,
vitamine, antiossidanti, probiotici e prebiotici, ecc.. Frutta e verdura
costituiscono 1 classici esempi di alimenti funzionali, che contengono
naturalmente una o piu molecole bioattive: ad esempio 1’a ¢ il B-carotene ed il
licopene in carote e pomodori fungono da quenchers per 1’ossigeno singoletto
e prevengono la formazione dei radicali liberi; 1 polifenoli del t¢ verde e del
vino rosso sono in grado di chelare 1 metalli, presentano attivita antitumorale e

modulano la perdita di peso (7). Componenti fisiologicamente attive



provengono anche da fonti o derivati animali: si pensi al calcio o ai probiotici
dei latticini o agli acidi grassi polinsaturi PUFA del pesce (4).Alla vasta
categoria dei functional food appartengono anche prodotti che durante le fasi
di lavorazione subiscono 1’aggiunta di una molecola bioattiva non presente
originariamente o prodotti in cui ne viene incrementata la quantita perché
presente in tracce. Grazie all’ingegneria genetica, al breeding o processi come
la fortificazione ¢ possibile ottenere ad esempio yoghurt con livelli piu elevati
di prebiotici, uova fortificate con acidi grassi omega-3, succo all’arancia con
I’aggiunta di calcio. Al momento in Europa, contrariamente ad altre nazioni,
non ¢ presente una legislazione specifica, anche se sono stati individuati due
claims (ossia proprieta nutrizionali e/o salutistiche)da poter apporre al
prodotto, proposti dalla FUFOSE (European Commission Concerted Action

on Functional Food Science in Europe):

A) claim nutrizionale o di tipo A: alimenti che sono in grado di migliorare una
specifica funzione fisiologica, biologica o psicologica senza nessun
riferimento ad attivita Verso malattie.
B) claim salutistico o di tipo B: destinato ad alimenti con capacita di
prevenzione, gestione o cura nei confronti di una specifica patologia.
Inoltre ¢ stato istituito da parte dell’Unione Europea un nuovo programma che

mira a risolvere i1 problemi in corso di convalida del prodotto e a stabilire 1



criteri comuni per valutare la fondatezza scientifica delle indicazioni sulla
salute: 1l “Process for the Assessment of Scientific Support for Claims of
Foods” (PASSCLAIM) (b). Il crescente interesse del consumatore, che presta
sempre piu attenzione all’etichetta di cid che porta in tavola e la presa di
coscienza dell’importanza della nutrizione, hanno causato un vero e proprio
“boom” del mercato dei functional food che non sembra destinato ad

arrestarsi (7).

1.2 I fitochimici

Alcune molecole biologicamente attive, che rendono un functional food tale,
sono 1 fitochimici, sostanze ingerite giornalmente dall’uomo, anche in
quantitativi importanti (g), perché contenute nella frutta, nella verdura e nel
grano (dal greco phyto, chimica delle piante) (8,9). Nonostante siano dei
bioattivi non nutrienti, 1 fitochimici sono in grado di mantenere lo stato di
salute dell’organismo: la prevenzione del cancro, delle CVDs, la riduzione
dell’incidenza di tumori e del colesterolo sono solo alcune delle funzioni che
si ipotizza possano avere(4). Circa 5000 fitochimici sono stati isolati e
raggruppati nelle seguenti categorie: fenoli, alcaloidi, composti contenti azoto,
organosulfuri, fitosteroli e carotenoidi (Figura 1). Tra gli organosulfuri vi

sono isotiocianati (ITCs) e gli indoli 1 cui precursori, 1 glucosinolati



(GLS),caratterizzano la famiglia delle Brassicaceae. Appare evidente che una
stessa matrice alimentare possa contenere uno o piu fitochimici appartenenti o
meno alla stessa categoria, quindi queste sostanze lavorano in sinergia,

rendendo la matrice multifunzionale (10).
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Figura 1 Classificazione dei fitochimici alimentari (10).



1.3 Brassica oleracea var. italica

I broccoli (Brassica oleracea L. var. Italica) appartengono alla famiglia delle
Brassicaceae o Cruciferae, comprendente piante erbacee tra le piu impiegate
gia in tempi molto antichi, viste le tracce di coltivazione risalenti ad almeno
diecimila anni fa. La loro crescita caratterizza gran parte del pianeta e varie
zone climatiche: I’optimum di temperatura rientra tra i 14°C e 1 21°C mentre
la minima e la massima temperatura sopportate sono rispettivamente di 4°C e
30°C, in base alla specie; di conseguenza le colture di Brassicaceae sono
realizzate nelle regioni temperate, anche nella stagione fredda, nei tropici o
sub-tropici, ad elevate altitudini e perfino ai poli. I 300 generi in cui €
suddivisa la famiglia comprendono circa 4000 specie. Una cosi elevata
differenziazione sia nel numero di specie, ottenute in parte tramite incroci, sia
nelle regioni di produzioni si spiega grazie alla varieta d’uso: dal biofuel, agli
oli edibili e biofumiganti, passando chiaramente per I’alimentazione animale
ed umana (11). In riferimento a quest’ultima le Cruciferae hanno mostrato
una significativa attivita biologica: oltre ai macronutrienti quali lipidi e
proteine,sono ricche di micronutrienti € costituiscono un’ottima fonte di
fitochimici. La crescente attenzione, suscitata soprattutto dal genere Brassica

oleracea, ¢ dovuta pero ai glucosinolati (GLS) e ai loro prodotti di idrolisi,
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che li rendono indiscutibilmente tra gli alimenti funzionali piu studiati

(Figura2) (12).

Figura 2 Varianti della specie Brassica oleracea. Da sinistra: variante Italica, variante
Botrytis, variante Capitata.

I broccoli sono originari del Bacino del Mediterraneo e durante il Medioevo
furono introdotti in Europa. Oggigiorno vengono consumati in gran parte del
mondo non solo per il loro sapore peculiare ma, a maggior ragione, per la
quantita e qualita dei composti che presentano. Ricchi in carotenoidi, vitamine
ed elementi essenziali possiedono una potente attivita anticancerogena e
antiossidante dovuta principalmente a metaboliti secondari quali composti
fenolici, glucosinolati e loro prodotti di idrolisi, soprattutto isotiocianati. Il -
carotene, la luteina e I’a-tocoferolo sono tra i carotenoidi 1 pitt abbondanti; il
selenio, la vitamina K, e la vitamina C (acido ascorbico) spiccano invece tra
gli elementi essenziali e le vitamine, rispettivamente. I flavonoidi quercitina e

campferolo contribuiscono in larga parte alla frazione dei polifenoli, alla
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quale si aggiungono lignani (lariciesinolo e pinoresinolo), antociani ed acidi

fenolici (caffeico e gallico), distribuiti ampiamente nelle Brassicaceae (11).

1.3.1 Glucosinolati e isotiocianati nel broccolo: il sulforafano

I glucosinolati (GLS) sono i fitochimici caratterizzanti la famiglia delle
Cruciferae e 1 responsabili dell’odore e sapore peculiare che possiedono.
Chimicamente sono formati da B-D-tioglucosio legato ad un ossima sulfonata
(legame tioglucosidico) e da una catena laterale R di natura aminoacidica
(Figura3). La struttura della catena R ¢ molto variabile e pud presentare
gruppi alifatici, aromatici o indolici che non solo classificano 1 GLS nei tre
rispettivi gruppi ma sono responsabili delle proprieta chimico-fisiche e

biologiche dei loro prodotti di idrolisi tra cui isotiocianati, tiocianati e nitrili.

S
OH o— H\
0 / 0
HO N

e
HO . \|/
R

Figura 3 Struttura chimica di un generico glucosinolato.
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I GLS, accumulati all’interno dei vacuoli come metaboliti secondari inattivi,
fungono da meccanismo di difesa e definiti pertanto “bomba all’olio di
senape”’; infatti 1 prodotti della loro idrolisi, catalizzata dall’enzima mirosinasi
(MIR), sono sostante bioattive e tossiche per gli insetti erbivori. In condizioni
normali ’enzima e 1 GLS sono fisicamente separati: se il tessuto vegetale
viene danneggiato da parassiti, insetti o per azione meccanica la MIR ¢
liberata dalle cellule specializzate in cui si trova, entra in contatto coi GLS e
scinde il legame tioglucosidico. Il composto instabile rilasciato si stabilizza
spontaneamente in un isotiocianato, o enzimaticamente in nitrile o tiocianato.
Da uno stesso GLS di partenza si possono originare prodotti di idrolisi diversi,
in correlazione alle condizioni di reazione e al grado di attivita dell’enzima:
infatti, nel caso della glucorafanina, un pH neutro promuove la sintesi di
sulforafano, mentre uno acido, come quello dello stomaco, la presenza di Fe*"
ed il cofattore ESP (proteina epitiospecifica) favoriscono la formazione di
nitrili (Figura 4A). Mentre il cofattore si inattiva ad una temperatura di 60°C,
I’enzima ¢ piuttosto stabile, ma la cottura al microonde lo degrada: in tal caso
I’idrolisi ¢ affidata alla tioglucosidasi prodotta dai batteri della microflora
intestinale umana. Nel broccolo i1 glucosinolati piu abbondanti sono quattro:
due alifatici (glucorafanina e glucoiberina) e due indolici, (glucobrassicina e

neoglucobrassicina) (Figura 4B) (13).
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Figura 4 Idrolisi della glucorafanina da parte dell’enzima mirosinasi e possibili prodotti di
idrolisi (A) e 1 glucosinolati piu abbondanti nel broccolo (B).
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Il broccolo contiene una tra le piu alte concentrazioni di glucorafanina ed il
suo prodotto di idrolisi, il sulforafano (SFN), ¢ tra gli ITCs maggiormente
attivo: cio spiega perché questo ortaggio sia uno dei Functional food
recentemente piu studiati (14).In particolare, uno dei ruoli maggiormente
studiati negli ultimi anni dei glucosinolati ¢ legato alla potente attivita
anticancerogena da essi espletata tramite vie biochimiche diverse. In studi
condotti sia in vitro che in vivo (nell’'uomo, e negli animali), gli isotiocianati
alterano 1l metabolismo di cancerogeni alimentari come la ammine
eterocicliche e idrocarburi policiclici aromatici (IPA)(13).Inoltre, 1
glucosinolati hanno anche un ruolo antiossidante, anti-infiammatorio e
antitrombotico,dovuti alla stimolazione di vari target molecolari tra cui il
fattore di trascrizione Nrf2 (15). L’attivazione di questa via, lo stimolo degli
enzimi coinvolti nelle vie di detossificazione e la capacita del SFN di fungere
da “scavengers” dei radicali liberi si traducono in una riduzione dei livelli di
specie radicaliche , con diminuzione delle lipoproteine a bassa densita (LDL)

ossidate nel sangue (16 ).

Negli ultimi anni evidenze scientifiche hanno dimostrato un coinvolgimento
degli ITCs nel contrastare non solo malattie neurodegenerative quali
I’Alzheimer, il Parkinson e I’Huntington ma anche infezioni da Candida

Albicans ed Helicobacter pylori,innescando nel fungo processi di apoptosi ed
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inibendo il batterio intracellulare da una linea di cellulare umana(HEp-2)(17-

19).

1.3.2 Biodisponibilita, digestione, metabolismo e assorbimento dei
glucosinolati e isotiocianati

Il profilo dei GLS espresso inizialmente da una crucifera € peculiare in quanto
influenzato da tanti fattori che influiscono in modo diverso tra cui la genetica
e le condizioni di coltivazione. Il genotipo del broccolo ha un’influenza
notevole nel contenuto di GLS nel fiore,pit abbondante nell’intervallo
stagionale tra agosto e gennaio, e nell’infiorescenza (testa) rispetto al gambo;
il piu alto livello di glucosinolati, soprattutto di glucorafanina, ¢ pero espressa
nei semi e nei germogli: parti differenti della stessa pianta, analizzate in tempi
diversi, mostrano profili e concentrazioni differenti (Figura 5). Le Than Ninh
et al (2020) hanno proposto I’inserimento nella dieta dei germogli piuttosto
che del broccolo maturo, vista I’abbondanza in GLS e il risparmio di risorse

(20).

Figura 5 Semi e germogli di Brassica Oleracea var. Italica.
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Le modalita di coltivazione possono altresi modificare 1 GLS espressi:
condizioni ambientali quali T < 12°C, aumento di radiazioni e di CO,
atmosferica, fertilizzazione con =zolfo aumentano la concentrazione di
glucorafanina ed in alcuni casi di glucoiberina. Questo ortaggio risulta
facilmente deperibile, di conseguenza il trasporto, la conservazione ed il
packaging risultano step critici per mantenere la matrice alimentare il piu
inalterata possibile, preservando 1 GLS. Tanto piu aumenta il tempo dalla
raccolta e la temperatura di conservazione tanto pit aumenta la perdita di
GLS: trascorsi 5 giorni la glucorafanina scende del 13% se la T ¢ di 4°C,
dell’82% se le rosette del broccolo vengono conservate a 20°C. La
conservazione in atmosfera controllata ed un packaging con atmosfera
modificata (MAP) coadiuvano il mantenimento. Cid che influisce
maggiormente sul quantitativo di GLS e ITC che possiamo assumere con la
dieta sono le lavorazioni culinarie e industriali a cui vengono sottoposti i
broccoli. Mentre il taglio e la triturazione rilasciano la MIR, 1 GLS e
modulano una sintesi de novo di indoli, le cotture sono estremamente deleterie
in quanto degradano I’enzima vegetale,di conseguenza la possibilita di
assumere ITC dipende esclusivamente dall’isoforma intestinale. I prodotti di
idrolisi dei GLS, come qualsiasi fitochimico devono risultare biodisponibili

per ottemperare alla propria funzione, ossia devono essere assorbiti dal corpo
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e raggiungere il tessuto bersaglio nella forma attiva ed in una dose
appropriata. La biodisponibilita (quantita in grado di raggiunge la circolazione
sistemica) non dipende solo dalla concentrazione di partenza, sulla quale
influiscono tutti 1 fattori visti in precedenza ma da vari altri elementi che ne
influenzano la digestione, I’assorbimento, la distribuzione e 1’escrezione. I
GLS e gli ITCs rappresentano delle sostante estranee per 1’organismo e
seguono quindi il metabolismo degli xenobiotici. La masticazione umana,
costituendo un danno meccanico paragonabile a quello di un insetto erbivoro,
distrugge il tessuto della pianta e la MIR vegetale inizia ad idrolizzare una
parte dei GLS che insieme ai loro prodotti incontrano il basso pH dello
stomaco, responsabile di una loro perdita irrisoria. La digestione ha effetti
contrastanti: si assiste ad una ulteriore diminuzione a causa del legame con
molecole presenti nella matrice alimentare come proteine e peptidi: gli ITCs a
causa dell’elevata reattivita ed instabilita possono formare derivati della
tiourea e ditiocarbammati esteri. D’altro canto vi ¢ una lisi cellulare
aggiuntiva con rilascio di GLS e MIR: I’attivita dell’enzima vegetale fino a
questo punto ¢ fondamentale e si deve focalizzare 1’attenzione su metodiche
di cottura blande al fine di evitarne la degradazione. Una frazione importante
di GLS sembra bypassare 1’assorbimento nel tenue, giungendo al colon, dove

puo essere scissa dalla B-tioglucosidasi dei batteri intestinali. Nonostante vi
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siano delle controversie sul grado di attivita rispetto all’enzima naturale, una
diminuzione del microbioma porta ad una riduzione del 47% degli ITCs
urinari. Nell’intestino tenue 1 GLS sembra vengano assorbiti per trasporto
facilitato o diffusione passiva. In seguito alla valutazione del livello di
ditiocarbammati (coniugati GSH-ITC) nelle urine, si evince che i prodotti di
idrolisi usano quest’ultima modalita di assorbimento intestinale. Grazie alla
natura lipofilica e al basso peso molecolare 1 SFN entrano velocemente nella
cellula dove si coniugano col glutatione (GSH) grazie alla glutatione S-
trasferasi (GST) con la creazione di un gradiente responsabile della diffusione

all’interno della cellula(Figura 6).
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Figura 6 Struttura del sulforafano e sulforafano coniugato col GSH grazie all’attivita della
GST.

Una volta accumulati nella cellula, 1 coniugati GSH-ITC sono immessi nel
torrente circolatorio grazie sia alla proteina di trasporto associata alla

resistenza dei farmaci (MRP-1) sia alla glicoproteina p (Pgp-1). Nelle feci e
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nelle urine si evidenziano basse quantita di GLS rispetto ai prodotti di idrolisi,
per cui la quasi totalita ¢ idrolizzata/assorbita e metabolizzata. Nel plasma gli
ITC si legano all’albumina (carrier principale) o alle glicoproteine. Il loro
metabolismo segue la via dell’acido mercapturico. Nel fegato si assiste ad
un’ulteriore coniugazione tra GSH e ITC vista la concentrazione elevata del
glutatione e la massima attivita della GST. Gli ITC coniugati subiscono
modificazioni aggiuntive tra cui una N-acetilazione da parte delle N-
acetiltraferasi 1-2 (NAT1 e NAT2) con formazione di acido mercapturico e
dei suoi derivati ditiocarbammati. Questa reazione avviene sia nel fegato, con
ricircolo enteropatico, che nel rene cui segue I’escrezione di questi ultimi con
le urine. Questa via metabolica ¢ la principale per i1 prodotti di idrolisi dei
GLS. 11 livello escreto nelle urine dei coniugati con I’N-acetilcisteina prodotti
dalla NAT rispecchia infatti gli ITC assunti con la dieta. Gli ITC subiscono
altresi un importante bioconversione da parte degli enzimi detossificanti, che

spiega 1 vari mercapturati rintracciabili nelle urine (13).

1.3.3 Vitamina K; nel broccolo

Nel 1935 Dam scopri un composto in grado di prevenire le emorragie , che

defini “Koagulation vitamin”, da qui vitamina K. Con questa accezione si
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raggruppa in realta una serie di composti suddivisibili in 3 diversi gruppi: la
vitamina K, (fillochinone), la K, (menachinone) e la K3 (menadione). Mentre
il menadione ¢ un composto sintetico, il gruppo della K,, costituito da piu
molecole, ¢ di derivazione batterica (21). Il fillochinone, dal greco Phullon* il
chinone delle foglie”, si trova nelle parti verdi delle piante come carrier di un
elettrone luce dipendente nel fotosistema 1 (22-24). Chimicamente il
fillochinone(2-metil-3-fitil-1,4-naftochinone) ¢ costituito da una frazione
naftalenoide (anello) e da una catena laterale fitilica: il menachinone-4,
appartenente al gruppo della K;, ¢ un suo analogo strutturale con delle
insaturazioni sulla catena laterale ed ¢ sintetizzato da alcune alghe rosse,
diatomee e cianobatteri (Figura 7A) (25-27). L’anello naftalenoide puo
presentare diversi stati di ossidazione: 1’epossido ¢ la forma piu ossidata, il
chinone e il semi-chinone sono forme intermedie, il chinolo la piu ridotta

(Figura 7 B).
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Figura 7 A) Struttura chimica del fillochinone (vitamina K;) e del suo analogo strutturale
menachinone-4 (vitamina K, ). B) Schema di interconversione tra le forme epossido,
chinone, semi-chinone e chinolo dell’anello naftalenoide della vitamina K.

La funzione della K; nei vertebrati ¢ legata ai diversi stati ossidativi: il
fillochinolo funge da cofattore per I’enzima y-carbossiglutammil carbossilasi
che converte in y-carbossiglutammato (Gla) 1 residui di acido glutammico

(28). Durante questa reazione il chinolo si ossida a epossido, ridotto
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nuovamente in fillochinolo dalla vitamina K epossido reduttasi (VKOR) nel

reticolo endoplasmatico: ciclo della vitamina K-epossido (29)(Figura 8).
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Figura 8 Reazione di y-carbossilazione del glutammato e riciclo del fillochinone epossido
catalizzato dalla vitamina K epossido reduttasi (VKOR).

Grazie a questa modifica post-traduzionale 1 fattori di coagulazione II, VII,
XI, X, la proteina C ed S sono in grado di legare gli ioni calcio, senza 1 quali
incapaci di svolgere la loro attivita biologica (29, 30). Nell’'uomo sono state
scoperte anche altre proteine, estranee al processo di coagulazione, che
subiscono questa ty-carbossilazione tra cui l’osteocalcina sintetizzata da

osteoclasti, osteoblasti, condrociti ipertrofici e cementoblasti. (31, 32). Grazie
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alla modulazione dell’osteocalcina e alla capacita del menachinone-4 di
inibire 1l riassorbimento osseo, la vitamina K assume un ruolo fondamentale
sia nel mantenimento della salute ossea sia nella prevenzione dell’osteoporosi,
tanto da esserle stato riconosciuto un claim salutistico nell’ambito degli
alimenti funzionali (33).La vitamina K, inoltre,possiede una potente attivita
antiossidante che espleta sia in maniera indiretta, promuovendo D’attivita di
enzimi come la superossido dismutasi (SOD), che indirettamente inibendo la
produzione dei ROS, incluso ’ossigeno singoletto O* ed i radicali OH, e
quella del fattore di trascrizione NF-kB (34). Negli adulti sani una carenza
grave di vitamina K ¢ rara perché il fillochinone ¢ molto comune negli

alimenti e la flora intestinale produce livelli basali di menachinoni (35, 36).

1.3.4 Biodisponibilita, digestione, metabolismo e assorbimento della
vitamina K

I1 fillochinone ¢ presente in vari grani e semi (piselli verdi), in alcuni tuberi
(patata) e nella frutta (kiwi) ed essendo una sostanza lipofilica ¢ anche co-
estratta con gli oli vegetali, ad esempio quello di soia:la fonte piu abbondante
resta comunque la verdura, anche appartenente alla famiglia delle
Brassicaceae, come il broccolo. Le foglie, rispetto ad altre parti della pianta,
mostrano le concentrazioni piu elevate vista la funzione di carrier

fotosintetico, concentrazioni che aumentano con I’esposizione ad intensita
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luminose crescenti e con la maturazione: mentre nel cavolo fresco (Brassica
oleracea) 1l fillochinone ¢ di 76ug/100g, negli spinaci (Spinacea oleracea) si
arriva a 483ug/100g (37,38). L’assorbimento della vitamina K, vista la natura
lipofilica, segue quello dei lipidi e percio la biodisponibilita aumenta con un
pasto ricco in grassi: gli spinaci crudi, consumati col burro aumentano la
biodisponibilita relativa di 3 volte; e la biodisponibilita mostrata in seguito al
consumo di un olio fortificato con questa molecola ¢ maggiore rispetto
all’assunzione di broccoli crudi (39, 40). Inoltre 1’assorbimento sembra
aumentare parallelamente alla quantita dei PUFA presenti nell’alimento a
dispetto dei grassi totali (41). Il fillochinone alimentare, una volta
internalizzato con altri lipidi nelle micelle dei sali biliari ¢ assorbito
nell’intestino tenue grazie ad un recettore scavenger di classe B (tipo 1) (42).
Negli enterociti ¢ incorporato nei chilomicroni (CM) nascenti ed immesso
tramite 1 capillari linfatici nel circolo linfatico e quindi nel circolo sanguigno a
livello del dotto toracico. I CM subiscono il depauperamento della frazione
dei trigliceridi (TG) da parte della lipoproteina lipasi (LPL), espressa nei
capillari di diversi tessuti, convertendosi in chilomicroni remnants (CR),
assimilati dal fegato. Il fillochinone, viene poi immesso nuovamente nel
sangue con le VLDL. Nonostante le poche informazioni sul meccanismo

molecolare di rilascio del fillochinone da parte delle lipoproteine, nei tessuti

25



extraepatici ¢ stato studiato I'uptake da parte degli osteoblasti del tessuto
scheletrico. Newman et al. (2002) hanno dimostrato come [’efficienza di
internalizzazione in osteoblasti primari sia maggiore per le LDL seguite dalle
lipoproteine ricche di TG che esprimono la piu alta concentrazione di K;
durante la fase postprandiale di assorbimento (43, 44). La sua
internalizzazione negli osteoblasti ¢ facilitata dalla presenza di LDLR e LRP1
due recettori capaci di aumentare 1’affinita di legame per le lipoproteine che
esprimono apoE: gli stessi elementi recettoriali sono presenti negli epatociti
(45-47). In questo modo si modula 1’uptake sia dei remnants che delle LDL.
Vi ¢ un’ulteriore complicazione nel metabolismo della vitamina K nell’uomo:
una via di conversione del fillochinone in menachinone-4 (MK-4) mediata
dall’enzima UBIADI1. Questa prenil-trasferasi ¢ in grado di tagliare la coda
fitilica della K1 (e di altri menachinoni) con produzione di menadione che,
una volta trasportato nei tessuti periferici e ridotto a menadiolo, puo essere ri-
prenilato a menachinone-4 (48, 49). Le lipoproteine ricche in trigliceridi
trasportano infatti anche una frazione di MK-4, seppur in concentrazione
inferiore (1/5) rispetto alla K; (50). Se la K; ha una concentrazione piu elevata
nel fegato, la MK-4 ¢ maggiormente presente nel cervello, evidenziando una
differente distribuzione tissutale dovuta forse ad una maggiore capacita del

menadione di oltrepassare la barriera ematoencefalica (49).
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L’escrezione del fillochinone e del menachinone-4 avviene tramite la bile e
I’urina: si ipotizza che la catena laterale subisca una reazione di -
idrossilazione prima e di B-ossidazione poi con accorciamento progressivo
della stessa e coniugazione del prodotto ottenuto con 1’acido glucoronico (51,
52). 1l fillochinone mostra un tasso di ritenzione molto basso nel nostro
organismo; evidenze cliniche e farmacologiche suggeriscono un turnover

elevato, coadiuvato da un’escrezione importante a livello biliare (53-55).

1.3.5 Carotenoidi nel broccolo

I carotenoidi sono delle molecole idrofobiche sintetizzate dalle piante e da
alcuni microorganismi come batteri, alghe e funghi: questi pigmenti di color
giallo, arancio e rosso sono abbondanti in frutta, verdura, uova, alcuni pesci e
crostacei. In natura sono stati rinvenuti piu di 700 carotenoidi diversi e
nonostante circa 50 siano presenti nella dieta, solo 20 sono identificabili nel
sangue e nel siero dell’uomo: in quest’ultimo il B-carotene, 1’a-carotene, la
luteina, la zeaxantina e la P-criptoxantina sono 1 piu cospicui (56). Le
proprieta chimico-fisiche dei carotenoidi ne determinano la distribuzione
nell’ambiente cellulare: essi infatti fanno parte sia del bilayer fosfolipidico
delle membrane sia delle goccioline lipide citosoliche (57, 58). Alcuni sono in

grado di sopperire alle richieste di vitamina A in quanto loro precursori. I
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carotenoidi vengono suddivisi in due gruppi: ai caroteni appartengono
molecole formate da solo carbonio e idrogeno come il B-carotene, 1’a-
carotene, il fitoene, mentre le xantofille includono invece molecole ossigenate
quali luteina, zeaxantina e B-criptoxantina (56). Chimicamente presentano una
struttura di base formata da unita isopreniche, legate covalentemente testa-
testa o testa-coda e tipicamente un numero di C pari a 40: la prima molecola
del pathway biosintetico ¢ 1l fitoene che, a seguito di desaturazioni
enzimatiche, puo produrre il fitoluene ed eventualmente il licopene, con
struttura lineare (59). Il licopene pud subire processi di ciclizzazione o
deidrogenazione con formazione di altri caroteni, i quali originano per
ossidazione le xantofille (60). Il sistema dei doppi legami che caratterizza la
struttura di questi fitochimici ¢ responsabile non solo del loro colore ma anche
della loro reattivita (61). Alcuni carotenoidi come la luteina possono trovarsi
in forma esterificata, inoltre ogni doppio legame pud assumere la
conformazione cis o trans: quasi tutti 1 carotenoidi naturali sono molecole all-
trans, anche se trattamenti col calore, come la cottura, possono originare
isomeri cis (62, 63). In aggiunta dalla scissione dei carotenoidi a 40 atomi di
C si producono gli apocarotenoidi presenti sia negli alimenti naturali o
prodotti in seguito a processi alimentari (64, 65). Nel broccolo 1 carotenoidi

piu abbondanti sono il B-carotene e la luteina (Figura 9).
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Figura 9 Struttura del B-carotene e della luteina.

Il B-carotene (formula C4Hse), € un carotene giallo contenente tutti legami in
trans (anche se ne esistono isomeri in cis) € due anelli B-ionone alle estremita
ed ¢ abbondante nelle verdure a foglia verde e nei vegetali gialli e arancio. La
luteina (C4oHs60,), invece, € una xantofilla gialla (66) principalmente presente
negli spinaci, nel kale e nei broccoli (67). Gli effetti benefici dei carotenoidi
sono molteplici: mentre alcune funzioni sono esclusive solo di alcuni, altre

sono condivise (Figura 10).
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Figura 10 Azioni biologiche dei carotenoidi e prevenzione delle malattie croniche
correlate.

Il B-carotene, insieme all’a-carotene, alla B-criptoxantina e 1’y-carotene sono
precursori della vitamina A con medesime caratteristiche strutturali: un anello
B-ionone intatto e non sostituito piu una catena idrocarburica insatura.
L’enzima BCOI1 (B-carotene ossigenasi), infatti, scinde il doppio legame
centrale 15,15’ rilasciando una molecola di retinale, che puo essere ridotto a
retinolo (reversibile) o ossidato a formare 1’acido retinoico all-trans

(irreversibile) (Figura 11).
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Figura 11 Conversione del B-carotene in vitamina A. BCO1: B-carotene-15,15-o0ssigenasi;
BCO2,B-carotene-9,10-ossigenasi; ALDH1,aldeide deidrogenasi; RALDH, retinaldeide
deidrogenasi; ADH, alcool deidrogenasi; RDH, retinol deidrogenasi; LRAT, lecitin-retinol
acil trasferasi; REH, retinil estere idrolasi.

Dalla scissione del B-carotene si generano due molecole di retinale (68).
Inoltre nel tessuto muscolare scheletrico e cardiaco, nella prostata, nel tessuto
connettivo endometriale € nel pancreas una BCO2 opera una scissione
asimmetrica nonostante BCOI1 resti I’enzima chiave di questo processo (69).
La vitamina A ¢ un nutriente essenziale critico per attivita biologiche quali la

riproduzione, I’immunita e la vista (70).

I carotenoidi fungono da potenti antiossidanti grazie ai doppi legami

coniugati che costituiscono un sistema reattivo ricco di elettroni col quale
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operano da scavengers per 1’ossigeno singoletto e per 1 radicali perossilici
(71). In diversi studi ¢ emerso il ruolo protettivo del B-carotene nei confronti
delle scottature: diversi carotenoidi si accumulano nella pelle proteggendola
dai danni della luce UV, dalle scottature e dall’invecchiamento (72). La
modulazione della trascrizione genica sembra essere il meccanismo col quale 1
carotenoidi operano in vivo: il B-carotene si € mostrato capace di modulare 1
geni redox-sensibili come Bcl-2 e p-53 e di indurre I’espressione della
proteina connessina-43,implicata nelle comunicazioni gap junction, in cellule
cancerose della cavita orale (73, 74). Uno studio di 15 anni su piu di mille
uomini finlandesi ha correlato una bassa concentrazione di B-carotene nel
siero con I’aumentato rischio di mortalita cardiovascolare, insufficienza

cardiaca congestizia e morte cardiaca improvvisa (72).

La luteina e la zeaxantina, definite pigmenti maculari, si trovano nella retina
umana, concentrate nella macula, dove assorbono la luce blu, fungono da
antiossidanti e proteggono da lesioni fotochimiche (72). L’aumento
nell’intake di queste xantofille migliora non solo la funzionalita oculare ma si
ipotizza un ruolo anche nella capacita cognitiva in quanto nel cervello sono
accumulate preferenzialmente proprio luteina e zeaxantina in proporzione del

46% e 70% rispetto ai carotenoidi totali (69). Recentemente degli studi di
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meta-analisi hanno associato 1’incremento sierico/alimentare di luteina con

diminuzione delle malattie coronariche, infarto e sindrome metabolica (73).

1.3.6 Biodisponibilita, digestione, metabolismo e assorbimento dei
carotenoidi

Come per 1 glucosinolati, anche la bioaccessibilita/biodisponibilita dei
carotenoidi ¢ dipendente dalla matrice alimentare considerata in quanto ogni
alimento possiede un profilo peculiare che pud essere modificato dai
trattamenti a cui viene sottoposto. I carotenoidi sono immagazzinati nei
cromoplasti, a volte in strutture cristalline e, nelle verdure a foglia verde,
sovente complessati con proteine (76). I carotenoidi della frutta sono piu
disponibili rispetto a quelli della verdura ad una migliore interazione con la
fase lipidica del contenuto gastrointestinale: sia in vivo che in vitro la
bioaccessibilita del B-carotene ¢ piu elevata nel mango e nella papaia rispetto
al pomodoro e carota, probabilmente per differenze morfologiche e
d’accumulo nel cromoplasto stesso (76, 77). I cloroplasti delle verdure verdi e
della frutta immatura contengono principalmente [-carotene, luteina,
violaxantina e neoxantina ma con la maturazione si assiste soventemente ad
una modifica nella concentrazione e nel tipo di carotenoidi, in quanto i
cloroplasti si convertono in cromoplasti, nei quali se ne aumenta la sintesi (78,

79): cido non avviene in alcune Brassicaceae, quali kale e spinaci (80, 81).
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Nonostante durante la maturazione si assista all’esterificazione delle
xantofille,i prodotti esterificati risultano assenti nel siero probabilmente
perché non biodisponibili 0o a causa di un’ulteriore [’attivita esterasica
intestinale. Inoltre anche il rilascio di pectine, tipico della maturazione, pud
intralciare 1’assorbimento intestinale (82). I processi termici hanno effetti
contrastanti; infatti,come quelli meccanici, degradano la matrice stessa e
I’integrita cellulare e, rompendo 1 complessi carotenoidi-proteine, aumentano
I’efficacia del processo digestivo e quindi I’assorbimento. E’ altrettanto vero
perd che 1 carotenoidi sono termolabili e le cotture possono indurre cis-
isomerizzazione, epossidazione e degradazione (79, 82). I carotenoidi hanno
in comune con la vitamina K la natura lipofilica e quindi le medesime tappe
generali di digestione, assorbimento e metabolismo,che coincidono con quelle
lipidiche. La masticazione ed il succo gastrico iniziano a liberare i
carotenoidi, incorporati nelle goccioline lipidiche in formazione dove si
dispongono in relazione alla solubilita: 1 caroteni al centro mentre le xantofille
sulla superficie (83). I sali biliari nel duodeno facilitano gli enzimi del succo
pancreatico nel liberare 1 lipidi dalle micelle: alcune evidenze supportano
I’idrolisi degli esteri delle xantofille da parte delle lipasi come la carbossil-
estere lipasi (82). Il trasporto nel mezzo acquoso gastro-intestinale puo

compiersi anche con vescicole unilamellari o multilamellari di fosfolipi (84).
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Come mostrato in figura sono state ipotizzate diverse modalita di
assorbimento da parte degli enterociti: oltre che per diffusione passiva
dipendente dalla concentrazione, si suppone I’implicazione anche dei

trasportati del colesterolo(Figura 12) (85).
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Figura 12 Pathway dell’uptake, del trasporto e della secrezione dei carotenoidi
nell’enterocita. A, trasporto passivo; B, trasportatore apicale non identificato; C,
trasportatore basolaterale per ’efflusso; ER, reticolo endoplasmatico.

( Chylomicrons

In aggiunta il B-carotene e la luteina, sia nei ratti che nelle cellule Caco-2,

sono internalizzati grazie al trasportatore lipidico SR-BI. Non ¢ altresi escluso
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il coinvolgimento di alcune proteine di membrana delle cellule intestinali
quali CD-36, FAT , NPCIL e ABCGS5/G8 della superfamiglia ABC dei
trasportatori  (82) (Figural2). Una volta all’interno dell’enterocita, 1
carotenoidi sono trasportati nell’ Apparato del Golgi dove saranno assemblati
nei chilomicroni nascenti: per di piu anche le HDL sembrano implicate nel
trasporto, soprattutto di luteina, nel circolo linfatico, grazie ad ABCAI1
espresso sulla membrana basolaterale delle cellule intestinali (84, 86, 87).
Vista la presenza di CD-36 nella membrana del Golgi e di NPC1L1, SR-Bl e
FABP’s nei lisosomi ed in altri organuli, si crede che questi trasportatori siano
implicati anche nella veicolazione citosolica (84, 85, 87).La possibilita di un
efflusso nel lume intestinale dei carotenoidi non assimilati, grazie a proteine
di membrana, concorrerebbe a chiarire il basso livello di assorbimento (86).
Nonostante non si sia ancora certi sull’effettivo contribuito dei vari
trasportatori in questa fase, un loro coinvolgimento spiegherebbe le differenze
individuali sull’uptake dei carotenoidi, dovute a diversa espressione genica.
Circa il 30% dei carotenoidi assorbiti non ¢ metabolizzato: gli enzimi
BCO1/BCO2 nell’enterocita producono retinolo, esterificato in retinil-estere

dalla lecitina-retinol aciltrasferasi (LRAT), e apocarotenoidi (88).

Trasportati con la linfa, i chilomicroni ed eventualmente le HDL raggiungono

il circolo ematico. Qui dai chilomicroni, a causa delle LPL, si originano i CR:
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vista la posizione superficiale di alcuni carotenoidi, soprattutto xantofille, si
ipotizza un trasferimento o ad altre lipoproteine o ad alcuni tessuti grazie
all’attivita di SR-BI (89). Veicolati al fegato grazie ai CR, 1 carotenoidi
vengono accumulati in situ, o eliminati con la bile o secreti con le VLDL per
essere distribuiti ai tessuti periferici. Nonostante un possibile scambio di
carotenoidi tra le VLDL e altre lipoproteine, una buona frazione dei carotent,
essendo localizzata nel core lipidico, si riscontra nelle LDL, tramite le quali
vengono internalizzati nelle cellule. Sono state avanzate diverse ipotesi per la
presenza dei carotenoidi nelle HDL: possono originarsi dai tessuti col
metabolismo inverso dei lipidi, o dall’intestino grazie ad ABCAl o dai
possibili scambi visti in precedenza (90). In generale le xantofille sono
trasportate soprattutto con le HDL mentre i caroteni con le LDL (91). I
carotenoidi sono rintracciabili in tessuti diversi a diverse concentrazione: il
tessuto adiposo ed il fegato contengono rispettivamente 1’80 e il 10% del

totale (90).

1.4 Gli integratori alimentari

La definizione e regolamentazione degli integratori alimentari non ha ancora
raggiunto un consenso globale: la melatonina ad esempio negli USA ¢

regolamentata come un integratore, un prodotto salutistico naturale in Canada
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mentre in Australia ¢ considerata come una prescrizione medica; Paesi con
cultura, sistema legale e livello di sviluppo economico simili applicano
ordinamenti divergenti a questa categoria. Si aggiunge una difficolta ulteriore
se si considerano nazioni come la Cina o I’India che dispongono di un quadro
normativo per la medicina tradizionale o la fitomedicina,di cui fanno parte
prodotti botanici grezzi. Inoltre molte legislazioni stanno cambiando. Il tema
degli integratori rappresenta infine un campo di aperto dibattito, caratterizzato
da opinioni e punti di vista discrepanti. Alcuni considerano questi articoli alla
stregua di farmaci o alimenti, altri credono sia necessario un approccio
peculiare, vista I’esistenza, per molti di essi, di evidenze scientifiche basate
pero su prodotti contenenti piu sostanze. Il boom che ha subito questo settore
negli ultimi decenni ha stimolato un mercato lucrativo non di poco conto: si
assiste infatti alla nascita continua di nuove aziende per la produzione degli
integratori ¢ la messa in commercio di prodotti rivoluzionari ed innovativi, a
volte a discapito dei reali benefici (92). In generale un integratore alimentare ¢
definito come “una sostanza aggiunta alla dieta, in formulazione
farmaceutica per trattare/prevenire una carenza, per incrementare la
crescita, migliorare lo stato di salute e benessere” (93). La normativa di
settore che si occupa in Italia della definizione degli integratori alimentari ¢ la

Direttiva 2002/46/CE, attuata con il decreto legislativo 21 maggio 2004, n.
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169 che specifica: “prodotti alimentari destinati ad integrare la comune dieta
e che costituiscono una fonte concentrata di sostanze nutritive, quali le
vitamine e i minerali, o di altre sostanze aventi un effetto nutritivo o
fisiologico, in particolare, ma non in via esclusiva, aminoacidi, acidi grassi
essenziali, fibre ed estratti di origine vegetale, sia monocomposti che
pluricomposti, in forme predosate”. Di norma gli integratori alimentari sono
proposti in formati quali capsule, compresse bustine o flaconcini e le linee
guida ministeriali (LGM) racchiudono delle disposizioni per quegli aspetti

non armonizzati a livello europeo suddivise nelle seguenti sezioni:

» Vitamine ¢ minerali, per i quali sono presenti i massimi livelli di
apporto consentiti

» Probiotici e prebiotici, con allegate precise disposizioni

» Altre sostanze con effetto nutritivo o fisiologico, con precise

disposizioni

Inoltre 1 prodotti intesi come coadiuvanti delle diete ipocaloriche devono

sottostare a delle conformita espresse in un’appendice (c).

1.4.1 Alimenti funzionali o integratori alimentari?

Dalla definizione di alimento funzionale ed integratore alimentare emerge uno

scopo comune: la promozione ed il mantenimento dello stato di salute. Molte
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delle sostanze elencate sono contenute nella frutta e nella verdura; nonostante
cio e tutti gli sforzi per incentivare il consumo giornaliero di piu razioni di
questi generi alimentari, vi sono ancora degli enormi gap tra le porzioni
raccomandate e quelle effettivamente consumate: ad esempio uno studio del
2010 ha riportato un consumo medio per persona, al giorno, negli USA, di
vegetali inferiore alle 4 porzioni, a discapito soprattutto della frutta (10).
Inoltre vi sono casi in cui il fabbisogno per uno piu specifici composti sia
aumentato come in situazioni patologiche (ad esempio supplementazione di
vitamina B12 per soggetti con anemia perniciosa), oppure in soggetti sportivi
(multivitaminici e Sali minerali per atleti endurance) o donne in gravidanza
per le quali si raccomanda ad esempio 1’assunzione di un integratore di acido
folico. D’altro canto, sebbene gli alimenti non sempre siano in grado di
sopperire alle richieste fisiologiche degli individui, essi spesso possiedono piu
principi nutritivi (quali fitochimici, vitamine, sali minerali, ecc.) che possono
avere un effetto sinergico per 1’organismo (94). Inoltre, I’assunzione di molte
molecole bioattive con 1’alimentazione puo favorire 1’assorbimento e la
biodisponibilita delle stesse, perché veicolati dai componenti del pasto (ad
esempio, molecole lipofiliche vengono ben trasportate dai grassi contenuti
nell’alimento o da eventuali condimenti impiegati). Da non sottovalutare

I’importante funzione edonistica svolta dai cibi, la quale conferisce un piacere
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aggiuntivo al consumo del composto bioattivo (PUFA assunti tramite frutta

secca o pesce azzurro, resveratrolo mediante uva e vino rosso, ecc).

Gli integratori, la cui modalita di assunzione ¢ molto piu pratica, contengono
dosi concentrate del principio attivo che al contrario si trova in quantita
medio/basse nelle matrici alimentari. Diverse evidenze hanno perd dimostrato
che alcuni fitochimici o nutrienti se consumati in eccesso, per lunghi periodi o
in parallelo con altre sostanze, possono risultare pericolosi € quindi meglio
assumerli con una dieta variegata (95). Il ginseng, disponibile in bustine da té
o in capsule, migliora la resistenza (anche allo stress) e la concentrazione: se
usato con altri stimolanti pud perd causare diarrea, ipertensione e insonnia
(96). L’ingegneria genetica, la fortificazione (processo tecnologico volto ad
incrementare le quantita del principio attivo gia presente nel prodotto ma in
basse concentrazioni), 1’incrocio e la selezione rappresentano validi aiuti per
incrementare i nutrienti nel cibo: 1’incrocio tra un cultivar standard di broccoli
con una forma wild (B.Villosa) ha permesso di ottenere una concentrazione
maggiore di glucoiberina e glucorafanina (97). Le varie fasi di cui si compone
la catena alimentare, soprattutto i processi meccanici e termici, hanno effetti
spesso deleteri sull’alimento, come la degradazione degli stessi o di elementi
necessari al loro assorbimento: come visto in precedenza per le Brassicaceae,

la mirosinasi, che determina la quantita di ITC accessibili, si degrada con
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cotture invasive. In aggiunta la bassa solubilita, ridotta stabilita e
biodisponibilita di alcuni alimenti, possono impedire 1’assorbimento: gli
integratori sono pensati per bypassare tutti questi problemi (98). L’ossigeno e
I’acqua sono elementi deleteri che si sommano agli ostacoli visti in
precedenza: I’incapsulamento in nanoparticelle o microparticelle contenenti il
composto, associate a formulazioni in gel o liquide sono dei validi strumenti
volti ad eliminare queste problematiche (99). Gli integratori non essendo dei
farmaci, non richiedono prescrizione medica, tanto che possono essere reperiti
al supermercato o su internet: 1’individuo associa questa disponibilita e
mancanza di restrizioni all’assenza di rischi e pericoli, usufruendone con
discernimento e senza consultare il parere di un esperto, incoraggiati spesso
perché “derivati naturali” (96). Le sfide maggiori nei confronti degli
integratori alimentari riguardano la definizione di tre parametri
imprescindibili ossia qualita, sicurezza ed efficacia. I principi attivi sono
spesso sostanze naturali, studiate, testate e usate gia da tempo; tuttavia, dal
momento che la realizzazione di un integratore prevede diversi step di sintesi
e 1’utilizzo di veicolanti, sono necessarie ulteriori analisi che confermino la
qualita del prodotto. In particolare ¢ necessario che tutti i componenti presenti
in quantita non pericolose siano sicuri e che tossine naturali o elementi tossici

debbano essere assenti. L’ efficacia ¢ garantita con studi a piu livelli: si passa
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dalle ricerche di base in vitro, alla valutazione dell’attivita prima negli animali
poi nell’uomo, prima con trials di fase I e II ristretti a cui segue una fase 111
massiva. Vi sono altresi differenze sulla quantita di evidenze richieste per
dimostrare la funzionalita dell’integratore. In alcune nazioni addirittura le
normative non richiedono test sulla dissoluzione e disintegrazione
dell’integratore. Nonostante un quadro legislativo ancora discordante, la
necessita di standardizzare globalmente le metodiche di validazione e la
mancanza di dati sugli effetti a lungo termine, gli integratori rappresentano
una valida alternativa per sopperire alle richieste di nutrienti da parte del
nostro organismo quando non ¢ possibile farlo con la dieta : cid0 chiaramente

non prescinde da un loro uso responsabile e limitato a brevi periodi (92).
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2. SCOPO DELLA TESI

Lo scopo di questo studio ¢ stato quello di valutare come variano 1 livelli
totali di isotiocianati nel broccolo(Brassica Oleracea var. Italica) cotto con
due trattamenti termici diversi e la biodisponibilita degli stessi, paragonandola
poi a quella di un supplemento orale contente sulforafano. E stata valutata
inoltre sia la variazione dei livelli di vitamina K, e di carotenoidi in seguito

agli stessi trattamenti termici, sia la loro biodisponibilita.
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3.MATERIALI E METODI

3.1 Disegno sperimentale

3.1.1 Protocollo sperimentale

Il protocollo sperimentale seguito ¢ presentato nello schema seguente (Figura

13).

Nel minibroccolo briot fresco sono stati quantificati isotiocianati e
carotenoidi. Mentre una parte del crudo fresco ¢ stata conservata a 4°C,
un'altra ¢ stata congelata a -20°C : nel primo (dopo 4 giorni) sono stati
quantificati isotiocianati e vitamina K,, nel secondo (dopo 15

giorni)isotiocianati, vitamina K; e carotenoidi.

Il broccolo congelato a -20°C ¢ stato trattato termicamente (bollitura e full
steaming): le stesse molecole bioattive sono state quantificate sia nei cotti che

nel plasma dei soggetti partecipanti dopo 1’assunzione degli stessi.

Dalla matrice alimentare, per ogni condizione, sono state scelte a caso e
frullate tre rosette, da ciascuna delle quali sono stati prelevati tre campioni e

analizzati in duplicato (per 1 carotenoidi il broccolo ha subito un processo di

45



liofilizzazione ). Il plasma di ogni soggetto per ogni tempo ¢ stato analizzato

in duplicato.

I | 1
Crudo fresco | 4 .per.4 -20 .per.15
giorni giorni
S —
_ I .- | I
Isotiocianati || | Isotiocianati .. ) Cottura del
L B Isotiocianati
Carotenoidi | | Vitamina K o congelato
Vitamina K
Carotenoidi
) r _ 1
LAssunzione Isotiocianati
orale Vitamina K,
Carotenoidi
Isotiocianati Vitamina K
Carotenoidi

Figura 13 Protocollo sperimentale.
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3.1.2 Partecipanti

Lo studio ha richiesto il reclutamento di un gruppo di soggetti sani, di
entrambi 1 sessi,tutti volontari, con un eta compresa tra 1 20 e 1 40 anni, che
hanno assunto I’integratore BroccoMax® ed il broccolo cotto tramite bollitura

e con una tecnica innovativa,ossia il full steaming (Figura 14).

BroccoMax (6 soggetti di cui 2m, 4f)

Assunzione 90
mg isotiocianati |

| |
A vy

broccoli bolliti (8 soggetti di cui 3m,5f)

broccoli full-steam (7 soggettidi cui 3m, |

41)

Figura 14 Organizzazione dei partecipanti allo studio

3.1.3 Caratteristiche dell’integratore BroccoMax®

Jarrow Formulas BroccoMax® (Figura 15) ¢ un integratore vegano e senza
glutine in capsule che permette I’assunzione di una quantita standardizzata di
sulforafano glucosinolato (glucorafanina) estratto (senza solventi) dai semi di
broccoli. Ogni capsula, da assumere preferenzialmente prima e dopo i pasti ed

in numero massimo di tre, contiene 30 mg sulforafano glucosinolato (Brassica
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oleracea var. italica) in una miscela di enzima mirosinasi, che permette di

liberare 1l sulforafano.

9

MYROSINASE MVIV#T!EIS{I.

BROCCO

Figura 15 BroccoMax®.

3.1.4 Campionamento del mini broccolo briot

L’azienda Agrinovana s.r.1 (Petritoli, Fermo, Italia) ci ha fornito una partita di
9 kg di mini broccoli briot. Tramite un attento esame visivo i broccoli rovinati
0 usurati sono stati eliminati mentre gli altri sono stati rifiniti, eliminando il
gambo e conservando solo la rosetta. Le rosette sono state ulteriormente

tagliate per raggiungere una misura standard sia in peso (8-12 g) che in

altezza (2,5 £ 0,5 cm) (Figuralé6).
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Figura 16 Campioni di rosette di mini broccolo briot rifinite.

Una volta lavate in acqua corrente e asciugate, le rosette sono state utilizzate
per la quantificazione degli isotiocianati, del fillochinone e dei carotenoidi. In

particolare:

v' il giorno stesso per isotiocianati e carotenoidi
v" dopo 4 giorni in un campione conservato a 4°C per isotiocianati e K;
v dopo 15 giorni in un campione conservato a -20°C per

isotiocianati,carotenoidi e K;

Lo scopo della quantificazione degli isotiocianati € duplice:

v' valutarne la quantita nel crudo in modo da calcolare la porzione di
broccoli cotti che i1 soggetti avrebbero dovuto assumere per raggiungere
la stessa quantita ingerita con 1’integratore (90 mg)

v' valutare il metodo di conservazione migliore
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Le rosette destinate all’analisi degli isotiocianati e del fillochinone sono state
triturate, mentre quelle destinate al dosaggio dei carotenoidi sono state
liofilizzate intere con Virtis Wizard 2.0 (SP Industries, NY). Il restante
broccolo ¢ stato porzionato e congelato a -20°C in attesa dei trattamenti

termici € successivo consumo.

3.1.5 Trattamenti termici

I trattamenti termici eseguiti sul prodotto congelato sono stati i seguenti

(Figural?):

» Bollitura: questa cottura ¢ stata realizzata con 1’ausilio di una pentola,
munita di coperchio, di 18 c¢cm di diametro posta su una piastra e
contenente 1.5 L di acqua non salata. Una volta raggiunta 1’ebollizione
sono stati aggiunti 200 g di broccoli congelati e cotti 12 minuti.

» Full steaming: 200 g di broccoli congelati sono stati rovesciati in un
contenitore di vetro per la cottura full steam e posti nel forno freddo
BS8354801M (AEG, Germania) con dei sensori di rilevazione dei dati
(LXI Data Acquisition Switch Unit) (Keysight, US). E stato scelto il

programma a 95°C della durata di 27 minuti.
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Figura 17 Cottura del mini broccolo briot: bollitura a sinistra e full steaming a destra.

Dopo la cottura,i broccoli sono stati raffreddati a temperatura ambiente e poi
distribuiti ai volontari. Per entrambe le condizioni, un campione ¢ stato
prelevato perla quantificazione degli isotiocianati, del fillochinone e dei

carotenoidi.

3.1.6 Modalita di somministrazione dell’integratore e dei broccoli

L’assunzione delle capsule, dei broccoli bolliti € dei broccoli cotti al vapore ¢
avvenuta dopo una settimana di restrizione alimentare: nel caso
dell’integratore sono state eliminate solo le Cruciferae, mentre nel caso dei
broccoli anche gli alimenti contenenti carotenoidi (soprattutto quelli ricchi in

B-carotene e luteina) e vitamina K;. Le capsule, 1 broccoli bolliti e cotti al
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vapore sono stati assunti a stomaco vuoto. I soggetti hanno assunto
complessivamente 90 mg di isotiocianati sottoforma di integratore o broccolo
cotto con entrambe le modalita. Nello specifico, per raggiungere i suddetti
livelli di isotiocianati, i volontari hanno consumato 400 grammi di alimento

cotto.

3.1.7Preparazione e stoccaggio dei campioni plasmatici

Per tutte e tre le condizioni sperimentali sono stati effettuati prelievi in cinque
tempi diversi sulla base del lavoro proposto da Atwell et al. (2015) che

dimostra come il picco degli isotiocianati nel plasma sia a 3 ore (100):

» tempo zero (t0): prima dell’assunzione
» tempo uno (t1): a 3 h dall’assunzione
» tempo due (t2): a6 h

» tempo tre (t3):a 12 h

» tempo quattro (t4): a24 h

Per ogni tempo ad ogni soggetto sono stati prelevati 6 ml di sangue intero
suddivisi in un vacutainer contenente EDTA (destinati al dosaggio di
isotiocianati e carotenoidi) € in uno contenente eparina (per il dosaggio di
vitamina K,). Subito dopo il prelievo tutti vacutainer sono stati centrifugati a

1500xg per 15 minuti a 4°C. Successivamente il sovranatante ¢ stato
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recuperato ed aliquotato all’interno di eppendorf che sono state conservate a -

80°C, fino al momento della lettura mediante HPLC e UPLC.

3.2 Determinazioni analitiche

3.2.1 Analisi cromatografica

Gli isotiocianati e la vitamina K sono stati quantificati con 'HPLC (High
Performance Liquid Chromatography), una tecnica analitica di tipo
quantitativo che permette di quantificare componenti sia di matrici biologiche,
come il plasma o le cellule, sia di matrici alimentari. In particolare I’HPLC
utilizzato consiste in un auto campionatore (YL 9150),un sistema di filtraggio,
un fornetto che ospita la colonna (YL instrument 9330),un sistema di pompe
quaternario con 4 fasi diverse e due detectors: uno UV-visibile e uno a
fluorescenza. Il software che gestisce il sistema ¢ Clarity (DataApex). La
separazione di uno o piu componenti dalla matrice avviene sfruttando
I’equilibrio di affinita tra una fase ‘““stazionaria” posta all’interno della colonna
cromatografica e una fase “mobile” che fluisce al suo interno. La fase mobile,
spinta nella colonna cromatografica ad elevate pressioni grazie al sistema di
pompe, ¢ costituita da un solvente e dal campione mentre la fase stazionaria ¢
un materiale solido adsorbente (generalmente silicati). Quando una sostanza ¢

piu affine alla fase stazionaria rispetto a quella mobile impiega un tempo
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maggiore a percorrere la colonna cromatografica, quindi presenta un tempo di
ritenzione maggiore; viceversa se la sostanza ¢ piu affine alla fase mobile.
Alla fine della colonna cromatografica ¢ applicato un rilevatore e un
calcolatore che permettono un’analisi in continuo del materiale in uscita dalla
colonna, emettendo un segnale che viene rappresentato da un
cromatogramma. La scelta della colonna e della fase da utilizzare ¢ stata

realizzata in base alla molecola da quantificare.

La quantificazione dei carotenoidi ¢ stata eseguita invece sul sistemata UPLC
Acquity (Ultra Pressure Liquid Chromatographic H-class) (Waters
Corporation, Milford, US) dotato anch’esso di un sistema di pompe
quaternario, un fornetto per la colonna ed un detector a fotodiodi (PDA). La
configurazione ¢ stata eseguita dall’Empower software 2.0 della Waters

Corporation.

3.2.2 Quantificazione degli isotiocianati

La quantificazione sia nella matrice alimentare che nel plasma ¢ stata condotta
utilizzando il metodo sviluppato da Ye et al. (2002) che si basa su una
reazione di ciclocondensazione: tutti 1 glucosinolati presenti nella matrice di
partenza vengono idrolizzati dalla mirosinasi e gli isotiocianati ottenuti

reagiscono quantitativamente con 1 gruppi sulfidrilici dell’1,2-benzeneditiolo
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con produzione dell’1,3-benzoditiolo-2-tione la cui separazione €

quantificazione puo essere realizzata con ’HPLC (101) (Figura 18).

HO
R ST "
~cr”’ H,0H
IINII ———————+ R—N=(C==S§ + GLUCOSE + HSO7
Nosor MYROSINASE |SOTHIOCYANATE
GLUCOSINOLATE
Re—Nem=== % e
) - - — . LK== iNiiy
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Figura 18 Idrolisi dei glucosinolati da parte della mirosinasi (in alto). Ciclocondensazione
degli isotiocianati con 1’1,2-benzeneditiolo con produzione dell’1,3-benzoditiolo-2-tione.

L’analisi della matrice alimentare ha richiesto delle prove preliminari per
valutare sia la quantita piu indicata di campione da iniettare, sia 1’attivita
dell’enzima mirosinasi nelle diverse condizioni, necessario per produrre gli

isotiocianati dai glucosinolati presenti nei mini broccoli briot.

L’estrazione ¢ stata realizzata sulla base del lavoro di Atwell et al. (2015),
previe modificazioni (100). Una porzione rappresentativa di campione (50
mg) ¢ stata accuratamente pesata in una eppendorf a cui sono stati aggiunti

200 pL di acqua deionizzata: il campione ¢ stato miscelato tramite vortex per
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30 secondi e sonicato per 3 minuti, il tutto ripetuto 3 volte. Nelle eppendorf
contenenti il campione cotto sono stati aggiunti 2 mg della tioglucosidasi
Sinapis alba (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Segue un incubazione di 2 h a
60°C al buio: in queste condizioni I’enzima, esogeno per il crudo ed endogeno
per 1 cotti, scinde 1 glucosinolati in isotiocianati (reazione enzimatica).
Trascorse le 2 h sono stati aggiunti 200 pL buffer 100 mmol/L di fosfato
potassio (pH 8.5) e 400 uL dell’1,2-benzenediotiolo in acetonitrile 20 mmol/L
(substrato) conservati entrambi a 4°C: ¢ previsto un’ulteriore step di
incubazione a 65°C per 2 h che permette la reazione di ciclocondensazione e
la formazione dell’l,3-benzoditiolo-2-tione. Dopo una centrifugazione
al200xg per 5 minuti a 4°C il sovranatante ¢ stato recuperato e aliquotato in

altre eppendorf.

Lo stesso protocollo, esclusi 1 cicli di sonicazione e la reazione enzimatica, ¢

stato applicato per la quantificazione degli isotiocianati in 200 pL di plasma.

Per la quantificazione in HPLC sono stati iniettati 40 pL. di campione nella
colonna cromatografica Phenomenex Kinetex (C18 250 mm x 4.6 mm x 5
um), mediante un flusso di 1,7 mL/min, usando come fase mobile una
soluzione di 80% metanolo:20% acqua. L’1,3-benzoditiolo-2-tione, eluito in 5
minuti, ¢ stato rilevato con un detector UV visibile(YL Instrument 9300

HPLC System) a 365 nm.
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3.2.3 Quantificazione della Vitamina K,

Per la determinazione nel broccolo sono stati pesati 50 mg in una eppendorf e
mescolati con 1 mL di etanolo per 30 secondi seguiti da 3 minuti di
sonicazione per tre volte. 100 ul di estratto sono stati diluiti in 900 pl di
etanolo .Una volta terminata una centrifugazione a 1200 g per 5 minuti a 4°C,

il sovranatante ¢ stato recuperato e aliquotato.

Per la determinazione nel plasma, la vitamina K, ¢ stata estratta aggiungendo
250 pL di etanolo a 50 pL di plasma. Successivamente il campione ¢ stato
mescolato tramite vortex per 30 secondi e poi centrifugato a 1200 g per 5
minuti a 4°C: il sovranatante ¢ stato recuperato ¢ 40 puL sono stati iniettati
nel’HPLC equipaggiato con due colonne: una colonna analitica Phenomenex
Kinetex (C18 100 mm x 4.6 mm x 2.6 um) e una colonna riducente a valle
della precedente Shiseido CQ (20 x 2.0 mm I.D) in quanto la vitamina K, se
ridotta, diviene fluorescente .11 flusso applicato ¢ pari a 0,7 mL/min mentre la
fase mobile ¢ una soluzione di 97% etanolo:3% acqua distillata. Il detector a
fluorescenza utilizzato ¢ della Shiseido Nanospace SI-2 e le lunghezze d’onda

di eccitazione ed emissione sono rispettivamente di 335 e 430 nm.
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3.2.4 Quantificazione dei carotenoidi

3.2.4.1 Estrazione dalla matrice alimentare

L’estrazione dei carotenoidi dalla matrice alimentare ¢ stata realizzata
secondo il metodo di Biswas et al. (2011) (102). In una provetta di vetro ¢
stato accuratamente pesato 1 g di campione a cui sono stati aggiunti 5 mL di
acetone refrigerato. Il campione, mantenuto per 15 minuti a 4+1°C, mescolato
tramite vortex per 10 minuti ad alta velocita, ¢ stato infine centrifugato a
189xg per 10 minuti a 4°C. Il sovranatante ¢ stato raccolto in una nuova
provetta. Nel campione ¢ stata effettuata un’ulteriore estrazione aggiungendo
di nuovo 5 mL di acetone refrigerato e seguendo 1 passaggi gia descritti. Una
volta riuniti, 1 sovranatanti sono stati filtrati con un filtro di cellulosa
rigenerata Sartorius (0.45um). Il campione ¢ stato portato a secco con un

Rotavapor R-210 (Buchi- Svizzera) e risospeso con 0.5 mL di acetone.

3.2.4.2 Determinazione plasmatica

La determinazione dei carotenoidi nel plasma ¢ stata eseguita secondo il
metodo di Chauveau-Duriot et al. (2010) (103). Specificamente, 350 uL di
plasma sono stati miscelati con 350 pL di etanolo. Successivamente sono stati

aggiunti 800 pL di esano, miscelati e centrifugati a 189xg di 5 minuti a 4°C.
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In seguito, 700 uL del sovranatante sono stati aliquotati in una nuova provetta
troncoconica. Successivamente il campione rimanente ¢ stato nuovamente
estratto con 1’aggiunta di 800 puL di esano,ripetendo le fasi descritte sopra.
Infine entrambe le aliquote di sovranatante sono state riunite. Il campione ¢
stato portato a secco tramite azoto e poi risospeso con 100 uL di acetone. Il
campione ¢ stato centrifugato a 4°C ed il sovranatante ¢ stato aliquotato per

[’analisi.

3.2.4.3. Quantificazione all’'UPLC

Il metodo utilizzato per la quantificazione nel broccolo e nel plasma ¢ quello
proposto da Chauveau-Duriot et al. (2010) con una modifica che ha permesso
di abbreviare 1 tempi di analisi (da 46 minuti a 20 min) (103). Come fase
stazionaria ¢ stata utilizzata la colonna Acquity UPLC BEH C18 (2.1 mm x
100 mm x 1.7 um) mentre le due fasi mobili sono: una fase A costituita da
una soluzione 75% acetonitrile: 10% diclorometano: 15% metanolo e una fase
B di acetato d’ammonio in acqua. Il gradiente tra le due fasi ¢ pari a 75:25
(A:B) da 0 a 10 minuti, 98:2 (A:B) da 10 a 11 minuti, 98:2 (A:B) fino a 20
minuti. Il flusso ¢ stato di 0.4mL/min, la colonna ¢ stata mantenuta a 35°C in
apposito forno termostatato e il caricamento dei campioni ¢ stato realizzato a

20°C. L’analisi al detector ¢ stata realizzata ad una lunghezza d’onda di 450
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nm su una scansione dello spettro da 200 a 500 nm. I carotenoidi sono stati

identificati comparando 1 tempi di ritenzione con quelli degli standard.

3.3 Reagenti

3.3.1 Standard K,

La curva standard di taratura di vitamina K; & stata realizzata mediante
solubilizzazione della molecola in etanolo fino a raggiungere un range di

concentrazioni di 0.78-50 ng/mL.

3.3.2 Standard isotiocianati

La curva di taratura ¢ stata ottenuta mediante ’impiego di una soluzione
madre di 1.13 mg/mL (6.14 uM) ottenuta solubilizzando 1.7 mg di 1,3-
benzoditiolo-2-tione in 1.5 mL di cloroformio. La soluzione madre ¢ stata poi
diluita 100 volte in acetonitrile:acqua deionizzata (1:1) ottenendo cosi una
soluzione di 11.3 pg/mL (61.4 nM). Per lo standard piu concentrato, 100 L.
dello stock della soluzione 61.4 nM sono stati diluiti con 300 pL di
acetonitrile:acqua (1:1); gli standard successivi sono stati ottenuti diluendo1:1

(200 pL standard e 200 pL acetonitrile:acqua 1:1).
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3.3.3 Analisi statistica

La determinazione delle molecole bioattive nel mini broccolo briot, per tutte
le condizioni (il crudo, i1 conservati ed 1 cotti),e stata realizzata su 3 campioni
e la quantificazione ¢ stata eseguita in duplicato. Il plasma ¢ stato analizzato
in duplicato. I dati sono stati analizzati mediante T di student a due code per
dati non appaiati. I risultati sono estati espressi come media + SEM e sono
stati considerati significativamente diversi per p<0.05 e altamente significativi
per p<0.01. La biodisponibilita plasmatica delle molecole bioattive studiate ¢
stata anche espressa come area sottostante la curva (AUC) calcolata dal

software GraphPadPrism ® 6.0.
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4 RISULTATI

4.1 Livelli di ITCs, luteina, f-carotene e vitamina K; nel mini
broccolo briot

4.1.1Valutazione dell’attivita enzimatica in seguito ai trattamenti del mini
broccolo briot

I glucosinolati, presenti nella loro forma inattiva nella pianta Brassica
oleracea,vengono attivati in isotiocianati per idrolisi enzimatica, ad opera
della mirosinasi, la quale viene liberata per azione meccanica (ad esempio
masticazione o triturazione). Con ’obiettivo di comprendere se I’attivita
enzimatica potesse essere influenzata dai trattamenti di conservazione e di
cottura dei broccoli previsti nel presente studio, i livelli di ITCs liberati dalla
mirosinasi endogena sono stati confrontati a quelli ottenuti in seguito

all’aggiunta di 2 mg della tioglucosidasi Sinapis alba esogena.

La figura 19 mostra come, con ¢ senza 1’aggiunta dell’enzima esogeno, il
livello degli 1sotiocianati nel crudo fresco, conservato a 4°C e a -20°C rimanga
pressoché invariato: la conservazione non inattiva 1’enzima. Al contrario, in
seguito alla cottura, il livello di ITCs diminuisce drasticamente in tutte e tre le

condizioni di conservazione: 1 dati ottenuti dimostrano che la mirosinasi
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presente naturalmente nel broccolo viene inattivata o denaturata dai
trattamenti termici (Figura 20). Si rende quindi necessario [’'uso della
tioglucosidasi esogena che infatti permette il rilevamento degli ITCs in

entrambe le cotture.
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Figura 19 Determinazione dell’effetto dei trattamenti di conservazione sull’enzima
endogeno.
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Figura 20 Determinazione dell’effetto dei trattamenti termici con e senza I’aggiunta
dell’enzima Sinapis alba esogeno.

4.1.2Livello degli isotiocianati nel mini broccolo briot

Poiché la valutazione dell’attivita enzimatica ha dimostrato che la mirosinasi
endogena ¢ inattivata in seguito ai trattamenti termici impiegati per la cottura
dell’ortaggio, la quantificazione dei livelli di ITCs nello stesso alimento ¢

stata eseguita mediante incubazione con 1’enzima esogeno.

Le analisi evidenziano un contenuto di isotiocianati pari a 23,3 + 1,6 mg in
100 g di broccolo briot crudo fresco (Figura 21). Per raggiungere la quantita

di 90 mg, che rappresenta il corrispettivo di 3 capsule BroccoMax® assunte
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dai volontari, ¢ stato calcolato un consumo di circa 400 grammi di ortaggio

cotto.

Tuttavia, il livello di queste molecole,diminuisce in maniera altamente
significativa in entrambe le condizioni di conservazione studiate, sebbene
resti significativamente piu elevato nel mini broccolo briot conservato per 15
giorni a -20°C (18,5 = 0,9 mg/100 g) rispetto a quello mantenuto a 4°C (14,9 +
0,6 mg/100 g; p < 0,01) (Figura 21).Pertanto, il metodo di conservazione del
broccolo impiegato, precedente alle due cotture (bollitura e full steaming) ¢

stato il congelamento.

Inoltre, il grafico dimostra come entrambi 1 trattamenti termici determinino
un’ulteriore diminuzione altamente significativa degli ITCs, rispetto al crudo
fresco e a quello congelato. Nonostante cio, il full steaming ¢ risultato essere
in grado di determinare una perdita piu contenuta di queste molecole rispetto
alla bollitura (full steaming=14,2 + 0,7 mg/100 g, bollitura=9,6 = 1,1mg/100

g, p<0,01)
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Figura 211 Livello degli ITCs nella matrice alimentare cruda e nella diverse condizioni di

conservazione ¢ cottura.

4.1.3 Livello di vitamina K; nel mini broccolo briot

I risultati ottenuti dimostrano come, indipendentemente dalla tipologia di

conservazione del broccolo, 1 livelli di fillochinone rimangano pressoché

costanti: 0.35+ 0,01 mg/100 g nel conservato a 4°C, 0,35 +0,09mg/100 g in

quello congelato a -20°C. Allo stesso modo, 1 trattamenti termici eseguiti

dopo 15 giorni di congelamento del prodotto non determinano variazioni

significative dei livelli di questa molecola (Figura 22).
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Figura 22 Livelli della vitamina K; nella matrice alimentare nelle diverse condizioni di
conservazione e cottura.

4.1.4 Livello dei carotenoidi nel mini broccolo briot

Al contrario, per quanto riguarda 1 livelli dei carotenoidi studiati nell’ortaggio,
entrambi 1 trattamenti termici hanno determinato un aumento sia di B-carotene
che di luteina nel mini broccolo briot (Figura 23). Nel crudo il livello di B-
carotene ¢ di luteina ¢ pari a 3604 = 1,7 e 383,8 = 1,7 ng/100g,
rispettivamente. In particolare la bollitura ¢ risultata essere il metodo di
cottura che piu favoriva la disponibilita di queste molecole: si raggiunge
infatti una quantita di B-carotene pari a 1194,9 + 6,8 ng/100g e di luteina pari

a 12089 = 9,6 ng/100g. 1 carotenoidi quantificati nel full steaming sono
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invece pari a 565,1 = 4,8 ug/100g di B-carotene e 656,1 £ 8,1 pug/100g di
luteina. La quantificazione nel broccolo conservato a 4°C non ¢ stata
realizzata in quanto, sulla base dei risultati ottenuti per gli isotiocianati, era

stato scelto il congelamento come metodo di conservazione.
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Figura 22 Livello della luteina e del B-carotene nella matrice alimentare nelle diverse
condizioni di conservazione e cottura.

4.2 Biodisponibilita plasmatica di ITCs, luteina, beta-carotene e
vitamina K,

4.2.1Biodisponibilita plasmatica di isotiocianati

Nel presente lavoro sono stati valutati 1 livelli plasmatici di ITCs basali e dopo

3/6/12/24 ore dall’assunzione di 400 g di mini broccolo briot bolliti o cotti al
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vapore. Per quanto riguarda la loro biodisponibilita, nel presente studio sono
stati confrontati i due metodi di cottura e la supplementazione tramite
integratore BroccoMax®. La Figura 24 dimostra che, rispetto al basale, 1
livelli di queste molecole bioattive sono aumentate in maniera altamente
significativa almeno fino a 12 ore dopo I’assunzione sia dell’ortaggio cotto
che dell’integratore. Tuttavia dal calcolo dell’AUC totale per ciascuna curva
si evince che I’integratore determina un maggior aumento plasmatico di ITCs
(450,1) mentre la cottura al vapore e la bollitura presentavano un AUC pari a
417,4 e 175,3, rispettivamente. La differenza tra I’AUC di BroccoMax®
rispetto a quella del bollito ¢ altamente significativa (p = 0,003) mentre non lo
¢ rispetto a quella del full steaming. Le AUC degli ITCs del plasma del bollito

e del full steaming risultano significativamente diverse (p<0,05).

Inoltre sono state calcolate le significativita tra le diverse condizioni di
assunzione. Le differenze mostrate da BroccoMax® rispetto al full steaming
sono altamente significative a 3 h (p<0,01) e significative a 12 e 24 h mentre
rispetto al bollito sono altamente significative a 3, 6 ¢ 12 h. Le differenze tra il

bollito ed il full steaming sono altamente significative a 6-12-24 h.
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Figura 234 Biodisponibilita plasmatica di isotiocianati al tempo 0 e dopo 3-6-12-24 ore
dalla somministrazione di BroccoMax®(in blu) o di 400 g di broccoli bolliti (in verde) e
cotti al vapore (in rosso).

4.2.2 Biodisponibilita plasmatica di vit. K;

La Figura 25 mostra come il consumo dell’ortaggio abbia determinato un
aumento significativo della molecola in tutti 1 punti della curva rispetto al
tempo 0, ad esclusione dell’ultimo prelievo (24 ore dopo) in cui 1 livelli di vit
K, sono tornati a quelli basali. Le curve di biodisponibilita del fillochinone
sono molto simili per le due cotture. In particolare,per entrambe il picco
massimo di assorbimento € a 6 h ed il valore dell’AUC per il bollito ¢ pari a
18,7 mentre quello del full steaming ¢ di 16,7. La differenza di AUC, sebbene

statisticamente non significativa, ¢ legata ad una maggiore biodisponibilita di
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questa molecola dopo 3ore dall’assunzione del broccolo bollito (6,4 +

3,9ng/100g) rispetto a quello cotto al vapore (3,9 + 1,3 ng/100g).
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Figura 25 Biodisponibilita plasmatica di Vit. K; al tempo Oe dopo 3-6-12-24 ore dalla
somministrazione di 400 g di broccoli bolliti (in verde) e cotti al vapore (in rosso).

4.2.3Biodisponibilita plasmatica di f-carotene e luteina

Infine, sono stati valutati 1 livelli plasmatici di p-carotene e luteina,
carotenoidi particolarmente diffusi nel broccolo. Come ¢ possibile notare
dalle Figure 26 ¢ 27, I’assunzione di 400 g di ortaggio non ha determinato

alcun aumento dei livelli plasmatici di entrambe le molecole nei tempi previsti

71



dallo studio, indipendentemente dalla tipologia di trattamento termico

utilizzato. Al contrario, 1 livelli di B-carotene dopo 3/12/24 h dall’assunzione

del broccolo cotto al vapore diminuivano significativamente rispetto al tempo

0, mentre la bollitura ha determinato piccole variazioni non significative

(Figura 26). Per quanto riguarda la quantita di luteina plasmatica, le due

cotture non hanno determinato variazioni significative rispetto al livello

basale, sebbene dopo 12 ore dall’assunzione del broccolo bollito sia stato

registrato un incremento significativo rispetto ai livelli di luteina raggiunti

dopo 3 ¢ 6 ore (Figura 27).
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Figura 24 Biodisponibilita plasmatica del f-carotene al tempo 0 e dopo 3-6-12-24 ore
dalla somministrazione di 400 g di broccolo bollito (in verde) o cotti al vapore (in rosso).
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Figura 25 Biodisponibilita plasmatica della luteina al tempo 0 e dopo 3-6-12-24 ore dalla
somministrazione di 400 g di broccolo bollito (in verde) o cotti al vapore (in rosso).
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S DISCUSSIONE

L’identificazione della dieta come un elemento cruciale, non solo nel
mantenimento di un buono stato di salute, ma anche nella prevenzione di
numerose condizioni patologiche, molte delle quali riconosciute tra le piu
comuni cause di decesso nell’'uomo, quali cancro e malattie cardiovascolari
(CVDs), ha stimolato la ricerca in campo nutrizionale e sensibilizzato
I’opinione pubblica nella promozione di uno stile di vita sano basato su
un’alimentazione equilibrata e variegata. In questo senso gli alimenti
funzionali, in grado di migliorare il benessere dell’organismo grazie alla
capacita di modulare processi fisiologici oltre a quella nutrizionale, hanno
subito uno sviluppo vertiginoso in tutto il mondo, con un mercato stimato
intorno ai 304.5 miliardi di dollari nel 2020 (104). Un alimento pud essere
reso funzionale mediante il processo tecnologico di fortificazione, messo in
atto dalle industrie alimentari, che permette 1’aggiunta di una o piu molecole
bioattive per le quali le funzioni fisiologiche sono state scientificamente
dimostrate. Tuttavia molti prodotti sono naturalmente funzionali in quanto gia
ricchi di per se di questi composti. Tra questi le Brassicaceae sono
sicuramente tra 1 piul conosciuti, non solo per la presenza di vitamine, sali

minerali e carotenoidi, ma principalmente per 1’elevato contenuto di
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glucosinolati da cui derivano gli isotiocianati (ITCs). In particolare, il
broccolo (Brassica oleracea var. italica) riveste un ruolo di spicco perché
contiene elevati livelli del glucosinolato “glucorafanina”, precursore del
sulforafano, oltre che di vitamina K,, B-carotene e luteina. Gli isotiocianati
presentano spiccate capacita antitumorali, antiossidanti ed antiinflammatorie e
il sulforafano, dal canto suo, non solo ¢ quello piu attivo ma anche uno dei piu
potenti induttori degli enzimi citoprotettivi di fase II: a conferma di ci0, in
uno studio, Posner et al. (1994) hanno valutato questa sua abilita
paragonandolo a circa 100 analoghi strutturali sintetici, nessuno dei quali si €
dimostrato in grado di eguagliarlo (105, 106). Se da un lato si raccomanda
costantemente una dieta diversificata, con particolare attenzione al consumo
di alimenti ricchi in molecole bioattive e fitochimici, privilegiando frutta e
verdura (come il broccolo per i glucosinolati o GLS), dall’altro le fasi di cui si
compone la catena alimentare (dalla raccolta ai trattamenti di conservazione o
termici), possono alterarne quantita e qualita. Inoltre possono sussistere delle
condizioni per cui € necessario limitare il consumo di questi alimenti (ad
esempio intolleranze e allergie) o per le quali ci sia una richiesta
supplementare di specifiche molecole bioattive (ad esempio durante la
gravidanza o in alcune specifiche patologie). In questo contesto gli integratori

alimentari, intesi come prodotti non convenzionali (pillole, capsule) in grado
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di far fronte a carenze o richieste aumentate di uno o piu composti, giocano un

ruolo fondamentale.

Lo scopo del lavoro ¢ stato quello di valutare il contenuto degli ITCs
confrontando due trattamenti termici, bollitura (per 12 minuti) e full steaming
(cottura a vapore a 95°C per 27 minuti) e di comparare la loro biodisponibilita
in seguito all’assunzione del broccolo cotto e di un integratore alimentare
(BroccoMax®). In aggiunta ¢ stata studiata anche la risposta del fillochinone
e dei carotenoidi ai trattamenti e la loro biodisponibilita dopo 1’assunzione del

broccolo cotto.

Dai risultati emerge un contenuto di isotiocianati pari a 23,3 £ 1,6 mg in 100 g
di mini broccolo briot crudo. Tuttavia € noto che la quantita ed 1 vari tipi di
glucosinolati espressi nelle Cruciferae (e di conseguenza dei derivati ITCs)
variano in funzione del genotipo, delle condizioni ambientali, delle modalita
di coltivazione, del tempo di raccolta, nonché dal packaging e da eventuali

trattamenti tecnologici subiti (13).

Sebbene la conservazione abbia determinato una diminuzione significativa dei
livelli di ITCs, nel presente studio il congelamento si ¢ dimostrato essere il
metodo che meglio preserva queste molecole. Cieslik et al. (2007) ad

esempio, non hanno riscontrato variazioni importanti di glucorafanina a
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-20°C, e GLS diversi mostrano una resistenza diversa alla temperatura dovuta
alla struttura chimica (107). Di contro, quando i1 broccoli sono stati conservati
in un refrigeratore domestico, il contenuto dei GLS totali e individuali
diminuisce in una settimana. Dopo 5 giorni a 4° C si assiste ad una perdita dei
GLS totali tra il 4-16% con una diminuzione di glucorafanina del 31%; dopo
7 giorni 1 GLS totali scendono dal’1l al 20% con una diminuzione di
glucoiberina pari al 40-50% (108, 109). Pertanto il metodo di conservazione
scelto ¢ stato il congelamento a -20°C per 15 giorni ed ¢ stata calcolata la
quantita di broccoli cotti da assumere: 1 90 mg di glucosinolato glucorafanina
contenuti in 3 pastiglie (quantita consigliata) di BroccoMax® si trovano in

400g di broccolo crudo.

Prima di procedere con la supplementazione, ¢ stata eseguita una prova
preliminare in cui sono stati quantificati gli ITCs senza 1’incubazione dei
broccoli cotti con una mirosinasi esogena dimostrando che entrambi 1
trattamenti termici utilizzati abbattono 1’attivita dell’enzima, che si trova sia
accumulato nei vacuoli della pianta e liberato come meccanismo di difesa, che
nell’intestino dell’'uomo dove ¢ prodotto dalla flora batterica. Essendo
responsabile della conversione dei glucosinolati in ITCs, la sua inattivazione,
dovuta alle cotture, ha causato una diminuzione dei livelli di ITCs nei

broccoli. A conferma di ci0, diversi studi hanno dimostrato che la mirosinasi
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estratta dal broccolo rimane attiva fino ad una temperatura di 40°C, con un
optimum a 30°C (110, 111). Con I’aggiunta dell’enzima esogeno, il full
steaming ¢ risultato essere il metodo di cottura migliore dei broccoli poiché,
sebbene abbia determinato una diminuzione significativa del livello di
isotiocianati rispetto al crudo fresco e al conservato a -20°C, resta comunque
piu elevato del bollito. Pellegrini et al (2010) hanno osservato un trend molto
simile dimostrando che, mentre il livello dei GLS totali non varia cuocendo il
broccolo fresco per 13 minuti col metodo del full steaming, esso diminuisce in
un prodotto congelato dopo una cottura di 12 minuti: il differente
comportamento rispetto al fresco ¢ stato motivato dai trattamenti precedenti ai
quali ¢ stato sottoposto il prodotto (congelamento) (112), dato confermato
anche nel presente lavoro. Il full steaming si ¢ rivelata una cottura in grado di
preservare ed, in alcuni casi, venti minuti di cottura non hanno determinato
alcuna riduzione di GLS (109, 113, 114). La risposta al trattamento termico
dei singoli GLS risulta, tuttavia, diversa: mentre non si osservano variazioni
di glucorafanina, il contenuto di glucobrassicina diminuisce del 41% dopo 3.5
minuti di trattamento (115). Non solo i GLS ma anche 1 fenoli e 1 polifenoli
non risentono di questo tipo di cottura: il full steaming rientra pertanto tra le
piu comuni modalita di cottura dei vegetali sia in Nord America che in Europa

grazie alla capacita dimostrata nel preservare le molecole contenute negli
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alimenti (116).

Al contrario di quanto emerso per gli isotiocianati, nel presente studio 1
trattamenti termici hanno determinato un aumento del livello di luteina e -
carotene, con una biodisponibilita piu elevata per la bollitura. Lo studio di
Miglio et al. (2008) avvalora 1 nostri risultati con un aumento dei carotenoidi
nel broccolo pari a +32% e +19% per il bollito e il full steaming,
rispettivamente; un aumento dei carotenoidi in seguito alla bollitura ¢ stato
osservato anche nella carota (+14%) rispetto al crudo (114). Vi ¢ invece una
discrepanza coi risultati ottenuti da Pellegrini et al. (2010) che hanno rilevato
una diminuzione della luteina del 33% rispetto al fresco (112). Nonostante
c10, la letteratura sembra confermare 1’efficienza delle cotture nell’aumentare
il contenuto dei carotenoidi, in linea con il pensiero di Wash et al. (2015),
secondo cui 1 trattamenti termici incrementano la biodisponibilita di queste
molecole, determinando ’inattivazione degli enzimi nella matrice alimentare,
la sua degradazione e la scissione dei complessi proteina-carotenoidi (112,
117). La diminuzione del rilevamento dei carotenoidi con ’'HPLC dopo la

conservazione a -20°C ¢ supportata dalla letteratura (118, 119).

Per cio che riguarda la vitamina K, essa risulta essere la molecola meno
condizionata sia dai trattamenti di conservazione che termici. In letteratura la

stabilita della molecola a -20°C (per 7 giorni) ¢ stata confermata nelle bacche
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e nel succo di olivello spinoso, nel latte, nei vegetali e negli oli vegetali (120).
Gli effetti delle cotture mostrano risultati diversi in base alla matrice
alimentare: mentre la cottura al microonde ne modula un decremento sia nella
margherita corona che nella malva, nei broccoli, nelle patate classiche e dolci,
nella bietola, nelle carote, negli spinaci nelle zucchine, nelle cipolle e nelle
foglie di perilla il microonde, la sbollentatura, il full steaming e la bollitura ne
determinano un aumento (121). Questo incremento pud essere dovuto al
rilascio della vitamina K, dai cloroplasti della pianta: causando la rottura della
parete cellulare, 1 trattamenti di calore liberano la molecola e la rendono

disponibile all’estrazione.

Per quanto riguarda la biodisponibilita delle molecole bioattive oggetto di
studio, essa ¢ stata valutata dopo 3, 6, 12 e 24 ore dalla somministrazione di
400 g di broccoli cotti in soggetti sani. Inoltre, il livello plasmatico di ITCs ¢
stato confrontato con quello raggiunto in seguito alla supplementazione di 3
capsule di integratore contenente 90 mg di sulforafani, ossia il corrispettivo
del contenuto di ITCs quantificato in 400 g di broccoli crudi. Dall’analisi
degli ITCs nel plasma emergono diverse evidenze. Nello specifico 1 valori di
AUC di BroccoMax® e del full steaming non sono risultati
significativamente diversi tra loro, sebbene evidenzino una farmacocinetica

differente: I’integratore determina un picco massimo di assorbimento dopo tre
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ore dall’assunzione e raggiunge quasi 1 livelli basali nell’arco delle 24 ore;
differentemente, 1 livelli massimi plasmatici di ITCs vengono raggiunti dopo
6 ore dall’assunzione del broccolo cotto a vapore e diminuiscono in seguito
molto lentamente, rimanendo in concentrazioni alte dopo 24 ore. In termini
farmacocinetici va sottolineato che 1’effetto del composto € considerato essere
tanto piu marcato quanto piu ¢ elevato il picco, indipendentemente dal tempo
di comparsa: nel nostro caso il picco dell’integratore ¢ significativamente
superiore e 1’assunzione frazionata nel tempo piuttosto che in acuto (come nel
presente lavoro) delle tre capsule potrebbe favorire una maggiore permanenza
nell’organismo. Dall’assunzione del broccolo bollito risulta un incremento

minimo, sebbene significativo, dei livelli di ITCs nel sangue.

Un ulteriore dato che emerge dalla nostra sperimentazione ¢ la presenza degli
ITCs nel plasma dei soggetti, nonostante 1 nostri dati abbiano dimostrato che 1
trattamenti termici inattivino la mirosinasi della pianta: cid ¢ dovuto
all’attivita della tioglucosidasi intestinale. Cheng et al. (2004) hanno
osservato come la sinigrina e la glucotropaeolina siano idrolizzate in vitro da
tre specie di bifidobatteri di origine umana (122). Diversi studi documentano
la capacita ed il contributo della tioglucosidasi prodotta dal microbioma
umano nell’idrolisi dei GLS: in una ricerca Gethaun et al. (1999) evidenziano

un incremento lineare nella formazione di ITC dall’incubazione (anaerobiosi e
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a 37°C) di un succo di erba cotta, contenente GLS ma MIR inattiva, con feci
umane fresche; inoltre la riduzione della microflora tramite pulizia meccanica
ed antibiotici conduce ad un decremento significativo dei ditiocarbammati

nell’urina dal 47% a una quantita trascurabile (123, 124).

Allo stesso tempo ¢ stato dimostrata anche I’importanza dell’attivita
enzimatica della mirosinasi presente nell’alimento nella conversione dei
glucosinolati in isotiocianati. Nello specifico Clarke et al. (2011) hanno un
paragonato la biodisponibilita degli ITCs ottenuta in seguito all’assunzione di
40g di germogli di broccoli freschi (contenenti quindi I’enzima) e 6 pastiglie
di BroccoMax® la cui formulazione non prevedeva ancora la presenza della
mirosinasi. Lo studio dimostrava una concentrazione molto piu elevata di
ITCs nel sangue e di ditiocarbammati nelle urine col consumo dei broccoli
piuttosto che dell’integratore. L’assenza dell’enzima nella formulazione
dell’integratore non ha permesso la stessa efficienza di conversione dei

glucosinolati in ITCs dei germogli freschi (125).

Degno di interesse ¢ sicuramente il tempo del picco degli ITCs che per
entrambe le cotture ¢ a 6 h mentre per 1‘integratore a 3h: cio ¢ dovuto al fatto
che, vista I’inattivazione della MIR endogena con la cottura, i GLS per essere
idrolizzati e quindi assorbiti devono raggiungere la microflora intestinale; al

contrario la presenza dell’enzima e del GLS glucorafanina nelle pastiglie
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provoca un’idrolisi, un rilascio e quindi un possibile assorbimento in tempi
minori € senza il coinvolgimento della microflora .Infatti sembra che
I’efficienza di assorbimento del sulforafano (SLF) liberato nel tratto
gastrointestinale superiore sia maggiore rispetto a quella del colon (126). Per
di piu la microflora si dimostra capace di metabolizzare gli ITCs o di
convertirli in molecole diverse, come le ammine, impedendone quindi
I’assorbimento (127, 128). Nonostante 1’efficienza della tioglucosidasi umana
nell’idrolisi degli GLS sia ampiamente comprovata, risulta comunque

inferiore rispetto a quella naturale, 1l cui contributo ¢ piu rilevante (13, 125).

I nostri risultati, in accordo con altre evidenze scientifiche, confermano come
la bollitura sia un metodo di cottura estremamente deleterio nel caso del
broccolo, causando una perdita importante di GLS: cio ¢ probabilmente
dovuto alla natura idrofila dei GLS che quindi si solubilizzano nell’acqua di
cottura. La perdita dei GLS varia in risposta a diversi fattori quali la specie, la
dimensione dei pezzi, la quantita di acqua, il tempo di cottura ed anche il tipo
GLS. Alcuni autori hanno dimostrato che una bollitura di 30 minuti causa un
decremento dei GLS del 77% nei broccoli, mentre nei cavoletti di Bruxelles
solo del 58%; il cavolo bollito perde un contenuto di GLS >50% se triturato e
solo del 28% se le foglie sono cotte intere (13, 129). Nel presente studio una

bollitura di 12 dei mini broccoli briot ha determinato una diminuzione del
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48% di ITCs. 1l full steaming, come sottolineato in precedenza, ha causato
una perdita di circa il 23% di queste molecole, dimostrando un potere di
ritenzione maggiore: pertanto la tioglucosidasi intestinale nel caso del
broccolo bollito ha meno substrato da idrolizzare, carenza che si traduce in un

livello piu basso di ITCs nel plasma dei partecipanti.

Per quanto riguarda la biodisponibilita della vitamina K, dal presente studio
non sono emerse differenze tra le due cotture sottolineando come, questa
molecola lipofilica, non risenta del trattamento termico impiegato. Inoltre,
differentemente da quanto visto con gli ITCs, 1 livelli plasmatici di
fillochinone raggiungono 1 valori basali, grazie ad una veloce captazione
epatica. Tuttavia, il picco osservato a 6 ore ¢ discordante con lo studio di
Garber et al. (1999) (con I’ assunzione di 150 g di broccolo cotto al full
steaming per 20 minuti ha riscontrato un picco di assorbimento dopo circa 3
h) ma confermato da Novotny et al. (2010) (assunzione di 400 g di kale cotto

al microonde con 30g di olio vegetale) e Kurilich et al. (2003) (130-132).

Al contrario, dopo ’assunzione di 400g di broccolo i valori di B-carotene e
luteina non subiscono variazioni nel sangue, con valori fluttuanti intorno al
baseline, manifestando una bassa biodisponibilita; questo risultato ¢ in
accordo con quello ottenuto da Brown et al. (1989) dopo ’assunzione di 600g

di broccolo cotto (133).
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6 CONCLUSIONI

In conclusione il presente studio dimostra come, gli usuali trattamenti di
conservazione e termici cui sottoponiamo il broccolo nella vita quotidiana,
abbiano conseguenze rilevanti in termini di glucosinolati totali, le principali
molecole bioattive presenti nell’ortaggio: entrambi 1 trattamenti, infatti, hanno
determinato un significativo decremento nel livello di queste molecole.
Ciononostante, nell’impossibilita di consumare il broccolo fresco e crudo, la
conservazione a -20°C e la successiva cottura full steaming sono risultati
essere 1 migliori trattamenti da impiegare per ridurre la perdita di queste
sostanze. D’altro canto, la supplementazione con 1’integratore BroccoMax®
non solo rappresenta il modo piu semplice per assumere gli ITCs piuttosto che
consumare quotidianamente quantita non indifferenti di broccoli, ma
determina anche una miglior biodisponibilita degli stessi. Inoltre, al contrario
delle Brassicaceae, questo integratore ¢ costituito esclusivamente da
glucorafanina, precursore del sulforafano, I’isotiocianato piu attivo. Infine, dal
presente lavoro non sono emerse differenze sulla biodisponibilita di beta-
carotene, luteina e fillochinone correlate ai due metodi di cottura oggetti di

studio.
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Malgrado il consumo abbondante e variegato di frutta e verdura resti alla base
di una sana alimentazione, la supplementazione con integratore alimentare, la
cui formulazione preveda la presenza della mirosinasi, ¢ consigliabile per

massimizzare la biodisponibilita plasmatica di isotiocianati.
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