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RESUMO

MORAES, Erica Aguiar, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2011.
Atividade antioxidante, qualidade proteica e potencial funcional de
gendtipos de sorgo disponiveis a alimentagdo humana. Orientadora: Heércia
Stampini Duarte Martino. Co-Orientadores: Valéria Aparecida Vieira Queiroz,
Soénia Machado Rocha Ribeiro, Ana Vladia Moreira e Neuza Maria Brunoro
Costa.

O aumento das doengas cronicas ndo transmissiveis, relacionadas a ma
nutricdo, demanda a exploracdo de fontes alternativas para a aquisicdo de
habitos alimentares saudaveis. Neste contexto, 0 sorgo apresenta-se como
uma possibilidade de consumo aos cereais convencionais em fungédo da
elevada concentracdo de compostos fenélicos como, por exemplo, os acidos
fendlicos, antocianinas, taninos além do conteudo de fibra alimentar. No
entanto, para a viabilizacdo do consumo de cereais pelos humanos exige-se
que a matéria-prima passe pela exposicdo a algum tipo de processamento
térmico, 0 que pode resultar em alteragbes na biodisponibilidade de nutrientes
e compostos bioativos. O presente trabalho tem como objetivo avaliar a
atividade antioxidante, a qualidade protéica e o potencial funcional de
gendtipos de sorgo submetidos a processamentos térmicos. Foram realizados
trés experimentos. No primeiro, avaliou-se a atividade antioxidante, a
concentracdo de fendlicos totais, taninos condensados e fitato em farinhas
(FSC) e pipocas (SP) de grédos de sorgo crus e farinhas de graos submetidos
ao tratamento térmico em estufa (150°C/ 30 min) (FSTT) de sete gendtipos de
sorgo. O tratamento térmico em estufa aumentou a concentracao de fendlicos
totais, porém manteve a atividade antioxidante e as concentra¢cfes de taninos e
fitato. Po outro lado a pipoca favoreceu a reducéo da atividade antioxidante e
dos taninos em relacdo a farinha dos gréos crus. No segundo experimento,
avaliou-se a qualidade protéica in vivo de FSC e FSTT dos gendtipos de sorgo
BRS 305, BRS 309 e BRS 310, selecionados, a partir do primeiro experimento,
em fungédo da elevada atividade antioxidante e diferenca de pigmentacdo do
pericarpo. Nao houve diferenca para o coeficiente de eficiéncia alimentar entre
0S grupos experimentais (p= 0,05). A FSTT do genoétipo BRS 309 apresentou
valores de coeficiente de eficiéncia protéica e razdo protéica liquida superiores
aos da FSC desse mesmo genotipo, FSC e FSTT do BRS 305 (p< 0,05) e néo

diferiu das FSC e FSTT do genotipo BRS 310 (p= 0,05). Nao foi observado
Xii



efeito do tratamento térmico sobre a digestibilidade verdadeira entre as FSC e
FSTT dos trés gendtipos (p= 0,05). A lisina foi o primeiro amino&cido limitante
dos trés gendtipos. O BRS 305 FSTT apresentou o menor valor de escore
quimico corrigido pela digestibilidade verdadeira (p<0,05). O tratamento térmico
melhorou a qualidade protéica do genodtipo BRS 309, no entanto, para os
demais genotipos ndo houve diferenca. No terceiro experimento, foi avaliada a
resposta a inflamacédo, ao estresse oxidativo, a morfologia intestinal e
parametros bioguimicos em dietas hiperlipidicas adicionados farinhas de graos
dos trés gendtipos de sorgo em ratos wistar, adultos. Os animais foram
alimentados durante 4 semanas com dieta AIN-93M, hiperlipidica controle
(DHS) e hiperlipidica adicionadas de farinha dos gréos dos genétipos BRS 305
(DHS 305), BRS 309 (DHS 309) e BRS 310 (DHS 310). A atividade
antioxidante e antocianinas totais nao diferiram entre os gendétipos de sorgo (p=
0,05). Entretanto, os fendlicos totais, taninos condensados, luteolinidina e
apigeninidina foram maiores no genétipo BRS 305 (p<0,05). O consumo do
grupo AIN-93M foi maior que nos grupos DHC, DHS 305 e DHS 310 (p<0,05).
O consumo caldrico, peso final, ganho de peso corpéreo, gordura epididimaria
e o coeficiente de eficiéncia alimentar ndo diferiram entre 0s grupos
experimentais (p= 0,05), assim com as concentracbes de glicose, colesterol
total, HDL-colesterol, triglicerideos, enzimas hepéaticas e superoxido dismutase
(p= 0,05). O grupo DHS 310 apresentou menores concentracbes de
malondialdeido e TNF-a (p<0,05). A altura das vilosidades do DHC, DHS 305,
DHS 309 e DHS 310 nao diferiram (p= 0,05). Pode-se inferir que o genotipo
BRS 310 possui uma composicdo quimica e nutricional favoravel ao consumo
humano, tendo em vista a manutencado da elevada atividade antioxidante frente
a exposicao ao tratamento térmico em estufa, os melhores indicadores de
indices biolégicos de qualidade protéica, manutencdo da morfologia intestinal,

além da reducao da inflamacao subclinica e do estresse oxidativo.
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ABSTRACT

MORAES, Erica Aguiar, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July 2011.
Antioxidant activity, protein quality and functional potential of sorghum
genotypes available for human consumption. Adviser: Hércia Stampini
Duarte Martino Co-Advisers: Valéria Aparecida Vieira Queiroz, S6nia Machado
Rocha Ribeiro, Ana VlIadia Moreira and Neuza Maria Brunoro Costa.

The increase in chronic diseases related to malnutrition demands the
exploitation of alternative sources in order to develop healthy eating habits. In
this context, sorghum is an alternative of consumption to conventional cereals
due to its high concentration of phenolic compounds, such as phenolic acids,
anthocyanins and condensed tannins, besides its dietary fiber content.
However, enabling the consumption of cereals by humans demands the
exposure of these cereals to some kind of thermal processing, which may result
in changes to the bioavailability of nutrients and bioactive compounds. The aim
of this study was to evaluate the antioxidant activity, the protein quality and
functional potential of sorghum genotypes exposed to different kinds of thermal
processing and for this evaluation, three experiments were performed. In the
first one, the antioxidant activity and the concentration of total phenolics,
condensed tannins and phytate were evaluated in seven sorghum genotypes.
These analyses were carried out in flour (RF) and popcorn (SP) from raw
sorghum grains and in flour from grains subjected to heat treatment in oven
(HTF) (105°C/30min.). Heat treatment in oven increased total phenolic content.
The antioxidant activity and concentration of tannin and phytate were
preserved. On the other hand, popped sorghum reduced antioxidant activity and
the tannin content, compared to the raw sorghum flour. In the second
experiment, the in vivo protein quality of flours from both raw sorghum grains
(RF) and heat-treated sorghum grains (HTF) were evaluated in the BRS 305,
BRS 309 and BRS 310 genotypes. These were selected due to the high
antioxidant activity and the difference in the pericarp pigmentation shown in the
first experiment. No difference was found for FER among the experimental
groups (p= 0.05). Heat-treated flour from BRS 309 and BRS 310 genotypes had
higher PER and NPR values, however, they did not differ from the values found
in the raw grain flour of BRS 310 genotype (p<0.05). Heat treatment effect was
observed in the BRS 309 genotype. The heat treatment had no effect on true
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digestibility (TD) between RF and HTF of the three genotypes (p= 0.05). Lysine
was the first limiting amino acid of the three sorghum genotypes. The HTF BRS
305 showed the lowest protein digestibility-corrected amino acid score value
(p<0.05). The heat treatment improved the protein quality of genotype BRS 309;
however, there was no difference for the other genotypes. In the third
experiment, the study evaluated the effect of adding flour of sorghum genotypes
to high-fat diets upon the oxidative stress, response to inflammation and
intestinal morphology in male adults Wistar rats. The animals were fed AIN-93M
diet, high-fat diet control (DHC) and high-fat diet added with sorghum BRS 305
(DHS 305), BRS 309 (DHS 309) and BRS 310 (DHS 310) for four weeks. The
antioxidant activity and total anthocyanins did not differ among sorghum
genotypes (p= 0.05). However, total phenolics, condensed tannins, luteolinidin
and apigeninidin were higher in BRS 305 (p<0.05). The food consumption in the
AIN-93M group was higher than in the DHC, DHS 305 and DHS 310 groups
(p<0.05). The energy consumption, final weight, body weight gain, epididymal
fat, and food efficiency ratio were similar between the experimental groups, as
well as the concentrations of glucose, fructosamine, total cholesterol and HDL
cholesterol, triglycerides, liver enzymes and superoxide dismutase (p= 0.05).
The DHS 310 group showed lower levels of malondialdehyde and expression of
TNF-a (p<0.05). The intestinal villi height in the DHC, DHS 305, DHS 309 and
DHS 310 groups did not differ (p= 0.05). We can infer that the BRS 310
genotype has a favorable chemical and nutritional composition for human
consumption due to the preservation of high antioxidant activity with the
exposure to heat treatment in an oven, the best biological indices of protein
quality, the maintenance of intestinal morphology, besides the reduction in low-

grade inflammation and oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

O sorgo destaca-se como o quinto cereal de maior produ¢do no mundo e
0 quarto no rancking de producéo brasileira. Por sua versatilidade e facilidade
de producédo, o sorgo tem sido utilizado como base alimentar de milhdes de
pessoas, principalmente na Africa e na Asia chegando a suprir cerca de 70%
da ingestdo caldrica diaria. Nos demais paises, o cereal tem sido utilizado
basicamente na alimentacdo animal, com potencial a ser explorado também na
alimentagdo humana.

O aumento das doencgas cronicas ndo transmissiveis, relacionadas a ma
nutricdo, demanda a exploracdo de fontes alternativas para a aquisicdo de
habitos alimentares saudaveis. O habito de consumir alimentos que contenham
concentragfes significativas de fitoquimicos e fibra alimentar é correlacionado
com beneficios a saude. O sorgo apresenta-se como uma possibilidade de
consumo aos cereais convencionais em funcdo da elevada concentracdo de
compostos fendlicos como, por exemplo, os acidos fendlicos, antocianinas,
taninos além do contetdo de fibra alimentar.

A capacidade antioxidante dos compostos fendlicos, provenientes do
sorgo, tem sido comprovada em diversos estudos in vitro, sendo que seu
consumo pode estar associado a reducdo do risco de doencas como as
cardiovasculares, diabetes, obesidade e cancer. Embora a capacidade
antioxidante dos fendlicos do sorgo ainda néo seja elucidada na literatura por
modelos experimentais in vivo, 0 prejuizo na absor¢cdo de proteinas,
carboidratos e minerais € largamente evidenciado, principalmente, pela
ingestéo de taninos.

Para a viabilizagcdo do consumo de cereais pelos humanos exige-se que
a matéria-prima passe pela exposicao a algum tipo de processamento térmico,
0 que pode resultar em alteracbes na biodisponibilidade de nutrientes e
compostos bioativos. Estudos séo, ainda, controversos sobre o efeito do
tratamento térmico na concentragéo de fendlicos. Alguns trabalhos relataram a
destruicdo de fendlicos antioxidantes em altas temperaturas (HAMAMA e
NAWAR, 1991). Entretanto, aumento da concentragdo destes compostos foi
relatado apos exposicao da matéria-prima ao tratamento térmico (DEWANTO,
WU e LIU, 2002). Os estudos de digestibilidade protéica, no entanto, sdo mais



elucidados. Muitos estudos demonstraram que o processo de coc¢ao umida do
sorgo compromete o aproveitamento deste nutriente devido a formacdo de
proteinas oligoméricas unidas por ponte de dissulfeto (HAMAKER, KIRLEIS,
MERTZ, et al.,, 1986; DUODU, TANG, GRANT, et al.,, 2001; CORREIA,
NUNES, BARROS, et al., 2010). Deste modo, a investigacdo de novos
processamentos tecnologicos, com a finalidade de produzir produtos que
preservem suas caracteristicas funcionais, é essencial para a insercdo deste
cereal na alimentacdo humana.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antioxidante,
a qualidade protéica e o potencial funcional de genétipos de sorgo submetidos
a processamentos térmicos. A hip6tese do trabalho baseia-se na premissa de
gue o sorgo, apos ter sido submetido ao processamento térmico, melhora a sua
qualidade nutricional e funcional, e ao ser acrescido a uma dieta hiperlipidica
para o desenvolvimento da obesidade em ratos wistar, exerce agao
modulatéria sobre os parametros fisiologicos relacionados a inflamacgéo

subclinica e defesa antioxidante.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. O sorgo

Os cereais tém despertado interesse de pesquisadores por relacionarem
0 aumento do consumo destes alimentos integrais com a reducao da incidéncia
de doencas cronicas nao transmissiveis. Este beneficio pode ser associado,
em parte, ao teor de compostos bioativos presentes nestes alimentos,
destacando-se os fitoquimicos e as fibras alimentares (FARRAR, HARTLE,
HARGROVE, et al., 2008).

Neste contexto, 0 sorgo apresenta-se como uma cultura alternativa ao
consumo dos cereais de maior produgédo como o arroz, milho, trigo e cevada. O
cultivo desse cereal tem maior expressdo em regides tropicais e subtropicais
do mundo como Asia, Africa, Oriente Médio e América Central (SANCHEZ,
2003), onde ha deficiéncia hidrica, irregularidade de chuvas, calor excessivo ou
baixa fertilidade do solo, onde plantacdes de trigo e milho ndo apresentam boa
produtividade (SILVA, BARROS, SILVA, et al.,, 2009; MOKRANE, AMOURA,
BELHANECHE-BENSEMRA, et al., 2010).

Embora largamente utilizado na alimentagdo animal (iTAVO, MORAIS,
ITAVO, et al., 2009; MENEZES, SEGABINAZZI, BRONDANI, et al., 2009), o
sorgo é considerado alimento basico para milhdes de pessoas no mundo,
suprindo cerca de 70% da ingestdo calorica diaria (SOUZA, DANTAS, SILVA,
et al., 2005; TAYLOR, SCHOBER e BEAN, 2006). O sorgo é utilizado na
elaboracdo de mingaus, bebidas alcodlicas e produtos de panificacdo
(ANGLANI, 1998; SANCHEZ, 2003; MENDEZ-ALBORES, MARTINEZ-
BUSTOS, VELES-MEDINA, et al., 2009) apresentando, desta forma, um
excelente potencial no processamento e desenvolvimento de novos produtos.

Conforme dados de producdo do ano de 2007, a Food and Agriculture
Organization (FAO) demonstrou, como maiores produtores do cereal, os
Estados Unidos da América, Nigéria e india (FAOSTAT, 2007). Na América
Latina, a producdo do sorgo apresenta algumas vantagens em relacéo a outros
cereais como, por exemplo, sua adaptacdo as condicOes agricolas variadas,
permitindo o seu cultivo tanto em climas umidos quanto em climas aridos, além
do baixo custo de producdo (MARTINEZ e PAU, 1992; SANCHEZ, 2003). No

Brasil, a cultura compreende uma alternativa de plantio para diversas regides.
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Na regido Nordeste do Brasil como, por exemplo, o uso do sorgo na
alimentacdo humana tem grandes potencialidades e pode contribuir
consideravelmente para economia de divisas, com a diminuicdo da importacéo
do trigo (SOUZA, DANTAS, SILVA, et al., 2005). Segundo o Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE), o sorgo foi o quarto cereal mais produzido
no Pais no ano de 2009. O cereal obteve uma producdo de 1.840.819
toneladas e rendimento médio de 2.338 kg.ha™, ficando atrds apenas da
cultura do milho, arroz e trigo (IBGE., 2010).

2.2. Composicao quimica do sorgo

Os carboidratos correspondem ao principal macronutriente do sorgo
com, aproximadamente, 74,6% do cereal (USDA., 2010). O carboidrato deste
cereal esta presente, principalmente, na forma de amido, que corresponde ao
polissacarideo de reserva das plantas. Em trabalho sobre as propriedades
fisico-quimicas e tecnoldgicas do amido de dois cultivares de sorgo, encontrou-
se para o cultivar branco um teor de 66,8% e para o cultivar vermelho de
65,3%. Evidenciou-se, também, significativa diferenca na concentracdo de
amilose e amilopectina entre os cultivares. A concentracdo de amilose e
amilopectina foi de 27,1% e 72,9%, respectivamente, observado no cultivar de
coloragéo branca e de 24,8% e 75,2% no cultivar vermelho, destacando-se a
influéncia genética e do ambiente no teor e qualidade deste nutriente
(BOUDRIES, BELHANECHE, NADJEMI, et al., 2009). Dos carboidratos do
sorgo, o teor de fibra alimentar compreende aproximadamente 6,3% (USDA.,
2010).

Os lipidios correspondem a cerca de 3% do cereal (USDA., 2010).
Mehmood, Orhan, Ahsan, et al. (2008), identificaram teor de lipidio em 10
cultivares de 5% a 8,4%. A maioria dos cultivares apresentou maior teor de
acidos graxos poliinsaturados do que monoinsaturados. As concentracdes dos
principais acidos graxos variaram de 31,1 a 48,9% para o acido oléico; 0,4 a
0,6% de palmitoléico; 27,6 a 50,7% de linoléico; 1,7 a 3,9% de linolénico; 1,0 a
2,6% de esteérico e 11,7 a 20,2% de palmitico.

O teor de proteinas do sorgo corresponde a 11,3% (USDA., 2010), no

entanto, este teor e o perfil de aminoacidos podem variar largamente em
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funcdo da caracteristica genética e do local de plantio. Proteinas do sorgo sao
deficientes em arginina, lisina, glicina, tirosina e metionina. Este desequilibrio
de aminoacidos pode ocasionar efeitos negativos no aproveitamento da
proteina (MACLEAN, ROMANA, PLACKO, et al., 1981).

A baixa qualidade protéica do sorgo, também, pode ser associada aos
compostos fendlicos como, por exemplo, o0s taninos. Estes compostos
complexam-se com as proteinas impedindo sua digestdo e subsequente,
absorcdo (DYKES e ROONEY, 2006). No entanto, outros componentes do
cereal, também sdo associados ao baixo aproveitamento das proteinas.
Estudos demonstraram que as kafirinas, principal proteina de reserva, tornam-
se menos sollveis e indigeriveis com a coc¢do Umida, em funcao da formacéao
de ligagOes de dissulfeto (HAMAKER, KIRLEIS, MERTZ, et al., 1986).

O grédo de sorgo também pode ser considerado uma boa fonte de
vitaminas lipossoluveis e do complexo B como tiamina, riboflavina e piridoxina.
O cereal é fonte de minerais como o fésforo, o potassio e o zinco (DICKO,
GRUPPEN, TRAORE, et al., 2006). Tomaz, Queiroz, Martino, et al. (2009)
relataram concentraces de minerais em mg.100g™ de fésforo, variando entre
135 a 250, de zinco entre 1,3 a 2,7, de magnésio entre 65,7 a 147,8, de
enxofre entre 66,9 a 100,9 e de cobre entre 0,29 a 1,00.

A composicdo quimica do sorgo é semelhante a do milho e trigo, e as
tecnologias de processamento para a obtencdo de produtos alimenticios
desses cereais sdo aplicaveis ao sorgo com a finalidade de explorar seu
potencial como matéria-prima para a elaboracdo de diversos produtos de
panificacdo, incluindo produtos sem gluten destinados aos portadores de
doenca celiaca (MARTINEZ e PAU, 1992; NEUMANN, RESTLE e BRONDANI,
2004; DICKO, GRUPPEN, TRAORE, et al., 2006; CIACCI, MAIURI,
CAPORASO, et al., 2007; SOUZA, SANTOS, SANTANA, et al., 2009).

2.3. Fendlicos do sorgo

O sorgo destaca-se no meio cientifico por apresentar concentracao
significativa de compostos fendlicos. Estes correspondem a produtos
secundarios do metabolismo das plantas ou integram 0S componentes
celulares. O conteudo de fitoquimicos no sorgo tem despertado interesse de

profissionais de diversas areas da saude por exercerem atividade antioxidante
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no organismo, contribuindo, assim, para a prevencao de doencgas cronicas néao
transmissiveis como as cardiovasculares, diabetes, obesidade e cancer
(AWIKA e ROONEY, 2004; BRALLEY, GREENSPAN, HARGROVE, et al.,
2008; FARRAR, HARTLE, HARGROVE, et al., 2008; DYKES, SEITZ,
ROONEY, et al., 2009).

Os principais fendlicos, normalmente, encontrados em cultivares de
sorgo compreendem os derivados do acido hidrobenzoico e do Aacido
hidrocinamico; e os flavondides, que englobam as antocianinas e os taninos
(AWIKA e ROONEY, 2004).

O é&cido fendlico hidrobenzéico é derivado do acido benzoéico que
incluem o acido galico, p-hidroxibenzéico, vanilico, siringico e o0 acido
protocatequinico entre outros. O acido hidroxicinamico possui uma estrutura
C6-C3 e incluem o acido cumarico, caféico, felurico e sinapico. Estes acidos
fendlicos presentes no sorgo auxiliam as plantas na defesa contra pestes e
fitopatdogenos. Entretanto, estes compostos também apresentam elevada
atividade antioxidante in vitro e podem contribuir significantemente com
beneficios a salde associado ao consumo do gréo integral (KAMATH,
CHANDRASHEKAR e RAJINI, 2004). No sorgo, as concentracdes de acidos
fendlicos ndo sdo correlacionadas com a presenca de outros compostos
fendlicos como antocianinas e taninos. Geralmente, os niveis de acidos
fendlicos do sorgo sdo compativeis com os demais cereais (AWIKA e
ROONEY, 2004).

Dentre os flavondides, a antocianina mais comumente encontrada em
cultivares de sorgo € denominada de 3-deoxiantocianina, que compreendem as
luteolinidinas e apigeninidinas. Estas antocianinas possuem baixa distribuicdo
na natureza (CLIFFORD, 2000), apresentando-se distinta das demais
antocianinas, devido a inexisténcia de uma molécula de oxigénio na posicao C-
3 (MAZZA e BROUILLARD, 1987). Esta conformacdo da molécula de
antocianina atribui maior estabilidade quando comparada a outras antocianinas
encontradas nas frutas e hortalicas (AWIKA, ROONEY e WANISKA, 2004b;
AWIKA, 2008; DYKES, SEITZ, ROONEY, et al., 2009).

O sorgo é a unica fonte de 3-deoxiantocianina, no qual, esta presente
em grandes quantidades em alguns cultivares (SHIH, SIU, NG, et al., 2006).
Awika e Rooney (2004a) compararam o teor de antocianinas de cultivares de

sorgo negro com as fontes atualmente disponiveis deste pigmento. Foi
6



quantificado que os cultivares de sorgo apresentaram concentracdes de 4,0 a
9,8 mg.g™ enquanto, os demais alimentos, apresentaram concentracées entre
0,2 a 10mg.g™. Este fato possibilita a exploracdo comercial da antocianina do
sorgo como fonte de corante natural para alimentos. Foi observado ainda, que,
existe boa correlacédo entre os teores de antocianinas e a atividade antioxidante
das amostras de sorgo, confirmando a maior contribuicdo das antocianinas
para a atividade antioxidante.

Dykes, Seitz, Rooeny et al. (2009) demonstraram o efeito do gendétipo
sobre a composicdo dos flavondides de cultivares de sorgo. Foi verificado que
0s gendtipos com coloragdo secundéria de planta vermelha apresentaram
maior propor¢do de apigeninidina, indicando que a coloragdo secundaria da
planta afetou a composicdo das 3-deoxiantocianinas. No entanto, as
concentracfes mais elevadas de 3-deoxiantocianinas foram encontrados nos
gendtipos de pericarpo negro. Sorgo com pericarpo vermelho e coloracdo
secundéaria de planta palha obtiveram os maiores niveis de flavonas. As
concentracfes de flavanonas foram detectadas em todos os genotipos com
pericarpo vermelho, e a coloracdo secundaria de planta ndo afetou os niveis
destes compostos.

O outro importante flavonéide do sorgo é o tanino do tipo condensado,
conhecido como proantocianinas ou procianidinas. Acidos tanicos hidrolisaveis
nao foram identificados em cultivares de sorgo (DYKES e ROONEY, 2006).
Estes compostos estdo presentes em diversas bebidas como vinho tinto,
cerveja, café, cha preto, cha verde e em muitos outros alimentos como banana,
péra, lentilhas, chocolates e também no sorgo (CHUNG, WONG, WEI, et al.,
1998). Compostos fendlicos sdo, conhecidamente, responsaveis pelo sabor
amargo e adstringente de alguns alimentos (DREWNOWSKI e GOMEZ-
CARNEROS, 2000). Kobue-Lekalake, Taylor e Kock (2007), em estudo sobre
as propriedades sensoriais de cultivares de sorgo, verificaram que tanto os
cultivares com tanino, quanto os sem tanino apresentaram sabor amargo e
adstringéncia, embora estas caracteristicas fossem mais perceptiveis nos
cultivares com tanino.

Além das caracteristicas sensoriais desagradaveis, os taninos podem,
ainda, se ligar as moléculas protéicas e quelar minerais, dificultando a acéo das
enzimas e, por fim, reduzir a taxa de digestdo de proteinas (DYKES e

ROONEY, 2006). Como resultado, o tanino presente no sorgo reduz o valor
7



nutricional e caldrico dos alimentos, diminui o0 consumo de racdo por animais e
leva a uma baixa eficiéncia alimentar (JAMBUNATHAN e MERTZ, 1973; AL-
MAMARY, MOLHAM, ABDULWALI, et al.,, 2001; RESTLE, FATURI, ALVES
FILHO, et al., 2004).

A concentracdo de taninos nos cultivares de sorgo variam largamente
em funcdo das caracteristicas genéticas. Gendtipos de sorgo que possuem a
testa pigmentada apresentam taninos assim como maiores concentracoes de
fendlicos totais e, subsequentemente, maior atividade antioxidante (DLAMINI,
TAYLOR e ROONEY, 2007). Dilamini, Taylor e Rooney (2007) demonstraram
que o teor de taninos de trés cultivares de sorgo com testa pigmentada
variaram entre 33,6 a 49,1 mg equivalentes de catequina por grama, enquanto
nos cultivares sem esta camada nao foi possivel a deteccdo deste fendlico
(DYKES, ROONEY, WANISKA, et al., 2005).

Numerosos genes controlam o tipo e quantidade de fendlicos do sorgo
que variam de acordo com o cultivar (AWIKA e ROONEY, 2004; DYKES e
ROONEY, 2006). A testa pigmentada, a qual determina a presenca dos
taninos, € controlado por ambos os genes dominantes, B; e B,. A coloracéo do
pericarpo, por exemplo, € controlada pelos genes R e Y. O cultivar apresenta
pericarpo branco quando Y € homozigoto recessivo (rryy ou R_yy), a coloracdo
amarelada ocorre na presenca do gene R homozigoto recessivo € Y como
homozigoto dominante (rrYY). Quando ambos 0s genes sdo dominantes
(R_Y_), o pericarpo é vermelho. Alguns genotipos vermelhos podem se tornar
negros em funcdo da maturacéo em presenca de luz solar (DYKES, ROONEY,
WANISKA, et al., 2005). Dykes, Seitz, Rooney, et al. (2009) sugerem a
necessidade de uma nova classificacdo, em termos de pericarpo, para 0s
cultivares negros, pois, embora possuam genes para pericarpo vermelho,
produzem quantidades elevadas de 3-deoxiantocianina, diferentemente dos
cultivares tipicos.

A coloracdo da planta do sorgo é controlada pelos genes P e Q que
produzem plantas de coloracao palha, vermelho e purpura. Plantas com gene P
dominante séo de cor purpura (PPQQ) ou vermelha (PPqq), enquanto o gene p
recessivo (ppgg ou ppQQ) é para coloracdo palha (DYKES, SEITZ, ROONEY,
et al., 2009). Dykes, Rooney, Waniska, et al. (2005) relataram que cultivares
com coloracdo de planta purpura ou vermelho possuiam maiores teores de

fendlicos do que a planta palha.



A espessura do pericarpo € controlada pelo gene Z. O pericarpo €
espesso quando o mesmo apresenta gene homozigoto recessivo (zz) e
delgado quando o gene é dominante (Z_) (DYKES e ROONEY, 2006). Em
estudo, sobre variabilidade genética e compostos fendlicos de cultivares de
sorgo, foi demonstrado que cultivares que apresentavam coloracdo secundaria
de planta purpura ou vermelha, pericarpo espesso de coloracdo negra ou
vermelha e que possuiam a testa pigmentada apresentaram elevados
concentracdes de fendlicos e maior atividade antioxidante quando comparados
com cultivares de outros genotipo (DYKES, ROONEY, WANISKA, et al., 2005).

2.4. Atividade antioxidante do sorgo

Alguns estudos demonstraram que em comparagao com 0 sorgo, outros
cereais como, por exemplo, aveia, arroz e trigo, possuem menores
concentracbes de compostos fendlicos e de baixa atividade antioxidante
(FARRAR, HARTLE, HARGROVE, et al., 2008).

Diversos estudos in vitro tém sido conduzidos com a finalidade de
relatarem a atividade antioxidante do sorgo (KAMATH, CHANDRASHEKAR e
RAJINI, 2004; AWIKA, MCDONOUGH e ROONEY, 2005; AWIKA, YANG,
BROWNING, et al., 2009). Dlamini, Taylor e Rooney (2007) demonstraram
correlacdo entre a atividade antioxidante de cultivares de sorgo com a
presenca de fendlicos totais e, também, de taninos, ou seja, cultivares que
possuiam taninos apresentaram maior atividade antioxidante. Esta atividade
dos taninos deve-se a proximidade de muitos anéis aromaticos e grupos
hidroxila que impedem que este fendlico haja como pré-oxidante (HAGERMAN,
RIEDL, JONES, et al.,, 1998; AWIKA e ROONEY, 2004). Entretanto, uma
preocupacdo é que taninos possam ndo ser eficazes biologicamente, em
funcdo do tamanho de sua molécula e sua tendéncia de se ligarem as
moléculas dos alimentos formando compostos insoluveis (AWIKA e ROONEY,
2004). Contudo, Riedl e Hagerman (2001), demonstraram que mesmo
complexados com proteinas, os taninos ainda possuiam pelo menos 50% de
sua capacidade antioxidante.

Gulgin, Huyut, Elmastas, et al. (2010) demonstraram elevada e efetiva

atividade antioxidante dos taninos, sugerindo, ainda, a utilizacdo deste



composto para minimizar ou prevenir a oxidacdo lipidica em produtos
alimentares, mantendo a qualidade nutricional, prolongando a vida de prateleira
de alimentos, assim como componente nutracéutico da alimentag&o.

As antocianinas, também, contribuem de forma significativa para a
atividade antioxidante apresentada pelos cultivares de sorgo. Estudo em
cultivares de sorgo negro evidenciou uma elevada concentragcdo de
antocianinas, no qual, cerca de 50% deste composto correspondiam a
luteolinidinas e apigeninidinas. Ressaltou-se, também, que os farelos destes
cultivares apresentaram alta atividade antioxidante que variaram de 52 a 400
pmol equivalente de trolox por grama de amostra comparada a outros cereais,
podendo oferecer beneficios a salde humana quando incorporados aos
alimentos (AWIKA, ROONEY e WANISKA, 2004a).

Embora diversos estudos in vitro sobre a atividade antioxidante do sorgo
apresentem semelhanca dos resultados, ressaltasse que S&80 escassoS 0S

estudos na literatura desta atividade em modelos experimentais in vivo.

2.5. Potencial funcional do sorgo

2.5.1. Estresse oxidativo e inflamacéao

A instauracdo do processo de estresse oxidativo ocorre devido ao
desequilibrio entre o sistema oxidativo e 0s mecanismos antioxidantes, ou seja,
entre a producdo e remocao dos radicais livres como espécies reativas ao
oxigénio e ao nitrogénio. Os radicais livres sdo naturalmente produzidos pelo
metabolismo celular e possuem importante papel na sinalizacdo celular,
especialmente, no sistema imunol6ogico. No entanto, elevados niveis de
radicais livres levam a oxidacao de biomoléculas com a consequente perda da
funcdo biolégica (BARBOSA, BRESSAN, ZULET, et al.,, 2008; BARBOSA,
COSTA, ALFENAS, et al., 2010).

O dano celular causado pelo desequilibrio entre o sistema oxidativo e
antioxidante pode levar a um estado pré-inflamatério (GILL, TSUNG e BILLIAR,
2010). Moléculas oxidantes regulam a produgdo de citocinas por meio da
ativacdo de fatores transcricdo nuclear NF-kB. Estes fatores aumentam a
transcricdo de mRNA do Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1

(IL-1), interleucina-6 (IL-6). Estas citocinas, pré-inflamatérias, sdo consideradas
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mediadores do processo de inflamacdo que estimulam a sintese de outras
citocinas como, por exemplo, a interleucina-8 (IL-8), a qual esta relacionada a
diversas doencgas inflamatérias (GRIMBLE, 1998; GION, TAKETOMI,
SHIRABE, et al., 2010).

A producdo, cronica e excessiva, dos radicais livres pode ser crucial no
desenvolvimento de DCNT como, por exemplo, a obesidade, sindrome
metabdlica, doencas cardiovasculares, o diabetes e o cancer (LEE, PARK,
ZUIDEMA, et al., 2011), sendo que estas doencgas sao fortemente associadas
ao processo de inflamacéo crénica (HOTAMISLIGIL, 2006).

Entretanto, os mecanismos antioxidantes enzimaticos e ndo enziméaticos,
podem auxiliar na defesa do organismo impedindo a formacgédo de radicais
livres, inibindo a acdo dos mesmos ou favorecendo a recuperacdo e
reconstituicdo das estruturas biolégicas lesadas (LEE, PARK, ZUIDEMA, et al.,
2011). O sistema imunolégico, também, conta com um mecanismo de protecao
contra o processo inflamatério. A interleucina-10 (IL-10), por exemplo, é o
principal inibidor da sintese das citocinas pro-inflamatorias e supressora da
funcdo dos macréfagos (ESPOSITO, NAPPO, GIUGLIANO, et al., 2003).

O mecanismo enzimatico de defesa antioxidante inclui a producdo das
enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GPx) (YEH, CHING e YEN, 2009). O sistema ndo enzimatico abrange,
especialmente, os antioxidantes de origem dietética, dentre os quais se
destacam as vitaminas, 0s minerais e os compostos fendlicos (BARBOSA,
COSTA, ALFENAS, et al., 2010). Padrbes dietéticos com elevado consumo de
carboidratos refinados, gorduras trans e saturadas, e pobres em antioxidantes
e fibra alimentar provenientes de frutas, hortalicas e cereais integrais podem
causar a ativacdo do sistema imunoldgico, provavelmente por um producao
excessiva de citocinas pro-inflamatoérias associadas a reducado da producéo
de citocinas anti-inflamatorias (GIUGLIANO, CERIELLO e ESPOSITO, 2006).

Neste contexto, Fardet, Rock e Rémésy (2008), destacam forte
evidencia entre o consumo de cereais integrais e a protecao contra DCNT. Este
efeito pode ser relacionado a concentracdo de fibra alimentar e dos
micronutrientes na camada externa do grao e do interior do germe, agindo em
conjunto para combater o estresse oxidativo e a inflamacéo. Estes autores
destacaram que uma alimentac&o rica em sorgo pode prevenir doencas as

quais sejam relacionados a producao de radicais livres, em funcdo do teor de
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polifendis, taninos, antocianinas e capacidade antioxidante do cereal (FARDET,
ROCK e REMESY, 2008).

2.5.2. Dislipidemias e doencgas cardiovasculares

Poucos estudos relatam os efeitos da adicdo do sorgo sobre as doencas
cardiovasculares. No entanto, Klopfenstein, Varriano-Marston e Hoseney
(1981) demonstraram reducédo das concentracfes plasmaticas de colesterol em
porcos da india alimentados com adicdo de 58% de sorgo com baixo teor de
taninos, ressaltando, ainda, que este efeito foi maior que o encontrado nas
dietas a base de outros cereais como trigo integral, aveia e milheto. Uma
possivel explicacdo para a ocorréncia deste efeito sobre os niveis plasmaticos
de colesterol € devido a capacidade das fibras alimentares reduzirem a
absorcdo de colesterol e reabsor¢cdo dos acidos biliares no lumen intestinal
(ERKKILA e LICHTENSTEIN, 2006). A fermentacdo das fibras no intestino
resulta na producdo de acidos graxos de cadeia curta como, por exemplo,
acetato, propionato e butirato. Estes acidos sdo absorvidos no colon e,
principalmente o propionato, inibe a sintese hepatica de colesterol (WONG,
SOUZA, KENDALL, et al., 2006).

Carr, Weller, Schlegel, et al. (2005) propuseram outro mecanismo para o
beneficio do sorgo nas doencas cardiovasculares, concentrando seus estudos
na extracao lipidica do cereal. Camundongos foram alimentados durante um
periodo de quatro semanas com dietas AIN- 93M suplementadas com 0,5; 1,0
e 5,0% de lipidios extraidos do sorgo. O estudo demonstrou reducao
significativa, dose-dependente, nas concentracfes plasmaticas de colesterol
ndo HDL, lipidios hepéticos e manutencdo da concentracdo de HDL-colesterol.
Os autores afirmaram que a reducao nos niveis de colesterol ndo HDL ocorreu,
provavelmente, em funcdo da concentracdo de fitoesterdis e policosandis no
extrato lipidico, confirmados por meio das metodologias de cromatografia de
camada delgada e gas liquida, destacando a capacidade destes compostos de
reduzirem a inflamacao, a oxidacdo da HDL, melhorar a funcédo endotelial e
inibir a agregacao plaquetéria, fatores que auxiliam no tratamento e prevencao

das doencas cardiacas.
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2.5.3. Diabetes mellitus

Cultivares de sorgo com tanino sao digeridos lentamente pelo
organismo. Algumas tribos da Africa consomem preferencialmente, sorgo com
tanino por contribuir para um maior periodo de saciedade e plenitude gastrica
em comparagdo com outros cereais (AWIKA e ROONEY, 2004). Esta
caracteristica pode ser potencialmente, aplicada a alimentos destinados a
pacientes portadores de diabetes (DYKES e ROONEY, 2006) no qual, o
retardo do esvaziamento gastrico permite mais lenta absorcéo de glicose.

O sorgo integral como um alimento rico em fibra alimentar, pode
contribuir para ingestdo de amido resistente, tendo em vista as vantagens
fisioloégicas desse nutriente sobre a resposta glicémica. Niba e Hoffman (2003)
encontraram teor de 6,469.100g™ de amido resistente em um cultivar de sorgo.
Sendo que esta concentracdo pode aumentar até 10,19.100g™ com a imerséo
dos grédos em agua a 37°C. Este € um teor significativo tendo em vista que
grados especialmente desenvolvidos como o milho com alto teor de amido
resistente contém 16,5 g.100g(FERGUSON, TASMAN-JONES, ENGLYST, et
al., 2000).

Lakshmi e Vimala (1996) demonstraram que a ingestdo de receitas
tipicas indianas, por individuos diabéticos, acrescidas de sorgo integral,
proporcionou reducdo dos niveis séricos de glicose quando comparadas a
ingestdo das receitas padrdo ou com sorgo decorticado. Os autores
relacionaram a reducdo do pico de glicemia com o maior contetdo de fibra
alimentar das receitas a base de sorgo integral, em funcdo do prolongamento
de esvaziamento gastrico, reduzindo a taxa de digestdo e utilizacdo dos

carboidratos.

2.5.4. Obesidade

A incorporagdo do sorgo na alimentacdo humana pode, também, servir
de estratégia para o controle da obesidade (AWIKA e ROONEY, 2004).
Estudos conduzidos em ratos (JAMBUNATHAN e MERTZ, 1973) e porcos (AL-
MAMARY, MOLHAM, ABDULWALLI, et al.,, 2001) demonstraram menor ganho
de peso dos animas alimentados com dietas a base de sorgo que continham
elevados teores de tanino. Maclean, Romafa, Placko et al.(1981) em estudo
sobre a qualidade protéica do sorgo em criangas de idade pré-escolar

verificaram que o ganho de peso durante o periodo de consumo do sorgo foi de
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1,0g.kg™ de peso dia, enquanto o grupo controle de caseina obteve ganho de
peso de 4,99.kg’ de peso dia. Desta forma, o sorgo foi associado a um
drastico retardo no ganho de peso em criancas. O mecanismo pelo qual o
sorgo pode ser associado ao menor ganho de peso deve-se a formacéo de
complexos insoluveis de tanino com as proteinas (DUODU, NUNES,
DELGADILLO, et al., 2002; ALI, EL TINAY, ELKHALIFA, et al., 2009).

2.5.5. Cancer

Propriedades anti-carcinogénicas também estdo sendo atribuidas a
alguns nutrientes constituintes do sorgo. Estudo in vitro demonstrou que o
sorgo de pericarpo negro induziu enzimas detoxificantes e, aqueles com teores
mais elevados de taninos, inibiram a proliferacdo de células de cancer de
es6fago e célon. Os extratos de sorgo apresentaram forte potencial
quimopreventivo, independente da sua atividade antioxidante (AWIKA, YANG,
BROWNING, et al., 2009).

Turner, Diaz, Taddeo et al.(2006) demonstraram reducéao de cancer de
colén em ratos alimentados com cultivares de sorgo negro com tanino. Foi
relatado que ratos alimentos com este tipo de sorgo apresentaram menores
alteracdes nas criptas intestinais quando comparado com ratos alimentados
com celulose ou sorgo branco. Esta reducdo foi atribuida a atividade
antioxidante desse cultivar de sorgo.

Em estudo in vitro de cultura de células, com extrato de cultivares de
sorgo negro, vermelho e branco contendo 3-deoxiantocianina, verificou-se que
os extratos do sorgo negro foram mais eficientes ao induzirem a atividade da
enzima de fase Il por meio do ensaio NAD(P)H: quinase oxidoredutase, na
inibicdo do crescimento de células humana de cancer de colén. A atividade da
enzima de fase Il € um indicador de protecdo de células animais contra
carcinogénese (YANG, BROWNING e AWIKA, 2009).

Goméz-Cordovés, Bartolomeé, Vieira et al. (2001) analisaram o efeito
dos taninos condensados extraidos de cultivar de sorgo sobre melanogénese
das células normais e crescimento de células de melanoma humano. Os
taninos do sorgo aumentaram a atividade melanogénica, no entanto, ndo houve
modificacdo na concentracdo de melanina total. Ademais, a incubacéo de

células de melanoma humano com este fendlico reduziu a formacédo de
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colonias. Estes resultados sugerem potencial efeito terapéutico destes
compostos em auxiliar no tratamento de melanoma humano. No entanto, ainda
S80 necessérias pesquisas que possam determinar quais componentes deste

cereal sdo responsaveis por estes beneficios.

2.6. Tecnologias de processamento do sorgo

Embora a concentracdo de compostos fendlicos do sorgo seja
determinada por fatores genéticos, métodos de processamento da matéria-
prima podem alterar essas concentragdes. Estudos sdo, ainda, controversos
sobre o efeito do tratamento térmico sobre a concentracdo de fendlicos nas
matérias-primas. Hamama e Nawar (1991) relataram a destruicdo de fendlicos
antioxidantes em altas temperaturas. Entretanto, aumentos das concentracoes
destes compostos foram relatados com a exposicdo da matéria-prima apdés
tratamento térmico (DEWANTO, WU e LIU, 2002).

Processamentos como a extrusao e o preparo de mingau fermentado ou
nao fermentado, utilizando-se grédo de sorgo, geralmente, reduzem os
compostos fendlicos e a atividade antioxidante apresentada por este cereal. A
reducdo desta atividade pelo processamento do sorgo com tanino pode ser
atribuida a forte interacdo dos taninos com as prolaminas. A desnhaturacao
protéica gerada pelo processo de coccao abre as estruturas protéicas no qual
facilitam a interagdo entre as mesmas e os taninos (DLAMINI, TAYLOR e
ROONEY, 2007).

O efeito do processamento térmico sobre a estabilidade antioxidante de
cultivar de sorgo marrom foi demonstrado na elaboracdo de produtos de
panificacdo. Paes e biscoitos preparados com farelo deste cultivar mantiveram
60 e 78%, respectivamente, da atividade antioxidante inicial do farelo ap6s o
tratamento. Além disso, o produto extrusado de cultivar com tanino manteve
21% do teor deste fendlico, e 89% de sua atividade antioxidante. Este fato
ressalta que, processamentos podem alterar a estrutura do tanino sem
prejudicar o potencial antioxidante (AWIKA, 2003).

Compostos fendlicos podem ser encontrados no sorgo na forma livre
OuU em associacdo com outros componentes como, por exemplo, 0s
aminoéacidos e carboidratos (DYKES e ROONEY, 2006). Segundo Dewanto,
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Wu e Lius (2002) o processamento térmico pode liberar estes compostos
fendlicos associados, com o rompimento dos constituintes celulares. Embora a
destruicdo das paredes celulares libere, na maioria das vezes, enzimas
oxidativas e hidroliticas que degradam os antioxidantes, o processamento
térmico pode desativar essas enzimas, evitando-se assim, a perda dos
compostos fendlicos.

Dlamini, Taylor, Rooney (2007) demonstraram que a decorticacéo
reduz a atividade antioxidante de cultivares com e sem tanino em cerca de 83%
devido a remocéo do pericarpo e da testa, onde concentram-se os fendlicos.
Reducdo em até 95% no teor de fendlicos totais de sorgo decorticado foi
relatada por Martinez e Pau (1992). Mesmo que a decorticacdo reduza 0s
fendlicos e as fibras alimentares do sorgo, este processo melhora suas
caracteristicas sensoriais como adstringéncia e, também, a digestibilidade
(DLAMINI, TAYLOR e ROONEY, 2007). No entanto, esta fracdo retirada do
grao de sorgo pode ser utilizada como ingrediente em diversas preparacoes
funcionais e conferir desejaveis atributos sem afetar as outras propriedades
sensoriais em alimentos como biscoito, pédo e salgadinhos extrusados (MITRE-
DIESTE, GORDON, AWIKA, et al., 2000; ACOSTA, BARRON, RIAZ, et al.,
2003).

Além dos processamentos afetarem o contetdo fendlico e atividade
antioxidante do sorgo, eles podem, ainda, alterar a qualidade protéica deste
cereal. O cozimento de sorgo para a elaboracdo de mingau é o processamento
mais comumente utilizado em paises da Africa e Asia (DUODU, TAYLOR,
BELTON, et al.,, 2003). No entanto, estudos in vitro demonstraram que 0
cozimento do sorgo faz com que sua digestibilidade seja menor quando
comparada a de outros cereais (MERTZ, HASSEN, CAIRNS-WHITTERN, et
al., 1984; HAMAKER, KIRLEIS, MERTZ, et al.,, 1986). Os resultados de
estudos in vitro foram confirmados in vivo (MACLEAN, ROMANA, PLACKO, et
al., 1981).

A explicacdo mais aceita para a qualidade protéica inferior deste cereal
cozido é em funcdo da polimerizacdo das proteinas de reserva do sorgo,
kafirinas e prolaminas, por meio da ligacao de dissulfeto (HAMAKER, KIRLEIS,
MERTZ, et al.,, 1986; DUODU, NUNES, DELGADILLO, et al., 2002) que
também, ocasionam mudanc¢as na estrutura secundaria da proteina, da forma

a-helicoidal para B-laminar (EMMAMBUX e TAYLOR, 2009).
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Ali, El Tinay, Elkhalifa et al. (2009), propuseram um pré-tratamento com
hidréxido de sédio a concentragcbes de 0,05; 0,1 e 0,2% em imersdo de agua
durante oito horas, seguindo para coc¢cdo em agua em ebulicdo por 20 minutos.
A imersdo em 0,2% combinada com a cocc¢éo reduziu o teor de taninos em
84% e gerou um aumento nas fracGes de albumina e globulina, acompanhada
de reducéo significativa da glutelina. Os autores inferiram que este reajuste nas
fracOes protéicas poderia ocasionar melhora na qualidade de proteinas do
sorgo.

Os efeitos de diferentes tipos de processamento foram estudados
sobre a digestibilidade in vitro das proteinas do sorgo. O cozimento em
ebulicdo foi, mais uma vez, responsavel pela reducdo da digestibilidade. A
aplicacao de calor seco reduziu em apenas 4%, e nao afetou a extracao das
proteinas. A pipoca nédo alterou a digestibilidade das proteinas. No entanto, a
fermentacdo e a germinagdo promoveram aumento em 39,6 e 20,8%,
respectivamente. Desta forma, verificou-se que o calor seco manteve a
digestibilidade como nas amostras ndo processadas e, a utilizacdo da agua de
coccao reduz a qualidade protéica do cereal (CORREIA, NUNES, BARROS, et
al., 2010).

2.7. Concluséao

O sorgo apresenta-se como uma cultura alternativa ao consumo dos
cereais convencionais. A concentracdo de fibra alimentar, a quantidade e a
qualidade dos compostos fendélicos permitem relacionar o consumo do sorgo a
reducdo dos riscos de doencas como a obesidade, diabetes, doencas
cardiovasculares e cancer. O processamento viabiliza o consumo de cereais
pelos humanos. Entretanto, a aplicacdo de térmico Umido ou seco, a
decorticacao e elaboracdo de produtos de panificagdo reduzem a concentracdo
de fendlicos totais e a atividade antioxidante do sorgo. Aléem disso, a qualidade
proteica do sorgo € largamente prejudicada pela coccdo Umida devido a
formacado de pontes de dissulfeto em suas proteinas de reserva. No entanto, a
digestibilidade nao foi alterada significativamente com o calor seco e aumentou
com a germinacdo e fermentacdo dos graos. Estudos que avaliem e

desenvolvam processamentos capazes de manter as caracteristicas
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nutricionais sdo imprescindiveis para o incentivo da inser¢cdo do sorgo na

alimentagdo humana.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a atividade antioxidante, a qualidade protéica e o potencial

funcional de gendtipos de sorgo submetidos a processamentos térmicos.

3.2. Objetivos especificos

v’ Elaborar farinha e pipoca a partir de graos de genotipos de sorgo crus e
farinha dos grédos submetidos ao tratamento térmico.

v Determinar a composicao quimica, capacidade antioxidante e qualidade
protéica das farinhas dos gendtipos de sorgo.

v Avaliar o efeito da adicdo dos gendtipos de sorgo em dietas experimentais
obesogénicas sobre o perfil de lipidios e glicemia séricos em ratos wistar.

v Avaliar o efeito da adicdo dos genétipos de sorgo em dietas experimentais
em parametros antioxidantes, anti-inflamatoérios e sobre a morfologia intestinal

de ratos Wistar adultos.
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4. METODOLOGIA GERAL

O presente estudo foi desenvolvido nos laboratérios de
Desenvolvimento de Novos Produtos e Andlise Sensorial, Analise de
Alimentos, Bioquimica Nutricional, Nutricdo Experimental do Departamento de
Nutricdo e Saude, Laboratério de Biologia de Peixes, do Departamento de
Veterinaria e Laboratério de Imunologia, do Departamento de Biologia da

Universidade Federal de Vigosa.

4.1. Aquisicao e elaboracéo das farinhas e pipocas de gendtipos de sorgo

Foram analisados sete genétipos de sorgo desenvolvidos e fornecidos
pela Embrapa Milho e Sorgo - Sete Lagoas — MG, Brasil: CMSXS 136, BRS
309 e BR 501 gréos de pericarpo branco; BR 506 graos de pericarpo cinza; BR
700 graos de pericarpo marrom; BRS 305 grdos de pericarpo marrom claro e
BRS 310 gréos de pericarpo vermelho. O cultivo dos gendétipos de sorgo foi
conduzido utilizando espagamento de 0,70 m entre fileiras, densidade média de
140.000 plantas por hectare. A adubacdo do plantio foi de 350 kg.ha™ da
formula 08-28-16 + 0.5% Zn. A adubacéo de cobertura foi 100 kg.ha™ de uréia
aplicada aos 40 dias apds a germinacdo. O plantio foi efetuado em Sete
Lagoas, MG, Brasil, em fevereiro de 2009.

Os graos de sorgo foram selecionados manualmente e submetidos a
peneiragem, para remocdo de sujidades e impurezas. Para obtencdo das
farinhas submetidas ao tratamento térmico, os graos dos trés genotipos foram
expostos a temperatura de 105°C em estufa com circulacdo de ar (Nova Etica®,
modelo 400/6ND, Vargem Grande Paulista, Sdo Paulo), segundo proposto por
Souza, Dantas, Silva et al. (2005), com modificacdo do tempo de exposicéo
para 30 minutos. Em seguida, 0s grdos crus e 0s submetidos ao tratamento
térmico foram moidos com pericarpo, em moinho de facas (C.W. Brasender®,
Dusburg, Alemanha), para a obtencao das farinhas com granulometria de 850
pm.

Para obtencdo da pipoca foram pesados 20 g de grédos de cada
genotipo de sorgo e submetidos a um processo de extrusdo doméstica. A

extrusdo foi realizada em panela de aco inoxidavel aquecida em fogéo
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doméstico em chama direta até a extrusdo dos graos, por aproximadamente 2
minutos. Para as analises foram selecionados apenas os gréos extrusados. A

selecdo dos graos para as andlises esta apresentada na figura 1.
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CMSXS 136 BRS 309 BR501 BR 506 BR 700 BRS 305 BRS 310
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Figura 1- Desenho experimental para selecdo das farinhas de grédos de sorgo para os artigos |,

Il e lll.
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4.2. Caracterizagdo quimica das farinhas de sorgo

4.2.1. Teor de agua

O teor de agua foi determinado a 105°C, em placas de petri
previamente taradas e submetidas a aquecimento em estufa com circulagéo
forcada de ar (Marconi®, modelo MA 035, Piracicaba, Brasil) até peso
constante, conforme o procedimento descrito pela AOAC (2002) (Método Ba
2a-38). Apos secagem, as amostras foram resfriadas em dessecador com silica
e gel, pesadas em balanca analitica digital, com precisdo de 0,0001 g. O teor

de agua foi calculado pela diferenca de massa entre a amostra Umida e seca.

4.2.2. Proteina
A determinacdo de proteinas foi realizada segundo o método micro
Kjeldahl, para a quantificacdo de nitrogénio total, descrito pela AOAC (2002)

(Método Ba 4a-38), utilizando-se fator de conversao igual a 6,25.

4.2.3. Lipidios

A determinacdo de lipidios foi realizada por extragdo em aparelho
Soxhlet, utilizando éter de etlilico como extrator, por 8 horas, sob refluxo, de
acordo com a AOAC (2002) (Método Ba 3-38).

4.2.4. Cinzas

Para a determinacao do teor de cinzas, as amostras foram pesadas em
cadinhos de porcelana previamente secos, pesados e submetidos a calcinacéo
em mufla (Quimis®, modelo 318, Diadema, Brasil) & 550° C. Posteriormente, 0s
cadinhos com as amostras foram resfriados em dessecador com silica e gel,
novamente pesados em balanca analitica digital. O teor de cinzas foi
determinado pela diferenca de massa antes e apds a calcinacdo, segundo
descrito pela AOAC (2002) (Método Ba 5a-49).

4.2.5. Carboidratos
O teor de carboidratos foi obtido pela diferenca entre o total da amostra
(100%) e os teores de proteinas, lipidios, fibra alimentar, teor de agua e cinzas.
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4.2.6. Fibra alimentar

A determinacao dos teores de fibra alimentar total (FAT), solavel (FAS)
e insolavel (FAI) das farinhas de sorgo foi realizada por meio do método
enzimatico gravimétrico (Método Ba 6-84) (AOAC, 2002). Utilizou-se para a
hidrolise enzimatica a-amilase termoresistente, protease e amiloglicosidase
(Total dietary fiber assay kiy, Sigma®) com modificacdes. Para a filtracdo
utilizou-se cadinhos de vidro com placa de vidro sintetizado com porosidade
n°2 (ASTM 40-60mesh) e celite como auxiliar de filtragdo. A fibra alimentar total

foi obtida por soma entre fibra alimentar soltvel e insolavel.

4.2.6.1. Preparo de cadinhos

Os cadinhos foram deixados de molho com detergente neutro
(Chemco®) a 20% durante 24 horas. Foram enxaguados com agua destilada e
com VvAcuo e no sentido oposto. Foram secos em estufa (Marconi®, modelo
MA-035/5, Piracicaba, Brasil) a 105°C por 1 hora e incinerados em mufla
(Quimis®, modelo 318, Diadema, Brasil) a 525°C por 5 horas. Em seguida
foram resfriados a 105°C em mufla. Os cadinhos foram lavados 5 vezes com
20 mL de HCI 0,5N e, posteriormente, enxaguados trés vezes com 20 mL de
agua destilada no sentido oposto. Os cadinhos foram secos em estufa a 105°C
por 12 horas e pesados. Foi pesado 1 g de celite e adicionado aos cadinhos,

gue foram secos novamente a 105°C por 12 horas e, posteriormente, pesados.

4.2.6.2. Obtencéo do hidrolisado

Foi pesado, em duplicata, 1 g de amostra, com precisdo de 0,1mg,
previamente desengordurada, em béquer de 600 mL. Foi adicionada, em cada
béquer, 50 mL de tampéao fotato pH 6,0. O pH foi ajustado para 6,0 + 0,2,
adicionando, se necessario, NaOH 0,275 ou HCI 0,325 N. Na solucédo foi
adicionado 0,1 mL de a-amilase termoresistente. O bequer foi tampado com
folha de papel aluminio e aquecido em banho-maria (Marconi®, modelo MA
093, Piracicaba, Brasil) em ebulicdo por 30 minutos, com agitacdo a cada 5
minutos. As amostras foram resfriadas em temperatura ambiente. O pH foi
ajustado para 7,5 £ 0,1 e adicionado em torno de 10 mL de NaOH 0,275N. Em
seguida, foi adicionado 0,1 mL de protease (5 mg.0,1mL™) na solucéo pré-
digerida e o béquer novamente tampado com folha de aluminio e incubado a

60°C por 30 minutos, com agitacao horizontal (100 rpm). Apos o hidrolizado ser
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resfriado a temperatura ambiente, foi adicionado em torno de 10 mL de HCI
0,325 N com a finalidade de ajustar o pH em 4,3 = 0,3. Finalmente, foi
adicionado 0,1 mL de amiloglicosidase na solugdo e o béquer foi novamente
tampado com folha de aluminio e incubado a 60°C por 30 minutos com
agitacao horizontal (100 rpm), para obtencdo do hidrolisado final. O mesmo

procedimento foi realizado em duplicata para obtencao do branco.

4.2.6.3. Fibra Insolavel

Inicialmente com auxilio da bomba de vacuo (Marconi®, modelo MA-
058, Piracicaba, Brasil), filtrou-se o hidrolisado em cadinho. Em seguida lavou-
se o0 residuo do cadinho com 10 ml de agua destilada, repetindo o
procedimento trés vezes. O volume filtrado no kitasato foi transferido para um
béquer de 600 mL, utilizando-se 320 mL de alcool 98% aquecido a 60°C para
lavar o kitasato, sendo este material reservado para analise de fibra solavel. Os
cadinhos foram, em seguida, lavados duas vezes com o volume de 20 mL de
etanol a 95%, e duas vezes com 20 mL acetona. Os cadinhos foram secos em
estufa a 105°C durante 12 horas. Posteriormente, realizou-se andlise de

proteina e cinzas nos residuos do cadinho (AOAC, 2002).

4.2.6.4. Fibra Solavel

O volume reservado na etapa filtracdo da fibra insolavel foi deixado em
repouso em temperatura ambiente durante 1 hora para precipitagdo. Os
cadinhos foram lavados com auxilio da bomba de vacuo com 20 mL etanol a
78%. Em seguida, o conteudo reservado foi filtrado no cadinho com auxilio de
bomba de vacuo. Estes foram lavados consecutivamente trés vezes com
volume de 20 mL de etanol a 78%, duas vezes com 20 ml de etanol a 95% e
duas vezes com 20 mL de acetona. Posteriormente, o residuo do cadinho foi
seco em estufa a 105°C durante 12 horas e prosseguiu-se para analise de

proteinas e cinzas dos residuos conforme descrito anteriormente.
4.2.6.5. Fibra total

A determinacdo de fibra alimentar total foi realizada pela soma das

fibras soltvel e insoltvel.
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4.2.7. Conteudo calorico

O conteudo caldrico foi determinado de acordo com a composi¢édo de
alimento em termos de proteinas, carboidratos e lipidios, onde foram utilizados
fatores de conversdo 4, 4, e 9 kcal.g™* de alimento, respectivamente (FRARY e
JOHNSON, 2005).

4.2.8. Fendlicos totais

A determinacdo do teor de compostos fenolicos nas amostras foi
realizada, em triplicata, utilizando-se o reagente de Folin-Ciocalteu. Em
ambiente alcalino, este reagente oxida os compostos fendlicos e reduzem o
fosfomolibidato, presente no reagente, formando um composto de coloracéo
azul com leitura em uma faixa de 720 a 765 nm, conforme descrito por
Singleton, Orthofer, Lamuela-Raventoés et al. (1999).

O extrato foi preparado com 5 g das farinhas dos graos de cada genotipo
adicionados de 20 mL (1:10) de solucdo de metanol:agua (6:4), homoneizados
em agitador automatico a 180 rpm, durante 8 horas em temperatura ambiente.

Foi utilizada uma aliquota de 500 pL de cada um dos extratos,
adicionado de 0,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteau (diluido em agua a 20%)
e 0,5 mL de solucdo de carbonato de sddio (Na,CO3) a 7,5%, seguido de
agitacdo em vortex e incubacgao por 30 minutos em temperatura ambiente. Por
fim, a leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotometro (Shimadzu UV-
VIS®, Kyoto, Japan) no comprimento de onde de 765 nm. Uma curva analitica
de &cido gélico, nas concentracdes de 0,01 a 0,1 g.L * foi elaborada, por meio
da equacéo de regressdo (y = 30,763x + 0,0818; R*= 0,9964) para expressar
os resultados em miligramas de equivalentes de &cido galico por grama de

amostra.

4.2.9. Taninos condensados

A determinagdo da concentracdo de taninos foi realizada pelo método
de reacéo vanilina/HCI, segundo Burns (1971) com modificacbes de Maxson e
Rooney (1972) e Price, Van Scoyoc e Butler (1978). Foram suspensas 0,2 ¢
das farinhas em 10 mL de solugcéo a 1% de HCI em metanol. Os tubos foram
colocados em agitador automatico a 80 rpm durante 20 minutos para a

extragdo dos taninos. Em seguida, foram centrifugados a 3.000 rpm, por 20
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minutos. Aliquotas de 1 mL do sobrenadante foram adicionadas a 2,5 mL de
solucdo a 1% de vanilina em metanol e 2,5 mL de solugdo a 8% de HCI| em
metanol. Os tubos foram mantidos em repouso por 20 minutos e as
absorbancias foram medidas a 500 nm contra o branco. Foi subtraida das
leituras das amostras a absorbancia do branco, onde a solucdo de vanilina foi
omitida.

Foi construida uma curva analitica de catequina onde 200 mg do
composto foram diluidas em metanol, sendo o volume ajustado em baldo
volumétrico de 200 mL. Aliquotas de 5, 10, 20, 25 e 50 foram retiradas da
solugdo concentrada e o volume foi ajustado para 100 mL em balédo
volumétrico com metanol. Em seguida, as absorbéancias foram medidas a 500
nm contra o branco reagente. Uma curva-padrao de catequina (y = 0,4753x +
0,0094; R?=0,9885) foi utilizada para expressar os resultados em miligrama

equivalente de catequina por grama de amostra.

4.2.10. Fitato

O teor de fitato foi determinado por cromatografia de troca idGnica e
espectrofotometria, segundo método de Latta e Eskin (1980), com
modificacdes por Ellis e Morris (1986). Para a extracao dos fitatos foi pesado
cerca de 0,1 g de farinha e adicionado 5 mL de HCI 2,4%, permanecendo sob
agitacdo horizontal durante 12 horas a 250 rpm. O extrato contendo &cido fitico
foi centrifugado a 3.000 rpm durante 15 minutos, sendo o sobrenadante filtrado
a vacuo em funil de bichnner e purificado utilizando coluna de troca idnica,
com fase estacionaria constituida por resina Dowex- AGX-4. A coluna foi pré-
condicionada com NaCl 2 M e o extrato obtido das etapas anteriores foi
aplicado cuidadosamente a mesma. Os fésforos inorganicos foram eluidos com
NaCl 0,05 M, seguida da eluicdo dos fitatos retidos com NaCl 2 M. O fitato foi
determinado colorimetricamente, com base na coloragéo résea do reagente de
Wade que é formada a partir da reacdo entre o ion férrico e o acido
sulfosalicilico, que exibe absorbancia maxima a 500 nm. Na presenca de fitato,
o ferro é sequestrado e indisponivel para reagir com o acido sulfosalicilico,
resultanto em uma reducdo da intensidade da cor. Uma curva analitica de
acido fitico (Sigma®), com concentracdes de 10 a 100 pg.mL™ foi elaborada,
por meio da equacdo de regressdo linear (y = -0,0038x + 0,4963; R?=0,9938)
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para expressar o teor de fitatos em miligrama de acido fitico por grama de

farinha.

4.2.11. Antocianinas
4.2.11.1. Extracdo de antocianinas

Foram suspensas 1 g da farinha de cada gendtipo em 10 mL de solugéo
de 1% HCI em metanol (v:v). Os erlenmeyers foram colocados em agitador
automatico durante 20 minutos para extracdo das antocianinas. Em seguida, a
solugdo foi centrifugada a 2790g durante 10 minutos. O sobrenadante foi
coletado e armazenado a - 20°C (DYKES, SEITZ, ROONEY, et al., 2009). A
partir destes extratos foram realizadas as analises de antocianinas totais e

identificacdo e quantificacdo da luteolinidina e apigeninidina.

4.2.11.2. Determinacdo das antocianinas totais

A concentracdo de antocianinas totais foi realizada pelo método de pH
diferencial segundo Fuleki e Francis (1968) e Giusti e Wrolstad (2001) com
modificacdes. Duas aliquotas de 100 pL de extrato foram diluidos em 2,9 mL
de tampéo cloreto de potassio 0,025 mol.L™* em pH=1, e a outra em 2,9 mL de
tamp&o acetato de sédio 0,4 mol.L™ pH=4,5. A absorbancia foi medida em
espectrofotometro nos comprimentos de onde de 300 e 700 nm. As
antocianinas totais foram determinadas no tampao cloreto de potassio pH=1 de
acordo com AWIKA, ROONEY e WANISKA (2004b).

4.2.11.3. Identificacdo e quantificagcéo de luteolinidina e apigeninidina

A identificagcdo qualitativa dos compostos foi realizada injetando-se uma
mistura de padrées de antocianinas, luteolinidina (Extrasynthese®) e
apigeninidina (Sigma®), e comparando-se os tempos de retencéo obtidos para
0os padrbes e para as amostras analisados sob as mesmas condi¢des. Além
disso, os isbmeros de antocianinas foram identificados pela comparacdo dos
espectros de absorcdo do padrdo e dos picos de interesse nas amostras,
utilizando-se o detector de arranjo de diodos (DAD).

Para a quantificagdo dos compostos, foram utilizadas curvas de

padronizacdo externas. Foram realizadas diluicGes apropriadas das solucdes
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dos padrbes a fim de se obter concentracbes comparaveis aos teores
encontrados nos genotipos de sorgo.

A construgdo das curvas analiticas foi realizada por meio de inje¢éo, em
duplicata, de cinco volumes crescentes de solucdes dos padrdoes na faixa de
0,026 e 1,321 ug para luteolinidina e de 0,036 e 3,6 ug para apigeninidina.
Desse modo, foi feita uma correlacédo linear entre as areas dos picos e as
concentracdes injetadas de cada composto.

A quantificacdo dos compostos nos frutos foi realizada a partir das
curvas analiticas e equacdes de regressdo obtidas para luteolinidina (y =
1.539.540,4092x - 30.191,3468; R? = 0,9994) e apigeninidina (y =
334.031,7686x + 34.626,5681; R? = 0,9972). A concentracéo real foi obtida por

calculos a partir das diluicdes realizadas.

4.2.11.4. Condicao cromatografica (CLAE)

Os extratos foram analisados em um sistema de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) (Shimadzu, SCL 10AT VP) constituido de bomba de
alta pressao (LC-10AT VP), injetor automatico com alca de amostragem de 50
ML (SIL-10AF) e detector de arranjo de diodos (DAD) (SPD-M10A). O sistema
CLAE foi controlado pelo software Multi System, Class Vp 6.12. As condi¢bes
cromatograficas foram: coluna cromatografica RP-18 Phenomenex Gemini, 250
X 4,6 mm, 5 um, munida de coluna de guarda Phenomenex ODS (C18), 4 mm x
3 mm, fase moével composta por gradiente binario, contendo agua ultra pura
(pH ajustado para 2 com &cido formico) como eluente A; e mistura acetonitrila:
agua (5:4, com pH ajustado para 2 com acido férmico). O gradiente realizado
foi: 0-3 min, 12% B isocratico; 3-10 min, 12-30% B; 10-15 min, 30% B
isocratico; 15—20 min, 30—40% B; 20—-30 min, 40% B isocratico; 30—40 min, 40—
100% B; 40-60 min; 100% B isocratico; e 60—63 min, 100-12% B; 63—75 min,
12% B isocratico. O fluxo na fase moével foi de 0,5 mL.min® e os
cromatogramas foram obtidos a 470 nm. Utilizou-se sistema de degaseificacéo
da fase movel com gas hélio antes e durante as corridas cromatogréficas,
sendo a fase moével degaseificada por 15 min a 100 kpa antes do inicio das
analises e a 50 kpa ao longo das corridas (AWIKA, ROONEY e WANISKA,
2004a).
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4.2.12. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi realizada pelo método do DPPH (radical 1,1-
difenil-2-picrilhidrazila) em triplicata (BLOOR e LESTER, 2001). Os extratos
foram preparados com 5 g das farinhas dos graos de cada cultivar adicionados
de 20 mL (1:10) de solugcdo de metanol:dgua (6:4) os quais foram
homogeneizados em agitador automatico a 180 rpm durante 8 horas em
temperatura ambiente. Aliquotas de 100 pL de cada extrato foram adicionadas
a tubos de ensaios, devidamente protegidos de luz, onde acrescentou-se 1,5
mL de solugdo metandlica de DPPH 0,1 mM, seguido de agitacdo manual por 1
minuto. Apos 30 minutos de repouso, a absorbancia das solugfes foi lida em
espectrofotdmetro (Shimadzu UV-VIS®, Kyoto, Japan) no comprimento de onda

de 517 nm. A equacéo utilizada para o calculo da capacidade antioxidante foi:

AAR (%) = (A controle — A amostra) X 100

A controle

4.3. Estudo da qualidade proteica de farinhas cruas e submetidas ao
tratamento térmico

4.3.1. Animais e dietas experimentais

Foram utilizados 48 ratos machos (Rattus novergicus, variedade albinus,
classe Rodentia), linhagem Wistar, recém desmamados, com média de 23 dias
de idade, com peso corporal variando entre 51 a 60 g, provenientes do biotério
do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade Federal de

Vicosa. O desenho experimental do estudo esta demonstrado na figura 2.
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Animais desmamados
23 dias de idade (n=48)

Dieta Dieta BRS305 BRS305 BRS 309 BRS 309 BRS 310 BRS310
Aproteica Caseina FSC FSTT FSC FSTT FSC FSTT
{n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

Fim do experimento
35 dias de idade

Ganhode Consumo Coeficientede Coeficientede Razédo Digestibilidade Escore Escore quimico

Peso Alimentar eficiéncia eficiéncia protéica  Verdadeira  quimico corrigido pela
alimentar protéica liquida digestibilidade
verdadeira

Figura 2- Desenho experimental do estudo de qualidade protéica de farinhas cruas e

submetidas ao tratamento térmico.

Os animais foram divididos em oito grupos de seis animais, de forma
sistematica, de modo que a diferenca entre as médias dos pesos nao
excedesse 2,2 g, atendendo a recomendacédo da AOAC (1997). Os ratos foram
alocados em gaiolas individuais, de aco inoxidavel e mantidos em condi¢des de
temperatura de 22 + 3°C, com fotoperiodo de 12 horas.

Para avaliacdo da qualidade protéica entre as farinhas de gréos crus e
submetidos ao tratamento térmico foram selecionados os gendtipos BRS 305,
BRS 309 e BRS 310, em funcédo atividade antioxidante, a coloracdo de
pericarpo e o teor de taninos de cada amostra, conforme resultados obtidos no
estudo I. Desta forma, a composicdo das dietas foi baseada na AIN-93G,
segundo Reeves, Nielsen e Fahey (1993) com o teor de proteinas alterado
para 9% a 10%. Os grupos de animais receberam as seguintes dietas:
aprotéica, caseina e farinhas integrais de sorgo dos gendtipos BRS 305, BRS
309 e BRS 310 provenientes de graos crus (FSC) ou submetidos ao tratamento
térmico (FSTT) (Tabela 1). Durante o periodo de 14 dias os animais receberam

as dietas experimentais e agua deionizada ad libitum.
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Tabela 1- Composicdo das dietas experimentais aprotéica, com caseina e com farinha de
sorgo dos genoétipos BRS 305, BRS 309 e BRS 310 crus (FSC) e submetidos ao tratamento
térmico seco (FSTT) (g.100g™).

Dietas experimentais

Ingredientes BRS 305 BRS 305 BRS309 BRS 309 BRS 310 BRS 310

AP"  CAS® FSC FSTT FSC FSTT FSC FSTT
BRS 305 FSC 0 0 89.0 0 0 0 0 0
BRS 305 FSTT 0 0 0 89.0 0 0 0 0
BRS 309 FSC 0 0 0 75.2 0 0 0
BRS 309 FSTT 0 0 0 0 0 75.2 0 0
BRS 310 FSC 0 0 0 0 0 0 77.65 0
BRS 310 FSTT 0 0 0 0 0 0 0 77.65
Caseina 0 11 0 0 0 0 0 0
Maltodextrina 13.2 125 0 0 9.4 9.4 7.7 7.7
Sacarose 10 9.5 1.2 1.2 0 0 0 0
Oleo de soja 7 7 4.7 47 4.8 4.8 4.6 4.6
Celulose 102 102 0 0 3.3 3.3 2.6 2.6
Mix mineral 35 35 3.5 3.5 3.5 35 35 35
Mix vitamina 1 1 1 1 1 1 1 1
L-cistina 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
Bitartarato de colina 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
Amido de milho 54.6 45.0 0.3 0.3 2.5 2.5 2.6 2.6

"AP= Dieta aprotéica; CAS= Dieta de caseina.

4.3.2. Coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA)
No periodo experimental os animais foram pesados no 1°, 7° e 14° dias
e determinou-se o CEA que representa a relacéo entre o ganho de peso (g) e o

consumo total de dieta pelos animais (g).

4.3.3. Coeficiente de eficiéncia proteica (PER) e razédo protéica liquida
(NPR)

O PER foi determinado por meio do método de Hegsted (1977),
modificado, para 14 dias de experimento (MORAES, CARRARO, DANTAS, et
al., 2010), que relaciona o ganho de peso dos animais (g) com o consumo de
proteina (g). O coeficiente de eficiéncia proteica relativo (PER-R) foi
determinado considerando como 100% o resultado de PER da dieta de
caseina.

O NPR foi determinado, de acordo com Bender e Doell (1957), levando-
se em consideracdo o ganho de peso do grupo-teste (g), mais a perda de peso
do grupo com dieta aproteica (g), em relagdo ao consumo de proteina do
grupo-teste (g). A razdo protéica liquida relativa (NPR-R) foi determinada

considerando como 100% o resultado de NPR da dieta de caseina.
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4.3.4. Digestibilidade verdadeira (DV)

Para a determinacdo da DV as dietas foram marcadas com corante
indigo carmim na concentracdo de 0,2%. Estas dietas foram oferecidas aos
animais no 8° e 11° dias. As fezes marcadas foram coletadas no 9° dia, bem
como a totalidade das fezes no 10° e 11° dias e as fezes ndo marcadas no 12°
dia. As fezes coletadas foram armazenadas em recipientes individuais para
cada animal e mantidas sob refrigeracdo. Posteriormente, as fezes foram secas
em estufa (Marconi®, modelo MA-035/5, Piracicaba, Brasil) a 105°C durante 24
h. Em seguida, foram resfriadas, pesadas e trituradas em multiprocessador
(Arno®) para determinacédo da concentragdo de nitrogénio, pelo método de
semimicro Kjeldahl (AOAC., 1997), com amostras em triplicata. A DV foi
calculada medindo-se a quantidade de nitrogénio ingerido na dieta, excretado
nas fezes e a perda metabdlica nas fezes, que correspondeu ao nitrogénio

fecal do grupo com dieta aprotéica.

4.3.5. Determinacéo e quantificacdo de aminoéacido
4.3.5.1. Hidrélise Acido em Solucéo

A hidrélise acida de proteinas e peptideos foi realizada para se
quantificar os aminodcidos: cisteina, histidina, isoleucina, leucina, lisina,
metionina, fenilalanina, treonina, triptofano, tirosina, valina, alanina, arginina,
acido aspartico, acido glutamico, glicina, prolina e serina.

Aliguotas de amostras contendo cerca de 20 a 60 nmoles em proteina,
ou 5 a 10 mg de sdlidos previamente desengordurados, foram tranferidas para
ampolas de borossilicato de 10 x 150 mm (Pyrex®) que foram previamente
pirolisadas a 400°C por 8 horas. Nos casos em que o volume da solugéo foi
maior que 0,1 mL, as amostras foram concentradas em condensador rotatorio
(Savant®, modelo SpeedVac AS 290 ou AS 160). Foram adicionadas 0,5 mL de
solugdo aquosa de acido cloridrico 6 N bidestiladas a 104°C, contendo 0,1% de
fenol (m/v). Cada ampola contendo amostra e HCI foi selada, sob vacuo. Estas
ampolas foram colocadas em mufla a 110°C, por 24 horas (SPACKMAN,
STEIN e MOORE, 1958). Variacdes de tempo como 48 e 72 horas também
foram realizadas para verificar a liberacdo de aminoacidso hidrofébicos. Apoés a
hidrolise acida em solucdo, a amostra foi seca em concentrador rotatério e
ressuspensa em solugcédo tampdao de citrato de sodio 0,17 M, pH 2,2, contendo

polietilenoglicol 400 a 15% (v/v) e tiodiglicol 0,4% (v/v).
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4.3.5.2. Hidrdlise alcalina
Para a quantificacdo de triptofano foi necessério fazer uma hidrélise alcalina
com hidroxido de litio 4 N, segundo técnico descrita por Lucas e Sotelo (1980).

Amostras contendo aproximadamente 40 a 80 nmoles de proteina (10
a 20 mg de solidos) foram transferidas para ampolas de borossilicato de 10 x
150 mm (Pyrex®) que foram previamente pirolisadas a 400°C por 8 horas. Nos
casos em que o volume da solucdo foi maior que 0,1 mL, as amostras foram
concentradas em condensador rotatério (Savant®, modelo SpeedVac AS 290
ou AS 160). Foram adicionadas de 0,5 mL de solucdo aquosa de hidroxido de
lito de 4 N. Cada ampola contendo a amostra e LIOH foi selada sendo,
anteriormente, feito vacuo na mesma. Estas ampolas foram colocadas em
mufla a 110°C, por 24 horas.

Apos hidrdlise alcalina, a amostra foi neutralizada com 0,12 mL de
acido ortofosforico e filtrada em membrana de 0,45 pm, para eliminar
precipitados. Na amostra foi adicionado polietilenoglicol 400 para 15% (v:v) e
uma solucdo tampéao de citrato de sodio 0,17 M, pH 2,2 contendo tiodiglicol

0,4% (v:v) para completar o volume em baldo volumétrico para 5,0 mL.

4.3.5.3. Quantificacdo dos aminoacidos

O analisador de aminoacidos, Nicolas V (Construido no Centro de
Quimica de Protéinas), consiste de duas colunas de troca ibnica, sendo uma
longa, que separa aminoacidos &cidos e neutros, e a outra que separa
aminoacido basicos e triptofano. Aliquotas entre 0,01 e 0,9 mL foram aplicadas
nas colunas de troca cationica (Resina: PC 62 Amin acid Analysis Resin Pierce)
e eluidas por diferencas de pH e forca iénica (coluna curta pH 5,28; coluna
onga pH 3,25 e posterormente 4,25) (SPACKMAN, STEIN e MOORE, 1958).

ApOGs separacdo cromatografica, os aminoécidos eluidos da coluna
reagiram com ninidrina a uma temperatura de aproximadamente 100°C (banho
de agua em ebulicdo), por 15 minutos e os produtos desta reacdo foram
detectados colorimetricamente em dois comprimentos de onda: 440 nm para o
prolina (cubeta de 6 mm de caminho Optico) e 570 nm para os demais
aminoacidos (em uma cubeta de caminho éptico de 12 nm).

A identificacdo dos picos foi realizada com base nos tempos de
retencdo de cada residuo. O aparelho foi padronizado com uma solucao

padrdao de aminoacidos que continha 40 nmoles de cada residuo injetado. A
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altura do pico foi utilizada para calcular o fator, assumindo-se que cada pico
apresenta uma forma gaussiana. Estas medidas foram realizadas
manualmente (ALONZO e HIRS, 1968) e os dados de linha de base e altura
maxima foram processados por uma planilha desenvolvida no préprio Nicolas
V. Este aparelho estava otimizado para operar em uma faixa linear de 30 a 60
nmoles, dependo do residuo considerado e para célculos realizados com base
na altura dos picos.

4.3.6. Escore quimico (EQ) e escore quimico corrigido pela digestibilidade
(PDCAAS)

Para o calculo do EQ e do PDCAAS, os valores do conteudo de
aminoacidos foram expressos em miligrama de amino&cido por grama de
proteina e comparados com o padrao da FAO/WHO (2007). Utilizaram-se os
dados obtidos na determinacdo dos teores de nitrogénio, proteina, aminoacidos
essenciais, escore de aminodcidos e digestibilidade verdadeira.

Para o calculo do PDCAAS, tomou-se por base o valor do escore
quimico do aminoéacido essencial mais limitante, menor que 1,0, de cada fonte

de proteina.

4.4. Estudo de potencial funcional de grédos de gendétipos de sorgo
submetidos ao tratamento térmico

4.4.1. Animais e dietas experimentais

Foram utilizados 50 ratos machos (Rattus novergicus, variedade albinus,
classe Rodentia), linhagem Wistar, recém desmamados, com média de 23 dias
de idade, com peso corporal variando entre 51 a 60 g, provenientes do biotério
do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade Federal de
Vicosa.

Durante o periodo de 30 dias os animais foram mantidos em caixas de
polietileno para crescimento e adaptacdo. Neste periodo os animais receberam
dieta comercial e agua ad libitum.

Aos 53 dias de idade os animais foram divididos em cinco grupos de dez
animais, de forma sistematica, de modo a nao haver diferenca entre as médias
dos pesos entre os grupos (199 g + 4,8). Os ratos foram alocados em gaiolas

individuais, de aco inoxidavel e mantidos em condi¢des de temperatura de 22 +
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3°C, com fotoperiodo de 12 horas. O desenho experimental do estudo esta

demonstrado na figura 3.

oy,
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Animais desmamados
23 dias de idade (n=50)

30 dias Periodo de crescimento e adaptacao
53 dias de idade
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Figura 3- Desenho experimental do estudo de potencial funcional de genétipos de sorgo

submetidos ao tratamento térmico

Conforme resultados obtidos nos estudos | e Il as farinhas dos graos
dos gendtipos BRS 305, BRS 309 e BRS 310 submetidos ao tratamento
térmico foram selecionado para avaliacdo do potencial funcional. Deste modo,
0s grupos de animais receberam as seguintes dietas: AIN-93M, dieta
hiperlipidica controle (DHC), dieta hiperlipidica com farinha integral de graos
sorgo do gendtipo BRS 305 submetido ao tratamento térmico (DHS 305), dieta
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hiperlipidica com farinha integral de grdos de sorgo do genoétipo BRS 309
submetido ao tratamento térmico (DHS 309) e dieta hiperlipidica com farinha
integral de gréos de sorgo do gendtipo BRS 310 submetido ao tratamento
térmico (DHS 310) (Tabela 2). Durante o periodo de 35 dias 0s animais
receberam as dietas experimentais e agua deionizada ad libitum.

A dieta hiperlipidica foi baseada na composicdo da racdo comercial
D12079B (Research Diets®) (THORNTON-JONES, KENNETT, BENWELL, et
al., 2006) adaptada para a dieta AIN-93M. As farinhas dos graos de sorgo
foram acrescentadas as dietas em quantidade suficiente para fornecer 50% do
teor de fibra alimentar, de acordo com a recomendagé&o de dieta para roedores
AIN-93M, o restante da fibra foi fornecido na forma de celulose.

Tabela 2- Composicéo das dietas experimentais (g.100g™).

Dietas Experimentais

Ingredientes
AIN 93-M DHC DHS 305 DHS 309 DHS 310

Caseina 14 14 11,79 10,74 11,01
Maltodextrina 15,5 15,5 49 0,86 2,2
Amido de milho 46,6 5,32 0 0 0
Sacarose 10 34,1 34,1 34,1 34,1
Oleo de milho 4 1 0,43 0,32 0,33
Manteiga 0 20 20 20 20
Sorgo 305 com tratamento térmico 0 0 21,2 0 0
Sorgo 309 com tratamento térmico 0 0 0 26,4 0
Sorgo 310 com tratamento térmico 0 0 0 0 24,8
Celulose 5 5 2,5 25 25
Mix de mineral 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
Mix de vitamina 1 1 1 1 1
Bitartarato de Colina 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
L- cisina 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18
Colesterol 0 0,15 0,15 0,15 0,15
Kcal.g™ 3,8 4,6 4,5 4,5 4,5
Fibra alimentar® - - 11,4 9,2 9,7

A= Teor de fibra alimentar das farinhas dos genétipos de sorgo BRS 305, BRS 309 e BS 310 utilizados
para o calculo das dietas, determinado pelo método enzimético-gravimétrico (AOAC, 2002).

No 34° dia de experimento os animas foram colocados em jejum por 10
horas durante o periodo noturno. No 35° dia, aos 88 dias de idade, os animais
foram anestesiados (isoflurano, Isoforine, Cristalia®) e eutanaziados por puncéo
cardiaca para coleta de amostras sanguineas. O sangue coletado em tubo
heparinizado foi centrifugado durante 10 minutos a 3.000 rpm para separacao
do plasma. O figado e o tecido adiposo epididimal dos animais foram retirados,
pesados e imediatamente congelados em nitrogénio liquido. Todos os materiais

coletados foram armazenados em ultrafrezer a temperatura de - 80°C até o
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inicio das analises. Apds ensaio com a enzima superoxido dismutase o figado

dos animais foram liofilizados para a analise de peréxidacéo de lipidios.

4.4.2. Parametros bioquimicos
4.4.2.1. Glicose

A concentragdo de glicose foi determinada no plasma dos animais por
método colorimétrico, utilizando-se kit de glicose monoreagente (Bioclin®). A
realizacdo das analises seguiu as orientacbes recomendadas pelo fabricante.
O método se baseia na oxidacdo enzimética da glicose formando peroxido de
hidrogénio que reage com a 4 aminoantipirina e fenol, formando um cromégeno
vermelho cuja intensidade da cor € proporcional a concentracdo a glicose. A
leitura foi realizada no comprimento de onda de 490-550 nm em analisador
quimico clinico (Clinical Chemistry Analyzer Mindray®, modelo BS 200). A
concentracéo de glicose sérica foi expressa em mg.dL™.

4.4.2.2. Frutosamina

A concentracdo de frutosamina foi determinada no plasma dos animais
por meio de método colorimétrico, utilizando-se kit de frutosamina (Labtest®). A
realizacdo das analises seguiu as orientacdes recomendadas pelo fabricante.
O método baseia-se na ligacdo da glicose aos grupamentos das proteinas
formando uma base de Schiff (aldimina) que apds rearranjo molecular,
transforma-se em uma cetoamina estavel denominada frutosamina. A leitura foi
realizada no comprimento de onda de 510-550 nm em analisador quimico
clinico (Clinical Chemistry Analyzer Mindray®, modelo BS 200). A concentracdo

de frutosamina foi expressa em umol.L™,

4.4.2.3. Colesterol Total

A concentracdo de colesterol total foi determinada no plasma dos
animais por meio de método colorimétrico, utilizando-se kit de colesterol
monoreagente (Bioclin®). A realizacdo das anlises seguiu as orientacdes
recomendadas pelo fabricante. O método se baseia na reacdo do peroxido de
hidrogénio com a p-clorofenol originando um composto de cor cereja, cuja
intensidade de cor é proporcional a concentracdo de colesterol. A leitura foi
realizada no comprimento de onda de 490-550 nm em analisador quimico
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clinico (Clinical Chemistry Analyzer Mindray®, modelo BS 200). A concentracdo

de colesterol total foi expressa em mg.dL™.

4.4.2.4. HDL-Colesterol (Lipoproteinas de alta densidade)

A concentracdo de HDL-colesterol foi determinada no plasma dos
animais por meio de método colorimétrico, utilizando-se kit de colesterol HDL
direto (Bioclin®). A realizacdo das andlises seguiu as orientacdes
recomendadas pelo fabricante. O método baseia-se na estabilizacdo das
lipoproteinas de baixa densidade, muito baixa densidade e dos quilomicrons
pela adsorgdo de polianion. Nesta condicdo a HDL se solubiliza pela agéo de
um detergente, e permite agdo enzimatica sobre o colesterol ligado a ela. Desta
forma, a intensidade da coloracdo formada € proporcional a concentracao de
colesterol HDL na amostra. A leitura foi realizada no comprimento de onda de
540-560 nm em analisador quimico clinico (Clinical Chemistry Analyzer
Mindray®, modelo BS 200). A concentracdo de HDL-colesterol foi expressa em
mg.dL™.

4.4.2.5. Triglicerideos

Os teores de triglicerideos foram determinados no plasma dos animais
por meio de método colorimétrico, utilizando-se kit de triglicérideos liquidos
estaveis (Bioclin®). A realizacdo das andlises seguiu as orientacdes
recomendadas pelo fabricante. O método baseia-se na reacao do peroxido de
hidrogénio com a 4-aminoantipiorina originando um composto de cor cereja,
cuja intensidade de cor é proporcional a concentracdo de triglicerideos. A
leitura foi realizada no comprimento de onda de 490-550 nm em analisador
quimico clinico (Clinical Chemistry Analyzer Mindray®, modelo BS 200). A

concentracéo de triglicerideos foi expressa em mg.dL™.

4.4.2.6. Alanina amino transferase (ALT)

A concentracdo de alanina amino transferase (ALT) foi determinada no
plasma dos animais pelo método colorimétrico utilizando-se kit transferase ALT
cinético (Bioclin®). A realizacdo das andlises seguiu as orientacdes
recomendadas pelo fabricante. O método se baseia na transferéncia do
grupamento amina da alanina para o alfacetoglutarato levando a formacéo de

piruvato e glutamato. O piruvato é reduzido a lactato em presenca do lactato
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desidrogenase (LDH) formando NAD+. A velocidade de oxidacdo da
nicotinamida adenina dinucleétido (NADH) é proporcional a atividade da ALT
da amostra. A leitura foi realizada no comprimento de onda de 340 nm em
analisador quimico clinico (Clinical Chemistry Analyzer Mindray®, modelo BS

200). A concentracdo de ALT foi expressa em U.L™.

4.4.2.7. Aspartato amino transferase (AST)

A concentracdo de aspartato amino transferase (AST) foi determinada
no plasma dos animais pelo método colorimétrico utilizando-se kit transferase
AST cinético (Bioclin®). A realizacdo das andlises seguiu as orientacdes
recomendadas pelo fabricante. O método se baseia na transferéncia do
grupamento amina do aspartato para o alfacetoglutarato levando a formacao de
oxaloacetato e glutamato. O oxaloacetato é reduzido a malato em presenca do
malato desidrogenase (MDH) e o NADH é oxidado a NAD+. A velocidade de
oxidacgdo é proporcional a atividade da AST da amostra. A leitura foi realizada
no comprimento de onda de 340 nm em analisador quimico clinico (Clinical
Chemistry Analyzer Mindray®, modelo BS 200). A concentracdo de AST foi
expressa em U.L™

4.4.3. Peroxidacao de lipidios

A peroxidacéo de lipidios foi estimada no plasma e em homogenados de
figado liofilizado, por meio do Teste de Substincias Reativas ao Acido
Tiobarbitarico (TBARS), de acordo com metodologia descrita por Buege e Aust
(1978).

Para obtencdo dos homogenados, os tecidos liofilizados foram
ressuspensos em tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,4, na proporg¢éao 1:10 (m:v).

Aliguotas de 0,5 mL do soro e dos homogenados dos tecidos foram
adicionados em tubos contendo solugdo de TBARS constituida de 15% de
acido tricloroacético e 0,375% acido tiobarbiturico dissolvidos em HCL 0,25N. A
mistura da reacdo permaneceu em banho-maria a 90°C por 15 mim. Apos a
incubacéo a mistura foi resfriada e centrifugada a 1000 g. O sobrenadante foi
utilizado para leitura de absorbancia em 535 nm em espectrofotbmetro
(Shimadzu®, modelo UV — 1601). Os resultados foram expressos em nmol de
equivalentes de malondialdeido-MDA por miligrama de proteina nas amostras
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de homogenados e em nmol.mL™? nas amostras de soro, utilizando-se o
coeficiente de extingdo molar =1,56 x 105 M‘cm™ (BUEGE e AUST., 1978).

4.4.4. Superoxido dismutase (SOD)

A determinacdo da atividade da SOD foi realizada segundo método
modificado por Dieterich, Bieligk, Beulich et al. (2000). A técnica baseia-se na
habilidade da enzima superoxido dismutase de exaurir o oxigénio, diminuindo a
razdo de auto-oxidacao de pirogalol.

Aliguotas de 100 mg de figado foram pesados em eppendorf. O tecido
foi macerado e homogeneizado com 0,5 mL de solugcdo tampé&o fosfato de
sodio refrigerado a 8°C com auxilio de bastdo de vidro. O homogenato foi
centrifugado a 12000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Foram utilizados o
sobrenadante do centrifugado. As amostras foram mantidas sob refrigeracéo
durante a analise.

Para obtencéo dos brancos acrescentou-se, em triplicata, nos poc¢os da
placa de ELISA, 144 uL de solucdo tampdo e 6 pL de brometo de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2H]-2,5-difeniltetrazolium (MTT) a 1,25 mM; para o padrao,
acrescentou-se 129 pL de tampao, 6 pL de MTT e 15 pL de pirogalol (100 pM);
nas amostras, acrescentou-se 30 pL de sobrenadante, 99 puL de solucdo
tampéo, 6 uL de MTT e 15 pL de pirogalol. Apos pipetar todas as amostras em
placa de Elisa, acondicionou-se a mesma em estufa a 37°C, durante 5 minutos.
Em seguida, com auxilio de pipeta automatica multicanal, a reacdo foi
interrompida com a adicdo de 150 pL de dimetilsulféxido (DMSO). A placa foi
lida em leitor de ELISA (ASYS®, UVM 340) em comprimento de onde de 570

nm.

4.4.5. Concentracao de proteinas totais nos homogenados

Para a determinacéo de proteinas totais nos homogenados do figado foi
empregado o método de biureto, utilizando-se kit comercial (Proteinas Totais -
Bioclin®). Para a realizacdo da andlise foram seguidas as orientacdes
recomendadas pelo fabricante. A leitura de absorbancia foi realizada em 545
nm, utilizando-se espectrofotbmetro (Shimadzu®, modelo UV - 1601). A
concentracéo de proteina foi expressa em g.dL™.
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4.4.6. Analise dos mediadores do processo inflamatorio

A quantificacdo dos marcadores inflamatorios foi realizada por meio da
técnica quantitativa Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-
PCR).

4.4.6.1. Extracdo de RNA

O RNA mensageiro (mMRNA) total das amostras foram extraidos a partir
de 150 mg de tecido adiposo epididimal utilizando-se trizol (Sigma) conforme
orientacdes fornecidas pelo fabricante. Foram adicionados 750 pL de trizol a
amostra, a qual foi agitada por 15 segundos em voértex e incubada em
temperatura ambiente por 5 minutos. Logo apds, foram adicionados 200 pL de
cloroférmio, seguido de agitacdo manual e intercalada por 15 minutos. Apos a
centrifugagdo, 14.000 g por 15 minutos a 4°C, a fase aquosa foi transferida
para um novo eppendorf de 2 mL, no qual foram adicionados 500 pL de
isopropanol. A amostra foi incubada por 10 minutos em temperatura ambiente,
centrifugada a 12000 g por 10 minutos a 4°C para precipitacdo do pellet de
RNA. Apés esta etapa, desprezou-se cuidadosamente o sobrenadante, e o
precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 75% e mantido a - 70°C por 12
horas. Posteriormente, a amostra foi centrifugada (7500 g por 10 minutos a
20°C), desprezando-se cuidadosamente o sobrenadante e secando-se o
precipitado em estufa a 37°C. Por fim, a amostra foi suspensa em 40 pL de
agua ultrapura e incubada por 10 minutos a 35°C, para solubilizacdo do RNA
extraido.

Nesta etapa, foi realizado o teste de concentracdo, para quantificar o
RNA extraido e avaliar sua pureza. Em eppendorf, 5 pL de RNA extraidos
foram diluidos em 295 pL de agua MilliQ®, e a leitura realizada nos
comprimentos de onde de 260 e 280 nm para os acidos nucléico e a proteinas,
respectivamente. A pureza foi determinada pela razdo entre as absorbancias,

sendo considerada faixa ideal 1,8 a 2,1.

4.4.6.2. Confecgéo do DNA complementar

O DNA complementar (cDNA) foi confeccionado utilizando-se 2 pyL de
mRNA extraido a uma concentracdo de 200 pg.pL™ ao qual foi adicionado 1 pL
do primer randdmico (Promega®). Em seguida adicionou-se agua ultrapura

para completar o volume de 13 mL. A solucdo foi aquecida a 70°C por 5
41



minutos em banho-maria, colocada em banho de gelo por 2 minutos e
centrifugada a 1300 rpm por 1 minuto. Foram acrescentados 4 puL do tampé&o
de reacdo (Fermentas®), 2 puL do dNTP (desoxirribonucleotideos fosfatados)
(Fermentas®). Adicionou-se entdo, 1 pL da enzima M-MulLV Transcriptase
Reversa (Fermentas®). As amostras foram incubadas por 10 minutos a 25°C
seguido por 42°C por 60 minutos, posteriormente a 70°C por 10 minutos e
armazenadas em freezer a - 20°C até a quantificagdo dos marcadores.

4.4.6.3. Andlise quantitativa dos genes alvo

A quantificacdo dos genes alvo foi realizada pela técnica de Reagéo em
Cadeia da Polimerase em tempo real (RT-PCR) no equipamento ABI Prism
5700 Sequence Detection System, utilizando o sistema de quantificagdo por
fluorescéncia SYBR-Green. O ciclo da PCR envolveu uma desnaturacao inicial
de 95°C (10 minutos) e entéo 40 ciclos, com 1 minuto de desnaturagéo (94°C),
1 minuto de anelamento (56°C) e 2 minutos de alongamento (72°C), seguidos
da curva padréo de dissociacéao.

As seqiiéncias dos “primers” (Choma Biotechnologies®) utilizados e suas
propriedades de reacdo foram: TNF sense: 5° tct caa aac tcg agt gac aag ¢ 3';
TNF anti-sense: 5™ ggt tgt ctt tga gat cca tgc 37; IL-10 sense: 5 gag aga agc tga
aga ccc tct g 37; IL-10 anti-sense: 5 tca ttc atg gcc ttg tag aca c3°; IL-8 sense:
5cac ttc aag aac atc cag agt ttg a 3" e IL-8 anti-sense: 5 cca ttc ttg agt gtg gct
atg act 3. As condicbes de PCR foram otimizadas considerando a
concentracao do “primers”, auséncia de formacao de dimeros, eficiéncia na
amplificagéo dos genes alvo e controle dos genes constituintes.

Para cada reacao foram utilizados 10 puL de B-actina (1000 nM), 10 pL
de “primers” (2000 nM), 2,5 uL de cDNA e 12,5 pL de SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems). Os célculos para determinacdo do nivel
relativo de expressdo do gene foram feitos de acordo com instrucdes do
usuario - User’s Bulletin from Applied Biosystems — com referéncia a 3-actina
da amostra, usando o método “cycle threshold” (Ct). O Ct é o ponto onde um
aumento exponencial significativo na quantidade de amplificado (fluorescéncia)
€ primeiramente detectado (geralmente 10 vezes o valor inicial). As médias dos
valores de Ct das mensuracdes em duplicata foram usadas para calcular a

expresséo do gene alvo, com a normalizag&o do controle interno (-actina).
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4.4.7. Morfometria das vilosidades e criptas intestinais

Fragmentos do jejuno foram coletados de seis animais de cada grupo
experimental, fixados em liquido de Bouin por um periodo de 24 horas. Apés
este periodo os fragmentos foram transferidos para solucéo de alcool 70% e
preservados até o processamento. Em seguida, os fragmentos foram
transferidos para solugéo de alcool 95% por quatro horas, seguido por imersao
em solucdo de alcool 95% e resina glicolmetacrilato (Leica, Historesin®) na
proporcao de 1:1 por 12 horas, seguida de resina pura por 24 horas, e posterior
inclusdo. Foram obtidos cortes histologicos semi-seriados com 3 um de
espessura em micrétomo automatico (Reichert-Jung®) utilizando-se navalha de
vidro, e submetidos a coloracdo pela técnica de Hematoxilina/Eosina. As
laminas foram montadas com Entellan (Merck®), analisadas em microscépio de
luz CX31 Olympus, e as imagens foram obtidas em camera digital SC 020 por
meio do software Analysis GETIT, Olympus, para posterior visualizacdo e
medicdo das alturas das vilosidades, profundidades das criptas e espessuras
das camadas musculares internas e externas.

Para medir as alturas das vilosidades foram selecionados 10 campos
aleatérios por animal. Foram medidas no minimo 60 vilosidades por grupo
experimental. Apenas as vilosidades com epitélio definido e conjuntivo visivel
foram utilizadas. Para a profundidade das criptas foram tomadas as medidas
de 10 campos por animal, onde era possivel visualizar a base e o apice
(abertura) da cripta. Foram medidas, no minimo, 60 criptas por grupo
experimental. Para a espessura das camadas musculares internas e externas
foram tomadas as medidas de 10 campos por animal. Foram medidas 60
musculares por grupo experimental.

As imagens das seccdes histologicas foram capturadas com objetiva
de 10X e 40X. As medidas foram tomadas com auxilio do aplicativo Image Pro-

Plus® versdo 4.5 (Media Cybernetics).

4.5. Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica para uso de Animais
(CEUA/UFV) da Universidade Federal de Vigosa, MG, processo no 28/2010,
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sendo o experimento conduzido de acordo com os Principios Eticos de

Experimentacdo Animal (Anexo ).
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5. ARTIGO |

Tratamento térmico aumenta a concentracdo de fendlicos totais e mantém

a atividade antioxidante de gendtipos de sorgo

RESUMO

O Sorgo (Sorghum bicolor (L). Moench) € um cereal que pode contribuir de
maneira significativa para o consumo de &cidos fendlicos, taninos e fitato. O
tipo e a quantidade de compostos fendlicos dependem do gendtipo de cada
planta. No entanto, métodos de processamento da matéria-prima podem alterar
essas concentracoes. O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do tratamento
térmico em sete gendtipos de sorgo sobre a atividade antioxidante,
concentracdo de fendlicos totais, taninos e fitato. Estas analises foram
realizadas em farinha de gréos crus, farinha de grdos submetidos a tratamento
térmico em estufa e pipoca de sorgo. A atividade antioxidante das farinhas dos
graos crus e os tratados termicamente foi preservada, exceto no genoétipo BRS
506 que reduziu. A pipoca reduziu esta atividade em até 80%. O tratamento
térmico em estufa aumentou a concentracdo de fendlicos em relacdo as
farinhas cruas, exceto nos genétipos BRS 506, CMSXS 136 e BRS 309. As
pipocas apresentaram reducdo do teor de taninos, exceto no BR 700. Os
gendtipos BRS 506, BRS 305, BR 700 e CMSXS 136 mantiveram a
concentracdo de fitato nos processamentos. O tratamento térmico em estufa
aumentou a concentracdo de fendlicos totais e manteve a atividade
antioxidante e as concentracdes de tanino e fitato enquanto, a pipoca
favoreceu a reducdo da atividade antioxidante e dos taninos em relacdo a

farinha de grao de sorgo cru.

Palavras-chave: Sorghum bicolor (L). Moench, farinha, tratamento térmico,

pipoca, compostos fendlicos, tanino, fitato.
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Heat treatment increases the concentration of total phenolics and

maintains the antioxidant activity in sorghum genotypes

ABSTRACT

Sorghum may contribute significantly to the phenolic acids, tannin and phytate
intake. The amount of phenolic compounds and their type are dependent on the
genotype of each plant. However, processing methods of raw material could
change these concentrations. The objective of this study was to evaluate the
effect of heat treatment in seven sorghum genotypes concerning the antioxidant
activity and the concentration of total phenolics, tannins and phytate. These
analyses were carried out in flour from raw sorghum grains, flour from grains
subjected to heat treatment in an oven (105°C/30 min.) and sorghum popcorn.
The antioxidant activity in the raw grain flours and in the heat-treated grain
flours was preserved, except in the BRS 506 genotype where it was decreased.
Popped sorghum decreased the antioxidant activity by 80%. Flour from heat-
treated grains increased the total phenolics content compared to the raw grain
flours, except in the BRS 506, CMSXS 136 and BRS 309 genotypes. Except for
the BR 700 genotype, popped sorghum decreased tannin content. The phytate
content was maintained in all processing of BRS 506, BRS 305, BR 700 and
CMSXS 136 genotypes. The flours from heat-treated grains increased the total
phenolics and maintained the antioxidant activity and the concentration of
tannin and phytate. On the other hand, popped sorghum reduced both the
antioxidant activity and the tannin content, compared to the flour from raw

sorghum grains.

Keywords: Sorghum bicolor (L.) Moench, flour, popcorn, heat treatment,
phenolic compound, tannins, phytate.
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5.1. Introducéao

Evidéncias epidemiolégicas demonstram que dietas ricas em cereais
integrais reduzem o risco de doencas crénicas ndo transmissiveis incluindo as
doencas cardiovasculares, obesidade, diabetes tipo 2 e muitos tipos de cancer
(MCKEOWN, TROY, JACQUES, et al.; SLAVIN, 2004; FARRAR, HARTLE,
HARGROVE, et al., 2008). Estes beneficios sdo frequentemente relacionados
aos componentes das matrizes alimentares como a fibra alimentar, acidos
fendlicos, lignanas, fitoestrégenos e fitoquimicos (RIEDL e HAGERMAN, 2001,
ENRIGHT e SLAVIN, 2010; KUMAR, SINHA, MAKKAR, et al., 2010).

O sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) € um cereal utilizado na
alimentacao tradicional de paises da Africa, india e Oriente Médio que, além do
aporte calorico-protéico, contribui de maneira significativa com o fornecimento
de A&cidos fendlicos, antocioaninas, taninos e fitato, podendo auxiliar na
prevencao das doencas cronicas nao transmissiveis (SANCHEZ, 2003; DYKES
e ROONEY, 2006; O'KENNEDY, GROOTBOOM e SHEWRY, 2006).

A concentracao e o tipo de compostos fitoquimicos do sorgo dependem
do gendtipo de cada planta (DYKES e ROONEY, 2006). Por exemplo,
cultivares que apresentam 0s genes dominantes B; e B, possuem testa
pigmentada, indicando a presenca dos taninos condensados, que por vez,
apresentam maiores concentracfes de fendlicos totais e, subsequentemente,
maior atividade antioxidante (DLAMINI, TAYLOR e ROONEY, 2007).
Entretanto, métodos de processamento da matéria-prima podem alterar essas
concentracfes. Hamama e Nawar (1991) relataram a destruicdo de fendlicos
antioxidantes em altas temperaturas. Entretanto, Dewanto, Wu e Liu (2002),
demonstraram maior contetdo de fendlicos totais em milho doce apds
tratamento térmico, aumentando tanto o tempo de exposi¢ado ao calor, quanto a
temperatura. Contudo, estes efeitos podem ser relacionados as condi¢des de
aguecimento, tipo de composto e, também da matéria-prima (LARRAURI,
RUPEREZ e SAURA-CALIXTO, 1997).

Diante da variabilidade genética do sorgo e a incoeréncia da
estabilidade dos compostos fendlicos quando expostos as altas temperaturas,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do tratamento térmico em sete
genaotipos de sorgo sobre a atividade antioxidante, concentracdo de compostos
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fendlicos totais, taninos e fitato de farinhas e pipocas de gréos de sorgo crus e

farinhas de graos submetidos ao tratamento térmico em estufa.

5.2. Material e métodos
Genotipos de sorgo

Foram analisados os graos de sete genétipos de sorgo desenvolvidos e
fornecidos pela Embrapa Milho e Sorgo - Sete Lagoas — MG, Brasil: CMSXS
136, BRS 309 e BR 501 graos de pericarpo branco e sem testa pigmentada,
BR 506 graos de pericarpo cinza e sem testa pigmentada; BR 700 gréos de
pericarpo marrom; BRS 305 grdos de pericarpo marrom claro e com testa
pigmentada; BRS 310 graos de pericarpo vermelho e sem testa pigmentada. O
cultivo dos gendtipos de sorgo foi conduzido utilizando espagcamento de 0,70 m
entre fileiras, densidade média de 140.000 plantas por hectare. A adubacéo de
plantio foi de 350 kg.ha™ da férmula 08-28-16 + 0.5% Zn. A adubacdo de
cobertura foi 100 kg.ha™ de uréia aplicada aos 40 dias ap6s a germinacgéo. O

plantio foi efetuado em Sete Lagoas, MG, Brasil, em fevereiro de 2009.

Composicao centesimal

A determinacdo do teor de agua, proteinas, lipidios e cinzas das
amostras dos graos dos sete genétipos de sorgo integrais foram realizadas em
triplicata conforme as metodologias recomendadas pela AOAC (2002). A
determinacao de fibra alimentar solavel e insolluvel foi realizada por método
enzimatico gravimétrico (AOAC, 2002). A fibra alimentar total foi obtida por
soma entre fibra alimentar soluvel e insoluvel. O teor de carboidratos foi
calculado pela diferenca utilizando-se a equacao: 100 — (teor de agua + lipidios
+ proteinas + cinzas + fibra alimentar). O valor calérico das farinhas foi
calculado segundo os fatores de converséo de: 9 kcal por grama de lipidios, 4
kcal por grama de carboidrato e 4 kcal por grama de proteina. A composi¢cao

centesimal foi realizada nos farinhas dos gréos crus dos sete genotipos.

Preparo das farinhas e pipoca de sorgo

Os gréos de sorgo foram selecionados manualmente e submetidos a
peneiragem, para remocado de sujidades e impurezas. Para obtencdo das
farinhas submetidas ao tratamento térmico, os graos dos sete gendtipos foram

expostos a temperatura de 105°C em estufa com circulacdo de ar (Nova
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Etica®, modelo 400/6ND, Vargem Grande Paulista, Sdo Paulo), segundo
proposto por Souza, Dantas, Silva et al. (2005), com modificacdo do tempo de
exposicdo para 30 minutos. Em seguida, os gréos crus e os submetidos ao
tratamento térmico foram moidos com pericarpo, em moinho de facas (C.W.
Brasender®, Dusburg, Alemanha), para a obtencdo das farinhas com
granulometria de 850 pm.

Para obtencdo da pipoca foram pesados 20 g de grdos de cada
genotipo de sorgo e submetidos ao processo de extrusdo doméstica. A
extrusdo foi realizada em panela de aco inoxidavel aquecida em fogao
doméstico em chama direta até a extrusdo dos gréaos, por aproximadamente 2

minutos. Para as andlises foram selecionados apenas os graos extrusados.

Obtencéao dos extratos

Apbs processamento de todas as amostras, 5 g de cada genotipo
foram adicionados ao volume de 20 mL (1:10) de solucdo de metanol:agua
(60:40) e, em seguida, homogeneizadas em agitador automatico a 180 rpm

durante 8 horas a temperatura ambiente para obtencdo dos extratos.

Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi realizada pelo método do DPPH (radical 1,1-
Difenil-2-perilhidrazil) (BLOOR e LESTER, 2001). Aliquotas de 100 pL de cada
extrato foram adicionadas a tubos de ensaio, devidamente protegidos de luz.
Acrescentou-se 1,5 mL de uma solugcao metandlica de DPPH 0,1 mM, seguido
de agitacdo manual por 1 minuto. Apés 30 minutos de repouso, a absorbancia
das solucdes foi medida em espectrofotbmetro (Shimadzu UV-VIS®,
Kyoto, Japan) no comprimento de onda de 517 nm. A capacidade antioxidante
foi obtida por meio da equacéao:

AAR (%) = (A controle — A amostra) X 100

A controle
Fendlicos totais
Foi utilizada uma aliquota de 500 uL do extrato, adicionado de 0,5 mL
de reagente de Folin-Ciocalteau (20% em agua) e 0,5 mL de solugdo de
carbonato de sodio (Na,COs3) a 7,5%, seguido de agitacdo em votex e
incubagéo por 30 minutos em temperatura ambiente. Por fim, a leitura da

absorbéancia foi realizada em espectrofotometro (Shimadzu UV-VIS®, Kyoto,
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Japdo) em comprimento de onda de 765 nm (SINGLETON, RUDOLF,
LAMUELA-RAVENTOS, et al., 1999). Uma curva-padrdo de &cido galico
(Sigma®) (y = 30,763x + 0,0818; R’= 0,9964) foi usada para expressar 0s
resultados em miligramas de equivalentes de acido galico por grama de

amostra.

Taninos condensados

A determinacdo da concentracdo de taninos foi realizada pelo método
de reacdo de vanilina, segundo Burns (1971) com modificacdes de Maxson e
Rooney (1972) e Price, Van Scoyoc e Butler (1978). Foram suspensas 0,2 g
das farinhas em 10 mL de solucédo a 1% de HCI em metanol. Os erlenmeyers
foram colocados em agitador automatico a 80 rpm durante 20 minutos para a
extracdo dos taninos. Em seguida, foram centrifugados a 3.000 rpm, por 20
minutos. Aliquotas de 1 mL do sobrenadante foram adicionadas a 2,5 mL de
solugdo de vanilina 1% em metanol e 2,5 mL de solugdo de HCl 8% em
metanol. Os tubos foram mantidos em repouso por 20 minutos e as
absorbancias foram medidas a 500 nm contra o branco. Foi subtraida das
leituras das amostras a absorbéncia do branco, onde a solug&o de vanilina foi
omitida. Uma curva-padrdo de catequina (Sigma®) (y = 0,4753x + 0,0094;
R?=0,9885) foi usada para expressar os resultados em miligrama equivalente

de catequina por grama de amostra.

Fitato

O teor de fitato foi determinado por cromatografia de troca ibnica e
espectrofotometria, segundo método de Latta e Eskin (1980), com
modificacdes por Ellis e Morris (1986). Para a quantificacao de fitato foi pesado
0,1 g de amostra e adicionados 5 mL de HCI 2,4% para extracdo de 12 horas
em agitador horizontal a 250 rpm. O extrato contendo acido fitico foi
centrifugado a 3.000 rpm durante 15 minutos, sendo o sobrenadante filtrado a
vacuo em funil de biichnner e purificado utilizando coluna de troca i6nica, com
fase estacionaria constituida por resina Dowex-AGX-4. A coluna foi pré-
condicionada com NaCl 2 M e o extrato obtido das etapas anteriores foi
aplicado cuidadosamente a mesma. Os fésforos inorganicos foram eluidos com
NaCl 0,05 M, seguindo de eluicédo dos fitatos retidos com NaCl 2 M. O fitato foi

determinado colorimetricamente, com base na coloracéo résea do reagente de
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Wade que é formada a partir da reacdo entre o ion férrico e o acido
sulfosalicilico, que exibe absorbancia maxima a 500 nm. Uma curva-padrédo de
acido fitico (Sigma®) (y = - 0,0038x + 0,4963; R?=0,9938) foi usada para

expressar os resultados de fitato em miligrama por grama de amostra.

Analise estatistica

O experimento foi instalado em esquema de parcelas subdivididas,
tendo nas parcelas os processamentos e nas sub-parcelas os genétipos de
sorgo, em delineamento inteiramente casualizado com 3 repeticbes e 3
replicatas. Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), as
médias foram comparadas utilizando-se teste de Tukey e Correlacdo de
Pearson ao nivel de 5% de probabilidade. A dispersdo dos dados foi expressa
em média e desvio-padrdo. As andlises estatisticas foram realizadas por meio
do software Sistema para Analises Estatisticas (SAEG), versao 9.1, licenciado

para a Universidade Federal de Vigcosa, MG.

5.3. Resultados e Discusséao

O teor protéico dos grdos dos gendtipos variou entre 8,5% e 11,9%, a
concentracdo de lipidios de 1,2% a 3,0%, carboidratos de 57,3% a 64,7% e
fibra total de 9,1% a 15,0% (Tabela 3).

Tabela 3- Composicao quimica centesimal de graos de sete gendtipos de sorgo, destinados a

alimentacdo humana (g.100g™).

. Genotipos
Nutrientes
BRS 310 BRS506 BRS305 BR501 BR700 CMSXS136 BRS309
Proteinas 11,5 11,4 10,1 9,9 8,5 10,9 11,9
Lipidios 2,6 2,3 2,6 3,0 1,9 1,2 2,4
Carboidratos 61,8 57,3 62,0 62,7 64,7 64,5 63,7
Fibra Soluvel 0,70 0,63 0,15 0,17 0,83 0,28 0,88
Fibra Insoluvel 9,0 14,4 11,2 11,0 10,8 8,8 8,3
Fibra Total 9,7 15,0 11,4 111 11,6 9,1 9,1
Cinzas 1,4 19 1,3 1,5 1,2 1,4 1,3
Agua 12,8 11,8 12,4 11,5 11,8 12,5 11,2
Kcal.g™ 317,0 296,1 312,2 318,2 310,5 313,4 325,2

As composi¢des quimicas das amostras avaliadas corroboram com os
valores descritos na literatura (RAGAEE, ABDEL-AAL e NOAMAN, 2006;
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ANTUNES, RODRIGUEZ, GONCALVES, et al.,, 2007; ELIAS, DIONELLO,
FORLIN, et al., 2008.). O teor de fibra total no BRS 506 foi em média 30%
maior, destacando este genoétipo para utilizacdo na alimentacdo humana,
especialmente devido a recomendacao para aumento do consumo de fibras por
meio de cereais integrais.

Nas farinhas dos grdaos de sorgo crus a atividade antioxidante dos
genotipos variou de 66,5% (CMSXS 136) a 92,9% (BRS 310 e BR 700)
(p<0,05). A concentracao de fendlicos totais e taninos foram maiores para o
gendtipo BRS 305, o qual apresentou valores de 4,5 mgEAG.g* e 59,5
mgEC.g*, respectivamente (p<0,05). Ndo houve diferenca na concentracéo de
fitato entre 0s genétipos neste processamento, com média de 4,6 mg.g™(p=
0,05) (Tabela 4).

Nas farinhas dos graos submetidos ao tratamento térmico em estufa os
gendtipos BRS 310, BRS 305, BR 700, e BRS 309 apresentaram maior
atividade antioxidante, aproximadamente 90% (p<0,05). O genétipo BRS 305
apresentou maiores concentracdes de fendlicos totais e tanino, 6,8 mgEAG.g™
e 66,8 mgEC.g*, respectivamente (p<0,05). O teor de fitato variou de 3,6 mg.g’
! (BR 506) a 6,95 mg.g™*(BRS 309) (p<0,05) (Tabela 4).

Na pipoca, o gendtipo CMSXS 136 apresentou a maior atividade
antioxidante (p<0,05). A concentracdo de fendlicos totais variou de 0,44
mgEAG.g™ (CMSXS 136) a 2,12 mgEAG.g™(BRS 305) (p<0,05). O teor de fitato
variou de 2,16 mg.g’ (BRS 310) a 7,77 mg.g* (BR 501) (p<0,05). A
concentracdo de taninos foi maior para os gendétipos BRS 305 e BR 700
(p<0,05) (Tabela 4). A maior concentracao de tanino nos genoétipos BRS 305 e
BR 700 devem-se a presenca da testa pigmentada, corroborando aos dados de
literatura (DYKES, ROONEY, WANISKA, et al., 2005).

Todavia, ressalta-se, que 0 método colorimétrico vanilina/HCI,
largamente utilizado para determinacdo dos taninos condensado
(procianidinas), reage com este composto, mas também com outros fendlicos,
superestimando as concentracdes dos taninos (PRICE, VAN SCOYOC e
BUTLER, 1978; ANGELO e JORGE, 2006). Este comportamento foi observado
por Dykes, Rooney, Waniska (2005) que demonstraram baixos niveis de
absorbancia em genoétipos de sorgo sem a testa pigmentada, resultando na

presenca de taninos condensados em niveis nao significativos.
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Tabela 4- Atividade antioxidante (AA), concentracéo de fendlicos totais (FT), taninos (TA) e fitato (FI) em farinhas de gréos crus (FSC), submetidos a

tratamento térmico (FSTT) e pipoca (PS) de sete genétipos de sorgo.

Genétipos FSC FSTT PS
AA FT TA FI AA FT TA Fl AA FT TA FI
BRS310  92,9%+0,56 0,69°+0,00 11,5°1,04 5,63%+0,04 89,3%1,13 0,96°t0,00 12,5%2,04 553™+0,09 16,7°+2,61 0,88°+0,00 4,2+1,00 2,16°+0,06
BRS506  85,1°°+4,98 0,26"+0,00 33,7°+2,80 4,64°+0,03 78,3°+0,61 0,48°+0,00 42,6°+2,93 3,60°+0,06 14,9°3,26 0,77°°+0,00 21,1°+6,39 4,84°+0,24
BRS 305 92,3%0,44 4,50°+0,01 59,5°+0,39 3,40°+0,19 91,4°+0,53 6,83°+0,01 66,8°+1,71 3,78°+0,08 159°3,16 2,12°+0,00 31,9%+3,68 2,24°¢0,03
BR 501 81,3°#1,15 0,26°+0,00 14,3°:0,95 5,66°t0,01 79,0°+1,00 0,78°:0,00 15,0°t1,37 3,80°+0,05 41,4°+6,49 0,59°+0,00 2,8°+0,24 7,77°+0,19
BR 700 92,9%0,32 3,17°+0,00 33,2°#1,28 4,00°+0,07 91,5°+0,50 3,85°+0,01 36,4°t1,35 4,14°+0,038 14,7°+3,70 2,10°0,00 31,5°+1,86 3,67°°+0,17
CMSXS 136 66,5"+2,95 0,26°+0,00 10,8°+0,53 5,34°+0,05 69,5°40,50 0,36°+0,00 10,6"#0,52 5,21°°+0,07 59,4°+3,93 0,44°+0,00 1,26°+0,47 5,17°+0,09
BRS309  90,6™+2,06 0,75°40,00 12,5°40,53 4,30°+0,01 91,0%1,00 0,84°+0,00 2,91°+0,13 6,95°#0,06 44,2°+1,25 0,61°°+0,00 0,86°+0,19 2,95°+0,03

As médias seguidas de mesmas letras minUsculas nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05). Atividade antioxidante (%), teor de fendlicos totais
(MgEAG.g™), taninos (MgEC.g™) e fitato (mg.g™).



Avaliando-se o0 efeito dos processamentos sobre a atividade
antioxidante, as farinhas de gréaos crus e tratados termicamente preservaram
esta atividade, exceto o genoétipo BRS 506 que reduziu (p= 0,05). No entanto,
todos os gendtipos de sorgo pipoca apresentaram reducdo da atividade

antioxidante em até 80% (p<0,05) (Figura 4).
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Figura 4- Atividade antioxidante em farinhas de gréos crus (FSC), submetidos ao tratamento

térmico em estufa (FSTT) e pipoca (PS) de genétipos de sorgo.

O tratamento térmico em estufa proporcionou aumento da concentracao
de fendlicos totais em relacdo as farinhas dos gréos crus, com excecao dos

genadtipos BRS 506, CMSXS 136 e BRS 309 (p<0,05). Os genétipos BRS 305
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e BR 700 apresentaram maiores concentracdes de fenodlicos nas farinhas dos

graos crus comparadas a pipoca (p<0,05) (Figura 5).

ab

T
& {a‘\

BRS 310

81 a
—

&

BRS 305

>

«"G &

&

&

BRS 309

1.2-
0.9 a
= b
06
t
0.3
0.0- 1
& & &
BRS 506
1.2-
a
0.9
_
) a
3 06
= b
0.3
0.04
&
1.2-
0.9
%56 a
% a
0.0 '
& &
CMSXS 136
a
&

Figura 5- Concentracdo de fendlicos totais em farinhas de graos crus (FSC), submetidos ao

tratamento térmico em estufa (FSTT) e pipoca (PS) de gendtipos de sorgo.

Farrar, Hartle, Hargrove, et al. (2008) demonstraram que cereais como

aveia, arroz e trigo, possuem baixas concentracées de compostos fendlicos e

baixa atividade antioxidante em comparagcdo com o sorgo. A alta atividade

antioxidante deste cereal pode ser comprovada no presente estudo, no qual

esta foi de aproximadamente 90%.
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A concentracdo de taninos dos genodtipos BRS 310, BR 501, BR 700 e
CMSXS 136 foram semelhantes entre as farinhas dos gréos crus e as dos
grados submetidos ao tratamento térmico em estufa (p= 0,05). No entanto, as

pipocas de todos os gendtipos de sorgo apresentaram reducdo do teor de
taninos, em torno de 36 a 86% (p<0,05) (Figura 6).
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Figura 6- Concentracéo de tanino em farinhas de gréos crus (FSC), submetidos ao tratamento
térmico em estufa (FSTT) e pipoca (PS) de genétipos de sorgo.

Modificagdo na concentracdo de taninos condensados também pode ser

hY

observada, devido a natureza altamente reativa desta molécula (DLAMINI,
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DYKES, ROONEY, et al., 2009). Procianidinas com alto grau de polimerizacao
podem interagir com as proteinas e carboidratos durante o processamento
(MEHANSHO, BUTLER e CARLSON, 1987). Estes complexos dificultam a
extracdo do tanino, reduzindo a sua deteccéo por meio de métodos corriqueiros
como o método vanilina/HCI. Awika, Dykes, Gu, et al. (2003), demonstraram
reducdo de 73% das procianidinas em produtos extrusados de sorgo,
corroborando aos resultados de presente estudo.

Os genotipos BRS 506, BRS 305, BR 700 e CMSXS 136 mantiveram a
concentracdo de fitato apds os processamentos aplicados (p= 0,05). Contudo,
0 genotipo BR 501 apresentou aumento de fitato para o sorgo pipoca (p<0,05),
enquanto, o BRS 310 apresentou reducao em relacdo a farinha dos graos crus
e submetidos ao tratamento térmico (p<0,05) (Figura 7).

Segundo Deshpande e Damodaran (1990) o fitato pode ser considerado
bastante estavel ao calor. No entanto, Mahgoub e Elhag (1998) verificaram que
a trituracdo, a maceragdo, a maltagem, o tratamento térmico e a fermentacéo
reduziram a concentracao de fitato em quatro cultivares de sorgo. Os autores
demonstraram ainda que, os métodos enzimaticos (maltagem e fermentacao)
foram mais eficazes na reducdo do que os métodos fisicos (trituracao,
maceracao e tratamento térmico).

A atividade antioxidante apresentou correlacdo positiva com as
concentracbes de fendlicos totais (r=0,233; p=0,022), taninos (r=0,326;
p=0,001) e fitato (r=0,287; p= 0,006), resultados que estdo em conformidade
com os apresentados por Dlamini, Taylor e Rooney (2007) que também
demonstraram correlacdo positiva entre a atividade antioxidante de cultivares
de sorgo e a presenca de fendlicos totais e taninos. Quanto ao fitato alguns
autores, relatam que este pode agir como antioxidante devido a posi¢cdo dos
grupos fosfatos presente no fitato que conferem a molécula a habilidade de
quelar ions oxidativos, corroborando aos resultados do presente estudo
(FILGUEIRAS, SOARES, SHIMOKOMAKI, et al., 2009; KUMAR, SINHA,
MAKKAR, et al., 2010).
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Figura 7- Concentracéo de fitato em farinhas de gréos crus (FSC), submetidos ao tratamento

térmico em estufa (FSTT) e pipoca (PS) de genétipos de sorgo.

5.4. Conclusao

O tratamento térmico em estufa aplicado aos grdos aumentou o teor de
fendlicos totais e manteve a atividade antioxidante e as concentracdes de
tanino e fitato em farinhas de sorgo. A extrusdo favoreceu a reducdo da
atividade antioxidante e a concentracdo de taninos em relacdo a farinha de

graos de sorgo cru.
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Correlacdo positiva foi demonstrada entre a atividade antioxidante dos
genotipos de sorgo com as concentracfes de fendlicos totais, tanino e fitato.
Os genotipos de sorgo sem tanino e com menores concentracdes de fendlicos
apresentaram atividade antioxidante semelhante aos com tanino.

Os gendtipos de sorgo avaliados demonstraram elevada atividade
antioxidante tornando-os promissores para utilizagdo na alimentagdo humana.
Assim, novos estudos deverdo ser realizados para avaliar a atividade
antioxidante desses compostos, em produtos elaborados a base de sorgo

integral.
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6. ARTIGO I

In vivo protein quality of new sorghum genotypes for human consumption

ABSTRACT

The in vivo protein quality of flours from raw sorghum grains (RF) and flours
from sorghum grains subjected to heat treatment in oven (HTF) were evaluated
in BRS 305, BRS 309 and BRS 310 genotypes. No difference was found for
feed efficiency ratio among experimental groups (p= 0.05). Heat-treated flour
from BRS 309 and BRS 310 genotypes had higher protein efficiency ratio and
net protein ratio values, however, they did not differ to flour from raw grain of
BRS 310 genotype (p<0.05). Heat treatment effect was observed in BRS 309
genotype. The heat treatment made no difference on true digestibility between
RF and HTF of the three genotypes (p= 0.05). Lysine was the first limiting
amino acid of the three sorghum genotypes. The HTF BRS 305 showed the
lowest protein digestibility-corrected amino acid score value (p<0.05). The heat
treatment improved the protein quality of genotype BRS 309, however, there

was no difference for other genotypes.

Key-words: Sorghum bicolor (L) Moench, amino acid profile, digestibility,
PDCAAS, heat treatment.
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6.1. Introduction

Sorghum (Sorghum bicolor (L.) Moench) is the largest source of calories
and protein for millions of individuals, mainly in Africa and Asia (DICKO,
GRUPPEN, TRAORE, et al., 2006; MOHAMMED, MOHAMED e BABIKER,
2010). It is used to make porridges, beverages, bakery products, among other
traditional foods (ANGLANI, 1998; SANCHEZ, 2003; MENDEZ-ALBORES,
MARTINEZ-BUSTOS, VELES-MEDINA, et al., 2009).

The protein content of sorghum corresponds to approximately 11.3% of
the grain (USDA., 2010). The quality of its proteins and its amino acid
composition can vary widely depending on both genetics and planting location
(DEYOE e SHELLENBERGER, 1965).

The protein quality of sorghum can be linked to phenolic compounds,
such as tannins. These compounds are complexed to proteins, preventing their
digestion and subsequent absorption (DYKES e ROONEY, 2006). Cyanogenic
compounds, such as dhurrin, show toxic potential when hydrolyzed by their
glucosidases (MORANT, JORGENSEN, JORGENSEN, et al., 2008) and could
impair the animal growth.

Another determinant of the protein quality of the cereal is the technique
of food processing. The cooking of sorghum for the production of porridge is the
most commonly used one (DUODU, TAYLOR, BELTON, et al., 2003). In vitro
studies have shown that wet cooking reduces the digestibility of sorghum
compared to other cereals (MERTZ, HASSEN, CAIRNS-WHITTERN, et al.,
1984; HAMAKER, KIRLEIS, MERTZ, et al., 1986). According to some authors,
the lower protein quality of this cereal when cooked is due to polymerization of
sorghum storage proteins, prolamins and kafirin through the disulfide bond
(HAMAKER, KIRLEIS, MERTZ, et al., 1986; DUODU, TAYLOR, BELTON, et
al., 2003), which also causes changes in protein secondary structure, from a-
helical to B-laminar (EMMAMBUX e TAYLOR, 2009). However, very few studies
investigate the effect of dry heat treatment on the quality of sorghum protein.
Recently, Correia, Nunes, Barros & Delgadillo (2010) observed in in vitro model
that thermal processing methods, such as wet cooking, reduce the digestibility
of sorghum and that dry heat and extrusion do not cause any effect.

Considering the feeding potential of sorghum, Embrapa Maize and

Sorghum has been developing research in order to characterize genotypes with
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superior technological and nutritional quality, aiming at encouraging the use of
sorghum in human feeding. The aim of this study was to evaluate the in vivo
protein quality of flours from raw sorghum grains (RF) and flour from sorghum

grains subjected to heat treatment in oven (HTF).

6.2. Material and methods

Sorghum genotypes samples

Three sorghum genotypes were analyzed in this study, all of them
developed and supplied by Embrapa Maize and Sorghum - Sete Lagoas - MG,
Brazil: BRS 305 (light brown pericarp, with testa), BRS 309 (white pericarp,
without testa) and BRS 310 (red pericarp, without testa). The cultivation of
sorghum genotypes was conducted using spacing between rows of 0.70 m,
mean density of 140,000 plants per hectare. Fertilization after planting was 350
kg.ha™ of the formula 08-28-16 + 0.5% Zn. Fertilization was 100 kg.ha™ of urea
applied 40 days after germination. The planting was in Sete Lagoas, MG, Brazil,
in February 2009.

Flour preparation of sorghum genotypes

The sorghum grains were manually selected and sifted to remove dirt
and impurities. To prepare the flours from grains subjected to heat treatment,
the grains of the three sorghum genotypes were exposed to 105°C in an oven
with air circulation (Nova Etica®, model 400/6ND, Vargem Grande Paulista,
Sédo Paulo), as proposed by Souza, Dantas, Silva, Souza, Almeida & Silva
(2005), but modifying the exposure time to 30 minutes. Afterwards, raw and
heat-treated grains were ground with pericarp in knives mill (C.W. Brasender®,
Dusburg, Germany) in order to obtain flour with a particle size of 850 pm.

Biologic Assay

Diet composition was based on AIN-93G, according to Reeves, Nielsen
& Fahey (1993), with modification in the protein content to 9%. The diets were
homogenized in industrial mixer (Lieme®). After preparation, the protein content

was determined for each diet by semimicro Kjeldahl method, according to
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AOAC (2002). The diets were packed in plastic bags, properly labeled and
stored in refrigerator.

All experimental diets were formulated so that they all presented the
same energy density. The cellulose concentration was changed to 10.2%
depending on the fiber content of sorghum genotypes, equaling the

concentration of this nutrient among all diets (Table 5).

Table 5- Composition of experimental protein-free diet, with casein and with sorghum grain
flours of genotypes BRS 305, BRS 309 and BRS 310 raw (RF) and subjected to heat treatment
(HTF) (g.100g™).

Experimental diets

Ingredients Protein- . .~ BRS305 BRS305 BRS309 BRS309 BRS310 BRS310

free RF HTF RF HTF RF HTF
BRS 305 RF 0 0 89.0 0 0 0 0 0
BRS 305 HTF 0 0 0 89.0 0 0 0 0
BRS 309 RF 0 0 0 75.2 0 0 0
BRS 300 HTF 0 0 0 0 0 75.2 0 0
BRS 310 RF 0 0 0 0 0 0 77.7 0
BRS 310 HTF 0 0 0 0 0 0 0 77.7
Casein 0 11 0 0 0 0 0 0
Maltodextrin 13.2 12,5 0 0 9.4 9.4 7.7 7.7
Sucrose 10 9.5 1.2 1.2 0 0 0 0
Soybean oil 7 7 4.7 4.7 4.8 4.8 4.6 4.6
Cellulose 10.2 10.2 0 0 33 33 2.6 2.6
Mineral mix 3.5 35 35 35 35 35 35 35
Vitamin mix 1 1 1 1 1 1 1 1
L-cystine 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
Choline bitartrate 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
Corn starch 54.6 45.1 0.3 0.3 2.5 25 2.6 2.6
Animals

The experiment was carried out with forty-eight male rats (Rattus
novergicus albinus, Rodentia mammalia), Wistar, recently weaned, 23 days of
age and weighing between 51-60 g, from the vivarium of the Center for
Biological Sciences and Health, of the Federal University of Vicosa.

The animals were randomly divided into eight groups of six animals, so
that the difference between mean weights did not exceed 2.2g, as
recommended by AOAC (2002). The rats were kept in individual stainless steel
cages and maintained at 22 + 3°C and 12 h light/dark cycle.

The animal groups were fed the following diets: protein-free diet, casein,
and diets with flour from raw sorghum (RF) and flour from heat-treated grains
(HTF) of the genotypes BRS 305, BRS 309 e BRS 310 (Table 5). During the 14

days, animals received the experimental diets and deionized water ad libitum.
63



The study protocol was approved by the Ethics Committee of the
Veterinary Department, Federal University of Vigosa, Brazil (Protocol
n°28/2010).

Feed efficiency ratio
During the experimental period, animals were weighed at the 1%, 7" and
14" days and the feed efficiency ratio (FER) was determined, which represents

relationship between weight gain (g) and diet intake by animals (g).

Protein efficiency ratio and net protein ratio

The protein efficiency ratio (PER) was determined by Hegsted method
(1977), which relates the weight gain of animals (g) with the protein intake (g),
but modified for 14 days of experiment. The relative protein efficiency ratio (R-
PER) was determined considering the PER result of casein diet as 100%.

Net protein ratio (NPR) was calculated according to Bender & Doell
(1957), taking into account the weight gain of test group (g) and the weight loss
of non-protein diet group (g) in relation to test group’s protein consumption (g).
The relative net protein ratio (R-NPR) was determined considering the NPR

result of casein diet as 100%.

True Digestibility

In order to determine the true digestibility (TD), diets were stained with
indigo carmine dye 0.2%. These diets were offered to animals on the 8" and
11" days. The stained feces were collected at the 9" day, as well as all the
feces at the 10™ and 11™ days and the unstained feces on the 12" day. The
feces collected were stored in individual containers for each animal and kept
under refrigeration. Subsequently, the feces were dried in an oven (Marconi®,
model MA 035, Piracicaba, Brazil) at 105°C for 24 h, then they were cooled,
weighed and crushed in multiprocessor (Arno®) for determining the nitrogen
concentration by semimicro Kjeldahl method (AOAC, 1997), with samples in
triplicate.

TD was calculated by measuring the amount of nitrogen ingested in the
diet excreted on feces and metabolic fecal loss, which corresponded to the fecal

nitrogen of the of protein-free diet group.

64



Amino acid composition

Previously defatted sorghum flours were hydrolyzed by hydrochloric acid
for 24 h at 110 £ 1°C and again hydrolyzed by alkaline with 4 M lithium
hydroxide, to quantify tryptophan. Samples were filtered and aliquots were
inserted into cationic exchange columns of the analyzer (short column for basic
aminoacids and tryptophan, and long column for acid and neutral aminoacids)
and eluted by pH difference and ionic force (short column pH 5.28 and long
column pH 3.25 and later 4.25). Amino acid was detected by eluted aminoacid
in the column, reacting with ninhydrine, and quantified by spectrophotometry
(PG Instrumental, model T70+ UV/visible spectrometer, Leics, United Kingdom)
at 440 nm for proline and 570 nm for others amino acids (SPACKMAN, STEIN e
MOORE, 1958). Amino acid composition was presented as g.100g™ of sample.

The amino acid composition and subsequent calculation of chemical score
and chemical score corrected by digestibility were determined in heat-treated
sorghum flours at 105°C for 30 minutes.

Amino acid score and protein digestibility-corrected amino acid score

To calculate amino acid score (AAS) and the protein digestibility-corrected
amino acid score (PDCAAS), the amino acid content values were expressed as
milligrams of amino acid per gram of protein and compared with those of
FAO/WHO (2007).The obtained data were used in the determination of
nitrogen, protein, essential amino acids, amino acid score and true digestibility.

The calculation of PDCAAS took as basis the amino acid score value of

the most limiting essential amino acid (AAS lower than 1.0) of each protein
source. PDCAAS was calculated by multiplying the essential amino acid lowest
score by the true digestibility of protein. Protein with PDCAAS = 100 was
considered of good quality (HENLEY e KUSTER, 1994).

Statistical analysis

Experimental treatments were arranged in blocks of six repetitions, so
that the average initial weights of animals were similar.

The results were analyzed by ANOVA (a=5%). For significant "F", post
hoc Dunnett test at 5% probability was used to compare each test group with
casein group (control). Duncan test was performed with a probability of 5% in

order to compare the averages achieved when evaluating the effect of heat
65



treatment, both on protein quality of raw and heat-treated sorghum flours and
on the amino acid content and PDCAAS of flours undergoing treatment. The
mean dispersion was expressed as standard deviation.

Statistical analysis was performed using SAEG program for statistical

analysis, version 9.1, licensed for use by the Federal University of Vicosa, MG.

6.3. Results and discussion

Feed efficiency ratio

The diets were isocaloric and isoproteic, ranging between 3.0 and 3.8
kcal.g* and between 9.0 and 9.9% (p= 0.05) respectively, as planned (Table 6).
There was no difference in FER between casein and test groups, nor between
groups fed by raw and heat-treated flours diets (p= 0.05). The similarity
between the FER values indicated that diets were isocaloric and the weight gain

difference was due to protein quality of raw materials (Table 6).

Table 6 - Caloric density of diets (CD), percentage of protein in diets (PD), feed efficiency ratio
(FER), food intake (FI) and weight gain (WG) of diets with casein, sorghum grain flours of
genotypes BRS 305, BRS 309 and BRS 310 raw (RF) and subjected to heat treatment (HTF).

Diet CD PD (%)* FER** FI (9) WG (9)
Casein 3.8 9.0" +0.45 0.26" +0.03 151.87" +17.78 39.33%+8.45
BRS 305 RF 3.0 9.5% +0.69 0.05*+0.01 100.69%%+ 6.03 4.66°°°+ 1.63
BRS 305 HTF 3.0 9.5% +0.05 0.03**+0.02 89.54%+10.00 3.00%°+ 2.28
BRS 309 RF 3.4 8.8" +0.09 0.05"* +0.02 96.50% + 5.59 5.00%° + 2.66
BRS 309 HTF 3.4 9.3" +0.08 0.10"* +0.02 97.58%%+ 7.20 9.66%%+ 2.25
BRS 310 RF 3.3 9.3 +0.78 0.08"* +0.05 104.19%%+ 18.79 8.50%%°+ 5.79
BRS 310 HTF 3.3 9.9% +0.22 0.09" +0.02 103.42%%+ 12.37 10.00%%+ 3.03

Means do not differ from each other according to ANOVA * (p= 0.317) ** (p= 0.059); Means followed by
the same capital letters in columns do not differ from each other according to Dunnett test (p<0.05). Means
followed by the same small letters in columns do not differ from each other according to Duncan test (p<
0.05).

Food intake and body weight gain of casein-fed animals were higher in
relation to test groups (p<0.05). The quality of the standard protein (animal
origin) and the proteins from test diets (vegetable origin) justifies the differences
between parameters (Table 6).

The heat treatment did not affect food intake in groups fed on flours from
raw and heat-treated grains diets (p= 0.05). However, the weight gain in the

animals fed on flour from heat-treated grains of BRS 309 genotype was

66



approximately twice higher than in the animals fed on raw grain flour of the
same genotype (p<0.05). The treatment had no effect on the weight gain of
animals fed by flours from raw and heat-treated grains of genotypes BRS 305
and BRS 310 (p= 0.05) (Table 6).

Protein efficiency ratio and Net protein ratio

The PER and NPR of the casein-fed animals were higher compared to
the experimental groups (p<0.05) as observed in the animal weight gain (Table
7).

Heat-treated flour from BRS 309 and BRS 310 genotypes had higher
PER and NPR values, however, they did not differ from raw grain flour of BRS
310 genotype (p<0.05). Heat treatment effect was observed at BRS 309
genotype. Heat-treated flour from BRS 309 had higher PER and NPR values
than the raw flour (p= 0.05) (Table 7).

Table 7- Protein Efficiency Ratio (PER) and Net Protein Ratio (NPR) of diets with casein,
sorghum grain flours of genotypes BRS 305, BRS 309 and BRS 310 raw (RF) and subjected to
heat treatment (HTF).

Diet PER R-PER (%) NPR R-NPR (%)
Casein 2.87"+0.33 100.00 3.44" £ 0.29 100.00
BRS 305 RF 0.49%"° +0.15 16.97 1.30%°+0.13 37.68
BRS 305 HTF 0.35%° +0.28 12.11 1.285°+0.23 37.33
BRS 309 RF 0.58%"° + 0.26 17.42 1.49%% + 0.22 43.36
BRS 309 HTF 1.06%* + 0.23 37.15 1.91%2 +0.23 55.71
BRS 310 RF 0.83%%° + 0.49 29.06 1.64%%" + 0.42 47.96
BRS 310 HTF 0.98%% +0.21 34.34 1.76%%° + 0.14 51.29

Means followed by the same capital letters in columns do not differ from each other according to Dunnett
test (p<0.05). Means followed by the same small letters in columns do not differ from each other according
to Duncan test (p<0.05).

The improvement of biological indices of heat-treated flour from BRS 309
genotype might be attributed to the denaturation/inactivation of the -
glucosidase, dhurrinase 1. This genotype was developed from the intersection
of lineage sorghum CMSXS 182 that contains the cyanogenic compound
dhurrin and it kept this compound in its content (PRATES, SCHAFFERT,
SANTOS, et al., 1998). In monocotyledons such as sorghum, the enzyme
substrate, dhurrin, is stored exclusively in the epidermal layer of the cells, while
its B-glucosidase is stored in the chloroplasts. Thus, when plant tissue is
disrupted, as in the present study in order to obtain sorghum flour, there is
substrate hydrolysis releasing toxic HCN (MORANT, JZJRGENSEN,
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JORGENSEN, et al., 2008). However, the exposure of raw grains to heat before
being milled may have inactivated the enzyme action and prevented the HCN
formation.

The PER and NPR values found in the flour from raw grains of the BRS
309 genotype were similar to those found in the flours from both raw and heat-
treated grains of BRS 305 genotype (p= 0.05). These results might be explained
by the formation of HCN in the flour from raw grains of BRS 309 genotype. The
short period of the experiment prevented the animals from suffering the toxic
effect of this compound, yet its presence caused the lowest weight gain,
reflecting on the analyzed biological indices. Similarly, in BRS 305 genotype,
this fact is due to the presence of tannins, confirmed by the pigment testa in the
grain. The flour from raw grains showed a 60 mgEC.g™” content whereas the
flour from heat-treated grains at 105°C for 15 minutes increased this phenol
content by approximately 10% (unpublished data).

Neither the use nor the crops of sorghum genotypes with dhurrina are
rare, since they are more resistant to bird attacks (PRATES, SCHAFFERT,
SANTOS, et al., 1998). Given the results in this paper, additional studies are
necessary on the dhurrina toxic action or its antinutritional effect on biological
growth parameters, and also on the heat treatment effect on this compound,
since sorghum with these characteristics may be being mistakenly used.

The PER value ranged between 0.35 and 1.06 for heat-treated flour from
genotype BRS 305 and BRS 309, respectively. According to Friedman &
Gumbmann (1986), protein sources with PER values lower than 1.5 are of poor
quality, thus, sorghum proteins can be classified as a low-quality protein.
Although sorghum has showed the referred low-quality protein, the application
of heat treatment on grain increased the values of biological indices, especially
for genotype BRS 309.

Comparing PER values of sorghum and other cereals, the heat-treated
flours of genotypes BRS 309 and BRS 310 had PER values similar to animals
fed with wheat flour (0.98), which is higher than the value obtained for animals
fed with corn meal (0.68) (PIRES, OLIVEIRA, ROSA, et al., 2006) and lower
than the ones fed with rice (2.57) and quinoa (2.13) (MENDES, OLIVEIRA,
COSTA, et al., 2009). Higher NPR values were presented by corn meal (3.89),

wheat flour (2.38), rice (3.62) and quinoa (3.68) when compared to all sorghum
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genotypes (PIRES, OLIVEIRA, ROSA, et al., 2006; MENDES, OLIVEIRA,
COSTA, et al., 2009).

True digestibility

The nitrogen intake was higher in the casein group than in the test group
(p<0.05). Among the groups that received flours from raw and heat-treated
grains, there was no difference in nitrogen intake levels (p= 0.05). However, the
fecal nitrogen excretion was higher in animals fed on flours from both raw and
heat-treated grains of genotype BRS 305, both in relation to control group and
test diets (p<0.05) (Table 8).

Among the groups that received flours from raw and heat-treated grains,
both nitrogen consumption and its excretion by the animals were similar, except
for both groups of BRS 305 genotype, which had higher excretion of nitrogen.
This may be associated with the presence of tannins in genotype BRS 305,
which agrees with Al-Mamary, Molham, Abdulwali & Al-Obeidi (2001), who
highlighted that the increased nitrogen excretion by animals fed on high tannin
sorghum is caused by the impaired protein digestion plus the interaction

between the tannins and the intestinal mucus glycoproteins.

Table 8- Nitrogen intake (NI), nitrogen excretion (NE) and true digestibility (TD) of diets with
casein, sorghum grain flours of genotypes BRS 305, BRS 309 and BRS 310 raw (RF) and
subjected to heat treatment (HTF).

Diet NI(g) NE(9) TD
Casein 0.53"+0.05 0.28"+0.01 93.94" +1.88
BRS 305 RF 0.31%2+0.02 0.79%*+ 0.01 63.40°" + 6.03
BRS 305 HTF 0.28%2+ 0.04 0.81%%+ 0.02 57.58%° +7.22
BRS 309 RF 0.30%%+0.03 0.32"°+0.01 87.58"* + 4.00
BRS 309 HTF 0.32%2+0.03 0.35"°+ 0.01 86.73" + 4.09
BRS 310 RF 0.33%%+0.06 0.37"°+0.02 86.39"* + 7.08
BRS 310 HTF 0.34%%+ 0.05 0.37"°+0.02 86.74" +2.71

Means followed by the same capital letters in columns do not differ from each other according to Dunnett
test (p<0.05). Means followed by the same small letters in columns do not differ from each other according
to Duncan test (p<0.05).

True digestibility of flours from raw and heat-treated grains of BRS 309

and BRS 310 genotypes were similar to that of casein (control) (p= 0.05).
However, the flours from raw and heat-treated grains of BRS 305 showed
lower digestibility when compared to control and test diet groups (p<0.05). The
heat treatment made no difference on the true digestibility between raw and
heat-treated flours (p= 0.05) (Table 4). Correia et al. (2010) also found that
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sorghum flours treated in a water bath for 90 minutes do not alter the
digestibility in vitro compared to non-processed flours.

The true digestibility similarity between casein and both raw and heat-
treated flours from BRS 309 and BRS 310 genotypes indicated that the proteins
of sorghum were properly hydrolyzed by the digestive enzymes, not being
affected by the first factor that alters the efficiency of protein utilization
(FRIEDMAN e GUMBMANN, 1986). However, these sorghum genotypes were
classified as low-quality protein due to the low PER values and therefore, they
have not been suitable to promote growth and development of animals. In this
study there probably was a high retention of nitrogen from not essential
sources, which possibly led to imbalance in the supply of essential amino acids,
affecting the quality of sorghum protein.

All sorghum varieties showed higher digestibility than corn meal (82%)
(PIRES, OLIVEIRA, ROSA, et al., 2006). Except to the BRS 305 genotype, both
with and without heat treatment, the other genotypes showed higher digestibility
than wheat (89%) and quinoa (85%) (PIRES, OLIVEIRA, ROSA, et al., 2006;
MENDES, OLIVEIRA, COSTA, et al., 2009).

Amino acid composition

The BRS 310 heat-treated flours showed higher concentrations of
cysteine, phenylalanine, threonine, tyrosine, glutamic acid, glycine, proline and
serine (p<0.05). The concentrations of isoleucine, leucine, aspartic acid and
valine were similar between BRS 310 and BRS 309 genotypes (p= 0.05). The
BRS 305 showed low concentrations of essential amino acids when compared
to others (p<0.05) and this fact, along with the presence of tannins and the
increased excretion of fecal nitrogen justify the lower weight gain in this
experimental group (Table 9).
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Table 9- Aminoacid contents (g/100g) of sorghum grain flours of genotypes BRS 305, BRS 309

and BRS 310 subjected to heat treatment (105°C/ 30 Minutes).

Sorghum genotypes

Aminoacid BRS 305 HTF BRS 300 HTF BRS 310 HTF
Indispensable
% Cystine 0.09° + 0.00 0.10° + 0.00 0.1%+0.00
Histidine 0.23° £ 0.00 0.32°+0.00 0.32%+0.01
Isoleucine 0.21° +0.00 0.29% +0.00 0.30*+0.01
Leucine 0.77° £ 0.01 1.08% £ 0.01 1.10* £+ 0.01
Lysine 0.20° + 0.00 0.31%°+0.00 0.26" +0.02
Methionine 0.13%+0.00 0.14%+0.00 0.13%+0.01
Phenylalanine 0.34°+£0.0 0.43° +0.01 0.49%+ 0.00
Threonine 0.25°+0.02 0.31°+0.01 0.34% + 0.00
Tryptophan 0.09° + 0.00 0.17°+0.00 0.16"+ 0.00
Tyrosine 0.24°+0.01 0.27° £0.01 0.34*+0.00
Valine 0.26" +0.00 0.35°+0.01 0.36% + 0.01
Total 2.81 3.77 3.91
Dispensable
Alanine 0.55° +0.01 0.76% £ 0.01 0.75% +0.00
Arginine 0.28° + 0.00 0.46%+0.00 0.36" +0.01
Aspartic acid 0.48° +0.00 0.67*+0.01 0.70* £ 0.01
Glutamic acid 1.18°+0.01 1.56° +0.01 1.65% + 0.05
Glycine 0.23°+0.00 0.27° £0.00 0.29% +0.01
Proline 0.60° + 0.00 0.67° £0.00 0.77*+0.01
Serine 0.32°+0.00 0.39° +0.00 0.45% +0.00
Total 3.64 4.78 4.97

Means followed by the same letters in lines do not differ from each other according to Duncan test (p<
0.05).

Amino acid score and protein digestibility-corrected amino acid score

Among the essential amino acids analyzed in heat-treated flours of the
three sorghum genotypes lysine, the limiting amino acids were lysine,
isoleucine, cystine, methionine, valine and threonine (except BRS 310). Lysine
was the first limiting amino acid due to the lowest amino acid score found for it.
However, Mokrane, Amoura, Belhaneche-Bensemra, Courtin, Delcour &
Nadjemi (2010) found that, among five sorghum cultivars tested, only three
essential amino acids were limiting: lysine, methionine and cysteine. It is
noteworthy that the amino acids concentrations might vary widely depending on
the influence of sorghum genetics and planting location (DEYOE e
SHELLENBERGER, 1965) (Table 10).

Comparing the amino acid scores of sorghum and other cereals (PIRES,
OLIVEIRA, ROSA, et al., 2006) it was shown that wheat and corn are deficient
in these amino acids and also have lysine as the first limiting amino acid
(ONYANGO, NOETZOLD, BLEY, et al., 2004).

PDCAAS values ranged between 33% and 46% for genotypes BRS 305
and BRS 309, respectively. The PDCAAS values obtained for BRS 309 and
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BRS 310 were similar (p= 0.05). Therefore, it is possible to conclude that the
proteins of the analyzed sorghum genotypes are of low quality since they have
PDCAAS values lower than 50%. Sorghum genotypes showed PDCAAS values
similar to other cereals such as corn (37%) and wheat (40%) (PIRES,
OLIVEIRA, ROSA, et al., 2006).

Table 10- Amino acid score (AAS) and protein digestibility-corrected amino acid score
(PDCAAS), according to FAO/WHO (2007) of sorghum grain flours of genotypes BRS 305, BRS
309 and BRS 310 subjected to heat treatment (105°C/ 30 Minutes).

BRS 305 HTF BRS 309 HTF BRS 310 HTF
Essential mg FAO/
aminoacids aa/ AAS PDCAAS* M92 aas ppcaast ™92 ass ppcaast WHO
g ptn g ptn g ptn 2007
Tryptophan  9.43  1.27 1425 192 1409 1.90 74
Lysine 20.15 0.38 2566 0.49 2268 043 52.0
Histidine 23.27 1.29 26.58  1.47 27.28 151 18.0
Threonine 246 0.91 25.86 0.95 29.29 1.08 27.0
b/:t%?i':e“ 2207 084 334°+ 2035 078 47.0°% 213 081 424%°% 260

. 0.57 0.65 2.70
valine 2527 0.60 28.85 0.68 3099 0.73 42.0
Isoleucine  21.01 0.67 2445 0.78 2597 0.83 31.0
Leucine 7631 1.21 90.17 1.43 94.94 150 63.0
Tyrosine + o0 o8 123 58.73  1.27 71.66 155 46.0

Phenylalanine

* Means followed by the same letters in lines do not differ from each other according to Duncan test (p<
0.05).

In the in vitro model of raw sorghum flour, PDCAAS values ranged
between 6 and 20%, considering lysine the first limiting aminoacid, which is
approximately twice smaller than the values obtained in this study (MOKRANE,
AMOURA, BELHANECHE-BENSEMRA, et al., 2010).

6.4. Conclusion

The heat treatment improved the protein quality of the BRS 309
genotype, with dhurrin and without tannins, by doubling the PER value.

The amino acid profile of sorghum was the main limitation of protein
quality because, although the true digestibility of sorghum with and without heat

treatment and without tannin was high, the growth of animals was inadequate.
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Though the sorghums have showed low quality protein, the values were
similar and sometimes higher than those found in other grains, which indicates
that their replacement by sorghum does not lead to losses in the alimentation.
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7. ARTIGO IlI

Resposta a inflamacéao, estresse oxidativo e morfologia intestinal de ratos

alimentados com dietas hiperlipidicas adicionadas de sorgo

Resumo

A obesidade esta relacionada ao estado pré-inflamatorio de baixo grau e ao
estresse oxidativo. A adicdo de cereais integrais a dieta pode auxiliar na
prevencado da obesidade e co-morbidades. O objetivo do estudo foi avaliar o
efeito da adicao de farinhas de gréos de diferentes gendtipos de sorgo a dieta
hiperlipidica sobre o perfil lipidico, a glicose sanguinea, 0 estresse oxidativo, a
inflamacdo e a morfologia intestinal de ratos Wistar adultos. Os animais
receberam dietas AIN-93M, hiperlipidica controle (DHC), hiperlipidicas
adicionadas de sorgo BRS 305 (DHS 305), BRS 309 (DHS 309) e BRS 310
(DHS 310). O consumo do grupo AIN-93M foi maior que os grupos DHC, DHS
305 e DHS 310 (p<0,05). O consumo energético, peso final, ganho de peso
corpéreo, gordura epididimaria e o coeficiente de eficiéncia alimentar foram
semelhantes entre 0s grupos experimentais, assim como as concentracdes de
glicose, frutosamina, colesterol total e HDL-colesterol, triglicerideos, enzimas
hepaticas e superoxido dismutase (p= 0,05). O grupo DHS 310 apresentou
menores concentragcfes de malondialdeido e TNF-a (p<0,05). A altura das
vilosidades do DHC, DHS 305, DHS 309 e DHS 310 nao diferiram entre si (p=
0,05). Conclui-se que o gendtipo BRS 310 foi o mais eficiente em reduzir a

inflamacéo e o estresse oxidativo, e ndo alterou a morfologia intestinal.

Palavras-chave: Sorghum bicolor (L.) Moench, antocianinas, fitato, tanino,

interleucia-6, interlecina-8, fator de necrose tumoral-a.
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Response to inflammation, oxidative stress and intestinal morphology in
rats fed with high-fat diets added with sorghum

Abstract

Obesity has been linked to the low grade pro-inflammatory state and to the
oxidative stress. The dietary addition of whole grains could prevent obesity and
co-morbidities. The aim of this study was to evaluate the effect of adding flour of
different sorghum genotypes to high-fat diets concerning on lipid profile, blood
glucose, oxidative stress, inflammation and the intestinal morphology in male
adult Wistar rats. The animals were fed AIN-93M diet, high-fat diet control
(DHC) and high-fat diet added with sorghum BRS 305 (DHS 305), BRS 309
(DHS 309) and BRS 310 (DHS 310). The food consumption of the AIN-93M
group was higher than the DHC, DHS 305 and DHS 310 groups (p<0.05). The
energy consumption, final weight, body weight gain, epididymal fat, and food
efficiency ratio were similar between the experimental groups, as well as the
concentrations of glucose, frutsamina, total cholesterol and HDL cholesterol,
triglycerides, liver enzymes and superoxide dismutase (p= 0.05). The DHS 310
group showed lower levels of malondialdehyde and TNF-a (p<0.05). The
intestinal villi height of the DHC, DHS 305, DHS 309 and DHS 310 groups did
not differ (p= 0.05). The BRS 310 sorghum genotype was more effective in
reducing inflammation and oxidative stress, and that it did not alter intestinal

morphology.

Keywords: Sorghum bicolor (L.) Moench, anthocyanins, phytate, tannin,

interleukin-6, linterleukin-8, tumoral necrosis factor-a.

75



7.1. Introducao

A obesidade € uma doenca caracterizada por desordens no metabolismo
de glicose, triglicerideos e lipoproteinas plasmaticas, além de estar associada
ao estado pro-inflamatério de baixo grau e ao estresse oxidativo
(KARAOUZENE, MERZOUK, ARIBI, et al., 2011; PATERNAIN, GARCIA-DIAZ,
MILAGRO, et al., 2011).

O acumulo de tecido adiposo, principalmente o tecido adiposo visceral,
tem importante papel na produgdo de citocinas inflamatérias como, por
exemplo, fator de necrose tumoral a (TNF-a), interleucina-1 (IL-1), interleucina-
6 (IL-6). Estas citocinas sdo consideradas mediadores do processo de
inflamacéo que estimulam a sintese de outras citocinas, como a interleucina-8
(IL-8), relacionada a diversas doencgas inflamatérias (AHIMA e FLIER, 2000;
BRUUN, LIHN, MADAN, et al., 2004; GION, TAKETOMI, SHIRABE, et al.,
2010; HOGAN, CANNING, SUN, et al., 2010).

O tecido adiposo em excesso aumenta a producdo de espécies reativas
de oxigénio, favorecendo a instalacdo do estresse oxidativo, por meio do
aumento da expressado de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato-oxidase
(NADPH oxidase) e da reducdo das enzimas antioxidantes como a superéxido
dismutase (SOD), a catalase e a glutationa peroxidase (GSH) (FURUKAWA,
FUJITA, SHIMABUKURO, et al.,, 2004). Deste modo, Robertsa, Barnarda,
Sindhub et al. (2006) demonstraram maior expressdo de NADPH oxidase e
malondialdeido (MDA), e reducdo na expressao das enzimas SOD e GSH nos
rins e em aortas de ratos Fisher com obesidade induzida por meio da ingestao
de dieta com elevado teor de lipidios e carboidratos simples.

O estresse oxidativo e a inflamacdo presentes na obesidade estéo
associados ao desenvolvimento de outras co-morbidades, como as doencas
cardiovasculares, o diabetes mellitus tipo 2 e o céancer (REUTER, GUPTA,
CHATURVEDI, et al.,, 2010; DONATH e SHOELSON, 2011; LEE, PARK,
ZUIDEMA, et al., 2011). Os cereais integrais podem auxiliar a reducdo dos
riscos das co-morbidades associadas a obesidade. A fibra alimentar reduz a
absorcao de colesterol e a glicemia pds prandial além de diminuir o tempo de
transito intestinal. Os polifenois, acido fitico, vitamina E dentre outros
fitoquimicos atuam como antioxidantes, compondo o sistema de defesa

antioxidante ndo enzimatico (FARRAR, HARTLE, HARGROVE, et al., 2008).
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Neste contexto, 0 sorgo apresenta uma composicao de fitoquimicos que
inclui os &cidos fendlicos, taninos, antocianinas, fitato além da fibra alimentar,
que contribuem para a elevada capacidade antioxidante deste cereal, podendo
ser util para a reducdo dos risco das doencas crbnicas nao transmissiveis
(AWIKA, 2003; AWIKA e ROONEY, 2004). No entanto, a ingestdo de alguns
desses fitoquimicos, principalmente os taninos, além de contribuirem para a
atividade antioxidante, pode interferir na morfologia das vilosidades e criptas
intestinais (CAMPOS, FILHO, TORRES, et al., 2007).

Poucos trabalhos enfocam o potencial funcional do sorgo sobre as
doencas cronicas nao transmissiveis (AL-MAMARY, MOLHAM, ABDULWALI,
et al., 2001; CARR, WELLER, SCHLEGEL, et al., 2005; YANG, BROWNING e
AWIKA, 2009). Entretanto, nenhum estudo avaliou até o momento o efeito da
adicdo deste cereal na alimentacdo sobre o estresse oxidativo ou sobre a
inflamacé@o de baixo grau associados a obesidade. Assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito da adicdo de farinha de trés genétipos de sorgo em
dietas hiperlipidicas sobre os parametros de estresse oxidativo, de inflamacéo

e a morfologia intestinal de ratos Wistar.

7.2. Material e método

Preparo das farinhas de sorgo

Foram analisados os grdos dos gendétipos de sorgo BRS 309 gréos de
pericarpo brancos e sem testa pigmentada, BRS 305 grdos de pericarpo
marrom claro com testa pigmentada e BRS 310 grédos de pericarpo vermelho
sem testa pigmentada fornecidos pela Embrapa Milho e Sorgo - Sete Lagoas -
MG, Brasil. Os gréos de sorgo foram selecionados manualmente e submetidos
a peneiragem para remocdo de sujidades e impurezas. Para obtencdo das
farinhas, os graos foram expostos a temperatura de 105°C em estufa com
circulagdo de ar (Nova Etica®, modelo 400/6ND, Vargem Grande Paulista, S&0
Paulo), como proposto por Souza, Dantas, Silva et al. (2005), com modificacéo
do tempo de exposi¢cdo para 30 minutos. Em seguida, os graos foram moidos

com pericarpo, em moinho de facas (C.W. Brasender®, Duisburg, Alemanha).
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Andlises quimicas dos gendtipos de sorgo

A determinacdo do teor dos compostos fendlicos totais das farinhas foi
realizada utilizando-se o reagente de Folin-Ciocalteu, conforme descrito por
Singleton, Orthofer, Lamuela-Raventos et al. (1999). Os taninos condensados
foram medidos pelo método de reacédo vanilina/ HCI segundo Burns (1971) com
modificacdes Maxson e Rooney (1972) e Price, Van Scoyoc e Butler (1978). O
teor de fitato foi determinado por cromatografia de troca i0nica e
espectrofotometria, segundo método de Latta e Eskin (1980), modificado por
Ellis e Morris (1986). A concentracdo de antocianinas totais foi realizada pelo
método de pH diferencial conforme Fuleki e Francis (1968) e Giusti e Wrolstad
(2001) com modificagdes. A identificagcdo e quantificacdo das antocianinas,
luteinolinidida e apigeninidina, foram realizadas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) (Shimadzu, SCL 10AT VP) de acordo com as condi¢cdes
cromatograficas descritas por Awika, Rooney e Waniska (2004a). A atividade
antioxidante foi realizada pelo método do radical 1,1- difenil-2-picrilhidrazila
(BLOOR e LESTER, 2001). Todas as andlises foram realizadas em trés

repeticdes e em triplicata.

Animais e dietas experimentais

Os 50 ratos Ratus norvegicus linhagem Wistar, machos, com 53 dias de
idade, foram divididos em cinco grupos, de forma sisteméatica, de modo a néo
haver diferenca entre as médias dos pesos entre os grupos (199 g + 4,8). Os
animais foram alocados em gaiolas individuais, de aco inoxidavel e mantidos
em condicbes de temperatura de 22 + 3°C, com fotoperiodo de 12 horas. O
ganho de peso e o consumo alimentar foram monitorados semanalmente.

O consumo de fendlicos totais, taninos condensados, antocianinas
totais, luteolinidina, apigeninidina e fitato foram estimados de acordo com o
consumo das dietas experimentais adicionadas de sorgo, segundo o0s
resultados obtidos na analise quimica de cada genétipo. Em seguida, dividiu-se
a concentracdo dos compostos ingeridos pelo ganho de peso e pelos dias de
experimentacédo (35 d), sendo os valores expressos em grama por quilo de
ganho de peso por dia.

Os grupos de animais receberam as seguintes dietas: AIN-93M
(REEVES, NIELSEN e FAHEY, 1993); dieta hiperlipidica controle (DHC),

baseada na composicdo da racdo comercial D12079B (Research Diets®)
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(THORNTON-JONES, KENNETT, BENWELL, et al., 2006) adaptada para a
dieta AIN-93M; dieta hiperlipidica com farinha de grdos de sorgo do gendtipo
BRS 305 (DHS 305); dieta hiperlipidica com farinha de grdos de sorgo do
gendtipo BRS 309 (DHS 309); e dieta hiperlipidica com farinha de graos de
sorgo do gendtipo BRS 310 (DHS 310). As farinhas de grédos de sorgo foram
adicionadas as dietas em quantidades suficientes para fornecer 50% do teor de
fibra alimentar, de acordo com a recomendacdo de dieta para roedores AIN-

93M, o restante da fibra foi fornecido pela celulose (Tabelall).

Tabela 11- Composicéo das dietas experimentais (g.100g™).

Dietas Experimentais

Ingredientes AIN93-M DHC DHS305 DHS309 DHS 310

Caseina 14 14 11,79 10,74 11,01
Maltodextrina 15,5 15,5 4,9 0,86 2,2
Amido de milho 46,6 5,32 0 0 0
Sacarose 10 34,1 34,1 34,1 34,1
Oleo de milho 4 1 0,43 0,32 0,33
Manteiga 0 20 20 20 20
Sorgo 305 com tratamento térmico 0 0 21,2 0 0
Sorgo 309 com tratamento térmico 0 0 0 26,4 0
Sorgo 310 com tratamento térmico 0 0 0 0 24,8
Celulose 5 5 2,5 2,5 2,5
Mix de mineral 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
Mix de vitamina 1 1 1 1 1
Bitartarato de Colina 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
L- cisina 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18
Colesterol 0 0,15 0,15 0,15 0,15
Kcal.g™ 3,8 4.6 4,5 4,5 4,5
Fibra alimentar® - - 11,4 9,2 9,7

= Teor de fibra alimentar das farinhas dos gendtipos de sorgo BRS 305, BRS 309 e BRS 310 utilizados

para o calculo das dietas, determinado pelo método enziméatico-gravimétrico (AOAC, 2002).

No 35° dia, aos 88 dias de idade, os animais, sob jejum de 10h, foram
anestesiados. O sangue foi coletado por puncdo cardiaca em tudo
heparinizado e centrifugado durante 10 minutos a 3.000 rpm para separacao
do plasma. O figado e a gordura epididimaria foram pesados, e imediatamente
congelados em nitrogénio liquido. Todos o0s materiais coletados foram
armazenados a - 80°C. Apds ensaio com a enzima superéxido dismutase o
figado dos animais foi liofilizado para a analise de peréxidacéo de lipidios.

A porcao superior do jejuno de seis animais, de cada grupo
experimental, foi fixada em liquido de Bouin, por um periodo minimo de 24

horas e preservada em alcool 70%.
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O estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica para Uso de Animais (CEUA/
UFV) da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG, processo n° 28/2010.

Andlises bioguimicas, peroxidacéo de lipidios e atividade da enzima superdxido
dismutase

As concentracdes plasméticas de glicose, frutosamina, colesterol total,
lipoproteina de alta densidade (HDL-colesterol), triglicerideos, alanina amino
transferase e aspartato amino transferase foram determinadas por métodos
colorimétricos conforme recomendacdes do fabricante (Bioclin®). A peroxidacao
de lipidios foi estimada no plasma e em homogenato de figado liofilizado, por
meio do teste de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), de
acordo com Buege e Aust (1978). A determinacdo da atividade da enzima
superéxido dismutase foi realizada no figado, segundo método modificado de
Dieterich, Bieligk, Beulich et al. (2000). As proteinas do figado foram
determinadas pelo método do biureto conforme recomendacgéo do fabricante

(Bioclin®)

Expressdao de mRNA de IL-8, IL-10 e TNF-a pelo método Reagcdo em Cadeia
da Polimerase em Tempo Real

A partir de tecido adiposo epididimario, de trés animais de cada grupo
experimental, foi extraido mRNA utilizando-se reagente trizol (Invitrogen®) de
acordo com orientacdes do fabricante. O cDNA foi confeccionado utilizando-se
2 uL de mRNA extraido a uma concentracdo de 200 pg.uL™ ao qual foi
adicionado 1 pL do random primers (Promega®) e 1 pL da enzima M-MuLV
Transcriptase Reversa (Fermentas®). A quantificacdo dos genes alvo foi
realizada pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real
(RT-PCR) no equipamento ABI Prism 5700 Sequence Detection System,
utilizando o sistema de quantificacdo por fluorescéncia SYBR-Green. O ciclo da
PCR envolveu desnaturacéo inicial de 95°C (10 min.) e entéo 40 ciclos, com 1
min. de desnaturacdo (94°C), 1 min. de anelamento (56°C) e 2 min. de
alongamento (72°C), seguidos da curva padrdo de dissociacdo. As seqiéncias
dos “primers” (Choma Biotechnologies®) utilizados foram: TNF-a sense: 5 tct
caa aac tcg agt gac aag ¢ 3'; TNF-a anti-sense: 5 ggt tgt ctt tga gat cca tgc 37;
IL-10 sense: 5" gag aga agc tga aga ccc tct g 37; IL-10 anti-sense: 5 tca ttc atg

gcc ttg tag aca ¢ 37; IL-8 sense: 5'cac ttc aag aac atc cag agt ttg a 3" e IL-8
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anti-sense: 5°cca ttc ttg agt gtg gct atg act 3". A expressao relativa dos niveis

de mRNA foram normalizadas pelo controle endégeno 3-actina.

Morfometria intestinal

Para o estudo da morfologia intestinal foram obtidos do jejuno de seis
animais de cada grupo experimental. Para cada animal foi obtida uma lamina
com nove cortes transversais semi-seriados com 3 um de espessura, que
foram corados pela técnica hematoxilina/eosina. As laminas foram analisadas
em microscopio de luz CX31 Olympus, e as imagens foram obtidas com
camera digital SC 020 por meio do software Analysis GETIT, Olympus. Para
afericdo da altura das vilosidades, profundidade das criptas e espessura das
camadas musculares interna e externa utilizou-se o aplicativo Image Pro-Plus®

versao 4.5.

Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) (a = 5%),
considerando-se um delineamento inteiramente casualizado com cinco grupos,
dez repeticdes e o peso inicial como covariavel para avaliar o efeito da adicao
do sorgo no modelo de dieta hiperlipidica. As comparac6es das médias foram
realizadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. Para
comparar o efeito das dietas sobre a expressdo de mRNA utilizou-se o teste de

Bonferroni, ao nivel de 5% de probabilidade.

7.3. Resultados

Andlises quimicas dos genadtipos de sorgo

N&do houve diferenca na atividade antioxidante e na concentracdo de
antocianinas entre todos os genétipos de sorgo (p= 0,05). A concentragdo de
fendlicos totais, taninos condensados, luteolinidina e apigeninidina foram
maiores no genotipo BRS 305 que, no entanto, apresentou menor
concentracéo de fitato (p<0,05) (Tabela 12).

81



Tabela 12- Composicdo quimica das farinhas dos genétipos de sorgo BRS 305, BRS 309 e
BRS 310 submetidos ao tratamento térmico (150°C/ 30 minutos).

Composicédo quimica BRS 305 BRS 309 BRS 310
Atividade antioxidante (%) 91,4 91,0 89,3
Fenolicos totais (mg EAG.g™H)* 6,82° 0,84° 0,95
Taninos condensados (mg EC.g™)° 66,8% 2,9° 12,5°
Antocianinas (mg.g'l) 3,65 3,14 3,75
Luteolinidina (mg.g™) 0,33° 0,16° 0,23°
Apigeninidina (mg/g™) 1,47% 0,56° 0,76"
Fitato (mg.g™) 3,78 6,95 5,53

Valores ndo seguidos de letras minUsculas nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).
A mg equivalente de acido galico por grama de farinha; B mg de equivalente de catequina por g de farinha.

Consumo alimentar e ganho de peso

O consumo alimentar dos animais que receberam dieta AIN-93M foi
maior que o dos animais alimentados com DHS 305 e DHS 310 (p<0,05) e ndo
diferiu do grupo DHS 309 (p= 0,05). Porém, o consumo de calorias, o peso
final, o ganho de peso corpéreo, a gordura epididimaria e o coeficiente de
eficiéncia alimentar nao diferiram entre os grupos experimentais (p= 0,05)
(Tabela 13).

Tabela 13- Consumo alimentar, consumo energético, ganho de peso, gordura epididimaria,
coeficiente de eficiéncia alimentar, consumo de lipidios e fitoquimicos dos animais alimentados
com as dietas AIN-93M, DHC, DHS 305, DHS 309 e DHS 310.

Parametros AIN-93M DHC DHS305 DHS309 DHS 310
Consumo alimentar(g) 722° 616" 642" 649%° 603"
Consumo energético (Kcal.kgt.d™)* 604 633 661 610 618
Ganho de peso (g) 138 132 136 141 125
Gorgura epididimal (g) 5,85 5,12 6,32 6,03 4,73
Coeficiente de eficiéncia alimentar 0,19 0,21 0,21 0,21 0,21
Consumo de lipidios (g.kg™.d™)® 8,82° 22,5 23,3 24,2° 24,5
Fendlicos totais (g.kg™.d™)® 0° 0° 0,21° 0,029° 0,033°
Taninos condensados (g.kg™.d™)® 0° 0° 2,05% 0,25° 0,43
Antocianinas (g.kg™t.d™)® 0° 0° 0,117 0,11° 0,12°
Luteolinidina (g.kg™.d™) ® 0° 0° 0,010% 0,006" 0,007"
Apigeninidina (g.kg™.d™® 0° 0° 0,045° 0,020° 0,025°
Fitato (g.kg™.d™)® 0° 0° 0,12° 0,25° 0,18

Valores ndo seguidos de letras mindsculas nas linhas néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).
Avalores expressos em quilocalorias de ganho de peso por dia. B valores expressos em gramas por quilo
de ganho de peso por dia.
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Os animais que receberam dieta contendo sorgo BRS 305 apresentaram
maior consumo de fendlicos totais, taninos condensados, luteolinidina,
apigeninidina (p<0,05). Porém, o consumo de antocianinas totais foi
semelhante entre os grupos que receberam dietas com sorgo (p<0,05). O
consumo de fitato foi maior para o grupo alimentado com DHS 309 em relacdo
ao DHS 305 e DHS 310 (p<0,05) (Tabela 13).

Andlises bioquimicas, peroxidacéo de lipidios e atividade da enzima superéxido
dismutase

A concentracao plasmatica de glicose, frutosamina, colesterol total, HDL-
colesterol, triglicerideos, alanina e aspartato amino transferase, superoxido
dismutase e malondialdeido plasmatico foram semelhantes entre 0s grupos
experimentais (p= 0,05) (Tabela 14).

A concentracdo de malondialdeido foi menor no grupo alimentado com
dieta hiperlipidica adicionada de sorgo BRS 310 em relacdo a todos os grupos

experimentais (p<0,05) (Tabela 14).

Tabela 14- Parametros bioquimicos, peroxidagdo de lipidios e atividade da enzima superéxido
dismutase dos animais alimentados com as dietas AIN-93M, DHC, DHS 305, DHS 309 e DHS
310.

Parametros AIN-93M DHC DHS305 DHS309 DHS 310
Glicose (mg.dL™) 112 105 90 99 97
Frutosamina (umol.L™) 128 131 149 135 146
Colesterol total (mg.dL™) 68 66 67 67 58
HDL-colesterol (mg.dL™) 30 36 33 36 31
Triglicerideos (mg.dL™) 87 87 68 114 87
ALT (U.LHA 53 65 61 67 65
AST (U.LH)® 180 170 176 180 164
MDA plasma (nmol.mL™) ¢ 8.8 7.9 6.9 6,6 5,9
MDA figado (nmol.mg™)° 0,23  0,19° 0,22% 0,21% 0,11°
SOD (U.mg™)E 10,0 16,9 17,7 17,3 16,0

Valores ndo seguidos de letras mindsculas nas linhas nédo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).
AALT= Alanina amino transferase; BAST= Aspartato amino transferase; °MDA plasma= Malondialdeido
plasmatico; °® MDA figado= Malondialdeido de homogenato de figado; “SOD =Superéxido dismutase.

Expressdo de mRNA IL-8, IL-10 e TNF-a pelo método Reagdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real

N&o houve diferenga sobre a expressédo de mRNA de IL-8 e IL-10 entre
0s grupos experimentais (p= 0,05). No entanto, a expressdao de TNF-a foi

menor nos grupos AIN-93M e DHS 310 (p<0,05) (Figura 8).
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Figura 8- Expressdo de mRNA IL-8, IL-10 e TNF-a em tecido adiposo epididimario dos
animais alimentados com as dietas AIN-93M, DHC, DHS 305, DHS 309 e DHS 310.

Morfometria intestinal
N&o houve diferenca quanto a medida da profundidade da cripta e da

espessura das musculares interna e externa entre os grupos (p= 0,05). A
altura das vilosidades dos grupos DHS 305 e DHS 309 foram maiores do que a
dos animais alimentados com AIN-93M (p<0,05), mas nao diferiu de DHC e

DHS 310 (pz 0,05) (Tabela 15).

Tabela 15- Medidas da altura das vilosidades, profundidade das criptas, espessura das
camadas musculares externa e interna (um) do jejuno dos animais alimentados com as dietas

AIN-93M, DHC, DHS 305, DHS 309 e DHS 310.

Parametros AIN-93M DHC DHS305 DHS309 DHS310
Altura da vilosidade 368° 401%™ 4197 444° 396 %
Profundidade da cripta 163 169 153 162 152
Espessura muscular interna 50 51 57 55 55
Espessura muscular externa 37 35 36 36 39

Valores néo seguidos de letras mintdsculas nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).
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7.4. Discussao

Andlises quimicas dos genotipos de sorgo

As farinhas dos grdos dos trés genotipos de sorgo apresentaram, em
media, 90% de atividade antioxidante, corroborando outras pesquisas que
demonstraram elevada atividade antioxidante do sorgo, sendo maior que a do
arroz, trigo e aveia (RAGAEE, ABDEL-AAL e NOAMAN, 2006; FARRAR,
HARTLE, HARGROVE, et al., 2008).

O gendtipo BRS 305 apresentou concentracdo 8 vezes maior de
fendlicos totais e 21 vezes maior de taninos em relacdo ao BRS 309 e, 7e 5
vezes em relacdo ao BRS 310, respectivamente. Estes niveis de
concentracbes no BRS 305 podem ser provenientes da presenca da testa
pigmentada que se relaciona aos elevados teores destes compostos (DLAMINI,
TAYLOR e ROONEY, 2007).

As concentracdes de luteolinidina e apigninidina no genétipo BRS 305
(pericarpo marrom claro) representaram 50% do teor de antocianinas totais,
enquanto para o BRS 309 (pericarpo branco) e BRS 310 (pericarpo vermelho)
corresponderam apenas a 23 e 26%, respectivamente. Isto demonstra que a
pigmentacdo do pericarpo pode estar relacionada as quantidades destes
compostos em conformidade com os resultados apresentados por Awika,
Rooney e Waniska (2004b) em que apigeninidina e luteoninidina
corresponderam a, aproximadamente, 45% do total de antocianinas em
genotipo de pericarpo marrom, no entanto, apenas a apigeninidina foi
identificada no genoétipo vermelho (19%) (AWIKA, ROONEY e WANISKA,
2004b). Outras antocianinas como as cianidinas e perlagonidinas foram
relatadas no sorgo. No entanto, as mais comuns sdo as 3-deoxiantocianinas e
seus derivados, que incluem a luteinolinidia e apigeninidina, pouco comuns em
outras plantas (AWIKA, ROONEY e WANISKA, 2004a; b).

Apesar das menores concentragbes de antocianinas totais,
apigeninidina, luteolinidina, taninos e fendlicos totais do sorgo BRS 309, o
mesmo apresentou atividade antioxidante semelhante aos demais analisados.
Isto pode ser devido ao maior teor de fitato desse gendtipo, contribuindo,
significativamente, para esta atividade. O posicionamento dos grupos fosfato

confere ao fitato a habilidade de quelar ions oxidativos, podendo desta forma,
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agir como um antioxidante (FILGUEIRAS, SOARES, SHIMOKOMAKI, et al.,
2009; KUMAR, SINHA, MAKKAR, et al., 2010).

Consumo alimentar e ganho de peso

As dietas hiperlipidicas apresentaram densidade energética similares e
proporcionaram, desta forma, ganho de peso e quantidade de gordura
epididimaria semelhantes, embora o consumo alimentar tenha reduzido. No
entanto, outros estudos com dietas hiperlipidicas detectaram diferenca
significativa entre o controle e as dietas hiperlipidicas (COLE, MURRAY,
COCHLIN, et al., 2011; WRIGHT, BRANDON, HOY, et al., 2011).

Tendo em vista o maior consumo de fendlicos totais, taninos
condensados, luteolinidina e apigeninidina do grupo DHS 305 em relacdo as
outras dietas adicionadas de sorgo, esperava-se um maior potencial deste
gendtipo de sorgo em controlar as alteragfes bioquimicas, prevenir o estresse
oxidativo e a inflamagédo. Adicionalmente, a incorporagcdo do sorgo com
elevados teores de tanino a dieta de ratos (JAMBUNATHAN e MERTZ, 1973) e
porcos (AL-MAMARY, MOLHAM, ABDULWALI, et al., 2001) resultaram em
menor ganho de peso, indicando que gendtipos de sorgo com esta
caracteristica poderiam ser utilizados como estratégia no controle da obesidade
(AWIKA e ROONEY, 2004).

Andlises bioquimicas, peroxidacédo lipidica e atividade da enzima superéxido
dismutase

As concentracdes de glicose, frutosamina, colesterol total, HDL-
colesterol, triglicerideos, alanina e aspartato amino transferase, superoxido
dismutase e malondialdeido plasmatico ndo diferiram entre 0s grupos
experimentais. Esperava-se reducdo dos parametros bioquimicos nos grupos
que receberam dietas adicionadas de sorgo em funcdo da presenca dos
fitoquimicos deste cereal.

Tem-se demonstrado que o consumo de dietas com elevado teor de
lipidios induz lesdes hepaticas por meio do aumento do estresse oxidativo e
reduz a atividade das enzimas antioxidantes (SLIM, TOBOREK, WATKINS, et
al., 1996). No presente estudo, apesar de nao ter havido diferenca nos niveis
de MDA do figado entre as dietas AIN-93M, DHC, DHS 305 e DHS 309, o

genotipo de sorgo BRS 310 reduziu este parametro. Nao foram observados
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alteracbes nas concentracbes das enzimas hepaticas (alanina amino
transferase e aspartato amino transferase) em nenhum dos grupos
experimentais. Este resultado indica que os trés gendtipos de sorgo nédo
apresentaram risco de toxicidade nos parametros analisados durante 35 dias
de consumo. Todavia, Milagro, Campion e Martinez (2006) relataram aumento
do estresse oxidativo, indicado pela alta concentragcdo de MDA, desordens
hepéticas e agravo da sindrome metabdlica em ratos Wistar animais
alimentados com dieta hiperlipidica durante 56 dias.

As dietas hiperlipidicas controle e adicionadas de sorgo aumentaram o0s
niveis de SOD em aproximadamente 70%. Entretanto, Rico, Shin, Um et al.
(2011) relataram menores niveis das enzimas SOD, catalase e glutationa
peroxidadase em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica e
destacaram o efeito deletério do consumo de lipidios sobre o sistema

antioxidante enzimatico.

Expressdo de mRNA IL-8, IL-10 e TNF-a pelo método Reagcdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real

A maior expressdo de mRNA de TNF-a, principalmente no grupo
alimentado com DHC, confirma o efeito pré-inflamatério de dietas hiperlipidicas.
Tem-se demonstrado que o aumento da adiposidade € um importante
mediador do processo inflamatorio, que contribui para a producédo de citocinas
pré-inflamatérias, como o TNF-a (HOTAMISLIGIL, SHARGILL e SPIEGELMAN,
1993). Entretanto, no presente estudo, a producdo destas citocinas foi
observada sem alteracBes estatisticamente significativas no peso corporeo, ha
gordura epididimaria e nos parametros bioquimicos dos animais. Os animais
alimentados com DHS 305 e DHS 309 expressaram aproximadamente duas
vezes menos MRNA de TNF-a que os alimentados com DHC, e juntamente
com a menor expressao do grupo DHS 310, indicaram que o sorgo foi capaz de
reduzir a expressédo desta citocina com o consumo de dieta hiperlipidica.

Verificou-se que o grupo DHS 305 expressou 3,6 vezes menos mRNA
de IL-8 que o grupo DHC. Este resultado pode ser proveniente da maior
concentracdo de taninos condensados, denominados procianidinas, no
genotipo de sorgo BRS 305. Estudo in vitro com este flavonoide proveniente de
semente de uva demonstrou atividade antiinflamatoria e imunomodulatoria em

macrofagos ativados (TERRA, VALLS, VITRAC, et al., 2007).
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Ressalta-se que o0 mecanismo que sustenta a associacdo entre a
obesidade e os niveis mais elevados de inflamacédo ndo esta totalmente
elucidada. No entanto, a maior expressdo de mRNA das interleucinas TNF-a e
0 aumento aparente da IL-8 caracteriza a presenca da inflamacéo subclinica,
principalmente nos animais alimentados com DHC.

Observou-se que a IL-10 apresentou expressao aproximadamente 2,5
vezes maior no grupo DHC em comparacdo ao grupo AIN- 93M. Na presenca
das farinhas dos genoétipos de sorgo adicionadas em dietas hiperlipidicas,
verificou-se que os grupos DHS 305, DHS 309 e BRS 310 expressaram,
respectivamente, 7, 3 e 15 vezes menos IL-10 que o grupo DHC. Deste modo,
pode-se inferir que este aumento compreende uma resposta do organismo
para reduzir a producao das IL-8 e TNF-a, uma vez que a IL-10 é a principal
inibidora da sintese das citocinas pro-inflamatorias e supressora da funcao dos
macrofagos (ESPOSITO, NAPPO, GIUGLIANO, et al., 2003).

Morfometria intestinal

Verificou-se que o0s animais alimentados com dieta hiperlipidica na
auséncia e presenca de sorgo (DHS 305 e BRS 309) apresentaram hipertrofia
na altura das vilosidades do jejuno. Entretanto, ndo houve modificacdo na
profundidade das criptas e na espessura das camadas musculares. Goda e
Takase (1994) relataram resultado semelhante em ratos que consumiram dieta
com elevado teor de lipidios (70%), destacando ainda, aumento da superficie
de absorcdo de nutrientes. Scoaris, Rizo, Roldi et al. (2010) relacionaram o
aumento da superficie de absorcao intestinal ao maior ganho de peso de ratos
alimentados com dietas de cafeteria (16% lipidios). No entanto, no presente
estudo, o aumento das vilosidades intestinais ndo favoreceu o ganho de peso
dos animais alimentados com dietas hiperlipidicas.

Ndo foram observadas alteragbes nos parametros morfométricos
intestinais dos animais alimentados com dieta contendo sorgo. Similarmente,
frangos de corte alimentados com sorgo nao apresentaram alteracfes na altura
das vilosidades, profundidade das criptas e espessuras das camadas
musculares intestinais, além de suas mucosas se mostrarem semelhante a dos
animas alimentados com trigo e milho (THOMAS, RAVINDRAN e THOMAS,
2005; SHAKOURI, 131, MIKKELSEN, et al., 2009)
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No presente estudo, os diferentes niveis de taninos condensados nos
genatipos de sorgo nao foi capaz de alterar a morfologia intestinal dos animais.
Entretanto, resultados divergentes foram demonstrados por Nyamambi, Ndlovu,
Naik et al. (2007) em que altura das vilosidades e a profundidade das criptas
intestinais de frango de corte reduziram de acordo com o aumento das
procianidinas de genétipos de sorgo. Assim, pode-se inferir que as alteracdes
morfolégicas foram decorrentes, principalmente, da elevada concentracédo de
lipidios da dieta.

A selecdo de alimentos que apresentam elevada atividade antioxidante e
sua insercdo no habito alimentar pode auxiliar na reducdo dos riscos das
doencas cronicas ndo transmissiveis (BRIGHENTI, VALTUENA, PELLEGRINI,
et al., 2005; VALTUENA, PELLEGRINI, FRANZINI, et al., 2008). No entanto,
estudos adicionais in vivo sd0 necessarios para explorar o potencial de cereais
com elevado potencial antioxidante uma vez que estes sao predominantes na

alimentacao ocidental.

7.5. Conclusao

As farinhas dos genotipos de sorgo BRS 305, BRS 309 e BRS 310
apresentaram elevada atividade antioxidande. O gendétipo de sorgo BRS 305
apresentou as maiores concentracdes de fendlicos totais, taninos
condensados, luteolinidina e apigeninidina.

A menor expressdo de TNF-a e o menor nivel de MDA do figado dos
animais do grupo alimentado com o sorgo BRS 310 indicaram que este
gendtipo foi mais eficiente em reduzir a inflamacgéo e o estresse oxidativo, além
de ndo alterar a morfologia intestinal. Os par@metros bioquimicos plasmaticos,
de toxicidade hepatica, as concentracdes de MDA e a atividade da enzima
SOD no figado ndo apresentaram alteragbes em ratos alimentados com dieta

hiperlipidica na presenca de sorgo.
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8. CONCUSAO GERAL

No presente estudo avaliou a atividade antioxidante, a qualidade
protéica e o potencial funcional de novos gendétipos de sorgo desenvolvido para
o consumo humano, submetido a processamentos térmicos. Os genétipos de
sorgo apresentaram elevada atividade antioxidante, e esta foi mantida com a
exposicao dos graos a temperatura de 105°C durante 15 minutos. Além disso,
este tratamento aumentou a concentracdo de fendlicos totais e manteve
taninos e fitato. Correlacdo positiva foi demonstrada entre a atividade
antioxidante dos genotipos de sorgo com as concentracdes de fendlicos totais,
taninos e fitato. O tratamento térmico melhorou a qualidade protéica do
gendtipo BRS 309. O perfil de aminoacidos essenciais do sorgo foi o principal
limitante da qualidade protéica. Dentre os gendtipos avaliados o BRS 310
apresentou a melhor qualidade protéica independente do tratamento térmico. A
adicao das farinhas de sorgo as dietas hiperlipidicas néo alterou os parametros
bioquimicos e as concentracbes de MDA plasmaticos e a atividade da enzima
SOD no figado. Tendo em vista a manutencdo da elevada atividade
antioxidante frente a exposicao ao tratamento térmico em estufa, os melhores
indicadores de indices biolégicos de qualidade protéica, manutencdo da
morfologia intestinal, além da reducéo da inflamacé&o subclinica e do estresse
oxidativo, pode-se inferir que o gendtipo BRS 310 possui uma composicdo

quimica e nutricional favoravel ao consumo humano.
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Anexo

9. ANEXO |

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica para Uso de Animais (CEUA) / UFV certifica
que o processo n.° 28/2010, intitulado “Efeito antioxidante e modulagdo da
inflamagdo subclinica por farinhas integrais de gen6tipos de sorgo sobre
pardmetros fisiologicos de ratos Wistar” coordenado pelo(a) Prof(a).
Hércia Stampini Duarte do Departamento de Nutrigdo e Saide esta de
acordo com 0 Codigo de Etica Profissional do Médico Veterinario, com 0s
Principios Eticos na Experimentagio Animal adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagio Animal (COBEA) e com a legislagdo
vigente, tendo sido aprovado por esta Comisséo em reunido de 31/08 /2010.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use / UFV certify that the process
number 28/2010, named “Antioxidant effect and modulation of
inflammation subclinical of the sorgum genotypes flour on physiological
parameters in wistar rats” is in agreement with the Medical Veterinary
Professional Ethics Code, with the Ethical Principles for Animal
Research established by the Brazilian College for Animal
Experimentation (COBEA) and with actual Brazilian legislation. This
Departmental Commission on August 31, 2010 approved this process.

Vigosa, 31 de agosto de 2010

) JM

Comlséo de Etica para o Uso de Animais da UFV

(CEUA / UFV)
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