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RESUMEN

Diversos estudios clinicos, epidemioldgicos y experimentales han demostrado que la presencia
de algunos componentes de la dieta como los &cidos fendlicos pueden ejercer un efecto
protector en la prevencion de enfermedades crénico degenerativas. El sorgo es un cereal
prometedor para la produccién de alimentos funcionales sin embargo la disposicion estructural
de los &cidos fendlicos presentes en la pared celular del grano limitan en gran medida su
bioaccesibilidad y por tanto su biodisponibilidad. Lo anterior da lugar a la aplicacién de
tecnologias encaminadas al mejoramiento del potencial bioldgico de este cereal. Por ello, el
objetivo de este trabajo fue evaluar la bioaccesibilidad de compuestos fendlicos de harina
integral de sorgo sometida a proceso de coccion y su efecto sobre el perfil de lipidos, glucosa y
actividad antioxidante en suero de ratas con obesidad inducida. En extractos metandlicos (EA) y
alcalinos (EA) de harina integral de sorgo sin cocinar (HI) y cocinada (HIC) se evalud el
contenido de compuestos fenoles totales (CFT), actividad antioxidante y contenido de &cidos
fendlicos los cuales se determinaron en un equipo de cromatografia liquida de alta presion
(UHPLC-DAD). La bhioaccesibilidad se determindé mediante un ensayo de digestion
gastrointestinal in vitro. El efecto del consumo de dietas suplementadas con harina integral de
sorgo sometida a proceso de coccién se evallo en un modelo murino. El proceso de coccién en
la harina no impacté de manera significativa en el contenido de CFT ni actividad antioxidante,
pero si en el contenido de &cido ferulico en donde los resultados fueron méas elevados respecto
a la HI. La bioaccesibilidad del acido ferulico en la HI fue de 0.54% mientras que la de HIC fue
de 0.78% lo que correspondié a un incremento del 31%. El estudio in vivo demostré que las
dietas suplementadas con HIC tuvieron un efecto hipolipidémico e hipoglucémico en suero de
ratas obesogénicas. Ademas de los parametros anteriores, se observé una reduccion en el
indice aterogénico (IA) y un aumento en lipoproteinas de alta densidad (C-HDL). Con estos
resultados es posible concluir que el consumo de HIC puede mejorar un status obesogénico en

ratas dandose la posibilidad de que pueda ser utilizado como parte de una dieta saludable.



OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el potencial antioxidante y bioaccesibilidad de compuestos fendlicos de harina integral
de sorgo sometida a proceso de coccion y su efecto sobre el perfil de lipidos, glucosa y

actividad antioxidante en suero de ratas con obesidad inducida.

Objetivos Especificos

1. Evaluar el efecto del proceso de coccion en harina integral de sorgo sobre el contenido de
fenoles totales, capacidad antioxidante y &cidos hidroxicinamicos.

2. Evaluar la bioaccesibilidad de compuestos fendlicos presentes en harina integral de sorgo
cocinado en un sistema de digestion in vitro.

3. Evaluar el efecto del consumo de dietas suplementadas con harina integral de sorgo
sometida a proceso de coccidn, sobre el perfil de lipidos, glucosa y actividad antioxidante en
suero de ratas con obesidad inducida.



INTRODUCCION

De acuerdo a la OMS anualmente un 63% de la poblacibn mundial muere a causa de las
enfermedades cronicas tales como enfermedades cardiovasculares, cancer, diabetes entre
otras. Dentro de los principales factores de riesgo que predisponen a estas enfermedades se
puede mencionar a la hipertension, la dislipidemia, la resistencia a la insulina, el tabaquismo, el
sedentarismo y la obesidad. La prevalencia de la obesidad a avanzado a tal grado que, en
2014, el 39% de las personas adultas de 18 o mas afos tenian sobrepeso, y el 13% eran
obesas (OMS, 2016). En México, la prevalencia de sobrepeso y obesidad en adultos ha
alcanzado cifras hasta del 74% (ENSANUT, 2016).

La etiologia de la obesidad es compleja e incluye tanto factores biolégicos como
ambientales, asociados a dietas altas en calorias y reducida actividad fisica. Se ha reportado
gue los consumos de dietas altas en grasa promueven el estrés oxidativo lo que conlleva a la
generacién de radicales libres quienes a su vez desencadenan reacciones de tipo inflamatorio.
Por esta razén se menciona que la obesidad es un proceso de inflamacion crénica de bajo

grado.

Diversos estudios clinicos, experimentales y epidemiol6gicos han demostrado que la dieta
puede ejercer un efecto benéfico en la reduccion de la obesidad. Se ha demostrado que
algunos componentes presentes en los alimentos como los compuestos fendlicos pueden
ejercer algunas actividades bioldégicas como antioxidante, antinflamatoria, antihipertensiva entre
otras, promoviendo asi una reduccion en el desarrollo de la obesidad (Larrosa y col., 2010;

Vitaglione y col., 2008).

En los ultimos afios, los cereales han sido promovidos como parte de dietas saludables
particularmente por su alto contenido de fibra dietaria (Pérez-Jiménez y col., 2009; Vitaglione y
col., 2008). Sin embargo, existen otros componentes presentes en este grupo de alimentos
como los acidos fendlicos, los cuales se encuentran en altas concentraciones en cereales como

el maiz, cebada, trigo y sorgo (Dykes y Rooney, 2006).

El sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) ocupa el quinto lugar en produccion de cereales a
nivel mundial (FAOSTAT, 2017). En paises de bajos recursos econémicos (subdesarrollados) el
cultivo de este cereal se destina a consumo humano formando parte de la dieta basica de estas

poblaciones.
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Como todos los cereales el grano de sorgo esta constituido por tres partes anatomicas:
pericarpio, endospermo y germen. En el pericarpio que es la parte mas externa del grano se
encuentran en mayor concentracion los compuestos fendlicos. Sin embargo, estos
componentes se encuentran unidos a otras estructuras llamadas arabinoxilanos formando parte
de la pared celular (Huisman y col., 2000). Estas uniones que se dan covalentemente por
enlaces tipo éster, no permiten la digestibn de los compuestos fendlicos ya que el tracto
digestivo humano no posee las esterasas necesarias para liberarlos y consecuentemente ser

absorbidos (Morales y col., 2013)

Algunos estudios realizados en trigo, maiz y cebada han demostrado que procedimientos
como la reduccion en el tamafio de particula, la extrusion, y el remojo entre otros, han logrado
mejorar la bioaccesibilidad y biodisponibilidad de los compuestos fendlicos (Acosta-Estrada y
col., 2014). En sorgo, los trabajos de investigacion en esta area han sido muy limitados, por lo
que seria factible aplicar algunos de estos procedimientos, especificamente el proceso de
coccién, y que este pudiera presentar resultados favorables en cuanto al incremento en

contenido de fenoles en este cereal.

Por lo anteriormente expuesto, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del
proceso de coccidon en harina integral de sorgo sobre el contenido de fenoles totales, la

actividad antioxidante y su impacto sobre un modelo murino.
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REVISION DE LITERATURA

Origen del Sorgo

El origen del sorgo data desde tiempos antiguos, los primeros informes muestran que este
cereal ya existia de manera silvestre en la India (siglo | d. C). Sin embargo, el sorgo quizas sea
originario de Africa Central (Etiopia o Sudan), pues es alli donde se encuentra la mayor
diversidad. El sorgo como cultivo doméstico llegd a Europa aproximadamente hacia el afio 60 d.
C. pero nunca se extendido mucho en este continente. No se sabe cuando se introdujo la planta
por primera vez en América. Las primeras semillas probablemente se llevaron al hemisferio

Occidental en barcos de esclavos procedentes de Africa (InfoAgro, 2017).

Taxonomia

El sorgo (sorghum spp.) pertenece a la familia de la Poaceae o gramineas oriundas de las
regiones tropicales y subtropicales de Africa oriental. Se cultiva en su zona de origen,
Europa, América 'y Asia como cereal para consumo humano y para consumo animal, en la
produccion de forrajes, asi como también para la elaboracién de bebidas alcohdlicas. Su
resistencia a la sequia y al calor permite su crecimiento en regiones aridas, y es uno de los
cultivos alimentarios mas importantes del mundo. Comprende 366 especies descritas y de

estas, solo 31 han sido registradas (GRIN-global, 2015).

Reino plantae
Division Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Orden Poales
Familia Poaceae
Género Sorghum
Especie Sorghum bicolor L. Moench
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Las gramineas son una familia de plantas herbaceas pertenecientes al orden Poales de
las monocotileddneas. Las gramineas son la cuarta familia con mayor rigueza de especies, pero
definitivamente, es la primera en importancia econémica mundial. De hecho, la mayor parte de
la dieta de los seres humanos proviene de las gramineas, dentro de esta familia se encuentran

los cereales como el trigo, maiz, avena, cebaday el sorgo.

Principales Paises Productores de Grano de Sorgo

En los Ultimos dos afios la produccion mundial de sorgo ha mostrado una tendencia hacia el
aumento, con tasa de crecimiento media anual de 3.3% entre los ciclos 2011/12 y 2013/14. El
crecimiento es debido en mayor medida, a incrementos en los rendimientos particularmente en
paises como los Estados Unidos, donde se aumento la produccién de este cereal de manera
significativa (FIRA, 2015).

Entre los principales paises productores de grano de sorgo, Estados unidos se encuentra
ocupando el primer lugar con el 19%, Nigeria con el 14 %, India con el 13% y México ocupando
el 4° lugar con una produccion del 10%. En total son 10 paises productores los que conforman
el 81% de la oferta mundial de produccién del sorgo. Los otros paises importantes son Sudan,
Argentina, China, Australia, Etiopia y Burkina Faso, que conforman el 18% de la produccion, el
1% lo aportan los Paises Bajos (Figura 1) (FAOSTAT, 2016).

Usos del Sorgo

La mayor parte de la produccion de sorgo es destinada como forraje para alimento balanceado
para animales (80%) y para el consumo humano se destina solo el 20% (Figura 2). El sorgo
forma parte de la dieta basica para muchas poblaciones africanas, ya que con este cereal se
elaboran una gran variedad de productos fermentados (kishra, kefir), cocinados (porridge

“atole”), horneados (tortillas, galletas) entre otros (Dlamini y col., 2007).
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Figura 1. Principales paises productores de sorgo (2005-2015) (Millones de
toneladas métricas).
Fuente: FIRA, 2015.
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Figura 2. Principales paises consumidores de sorgo, 2014/2015 (Miles de
toneladas) consumo como forraje y destinado para consumo humano e
industrial.

Fuente: FIRA, 2015.
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La harina de sorgo es principalmente utilizada para la elaboracion de galletas, pasteles,
alfajores, waffles, magdalenas, panes dulces y pan de jengibre. Mientras que el aceite de sorgo
es muy semejante al del maiz, contiene una mayor proporcion de acidos grasos tales como
linoléico 49.0%, oléico 31.0%, palmitico 14.3%, linolénico 2.7% esteérico 2.1%, palmitoléico
1.0% (Awika y Rooney, 2004). El consumo en México es de alta demanda, en algunos lugares
del pais es usado con fines gastronémicos y medicinales. También el sorgo se ha utilizado para
la elaboracién de cerveza sin alcohol mediante un proceso de malteado. También se puede
llevar a cabo la fermentacion del sorgo para obtener alcohol etilico que puede ser empleado en
la industria como disolvente, combustible y antiséptico de igual manera desde la antigiiedad
hasta el dia de hoy el sorgo en grano también es parte importante la industria papelera
(SAGARPA, 2015).

Composiciéon Quimicay Estructura Fisica del Grano de Sorgo

El sorgo pertenece a la familia de las gramineas, sus caracteristicas anatébmicas y composicion
gquimica son muy similares a las del trigo, avena, cebada y particularmente el sorgo comparte
mayor similitud con el maiz. La Tabla 1 muestra la composicién quimica del sorgo, se puede
observar que el componente mayoritario son los carbohidratos representando entre el 73.37 a
71.71% de la composicién quimica proximal. El contenido de proteina en sorgo se encuentra en
un rango muy similar al de los otros cereales como el maiz y trigo. Al igual que estos cereales,
la proteina de sorgo se considera de baja digestibilidad, atribuida principalmente a su alto
contenido del aminoacido prolina. Otra caracteristica importante de destacar en relacién a la
proteina del sorgo, es que este cereal no tiene la capacidad de formacion de gluten, como es el

caso del trigo, lo que convierte al sorgo en una opcion viable para enfermos celiacos.

El contenido de fibra dietaria, que oscila entre 2.58 -1.39% puede motivar al desarrollo de
alimentos basados en sorgo dadas las propiedades hipoglucemiantes e hipocolesterolémicas
gue se le han atribuido a este componente. La composicion quimica del sorgo puede ser muy
variable dependiendo de varios factores como las practicas agrondémicas aplicadas para su
cultivo, variedad de sorgo, tipo de testa (pigmentada o sin pigmentar) entre otros (Neucere y
Sumrell, 1980). Finalmente, un menor porcentaje de la composicion quimica del sorgo lo
constituyen vitaminas, minerales y un grupo de compuestos denominado fitoquimicos los cuales

se describiran en un apartado posterior.
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Tabla 1. Composicion quimica proximal del grano de sorgo

Composicion Porcentaje
guimica (%)
Carbohidratos 71.71-73.37
Proteinas 9.75-14.32
Grasa 2.66 - 3.49
Fibra dietaria 2.58 -1.39
Minerales 1.35-1.83

Fuente: Hwang y col., 2002.

En cuanto a la composicion anatémica del grano de sorgo (Figura 3), es posible distinguir
tres partes distintivas: (a) germen (9%) en el cual se concentran los componentes quimicos que
daran origen a la nueva planta, (b) endospermo (84%) constituido principalmente por almidén y
proteina (c) pericarpio-testa (7%), comiunmente denominado salvado. A su vez, esta Ultima capa
se encuentra dividida en tres partes histolégicas que son: epicarpio, mesocarpio y endocarpio
(Hwang y col., 2002).

De acuerdo a Hwang y col. (2002), se ha establecido que en el pericarpio y la capa
aleurona estan concentrados la mayor parte de la fibra dietaria y compuestos bioactivos o

también llamados fitoquimicos.

Compuestos Bioactivos del Sorgo

Los granos de cereales contienen una gran variedad de compuestos biolégicamente activos,
dentro de este grupo se pueden mencionar algunas vitaminas, fitoestrégenos, péptidos de bajo

peso molecular, lignanos y compuestos fendélicos (Wang y col., 2014). Es conocido que una vez
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Figura 3. Estructura fisica del grano de sorgo
Fuente: Sautier y O’'Deye, 1989.

que estos compuestos son absorbidos pueden ejercer diferentes efectos fisiolégicos como
antioxidantes, antihipertensivos, antitrombaéticos, anticancerigenos entre otros, promoviendo de

esta manera efectos benéficos a la salud (Kern y col., 2003).

Particularmente hablando de compuestos bioactivos con actividad antioxidante, se sabe
gue el modo de accidn este compuesto es a través de mecanismos de prevencion de formaciéon
de radicales libres por encima de los valores normales, mecanismos de reparacion o
eliminacion de biomoléculas dafiadas por radicales libres 0 mecanismos secuestrantes

mediante la eliminacién o estabilizacion de radicales libres (Balasundram y col., 2006)

Los compuestos antioxidantes en el sorgo estan concentrados en las capas mas externas
del grano (pericarpio-testa) (Awika y Rooney, 2004). Aun cuando la separacion del endospermo
del salvado asegura una mayor concentracion de estos compuestos bioactivos, es deseable
mantenerlos en la matriz integra (grano entero) debido a que asi es como comdnmente se

consume este cereal.

Varios estudios han reportado el potencial antioxidante del sorgo atribuido a los

compuestos fendlicos, dentro de los cuales se pueden encontrar antocianidinas, quinonas,
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flavonoles, flavonas, flavanonas y acidos fendlicos. (Awika y Rooney, 2004; Fardet y col., 2008;
Rice-Evans y col., 1996). Los &cidos fendlicos predominantes en cereales son acidos caféico,
acido p-coumarico, acido ferdlico y acido sinapico, los cuales pueden encontrarse en

concentraciones variables y de forma libre, ligada o conjugada (Tabla 2).

Tabla 2. Principales fitoquimicos que se encuentran en los cereales de mayor consumo

Contenido Acido Acido Acido Acido

Cereales fendlico feralico p-coumarico sinapico vanillico
total
EAG/Kkg (mg/KQ)

Trigo 350-1505 45-1270 0.2-37.2 1.3-63 0.6-35
Centeno - 6-860 41 2-120 3-22
Avena 1223 359 - 55 17
Cebada - 168-723 4-374 - 29.2-33.4
Maiz 2194-3010 380-1759 31 57 4.6
Sorgo blanco? 878.48 1400-2170 0-970 50-140 -

Fuente: Chiremba y col., 2012; N'Dri y col., 2013.

Al igual que su composicion quimica, el potencial antioxidante en el sorgo se puede ver
afectado por la variedad y condiciones agronémicas, pero ademas también por el tipo de
procesamiento previo a su consumo, posibles interacciones que se puedan presentar entre los

compuestos fendlicos, o bien con otros componentes de la matriz alimentaria.

Compuestos Fendlicos

Los compuestos fendlicos son sustancias ubicuas en las plantas, su principal funcion es la de
defensa contra factores bidticos y abibticos, se encuentran en variadas proporciones en
alimentos como frutas, verduras y cereales, por lo tanto, su consumo diario puede también ser
muy variable. Se ha reportado que el consumo de compuestos fendlicos derivados de cereales
puede variar en un rango de 1 - 2 g/dia Hervert-Hernandez y col., (2011) realizaron un estudio

en la poblacion rural mexicana en el cual se encontré que en la ingesta diaria de una dieta

18



balanceada se encuentran alrededor de 800 mg de compuestos fendlicos. Por ese motivo se ha
mencionado que estos compuestos son importantes para la prevencién de enfermedades y se

recomienda el consumo de antioxidantes de origen natural en la dieta humana.

Los compuestos fendlicos no son nutrientes, por lo que no se tiene un requerimiento
nutricional diario establecido de tal manera que su ausencia (aunque de antemano no es
posible eliminarlo de la dieta) o minimas cantidades de consumo no provoca alguna
enfermedad de tipo nutricional. No obstante, el consumo regular de alimentos conteniendo
compuestos fendlicos si puede jugar un importante papel preventivo en el desarrollo del cancer

y enfermedades del corazdn entre otras enfermedades (Kahkénen y col., 1999).

El término compuestos fendlicos o “fenoles” comprende aproximadamente 8000
compuestos que se encuentran de manera natural. Todos poseen en comun una caracteristica
estructural, un fenol (un anillo aromético teniendo al menos un sustituyente hidroxilo). Los
acidos fendlicos son una subclase de los compuestos fendlicos, que describe de manera

general a fenoles que poseen una funcionalidad de &cido carboxilico (Robbins, 2003).

Bioquimicamente, se pueden describir a los acidos fendlicos como metabolitos
secundarios de las plantas derivados de diferentes rutas tales como la ruta de la pentosa-
fosfato, ruta del acido shikimico o la ruta de los fenilpropanoides (Randhir y col., 2004). Los
acidos fendlicos son derivados de los acidos benzdico y cinamico, y se encuentran presentes en
todos los cereales. Existen dos tipos de acidos fendlicos: (1) hidroxibenzodicos (acido galico, p-
hidroxibenzodico, protocatéico, vanillico y siringico; (2) hidroxicinamicos (caféico, p-coumarico,
sinapico y ferulico) y pueden encontrarse en forma libre, conjugada o ligada (Dykes y Rooney,
2006). Salazar L6pez y col. (2016) evaluaron el contenido de acidos fendlicos totales en harina
integral y salvado de sorgo encontrando que en esta Ultima fraccidbn se concentraba mas del
80% del contenido de fenoles respecto al contenido total, predominando el acido feralico (Tabla
3).

En la Figura 4 se muestra la principal ruta biosintética de los acidos hidroxicindmicos, asi
como su estructura. Diversos estudios han reportado que existe una relacion entre actividad
biolégica y estructura, particularmente se menciona que la actividad antioxidante de los acidos
fendlicos depende del numero y posiciones de los grupos hidroxilo en relacion al grupo
carboxilo. Asi pues, la actividad antioxidante de los &cidos fendlicos se incrementa con el
aumento de la hidroxilacion, como es el caso del &cido géalico que presenta en su estructura tres

grupos hidroxilo y ha sido reportado como uno de los &cidos fendlicos con mayor potencial
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antioxidante. Sin embargo, sustituciones de los grupos hidroxilo en las posiciones 3 y 5 con
grupos metoxilo, reduce notablemente la actividad antioxidante como es el caso de &cido

siringico.

Tabla 3. Contenido de acidos hidroxicinAmicos en harina integral y salvado de sorgo

blanco extraidos en metanol: agua (EM) y por hidrélisis alcalina (EA).

Acido Acido Acido Acido
Caféico p-Coumaérico Ferulico Sin4pico
Mg/ g
EM
Harina integral 10.2+1.0 18.1+1.8 12.2+0.2 2.1+0.0
Salvado 14.8+0.5 8.6x0.4 19.6+0.4 3.4+0.1
EA
Harina integral ND 38.7+0.2 679.6+£12.3 ND
Salvado ND 169.3£3.5 3036.0+87.5 ND

ND: no detectado
Fuente: Salazar Lépez y col., 2016.

Por otra parte, los acidos hidroxicindmicos exhiben mayor actividad antioxidante respecto
a los hidroxibenzdicos y esto pudiera ser debido a la cercania de la cadena conjugada con el
grupo carboxilo (CH=CH-COOH), lo que asegura una mayor capacidad de donacion de
hidrogeno y estabilizaciéon del radical libre mucho mayor que la del grupo carboxilo en los acidos
hidroxibenzéicos (Rice-Evans y col., 1996). Lo anterior posibilita a los &cidos hidroxicinamicos a
ejercer un efecto protector en la prevencion y desarrollo de enfermedades asociadas a estrés

oxidativo.

Bioaccesibilidad de Acidos Hidroxicinamicos

Se ha reportado que los &cidos fendlicos libres y conjugados pueden ser rapidamente

disponibles para absorcion en el intestino delgado y grueso (Manach y col., 2004). Sin embargo,
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los acidos fendlicos ligados covalentemente a polisacaridos de la pared celular (arabinoxilanos)
solamente pueden ser liberados por esterasas especificas (ferulico esterasa) sintetizadas por la

microbiota del intestino grueso (Chandrasekara y Shahidi, 2012; Mateo y col., 2009).

CDDH COOH
, . PAL

)

Fenilalanina  Acido cinamico

CadH
]
COOH COOH COOH COOH COOH
P J J J
- NH2 ;/// — o [ -~
. \J TAL _A_ Ca3H _~._ COMT _. = OMT L
| — ] — | - [
- N A PN A
\-T- \‘nr- \\:\T OH \I OCH3 CH30 OCH3
OH CH OH OH OH
Tirosina Acido Acido Acido Acido
p-Coumarico Caféico Feralico Sinapico

Figura 4. Ruta biosintética de los acidos hidroxicinamicos. Enzimas indicadas en la ruta son:
PAL, fenilalanina amonio liasa; TAL, tirosina amonio liasa, Ca4H, cinamato 4-hidroxilasa; Ca3H,

cumarato 3-hidroxilasa; COMT, acido cafeico O-metiltransferasa, O-metil-trasferasa.

Fuente: Rice Evans y col., 1996.

Los &cidos fendlicos ligados tienen muy baja biodisponibilidad debido a que la constitucion
de su matriz alimentaria (salvado) retrasa su acceso a las enzimas necesarias para la digestion
y que contribuyen a su liberacién en el tracto gastrointestinal (Laura y col., 2007; Zhao y col.,
2003).
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Especificamente se ha reportado que alrededor del 90% de los acidos fendlicos presentes
en salvado de sorgo se encuentran en forma ligada. De este porcentaje, una gran proporcién
corresponde al acido ferulico unido por enlaces éster a los arabinoxilanos, los cuales son
polisacaridos no amildceos constituidos por cadenas de xilosas B (1-4) substituidas por
monomeros de arabinosa (a-(1—3) o a-(1—2) (Figura 5). Se llaman arabinoxilanos ferulados a
los arabinoxilanos que tienen unidas moléculas de acido ferulico en posicién 0-5 de la arabinosa

por medio de un enlace éster (Morales y col., 2013).

Esta disposicion estructural del &cido ferdlico limita en gran medida su bioaccesibilidad la
cual se define como la cantidad del compuesto bioactivo que se encuentra disponible para ser
absorbido.

0 /V/OQ B-(F—4)-D-xilanopiranosa
O

Union ester

4 \ o—L-arabinofuranosas
o] O—CH,

Acido ferulico <

H,CO
\ OH

Figura 5. Disposicion estructural del acido ferulico en arabinoxilano presente en la pared
celular.

Fuente: Morales y col., 2013.

En el caso del sorgo el grado de substitucién de arabinosas es mucho mas elevado
comparado con maiz o trigo, lo que hace que la matriz alimentaria se vuelva ain mas compleja.
Aunado a esta situacion también se pueden encontrar sustituciones de acido glucurénico,
haciendo todavia mas dificil el acceso a las enzimas digestivas y posterior liberacién del acido
ferdlico (Morales y col., 2013). Se ha reconocido el efecto protector que brinda el acido ferdlico

que es liberado en la etapa de fermentacién col6nica, es decir aquel acido que no pudo ser
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liberado por las enzimas digestivas y es utilizado por la microflora del intestino grueso, no
obstante, también ha sido motivo de gran interés el estudio de los efectos del acido ferulico

posteriores a la absorcion, una vez realizada la digestion intestinal.

La mayoria de los estudios de bioaccesibilidad de &cido ferdlico han sido realizados en
salvado de trigo mediante ensayos de simulacion de la digestion in vitro, los resultados han
demostrado que con el uso de enzimas y proceso de fermentacién de manera combinada se ha
logrado incrementar la bioaccesibilidad del acido ferulico desde un 1% hasta un 5% (Mateo y
col., 2009). Derivado del estudio anterior, se demostr6 que este incremento en la
bioaccesibilidad del &cido ferdlico promovié cambios significativos en biomarcadores de
inflamacién en humanos (Mateo y col., 2011). De la misma manera Hemery y col.,, 2010
utilizaron la molienda en seco (dry-fractionation) a diferentes tamafos de particula en salvado
de trigo como una opcion para incrementar el contenido de &cidos fendlicos bioaccesibles,
reportaron que en los panes elaborados con salvado (molienda ultrafina) y en pan de grano
entero el contenido de acidos fendlicos fue mas bioaccesible respecto al pan elaborado con
harina blanca (100%).

Métodos Tecnoldgicos Aplicados para la Liberacion de Acidos Hidroxicinamicos

En la actualidad han sido muchos los estudios realizados sobre la evaluacion de la
bioaccesibilidad de los acidos fendlicos y en particular el acido ferulico en cereales como el
trigo, maiz y cebada, no obstante, en sorgo las investigaciones han sido muy limitadas. Salazar
Lépez y col. (2016) hicieron un estudio con salvado de sorgo extrudido y cocinado encontrando
que el porcentaje de bioaccesibilidad fue de 0.96 % y 1 % respectivamente, valores mas altos
obtenidos para el salvado cocinado que para el salvado crudo (0.61 %). No existiendo reportes

en la literatura de la bioaccesibilidad para la harina integral de sorgo.

Procesos Quimicos

Comunmente para cuantificar los acidos fendlicos en el sorgo se llevan a cabo procesos

guimicos tales como, el método de hidrdlisis alcalina y el método de hidrélisis acida los cuales
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pueden liberar a estos compuestos de la matriz alimenticia y posteriormente cuantificarlos

(Krygier y Hogge, 1982).

En la Tabla 4 tomada de Krygier y Hogge (1982), se puede observar la pérdida que
ocasionan ambos métodos cuando se someten a condiciones acidas (HCI 1N, ebullicion/30 min)
y alcalinas (NaOH 2N, temperatura ambiente/4 h/N;). Sin embargo, ademas de las pérdidas que
se tienen bajo estas condiciones, ya se ha estudiado que los métodos acido-alcalinos no son
muy utilizados en la liberacién de &cidos hidroxicindmicos en los alimentos ya que se requiere

de reactivos quimicos y la posible toxicidad limita su consumo.

Procesos Biolégicos

El uso de enzimas para mejorar calidad y mejoramiento de harinas de cereales ha sido
ampliamente utilizado en la industria de la panificacion. En mejoramiento de contenido de
fenoles e incremento de bioaccesibilidad, el uso de la enzima ferulico esterasa ha sido de

interés en diversos estudios.

Tabla 4. Pérdidas de acidos hidroxicinamicos bajo

condiciones acidas y alcalinas.

Perdida (%)

Acidos fendlicos Acida Alcalina
0-COUmarico 15.1 7.5
p-coumarico 72.9 2.7
Trans-isoferdlico 50.3 2.7
Trans-ferulico 78.0 4.8
Caféico 87.3 66.7
Trans-sinapico 91.7 39.5

Fuente: Krygier y Hogge, 1982.
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La enzima ferdlico esterasa es responsable de la liberacion de acidos fendlicos unidos a
arabinoxilanos en las paredes celulares, esta enzima cataliza la hidrélisis del enlace éster entre
los azucares (arabinosa) y los 4cidos hidroxicindAmicos. La enzima ferulico esterasa desempefa
una funcion similar a la alcalinizacion en la ruptura del enlace éster y difiere en su especificidad
hacia los ésteres metilicos de los acidos cindmicos y los oligosacaridos ferulados (Mathew y
Abraham, 2004; Shin y Chen, 2011). Huang y col., 2013 liberaron acido ferdlico libre (310 uM) a
partir de lignocelulosa (salvado de trigo) utilizando una esterasa termoestable producida a partir
de actinomicetos termofilicos para hidrolizar enlaces éster. Este aumento del acido ferulico

incrementd la actividad antioxidante segun se evalué mediante los métodos DPPH y ABTS.

Shin y col. (2006) evaluaron la liberacién de &cido ferdlico a partir de residuos de maiz por
hidrélisis quimica y el uso de una mezcla de enzimas de Spinosa neosartorya NRRL185 (40°C,
24h); Dichos autores no informaron diferencias entre las concentraciones obtenidas por
hidrélisis quimica e hidrélisis enzimatica (0.318 y 0.32 mg / 10 mg de salvado, respectivamente).
No obstante, el uso de enzimas ha mostrado resultados satisfactorios en relacion al
mejoramiento de la bioaccesibilidad de acido ferdlico en cereales, su uso a escala industrial

pudiera ser costoso y repercutir en el costo final del producto.

La fermentacién es un proceso biolégico que regularmente se utiliza para aumentar la
digestibilidad de las proteinas del sorgo; Este proceso es ampliamente utilizado por poblaciones
africanas para preparar un alimento tradicional comunmente llamado gachas (Dlamini y col.,
2007; Taylor y Taylor, 2002). Zaroug y col. (2014) evaluaron el contenido de compuestos
fendlicos en el sorgo con y sin tanino durante la fermentacion (un producto conocido como ajin)
y la fermentacion en horno (un producto conocido como kisra). Encontraron que en ambos
cultivares y en sus diferentes tratamientos no se presentaba actividad antioxidante por el
método de DPPH en el tiempo cero; sin embargo, la mayor actividad antioxidante se presenté

en el producto kisra en el tiempo de 32 h de fermentacion.

Dlamini y col. (2007) estudiaron una masa fermentada elaborada a partir de diferentes
variedades de sorgo para preparar un alimento tipo atole, y reportaron una disminucién en el
contenido total de fenoles y la capacidad antioxidante. Aparentemente, la variedad de sorgo, el
tiempo de fermentacion y posiblemente los inéculos empleados influyeron directamente en el

contenido de compuestos fendlicos en los productos fermentados.
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Procesos Termo mecanicos

Existen reportes de que el calentamiento por microondas dafia a los arabinoxilanos que se
encuentran en los cereales. En maiz, el calentamiento con microondas (180 °C durante 10 min
0 200 °C durante 2 min) puede causar la liberacion de aproximadamente 50% del contenido de
arabinoxilanos como oligosacéridos ferulados con una amplia variedad de pesos moleculares y
que contienen hasta 8 g de ferulico esterificado / 100 g de arabinoxilo-oligosacéaridos (Rose y
col., 2010). En el mismo estudio se observé que el calentamiento en himedo por microondas
(200 y 210 °C) liberé 70% de arabinoxilanos insolubles y ferulados esterificados de salvado de

trigo (30% del acido ferulico inicial).

La extrusibn es un proceso termo mecanico relativamente nuevo, la temperatura de
coccién, velocidad de tornillo, corte y de humedad son las principales variables que participan
durante un proceso de extrusién. Se ha realizado algunos estudios con el fin de mejorar la
accesibilidad de compuestos fendlicos en algunos cereales. Ti y col. (2014) reportaron un
incremento de 12.6% en el contenido fendlico total de salvado de arroz después de la extrusion.
Esto es consistente con los resultados de Zielinski y col. (2001), los cuales obtuvieron en su
estudio un aumento del contenido de fenoles totales y acidos hidroxicindmicos (principalmente
acidos ferulico y coumarico) en la cebada, el arroz, la avena, el trigo y el sorgo después de la
extrusion a temperaturas de 120, 160 y 200 ° C, con un 20% de humedad. Esto sugiere que el
tratamiento térmico de los cereales puede causar la liberacién de acidos fendlicos de las
paredes celulares, posiblemente atribuido a la modificacibn de la estructura de los

arabinoxilanos.

En el caso particular de algunos cereales que tienen una mayor dureza en sus capas
exteriores (pericarpio) como lo es el sorgo, se requiere de una preparacién previa para sus
posteriores tratamientos. Una de estas preparaciones es la reduccion del tamafio de particula,
en donde los granos enteros son sometidos a proceso de molienda mediante el cual se produce
la harina integral, en la que todos los componentes mantienen sus proporciones originales. Este
procedimiento altera la estructura fisica de los granos, aumentando su area superficial, lo que
potencialmente aumenta la accesibilidad de sus constituyentes quimicos, como los compuestos
fendlicos quedando mas disponibles para ser extraidos (Akillioglu y Karakaya, 2010; Jha y col.,
2015).

La coccion en humedo es un método tradicional utilizado en harina de sorgo, este proceso

se caracteriza por hervir el cereal en suficiente agua durante periodos de tiempo variables (10-
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25 min). N'Dri Denis y col. (2013) reportaron que la coccion de harina de sorgo durante 12 min
causo pérdidas promedio de 48% y 44% en compuestos fendlicos extraibles y no extraibles,
respectivamente. Esto es consistente con el trabajo reportado por Towo y col. (2006), que
reportaron una pérdida promedio de 33% en el contenido de fenoles totales de sorgo después
de hervirlo durante 10 min, en comparacion con el sorgo no procesado. Hithamani y Srinivasan
(2014) reportaron una pérdida media del 50% en el contenido total de compuestos fendlicos en
sorgo después de someter el cereal a coccion humeda bajo presion (15 psi, 15 min). La pérdida
de compuestos fendlicos causada por la coccion humeda puede reducirse si se cocina con
cantidades minimas de agua o si el agua se evapora completamente después de cocinar. Esto
se observé en un estudio previo, en el que el sorgo se calent6é con vapor de agua (200-220 °C)
durante 20 min. Bajo estas condiciones, fue posible reducir la pérdida de compuestos fendlicos
en comparacion con la ebullicién tradicional (100 °C) (Wu y col., 2013). Cardoso y col. (2014) se
reportaron pérdidas comparables a las obtenidas por coccion al vapor debido a que el sorgo fue
sometido a proceso de secado posterior al hervido. Con este método, sélo se perdié alrededor
del 8% de su capacidad antioxidante. En la Tabla 5 se muestra un resumen de los principales

resultados obtenidos a partir de procesos de coccion en sorgo.

Tabla 5. Estudios recientes sobre coccion hiumeda de sorgo y su efecto sobre el contenido de fenoles

totales y actividad antioxidante.

Fenoles Actividad antioxidante

Tipo de sorgo Proceso totales (%)
(%)
Coccidn a ebullicion
Sorgo testa no pigmentada / grano 100 °C /12 min
entero? Fenoles solubles 148.6 175.9
Coccidn a ebullicion
Sorgo no pigmentada testa / grano 100 °C/ 12 min 144.6 138.1
entero? Fenoles ligados
Cocinar ebullicién
Sorgo no pigmentada testa / grano 100°C 12 min
entero! Fenoles totales (libres 145.2 151.7
+ ligados)
Harina de sorgo rojo sin taninos Cocinar en agua a
(BRS 310 genotipo)? 100 ° C 25 min/ 127.6 110.6

secado / molienda
Fuente: *N"Dri Denis y col., 2013; 2Cardoso y col., 2014.
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Los procesos tecnoldgicos anteriormente descritos aplicados en sorgo muestran una gran
variabilidad en relacién a los efectos sobre el contenido de fenoles totales y actividad
antioxidante. Los factores que pudieran contribuir a estos efectos pueden ser desde la variedad
de sorgo utilizada, la matriz alimenticia (salvado o grano entero, grano decorticado) que implica
un alto nivel de complejidad, los sistemas de extraccion de fenoles entre otros factores. No
obstante que se han logrado avances importantes en este aspecto, aun quedan muchas
interrogantes en relacion al comportamiento de los fenoles durante un proceso de digestion el
cual puede ser evaluado tanto por procesos in vitro como in vivo. Este tipo de estudios

pudieran marcar la pauta para el desarrollo de alimentos funcionales a base de sorgo.
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METODOLOGIA

Se usaron granos de sorgo bicolor (Sorghum bicolor L. Moench) variedad no pigmentada (UDG
110) proporcionado por Fundacion Produce, Nayarit, México. La materia prima se trasladoé al
Laboratorio de Fisicoguimica del Departamento de Investigacion y Posgrado en Alimentos de la
Universidad de Sonora y posteriormente fue almacenada en bolsas de polietileno de 20 kg a

una temperatura de 8°C.

Previo al proceso de coccion, el grano de sorgo fue sometido a limpieza manual para
eliminacion de impurezas u objetos extrafios y posteriormente el sorgo se sometié a molienda
utilizando un molino Pulvex 200, hasta obtener un tamafio de particula <0.5 mm. La harina
obtenida se denominé harina de sorgo integral (HI) y fue almacenada a -20°C en bolsas de
polietileno de 5 kg.

Proceso de Cocimiento

El proceso de coccién en la HI, se llevé a cabo de acuerdo a la metodologia propuesta por
Duodu y col. (2002); N"Dri Denis y col. (2013) con ligeras modificaciones. El proceso de coccidn
se llevé a cabo por triplicado, tres porciones de 300 g de HI fueron mezcladas con agua
hirviendo (100°C) en una proporcién 1:6 p/v, durante 30 min a temperatura constante. Posterior
a este tiempo la muestra fue retirada y puesta en bafio de hielo durante 5 min. Después de este
tiempo, las muestras fueron colocada en charolas de aluminio y sometidas a proceso de secado

en una estufa de conveccién forzada de aire a 100°C/24 hrs.

Las muestras secas denominadas HIC fueron homogenizadas y posteriormente se

guardaron en bolsas de polietileno y almacenadas a -20°C hasta los analisis correspondientes.

Obtencién de Extractos Metandlicos (EM) y Alcalinos (EA)

Para solubilizar los compuestos fendlicos libres presentes en las muestras de harina se
procedi6 a la obtencidn de extractos metandlicos de acuerdo a lo propuesto por Salazar Lopez y

col. (2016). Brevemente, en tubos conicos de 25 mL se pesaron 1 g de cada una de las
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muestras (HI y HIC) a cada tuvo le fueron afiadidos 15 mL de metanol al 80%, los tubos fueron
cerrados y sometidos a sonicacién durante 1 h, posteriormente se centrifugé a 1.006 x g
durante 15 min. Este procedimiento se repitié dos veces; Los tres sobrenadantes se mezclaron
y se filtraron utilizando papel de filtro Whatman No. 1. Los filtrados se evaporaron hasta
sequedad a vacio a 35°C y se re suspendieron en 5 mL metanol al 50% para obtener una

concentracion final de 200 mg / mL.

Para la liberacién de compuestos fendlicos ligados a la matriz alimentaria, se procedio a
realizar una extraccion alcalina. Se partié del residuo obtenido de la extracciébn metandlica, el
cual previamente fue sometido a proceso de secado en estufa a 45 °C. Posteriormente se
tomaron 100 mg del residuo seco y se mezclaron con 5 mL de NaOH 2 N (desgasificado), se
desplazé el aire en los tubos con nitrégeno por 30 s y sonicados por 5 h. Se ajusté el pH a un
rango de 1.5-2.0 usando HCI 6 N. Enseguida se afadieron dos volumenes de etil acetato
(aprox 7 mL). Por separacion de fases, se obtuvieron los compuestos liberados por la solucion
alcalina, para lo cual los tubos se agitaron de manera manual y después se centrifugaron a
1.006 x g/15 min); este proceso se repitid tres veces. Los sobrenadantes obtenidos fueron
mezclados y concentrados hasta la sequedad a 40 °C en un rotavapor y resuspendidos en 5 mL
de metanol 50% (grado HPLC) (Guo y Beta, 2013). En ambos extractos se determiné contenido

de fenoles totales, actividad antioxidante y contenido de acidos hidroxicinamicos.

Determinacion de Fenoles Totales

Los compuestos fendlicos totales se cuantificaron con el reactivo de Folin-Ciocalteu siguiendo la
metodologia propuesta por Singleton y Rossi, (1965), con modificaciones para adaptar el
ensayo a un lector de microplacas FluoStar Omega, (BMG Labtech Inc., Ortenberg, Alemania).
Se mezclaron 30 uL de cada extracto (HI y HIC) con 150 uL del reactivo de Folin-Ciocalteu
(diluido previamente 1:10 con agua deionizada) en un pocillo de microplaca, afiadiendo 120 yL
de una solucion de carbonato sddico (0.075 g/mL), la mezcla fue homogenizada y se dejé
reaccionar en la oscuridad durante 30 min. Los cambios en la absorbancia fueron monitoreados
a 765 nm contra blanco reactivo. Para calcular la concentracion de fenoles totales se elabor6
una curva de calibraciéon con acido galico como estandar (0.07-1.29 mg/mL). Los resultados se

expresaron como pg de equivalentes de acido galico (EAG) por g de muestra.
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Determinacién de Flavonoides Totales

Los flavonoides se extrajeron con NaNO; 5%, AICl; 10% y NaOH 1M y estos fueron medidos
espectrofotométricamente a 415 nm usando quercetina como estandar. Los resultados se

expresaron como mg equivalentes de quercetina (EQ) por g de muestra (Dae-Ok y col., 2003).

Cuantificaciéon de Acidos Hidroxicinamicos por UHPLC

Los &cidos hidroxicinamicos se identificaron y cuantificaron usando un sistema UHPLC (Agilent
Technologies 1260, USA) con un detector de arreglo de diodos (UHPLC-DAD). La separacion
se llevé a cabo en una columna de resolucién rapida Zorbax Eclipse Plus C18 (50 mm x 2,1 mm
i.d.). Se utiliz6 un sistema disolvente de fase binaria correspondiendo la Fase A: acido acético al
0.1% disuelto en agua; Fase B: acido acético al 0.1% disuelto en metanol. El gradiente de
separacion fue como se indica a continuacion: 0-11 min, 9 a 14% B; 11-15 min, 15% de B. El
mismo gradiente permanecié por 3 min para equilibrar la columna. La temperatura de la
columna se fij6 a 30°C, el flujo fue de 0.7 mL/min y el detector se ajustdé a 280 nm. Los
resultados se expresaron en ug / g, de acuerdo a curvas de calibracion de estandares de acido
caféico, acido p-coumarico y acido ferulico a concentraciones de (1.5-50 ug/mL) (Salazar Lépez
y col., 2016).

Evaluacién de la Capacidad Antioxidante

Capacidad antioxidante en equivalentes de Trolox (TEAC por sus siglas en inglés).
El ensayo se basa en la capacidad de las moléculas antioxidantes para eliminar el radical
cationico ABTSe+, lo que produce un cambio en su coloracién que puede cuantificarse
espectrofotométricamente (Mercado-Mercado y col.,, 2015). Se preparé una solucion madre
estable de ABTS mezclando 5 mL de una solucion acuosa de ABTS (7 mM) con 0.088 mL de
persulfato sédico (148 mM), y se incubd en la oscuridad a temperatura ambiente durante 16 - 18
h. La solucion de trabajo ABTSe+ se prepar6 inmediatamente antes de su uso por dilucion de la
solucion madre en etanol (~ 1: 88, v/v), y su absorbancia se ajusté a 0.7 £ 0.02 a 734 nm. En

una celda de reaccion fueron mezclados 280 uL de la soluciéon de trabajo con 10 yL de cada
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uno de los extractos y se dejé reaccionar durante 5 min. Los cambios en la absorbancia fueron
monitoreados en un lector microplaca y registrados como actividad secuestranté de radical
ABTS. Los resultados se expresaron como pumol equivalentes Trolox (ET) por g de muestra,

para lo cual se utilizé una curva de Trolox.

Ensayo DPPH. El ensayo DPPH (1,1-Difenil-2-picrilhidrazil) se realiz6 de acuerdo a la
técnica descrita por Robles-Sanchez y col. (2009). El ensayo se basa en la capacidad
secuestrante del radical DPPH, lo cual se manifiesta en un cambio en la absorbancia a 515 nm.
En una celda de reaccion fueron mezclados 280 pyL de una solucién metandlica de DPPH
(0.025 mg/mL) con 20 pL de cada uno de los extractos y se dejé reaccionar durante 30 min a
temperatura ambiente en la oscuridad. Después del periodo de incubacién, los cambios en la
absorbancia fueron monitoreados en un lector microplaca y registrados como actividad
secuestrante de radical DPPH. Para expresar los resultados como umol ET/ g de muestra fue

necesario preparar una curva estandar utilizando Trolox como estandar de referencia.

Simulacién de la Digestion Gastrointestinal in vitro

En este estudio, la simulacion de la digestion incluy6 tres procesos digestivos (boca, estomago
e intestino delgado). Para determinar si los procesos de coccion aplicado en la harina de sorgo
mejoran la cantidad de &cidos hidroxicindmicos solubles potencialmente disponibles para una
mayor absorcién (bioaccesibilidad), se llevaron a cabo experimentos individuales de digestion in
vitro siguiendo los protocolos empleados por Campos-Vega y col. (2015); Velderrain-Rodriguez
y col. (2016), con ligeras modificaciones. El ensayo se realizé de la manera siguiente: para la
fase de digestion en boca, tres voluntarios aparentemente saludables y en ayunas masticaron
15 veces durante ~ 15 s por separado 1 g de harina integral y 1 g de harina integral cocinada.
Los sujetos expulsaron el sorgo masticado y se lavaron la boca dos veces con 5 ml de agua
durante 60 s y expulsaron el liquido. Los dos liquidos y el sorgo masticado se mezclaron y se
llevaron a fase de digestion géstrica (estdmago) afiadiendo buffer HCI-KCI 0.2 M, se ajusto el
pH a 1.5 y se afiadi6 pepsina incubandose durante 1 h a 37 °C en un bafio de agua con
agitacion constante. Los productos digeridos de la fase gastrica se mezclaron con buffer de
fosfato (0.1 M, pH 7.5) y se ajusté el pH de la suspension para la simulacién intestinal. Se
afadieron pancreatina y sales biliares y la mezcla se incub6 durante 6 h a 37 °C en un bafio de

agua con agitacion constante. Ademas, junto con las muestras anteriores se preparé un blanco
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reactivo siguiendo las mismas condiciones de la digestién, pero sin muestra. Finalmente, los
productos de las tres fases de digestion (boca, estdbmago e intestino) fueron centrifugados
durante 10 min a 700 x g a 4 °C, el sobrenadante fue separado vy liofilizado. El liofilizado se
disolvié en metanol al 50% y posteriormente la solucién fue filtrada (Econofltr Nyln 0.25 mm
0.45 um) para el posterior andlisis de fenoles totales, actividad antioxidante y &cidos

hidroxicindAmicos mediante las técnicas descritas anteriormente.

Determinacién de Bioaccesibilidad de Compuestos Fendlicos

La bioaccesibilidad de compuestos fendlicos totales (CFT), acidos hidroxicinamicos totales
(AHC) y &cido hidroxicindmicos individuales (acido caféico, acido, p-coumérico y acido ferdlico)
se calculd6 como la cantidad total de cada una de estos componentes recuperados en los
productos de digestion intestinal en relacién con la cantidad total reportada por analisis quimico
en cada una de las harinas de sorgo estudiadas. La bioaccesibilidad se expres6 en porcentaje
(% B).

Estudio in vivo

Para la realizacion del bioensayo se siguieron los procedimientos de ética para el manejo de
animales de laboratorio. Se utilizaron ratas machos Wistar de 250+5 g de peso. Las ratas fueron
alojadas individualmente en jaulas de acero inoxidable y mantenidas bajo condiciones
controladas de luz, temperatura y humedad. Previo al inicio del estudio las ratas fueron
sometidas a un periodo de adaptacion a la dieta y a la jaula. Posteriormente se inicié con la
administracion de las dietas prueba. Se formaron cuatro grupos de cinco ratas cada uno, a los
cuales se les administraron las siguientes dietas: (1) dieta basal (DB), (2) DB + dieta alta en
grasa para induccion de obesidad (DAG), (3) DB+DAG+ 18% de harina integral (DAG-HI), (4)
DB+DAG+ 185 de harina integral cocinada (DAG-HIC). La dieta de induccién de obesidad se

formul6 de acuerdo a lo propuesto por Terra y col. (2011) con algunas modificaciones.
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En la Tabla 6, se muestra la composicién porcentual de las dietas. El ensayo tuvo una
duracién de ocho semanas y durante este tiempo fue monitoreado el peso y consumo de
alimento. Al término del experimento las ratas fueron anestesiadas por inhalacién con dietil éter,
y posteriormente por puncion cardiaca se extrajo muestra sanguinea en tubos no heparinizados.
Para la obtencion del suero, las muestras de sangre fueron centrifugadas (1.006 x g por 15 min)
y posteriormente se determind el perfil de lipidos (CT, TG, C-LDL y C-HDL) y glucosa de
acuerdo a los procedimientos descritos por el proveedor (RANDOX Lab). Asimismo, se evalud
la actividad antioxidante (TEAC) de acuerdo a lo propuesto por Robles Sanchez y col., (2009).
Ademas, se registro el peso del tejido graso abdominal (PTA) e indice aterogénico (IA) el cual
fue calculado como sigue: CT — C-HDL / C- HDL (Muruganandan y col., 2005).

Tabla 6. Composicion porcentual de las dietas administradas a ratas®2

i DB DAG DAG-HI DAG-HIC
Ingrediente
%

Caseina 20.0 20.0 20.0 20.0
Manteca de cerdo 1.9 31.6 31.6 31.6
Aceite 2.4 3.2 3.2 3.2
Almidon de maiz 50.1 0.0 0.0 0.0
Maltodextrina 11.9 18.5 1.1 1.1
AzUcar 0.0 12.9 12.9 12.9
Metionina 1.8 1.8 1.8 1.8
Colina 25 25 25 25
Celulosa 5.0 5.0 4.4 4.4
Vitaminas 1.0 1.0 1.0 1.0
Minerales 3.5 3.5 3.5 3.5
Sorgo (HI) 0.0 0.0 18.0 0
Sorgo (HIC) 0.0 0.0 0.0 18.0

!La cantidad afiadida de manteca de cerdo, aceite, maltodextrina y
azucar a las DAG fueron sustituidas por el almidén. 2 Para el ajuste del
5% de celulosa a las dietas fue necesario la adiciéon de 18% de HI o HIC
lo con lo cual se aporta a la dieta un 0.6% de celulosa.



Para una mejor comprensién de la metodologia seguida en este estudio, se presenta la Figura
6, en donde se describen los ensayos quimicos y biolégicos que se aplicaron en las muestras

de harina de sorgo.

Analisis Estadistico

Las muestras se realizaron por triplicado y los resultados se analizaron por ANOVA, se
obtuvieron las medias + desviaciones estandar. Se utilizé la prueba de comparacién multiple de
Tukey y se establecieron diferencias significativas entre las medias de los tratamientos a un
nivel de significancia de p <0,05 usando el software estadistico JMP 5.0.1 (USA, SAS Institute,
Inc.)
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Figura 6. Diagrama general que se sigui6 para el presente estudio.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del Proceso de Coccidn sobre el Contenido de Fenoles y Flavonoides Totales y

Actividad Antioxidante

En la Tabla 7 se muestra el contenido de fenoles totales (libres y ligados) de las fracciones
metandlicas y alcalinas obtenidas a partir de la HI y HIC. Se encontr6 que el mayor porcentaje
de fenoles totales se encuentra de manera ligada tanto para harina sin procesar como la
cocinada correspondiendo el 80% del total de fenoles para esta fraccion en ambas muestras.
Los presentes resultados vienen a confirmar lo que ha sido reportado en otros estudios (Awika y
Rooney, 2004; Cardoso y col., 2014; Chiremba y col., 2012; N'Dri y col., 2013), en donde
mencionan que en cereales algunos compuestos fendlicos pueden estar ligados

covalentemente a la pared celular del grano (pericarpio).

Tabla 7. Contenido de fenoles libres, ligados, fenoles totales y flavonoides totales en
harina integral (HI) y cocinada (HIC) de sorgo?3#

Harina  Fenoles Libres Fenoles Ligados Fenoles Totales Flavonoides
Hg EAG/g Mg EQ/g

HI 515.93+36.72 2187.09+1272 2703.02+163.72 0.526+0.01°

HIC 491.97+16.12 2056.16+150.1° 2548.13+166.32 0.610+0.062

Los compuestos fendlicos fueron expresados como ug equivalentes de acido galico (ug
EAG/g); Los flavonoides fueron expresados como ug equivalentes de quercetina (ug
EQ/qg).

2Los valores corresponden al promedio de tres repeticiones (mediatdesviacion estandar).
3valores con letras diferentes dentro de una misma columna indican diferencia
significativa p<0.05.

“Fenoles libres fueron extraidos con metanol 80%; fenoles ligados fueron extraidos
mediante una hidrdlisis alcalina; fenoles totales (fenoles libres + fenoles ligados).

En la misma tabla, es posible observar que el proceso de coccion en la harina no modifico

el contenido de fenoles libres con relacién a la harina sin procesar (p>0.05) manteniéndose
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valores similares entre ambas muestras. Con relacién a los fenoles ligados se observé que
estos se disminuyeron significativamente en las muestras de harina cocinada con relacion a la
muestra sin procesar en términos de porcentaje esta reduccion fue de alrededor del 6%. Por
otra parte, el contenido de flavonoides se increment6 en las muestras sometidas a proceso de
coccién logrdndose un incremento de estos compuestos de alrededor del 14% con respecto a la

harina integral sin cocinar.

Se han realizado algunos estudios sobre mejoramiento de contenido de fenoles en sorgo
por medio de procesos de coccién, sin embargo, los resultados no han sido del todo
satisfactorios. N'Dri Denis y col. (2013) obtuvieron una disminucién del 48% de los fenoles
totales, mientras que Cardoso y col. (2014) reportaron una disminucion 27.6%, en ambos
estudios la coccion fue en medio hiumedo y por un tiempo de 12 min y 25 min respectivamente.
Es importante resaltar que para el caso de nuestro estudio el proceso de coccion en las harinas
si bien no se mejoré el contenido de fenoles libres tampoco se disminuyeron como lo reportado

en otros estudios.

Una reduccion en el contenido de fenoles ligados en la harina cocinada respecto a la no
cocinada puede significar que el proceso de coccion promovioé la liberacién y/o degradacion de
compuestos fendlicos (~130 yg EAG/g), asumiendo que se pudo haber presentado la liberacién
de fenoles, esta liberacion debié de haberse reflejado en un incremento en el contenido de
fenoles libres, situacion que no se presentd al mantenerse esta fraccidbn sin cambios
significativos. Pueden plantearse para este hecho algunas explicaciones: primeramente el
proceso de coccién pudo haber liberado fenoles que estaban ligados por diferentes efectos: 1)
liberacion de fenoles que estaban unidos a la matriz alimentaria por fuerzas electrostaticas,
iGnicas o puentes de hidrégeno; 2) liberacion de fenoles que estaban conjugados (unidos a
azucares) y 3) el proceso de coccién haya modificado la pared celular (arabinoxilanos) de tal
manera que se formaron cadenas mas cortas de estas estructuras (oligomeros ferulados) que
dieron lugar a una mayor eficiencia en la extraccién de los compuestos fenélicos presentes en

la matriz alimentaria.

Una posible explicacion de porqué estos fenoles liberados no se cuantificaron en la
fraccion de fenoles libres en la harina cocinada, pudiera ser que el proceso de coccién haya
dado lugar a que se establecieran otras interacciones de los fenoles liberados con otros
constituyentes de la matriz alimenticia (almidén, proteinas, lipidos, etc.), esta situacion pudo

haber disminuido la extractabilidad de los compuestos fendlicos.
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Por otro lado, es posible considera que el proceso de extraccidn con soluciones alcalinas,
pueden promover la pérdida de compuestos fendlicos tal como ha sido estudiado por Krygier y

Hogge, (1982), en donde ha reportado pérdidas de acidos fendlicos de hasta el 66%.

El contenido de fenoles en matrices alimenticias regularmente correlaciona bien con la
actividad antioxidante, en nuestro estudio la actividad antioxidante fue evaluada mediante los

ensayos de DPPH y TEAC en la harina sin procesar y cocinada (Figura 7).
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Figura 7. Efecto del proceso de coccion en harina integral de sorgo sobre
la actividad antioxidante: (a) DPPH y (b) TEAC en extractos metandlicos
(EM) y alcalinos (EA). Los valores corresponden al promedio de tres
repeticiones (mediatdesviacion estandar). Letras mayusculas sobre las
barras indican diferencias significativas entre las harinas de EM. Letras
minUsculas sobre las barras indican diferencias estadisticas entre las
harinas de EA (p<0.05).

Se observo que en la fraccién alcalina la actividad antioxidante medida por ambos
ensayos fue mayor que la obtenida para la fraccion metandlica tanto para la harina integral
como para la cocinada. Para el ensayo de DPPH en esta fraccion no se observaron diferencias

significativas entre las muestras evaluadas, en cambio para el ensayo de TEAC la mayor
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actividad antioxidante en la fraccion alcalina fue para la HI (+9%) comparada con la HIC. Para la
fraccion metandlica el comportamiento de la actividad antioxidante medida también por los
ensayos de DPPH y TEAC se observdé un comportamiento consistente con el contenido de

fenoles libres, es decir a menor contenido de fenoles libres menor actividad antioxidante.

El ensayo de TEAC se fundamenta en la capacidad de estabilizacién del radical ABTS
atribuido a los compuestos antioxidantes presentes en una muestra, esta capacidad de
estabilizacién se refleja en una pérdida de la absorbancia la cual se registra a 734 nm, de tal
manera que a mayor pérdida de absorbancia mayor actividad antioxidante de la muestra.
Cardoso y col. (2014); N'Dri Denis y col. (2013) obtuvieron cambios significativos para esta
determinacion lo cual puede deberse a que ellos utilizaron métodos diferentes de extraccién por
ejemplo Cardoso y col. (2014) llevaron a cabo una extraccién con solventes de diferentes
polaridades y variando el tiempo con respecto al tipo de solvente utilizado (1 a 8 h). N"Dri Denis
y col.,, 2013 llevaron a cabo la extraccion con etanol: agua obteniéndose también cambios
significativos en la actividad antioxidante. También puede deberse al método utilizado autores

en el proceso de coccién en hiumedo del sorgo y las variedades utilizadas de este.

En otro estudio, Awika y Rooney (2004) evaluaron actividad antioxidante en sorgo blanco
medida como TEAC, en donde obtuvieron valores mas altos que los reportados para nuestro
estudio. En este caso también se puede explicar que el método de extraccion y variedad de

sorgo pudieron contribuir a una mayor actividad antioxidante.

En cereales como el sorgo, los acidos hidroxicinAmicos se encuentran en concentraciones
importantes (Salazar Lopez y col. 2016). En este cereal, el acido ferdlico es el acido
predominante en comparaciéon con acido caféico y acido p-coumarico. No obstante, este
compuesto se encuentra ligado en gran porcentaje a la pared celular del grano, limitAndose en
gran medida su bioaccesibilidad y por tanto su biodisponibilidad. En la Tabla 8, se muestra el
contenido de los acidos hidroxicinamicos para la HI y la HIC, tanto en la fraccion metandlica
(fendlicos libres) como en la alcalina (fendlicos ligados) cuantificados por UHPLC (Ultra High
Pressure Liquid Chromatography). Los resultados muestran que la mayor concentracion de
acidos fendlicos a excepcién del acido caféico se encontré en la fraccién ligada, siendo el acido

ferdlico el que se encontré en mayor concentracion con respecto al &cido p-coumarico.

En la misma tabla se puede observar que el &cido ferulico libre en HIC se encontré en una
concentracion mas alta (6.51+0.31 pg/g) respecto a la HI (3.90 +0.17 pg/g) (p<0.05). Lo que

correspondié en términos de porcentaje a un 0.32% y 0.55% del contenido de acido ferulico
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libre con respecto al total de acidos fendlicos para HI y HIC respectivamente. Aparentemente el
proceso de coccién logré ser efectivo en la liberacién del acido ferdlico, ya que se observd un

incremento del 41% de este compuesto con respecto a la harina sin cocinar.

Tabla 8. Contenido de acidos hidroxicinAmicos (ug/g) libres y ligados y proporcion (%)
con relacion al contenido total de acidos fendlicos totales (libres+ligados) en harina
integral (HI) y cocinada (HIC) de sorgo?

Acidos Fendlicos

. . Total

Libres Ligados (Libres + Ligados)
HI
Acido Caféico 5.33+0.2(100%) ND 5.33+0.2
Acido p-coumarico 1.03+0.03(19.7%) 4.19+0.5 (80.2%) 5.22+0.5
Acido Ferdlico 3.90+£0.1(0.32%) 1199.17+25.6(99.6%) 1203.07+25.8
Suma 10.26+1.23(0.84%) 1203.36+26.1(99.15%) 1213.62+26.5
HIC
Acido Caféico 8.45+0.4(100%) ND 8.45+0.4
Acido p-coumarico 2.57+0.03(17.8%) 11.574£1.2(82.1%) 14.14+1.2
Acido Ferdlico 6.51+0.3(0.55%) 1156.37+2.5(99.4%) 1162.88+2.8
Suma 17.53+0.73(1.47%) 1167.94+3.7(98.52%) 1185.731+4.4

Los valores corresponden al promedio de tres repeticiones (mediatdesviacion
estandar). ND: no detectado.

Ensayo de Simulacion de Digestién in vitro

En la Figura 8 a se muestra el efecto de la digestion gastrointestinal in vitro de harina de sorgo
integral (HI) y harina integral cocinada (HIC) sobre el contenido de fenoles totales y actividad
antioxidante medida como DPPH y TEAC. Se pueden observar variaciones significativas
(p<0.05) para cada una de las etapas de la digestion in vitro. El contenido de fenoles totales se
mostré de manera ascendente conforme se avanzé en el proceso de digestion, para ambas
muestras de harina. La harina integral (HI) mostr6 los valores mas altos de fenoles totales

comparados con la harina cocinada, de tal manera que en la fase de digestion intestinal se
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obtuvo un contenido de fenoles totales de 2146.22+98.5 mientras que en los digestos de harina

cocinada el valor de fenoles totales fue de 1155.12+67.8.
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Figura 8. Efecto de la digestién gastrointestinal in vitro de harina de sorgo integral (HI) y harina
integral cocinada (HIC) sobre el contenido de: (a) fenoles totales, (b) actividad antioxidante

(DPPH) y (c) actividad antioxidante (TEAC). El porcentaje de desviacion de la media estadistica

fue <5%.

Es importante considerar que el ensayo de fenoles totales por el método de Folin-

Ciocalteu considera la cuantificacion de una gran diversidad de compuestos (carbohidratos,
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aminoacidos, flavonoides etc.), ademas de los acidos fendlicos, y es posible asumir que estos
valores encontrados en los productos de la digestion sean atribuidos a la presencia de estos
compuestos. Los resultados anteriores no son consistentes con los encontrados para actividad
antioxidante medida como DPPH y TEAC (Figura 8), en donde los valores mas altos en ambos
ensayos fueron encontrados en los digestos de harina integral cocinada recuperados del
intestino. Lo anterior si pudiera estar relacionado con el contenido de &cidos hidroxicindmicos
liberados por el proceso de coccién y los cuales pudieran estar contribuyendo a este incremento

en la actividad antioxidante.

Las condiciones de digestion in vitro en las cuales se consideran factores como el pH,
temperatura, enzimas digestivas y tiempos de cada etapa de digestion, pueden ser
determinantes para el incremento de la bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos. Lo
anterior conduce a que no solo el proceso de coccién en las muestras pudiera promover
beneficios en cuanto al incremento de la actividad antioxidante, sino que también los cambios
bioguimicos y estructurales que se pueden presentar en la matriz alimenticia durante el proceso

de digestion pudieran favorecer esta actividad (Mateo y col., 2009; Hemery y col., 2010).

En la Figura 9 (a, b, c) se muestra el contenido de &cidos hidroxicinAmicos (caféico, p-
coumarico Y feralico) presentes en cada una de las etapas de la digestion medidos por UHPLC,
para harina integral y harina integral cocinada. Se observé que las condiciones de digestion
afectaron el contenido de los acidos hidroxicinAmicos para ambas muestras de harina integral,
de tal manera que en los digestos de estdbmago se observaron los valores mas altos para los
tres acidos fendlicos con relacién a las otras etapas de la digestion, posteriormente se observo
una reduccidn en estos compuestos en la etapa intestinal. De acuerdo a las concentraciones de
cada uno de los acidos fendlicos presentes en la etapa intestinal es posible mencionar que el
proceso de coccién logré incrementar el contenido de los tres acidos estudiados en porcentajes
de +18%, +31% y +28% para acido caféico, p-coumarico y ferudlico, respectivamente. Estos
resultados pueden considerarse satisfactorios ya que al encontrarse bioaccesibles en el

intestino se presenta una mayor posibilidad de que sean absorbidos y por tanto biodisponibles.

El comportamiento de los acidos hidroxicinamicos puede ser diferente dependiendo de la
matriz alimentaria y del proceso tecnoldgico que se le haya aplicado previo a la digestién in
vitro, de tal manera que en un estudio realizado por nuestro grupo de investigacién en salvado
de sorgo extrudido se demostré a diferencia de los resultados de este trabajo, que las mayores
pérdidas en estos acidos se presentaron en la fase de digestion en estémago (datos no

publicados). En otro estudio realizado en salvado de trigo sometido a molienda ultrafina se
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reporté que el acido ferulico se incrementd de manera significativa en la fase de digestion

intestinal (Hemery y col., 2010).

La bioaccesibilidad de un compuesto en este caso de los fendlicos se define como la
cantidad que se encuentra disponible en el intestino para ser absorbida, de tal manera que la
biodisponibilidad va a depender de la bioaccesibilidad de dicho compuesto, sin embargo esta
bioaccesibilidad a su vez va a depender de las condiciones en las que se lleve a cabo la
digestion, asi como también a las caracteristicas de la matriz alimenticia y al proceso previo a la
digestibn que esta matriz haya recibido, todos estos factores actian en conjunto para
determinar el contenido final de compuestos fendlicos en el intestino. En la Tabla 9 se muestra
la bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos totales (CFT), acidos hidroxicinamicos totales
(AHC) e individuales. En harina integral se encontr6 una mayor cantidad de compuestos
fendlicos totales bioaccesibles (2146.22+98.5), comparado con la harina integral cocinada
(1155.12+67.8). Un comportamiento diferente se encontré cuando se determinaron los AHC
(suma) en donde la mayor concentraciéon se report6 en la harina integral cocinada, mientras que
para los &cidos individuales el orden de concentracion fue el siguiente: acido caféico<acido

ferdlico< acido p-coumarico.

Para el célculo del porcentaje de bioaccesibilidad (B %) se consideré el contenido de CFT,
AHC y acidos fendlicos individuales encontrados en la fase de digestion intestinal respecto al

contenido inicial antes de iniciar el proceso de digestion (ver Tablas 7 y 8).

Los resultados se muestran en la Tabla 9 y es posible observar que la bioaccesibilidad de
los CFT se redujo significativamente en la HIC comparada con la HI (45% vs 79%), mientras
que la bioaccesibilidad de los AHC se incrementé en la HIC (2.025 vs 1.41%). Respecto a los
acidos hidroxicinamicos individuales (acido caféico, acido coumarico y &cido ferulico)
comparando entre los tres compuestos se encontrd que la mayor bioaccesibilidad fue para los
acidos caféico y p-coumarico, en ambas harinas, siendo en este Ultimo compuesto en donde se

presentd la mas alta bioaccesibilidad.
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Figura 9. Contenido de: (a) acido caféico, (b) acido p-coumérico y (c) &cido ferdlico
presentes en digestos de harina integral (HI) y harina integral cocinada (HIC) obtenidos
por digestion in vitro. Valores en el recuadro indican cantidad bioaccesible en intestino del

acido fendlico correspondiente

45



Respecto al acido ferdlico, a pesar de que se obtuvieron contenidos bioaccesibles muy
bajos en relacion a los otros acidos estudiados, si se encontr6 un efecto del proceso de coccidn
sobre la bioaccesibilidad de este acido. De tal manera que en harina sin cocinar el porcentaje
de bioaccesibilidad fue de 0.54% mientras que en harina cocinada fue de 0.78%. Lo que

correspondi6 a aproximadamente un incremento del 31% de la bioaccesibilidad.

Era de esperarse que los acidos caféico y p-coumarico presentaran la mas alta
bioaccesibilidad con relacién al fertlico en las harinas estudiadas, ya que estos &cidos se
encuentran en mucha menor concentracién en su forma ligada en comparacion con el &cido
ferdlico (ver Tabla 8), es importante resaltar que el proceso de coccion fue capaz de liberar
acido ferulico reflejandose en una mayor bioaccesibilidad con respecto a la harina sin cocinar.

Tabla 9. Contenido bioaccesible de compuestos fendlicos totales (CFT), &cidos
hidroxicinamicos (AHC) y &cidos fendlicos individuales presentes en los productos de la
digestiéon intestinal in vitro de la harina integral (HI) y harina integral cocinada (HIC), y su

bioaccesibilidad expresada como porcentaje’.

HI HIC
Componente Contenido B(%) Contenido B(%)
CFT (ug EAG/Q) 2146.22+98.5 79.35 1155.124+67.8 45
AHC total (ug/g) 17.2+1.54 1.41 23.99+1.51 2.02
Acido caféico 3.04+0.02 57 3.75+0.87 44
Acido p-coumarico 7.59+1.07 145 11.08+0.36 127
Acido ferdlico 6.57+0.45 0.54 9.16+0.28 0.78

!Los valores corresponden al promedio de tres repeticiones (mediatdesviacion estandar)

Estudio in vivo

Se evalud el efecto del consumo harina integral de sorgo sin cocinar y cocinada sobre el perfil
de lipidos, glucosa y actividad antioxidante en suero de ratas con obesidad inducida. De
acuerdo a los resultados obtenidos en el estudio in vivo (Tabla 10), es posible observar que
después de 60 dias de administracion de las dietas, el grupo de ratas alimentadas con dieta alta

en grasa (DAG) mostro un incremento en el peso corporal (GP), consumo de calorias y peso
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del tejido adiposo abdominal (PTA) respecto a las ratas alimentadas con la dieta basal (DB)
(132+12.5 g vs 96.5+4.5 g; 65.11+3.38 kcal vs 51.07+1.75 kcal; 7.77+0.99 g vs 5.21+0.97 ¢

respectivamente).

Tabla 10. Consumo de alimento, consumo de energia, ganancia en peso corporal y peso del

tejido adiposo abdominal en grupos de ratas alimentados con dietas experimentales®2.

Tratamiento DB DAG DAG-HI DAG-HIC

Consumo de alimentos (g/dia) 12.80+0.44* 10.85+0.56° 10.67+0.96° 10.83+0.87°
Consumo de energia (kcal/dia)  51.07+1.75° 65.11+3.38% 69.50+7.042 65.77+4.15
GP (9) 96.50+4.57° 132+12.59% 127.52+7.13% 101.08+15.7°
PTA (9) 5.21+0.97°  7.77+0.992 5.26+0.95° 5.00+1.32°

! Los valores corresponden al promedio de cinco repeticiones (medias+desviacion estandar). 2
Medias en renglones marcadas con letras diferentes son estadisticamente diferentes (p <
0.05).GP, ganancia de peso corporal; PTA, peso del tejido adiposo abdominal; DB, dieta basal;
DAG, dieta alta en grasa; DAG-HI, dieta alta en grasa suplementada con 18% de harina
integral, DAG-HIC, dieta alta en grasa suplementada con 18% de harina integral cocinada.

Los resultados anteriores indican que la induccién de obesidad en las ratas mediante la
administraciéon de dietas altas en grasa fue efectiva en cuanto a incremento en peso corporal y
tejido adiposo de las ratas. La suplementacion de las dietas altas en grasa con harina integral
mostré cambios importantes en el status obesogénica de las ratas, de tal manera que tanto las
ratas alimentadas con DAG-HI como con DAG-HIC mostraron una menor ganancia en peso y
peso de tejido adiposo abdominal con respecto a la dieta DAG. Hasta esta parte del estudio es
posible asumir que la sola suplementacién de harina integral a las dietas obesogénicas
mostraron una respuesta positiva en cuanto a un retraso en el aumento en peso corporal y peso
de tejido adiposo, siendo este efecto mas significativo en el grupo de ratas alimentadas con

dietas suplementadas con harina cocinada.

El perfil de lipidos y niveles de glucosa en el suero de las ratas con obesidad inducida
mostraron cambios significativos con respecto a la dieta basal (Tabla 11). Los niveles de CT,

TG y C-LDL en suero de ratas alimentadas con DAG mostraron incrementos significativos con
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respecto a la dieta basal correspondiendo estos incrementos a CT: 82.01+10.4 mg/dL a
104.96+8.2 mg/dL; TG: 79.61+6.7 mg/dL a 88.85+13.5 mg/dL y C-LDL: 38.14+7.1 mg/dL a
51.12+3.2 mg/dL respectivamente. Por otra parte, el aumento de glucosa fue de 102.44+7.7
mg/dL a 139.17+14.9 mg/dL. C-HDL no mostr6 cambios significativos en respuesta al consumo
de la dieta obesogénica. El indice aterogénico (IA) se incrementé en el grupo de ratas
alimentadas con dieta obesogénica 1.39+0.5 respecto a la dieta basal que fue de 1.30+1.0
(p>0.05). Los resultados anteriores muestran que la dieta alta en grasa logré6 promover un
status obesogénico en las ratas, condicidbn necesaria para proceder a la evaluacion del efecto
del consumo de dietas experimentales sobre los biomarcadores de obesidad anteriormente
descritos. Las dietas altas en grasa para induccién de obesidad en ratas han sido utilizadas en
varios estudios para evaluar efectos sobre biomarcadores de obesidad (dislipidemia,
hiperglicemia, citosinas pro inflamatorias entre otros (Terra y col., 2011; Yang y col., 2006;
Young y McEneny, 2001).

En la misma tabla es posible observar el efecto del consumo de dietas obesogénicas

suplementadas en un 18% de harina integral o harina integral cocinada.

Tabla 11. Efecto del consumo de harina de sorgo (HI y HIC) sobre el perfil de lipidos y glucosa
en suero de ratas con obesidad inducida®

Glucosa CT TG C-HDL C-LDL 1A
DB 102.44+7.7° 82.01+10.4° 79.61+6.7°  38.10+3.5" 38.14+7.1° 1.30+0.33 2
DAG 139.17+14.9* 104.96+8.2% 88.85+13? 40.11+3.9% 51.12+3.22 1.39+0.522

DAG-HI 113.1948.0>  93.50+8.1°  78.89+6.08" 33.50+4.1° 47.72+6.6* 1.00+0.58%
DAG-HIC  104.61+7.7¢  79.46+7.5° 67.85+7.6°  41.88+4.2% 24.00+8.5° 0.91+0.24°

!Los valores corresponden a la media desviacién estandar de 5 repeticiones. Valores con letras
diferentes dentro de una misma columna son diferentes estadisticamente (p<0.05)

La suplementacién de las dietas obesogénicas con ambas harinas (DAG-HI y DAG-HIC)
mostré cambios positivos en el perfil de lipidos, siendo estos cambios de mayor significancia en
las ratas alimentadas con DAG-HIC. El grupo de ratas alimentadas con DAG-HI y DAG-HIC
disminuyeron CT un 11% vy 24%; TG un 11% y 23%; y C-LDL un 6% y 53% respectivamente.

48



Respecto a los niveles de glucosa en las ratas, estos también se vieron disminuidos en
las ratas alimentadas con ambas dietas, siendo nuevamente la dieta obesogénica
suplementada con harina integral cocinada, la que mostro la mayor reduccién (24%). Yang y
col. (2001) reportaron resultados similares a los encontrados en nuestro estudio, ellos
estudiaron el efecto del consumo de antioxidantes como el &cido lipdico sobre el perfil de
lipidos en ratas obesogénicas y encontraron una reduccién significativa en el perfil de lipidos asi

como también en el indice aterogénico.

Estos resultados tuvieron un impacto significativo en el valor de indice aterogénico (IA) en
donde las ratas alimentadas con DAG-HIC mostraron una reduccién del 48% con relacion a la
DAG, mientras que la DAG-HI también disminuy6 un 39% con respecto a la DAG.

Los modelos de induccién de obesidad en ratas han sido muy utilizados para el estudio de
efectos del consumo de alimentos con actividad antiobesogénica (Ahn y col., 2017;
Kamalakkannan y col., 2010; Zhu y col., 2012). Se ha reportado que las dietas altas en grasa
pueden ser mas efectivas en la induccién de obesidad comparada con las dietas altas en
colesterol. Particularmente porque la grasa que compone a este tipo de dietas (“lard”) son
acidos grasos insaturados y poliinsaturados, que equivale a una dieta similar a las dietas

humanas.

Es importante mencionar que los efectos mostrados en la reduccion del perfil de lipidos y
glucosa en el suero de las ratas pudieron ser atribuidos a la presencia de compuestos fenélicos
presentes en la harina de sorgo. Investigaciones recientes han demostrado que el acido ferulico
inhibe la expresion de adipocinas (citosinas del tejido adiposo) tales como TNF-a e IL-1B en
macrofagos activados por LPS (lipopolisacarido) mediante la inhibicion de la activacién de NF-
kB (Factor de transcripcion), el cual pudiera contribuir a la prevencion de enfermedades
cronicas inflamatorias, como vendria siendo la obesidad. También en otros estudios se ha
observado que el acido ferulico mejora cambios en sindrome metabdlico en ratas alimentadas

con dietas altas en grasa y en fructosa (Navarrete y col., 2015; Wang y col., 2015).

Por otra parte, es importante resaltar que existen otros componentes ademas de los
fendlicos que también pueden estar ejerciendo una funcion sobre la reduccién de lipidos como
seria el caso de la fibra dietaria la cual ya ha sido reconocida su accion hipolipidémica e

hipoglicémica (Lecumberri y col., 2007; Woo y col., 2008).
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La actividad antioxidante en suero de ratas medida como TEAC, se presenta en la
Figura 10. Se observé que en el grupo alimentado con dieta alta en grasa la actividad
antioxidante disminuyd (p>0.05) comparada con el grupo alimentado con dieta basal. Estos
hallazgos pueden coincidir con lo reportado por otros autores en donde se ha encontrado que
existe una correlacién inversa entre actividad antioxidante e indice aterogénico (Al) en ratas
alimentadas con dietas altas en grasa (Yang y col., 2006). El alto IA puede significar un
imbalance entre la produccion de radicales libres y la capacidad de defensa antioxidante, siendo
el estrés oxidativo es uno de los factores causales que unen la hiperlipidemia con la

patogénesis de aterosclerosis (Young y McEneny, 2001).
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Figura 10. Actividad antioxidante en suero de ratas
alimentadas con dieta basal (DB); dieta alta en grasa
(DAG); dieta alta en grasa suplementada con 18% de
harina integral (DAG-HI) y dieta alta en grasa
suplementada con 18% de harina integral cocinada (DAG-
HIC)

Con relacién a los grupos alimentados con DAG y harina integral de sorgo se observo que la
actividad antioxidante se incrementd, aunque nuevamente este incremento no fue significativo

(p>0.05). Diversos estudios han demostrado que bajo condiciones de alimentacion alta en grasa
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la actividad antioxidante en suero de ratas tiende a disminuir, atribuido particularmente a que se
genera una demanda de antioxidantes en respuesta al estrés metabdlico al cual es sometido el
organismo (Sreekumar y col., 2002; Yang y col., 2006; Roberts y col., 2005). La administracion
de harina integral de sorgo a las ratas alimentadas con dieta alta en grasa previno la
construccion de estrés oxidativo restaurando las actividades normales del sistema antioxidante

enzimatico y no enzimético.
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CONCLUSIONES

El proceso de coccién aplicado a la harina integral de sorgo no mostré6 un efecto
significativo en el contenido de fenoles totales, acidos hidroxicinamicos totales y
potencial antioxidante. Sin embargo, el proceso de coccion en la harina integral de
sorgo promovio la liberacién de acido ferdlico.

En productos de la digestion gastrointestinal in vitro de harina cocinada se promueve la
liberacién de acido ferulico incrementandose su bioaccesibilidad.

El consumo de dietas suplementadas con 18% de harina de sorgo cocinada promueve
cambios positivos en el perfil de lipidos y glucosa en suero de ratas obesogénicas.
Finalmente cabe destacar que con este tipo de estudios se pretende sentar las bases
para el desarrollo de alimentos funcionales basados en sorgo, destinados a poblaciones
en situacién de riesgo de enfermedad crénico degenerativa (diabetes, obesidad,
enfermedad cardiovascular entre otras) y enfermedad celiaca.

Es por ello que este estudio se realizd con un cereal poco utilizado mundialmente el cual
puede ser prometedor para ser incluido como parte de una dieta saludable no solo por
su contenido de nutrientes y fibra dietaria sino también por su contenido de compuestos

bioactivos que tienen un impacto positivo en la salud humana.
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RECOMENDACIONES

En base a los resultados del presente estudio se recomienda para futuros trabajo relacionados

con el disefio de alimentos funcionales a base de sorgo lo siguiente:

1. Llevar a cabo estudios de absorcion in vitro con el fin de estimar el potencial de
compuestos fendlicos biodisponibles.

2. Formular, disefiar y evaluar el potencial biologico y calidad sensorial de un alimentos
funcional a base de harina integral de sorgo sometida a proceso de coccion.

3. Explorar el uso potencial de alimentos a base de sorgo como alternativa al consumo de
alimentos basados en trigo para el tratamiento de enfermedad sistémica inmunomediada

provocada por el gluten.
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