DIVISION DE INGENIERIA Y ARQUITECTURA

PROGRAMA DE GRADUADOS EN INGENIERIA

EFECTC HIPOCCOLESTEROLEMICO DEL SALVADO DE
SCRGOC TIPO [II EN RATAS DE LABORATORIO

s e ] -
o} el -
f.“..‘aSa.S

PRESENTADA COMO REQUISITC PARCIAL PARA
CBTENER EL GRADC ACADEMICO DE:

MAESTRA EN CIENCIAS
ESPECIALIDAD EN BIOTECNOLOGIA
POR
RAQUEL ZORRILLA TEJADA

MONTERREY, N. L. DICIEMBRE DE 2002



INSTITUTO TECNOLOGICO Y DE ESTUDIOS SUPERIORES DE
MONTERREY

CAMPUS MONTERREY
DIVISION DE INGENIERIA Y ARQUITECTURA

<]

PROGRAMA DE GRADUADOS EN INGENIERIA

EFECTO HIPOCOLESTEROLEMICO DEL SALVADO DE SORGO TIPO lll EN
RATAS DE LABORATORIO

TESIS

PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO
ACADEMICO DE:

MAESTRA EN CIENCIAS

ESPECIALIDAD EN BIOTECNOLOGIA

POR:

RAQUEL ZORRILLA TEJADA

MONTERREY, N.L. DICIEMBRE DE 2002



AGRADECIMIENTOS
A Dios por permitirme llegar a éste momento

A mi esposc por todo su amor, apoyo, compresion que siempre me ha
brindado, y por fomentar siempre en mi ese espiritu de superacion, somos un
gran equipo Ricardo!

A mi hijo por todo su amor, su ternura y alegria y por darme toda esa fuerza
para querer ser mejor cada dia.

A mis padres por ef amor y la fe que siempre han tenido en mi, por ensefiarme
que la educacién es la mejor herencia que se puede tener.

A mis hermanos por todo su amor y por ser mi ejemplo a seguir.

Al Dr. Sergio Serna por permitirme formar parte de su grupo de investigacion,
por confiar en mi, por el apoyo y amistad que siempre me ha brindado.
Doc, tiene usted toda mi admiracion y respeto!

A la Dra. Cecilia Rojas por su amistad, por todo su apoyo y sus consejos y por

dedicarle tiempo a ésta investigacion.

Al Dr. Marco A. Rito por sus consejos y por dedicarle tiempo a ésta

investigacion.

Al Dr. José Luis Vazquez por su gran ayuda en el trabajo experimental.

AlaIng. Irasema Romo por su invaluable ayuda a lo largo de la elaboracion de

éste escrito.

A mis compafieros y amigos por compartir conmigo todas las alegrias, tristezas
y corajes que se vivieron a lo largo de la maestria Chrissanthy, Diana,
Rebeca, Verodnica, Gabriel, Alessandra, Janet , a todos ustedes gracias por su
carifio y el animo que siempre me dieron.



DEDICATORIA

Con todo mi amor a mi esposo y a mi hijo

Con mucho amor a mis padres, hermanos y a toda mi familia



INDICE

Pagina
indice general |
indice de tablas It
indice de figuras v
RESUMEN 1
INTRODUCCION 3
LITERATURA REVISADA 8

Sorgo
Morfologia y quimica 8
Composicidn guimica 10
Valor nutrimental del sorgo 14
Utilizacion del sorgo 15
Compuestos fendlicos 15
Clasificacion y propiedades 15
Usos de los compuestos fendlicos 19
Métodos de analisis 20
Colesterol y fracciones lipoproteicas 22
Propiedades y funciones 22
Biosintesis del colesterol 24
Transporte del colesterol 27

Nivel de colesterol en plasma y enfermedades
Cardiovasculares 30



Estudios in vivo

MATERIALES Y METODOS

Obtencién de los salvados

Caracterizacion de la materia prima

Composicién quimica proximal

Determinacion del perfil de compuestos fendlicos
Determinacion de color

Obtencidn de fracciones de compuestos fendlicos
Elaboracion de dietas

Estudio in vivo

Determinacién de colesterol total, HDL y LDL en suero sanguineo
e higado

Analisis estadisticos

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de salvado de sorgo

Fracciones del salvado de sorgo tipo i

Elaboracién de dietas

Estudio de crecimiento

Estudio metabdlico

Absorcion de compuestos fendlicos

Determinacion de colesterol total, HDL y LDL en suero sanguineo

e higado

CONCLUSIONES
RECOMENDACIONES

BIBLIOGRAFIA

37

37
37
37
37
38
38
39
40

42
44

45

45
47
48
43
49
50

52

56

o8

59

i



TABLA Pagina
1) Composicién quimica proximal del sorgo 9
2) Composicion de los aminoacidos de las diferentes partes

anatomicas del sorgo 12
3) Disponibilidad de diferentes minerales en el sorgo 14
4) Composicion de las dietas utilizadas en los bioensayos expresados

en porcentajes 39
5) Caracterizacién quimica y de composicion de fendlicos de salvado

de sorgo blanco 6 tipo |y marron 6 tipo il 46
6) Rendimiento de extraccidon y composicion de compuestos fendlicos

7)

8)

9)

INDICE DE TABLAS

del salvado de sorgo marrdn ¢ tipo il extraido secuencialmente con
diferentes solventes y la composicion presente de los diferentes

fendlicos en cada fraccion. 47
Composicion quimica proximal de las dietas utilizadas en los

Bioensayos 48
Efecto del tipo de salvado y compuestos fendlicos en la

digestibilidad de la proteina y de la materia seca 50
Porcentaje de absorcion de diferentes compuestos fenolicos en el tracto

gastrointestinalde ias ratas de cuatro tratamientos a lo largo del estudio
metabdlico (9 dias). 51

m



10) Absorcion de diferentes compuestos fendlicos expresados
en mg/dia de los diferentes tratamientos realizado durante
el estudio metabdlico.

11) Efecto del tipo de salvado en la concentracion de colesterol total,
HDL y LDL en suero sanguineo de ratas de laboratorio

12) Efecto del tipo de salvado en la concentracion de colesterol total,
HDL y LDL hepatico determinado en ratas de laboratorio

92

54

55



INDICE DE FIGURAS

FIGURA Pagina.
1 Seccion longitudinal de un grano de sorgo 9
2 Estructuras del acido cinamico y acido benzoico 17
3 Estructura basica de un flavonoide 18
4 Estructura de un tanino condensado 19
5 Estructura de la molécula de colesterol 23
6 Representacion de la composicion de la membrana celular 23
7 Biosintesis del colesterol 25
8 Paso critico en la biosintesis del colesterol regulado por la

HMG-CoA Reductasa 26
9 Representacion de HDL y LDL 27
10 Proceso de endocitosis del LDL 29
11 Representacion de los pasos 1,2, y 3 de la formacion de una

placa ateroesclerotica en una arteria coronaria 32
12 Progreso de la formacion de ateroma en la arteria coronaria 33
13 Formacién de trombo o coaguio - 33



RESUMEN

El objetivo de la presente investigacién fue observar los efectos que produce el
salvado de sorgo tipo Ill sobre las fracciones lipoproteicas, principalmente
colesterol total y lipoproteinas de baja densidad en suero y en higado de ratas
alimentadas con dietas elaboradas a base de éste salvado. Se establecieron las
composiciones de las dietas que fueron isocaléricas, isoproteicas e isofibrosas
en cinco tratamientos distintos en donde el contenido de salvado de sorgo tipo |l
fue variado. Se realizd la caracterizacion de los salvados de sorgo tipo | y tipo I,
entre ellos, ia determinacion e identificacidn de grupos de compuestos fendlicos
utilizando espectrofotometria ultravioleta, comprobandc que existe mayor
concentracion de polifenoles en el salvado de sorgo tipo |l1.

Se alimentaron a un total de 35 ratas adultas Wistar divididas en siete bloques de
cinco unidades experimentales durante 33 dias. Al finalizar el tiempo de
alimentacion se procedié a sacrificar a las ratas se extrajo el higado y se obtuvo
la mayor cantidad de sangre posible. Se cuantificaron colesterol total y las
fracciones lipoproteicas en suero y tejido hepatico por un método enzimatico.

Se determind la composicion quimica proximal y perfil de compuestos fendlicos de
los dos salvados de sorgoc en donde el salvado de sorgo blanco presentd mayor
contenido de proteina total y de grasa, esto indico que el salvado obtenido tuveo
contaminacion de germen y de endospermo.

El contenido de taninos condensados en el salvado de sorgo tipo Il se encontré
dentro del rango esperado para éste tipo 6 clase de sorgo. Comparativamente el
sorgo tipo | contuvo en términos practicos un valor nulo de concentracion de
taninos.

Se realiz6 el fraccionamiento de los compuestos fendlicos en el salvado de sorgo
tipo lll, los resultados indicaron que la mayoria de los compuestos fendlicos
presentes en el mismo son hidrosolubles.

Después del analisis proximal a las dietas que se utilizaron en el bioensayo se

comprobd que fueron isoproteicas, isograsosas e isofibrosas por consiguiente la



fuente de variacién entre tratamientos fue la concentracion y tipos de compuestos
fendlicos.

Después de analizar la cantidad de fendlicos consumidos y los fendlicos
excretados, se observo que no existié una diferencia significativa en la absorcién
de los mismos. En términos generales se absomieron aproximadamente el 69.1
74.8 y 78.2 % de los fendlicos totales, flavonoles y antocianinas respectivamente
de los tratamientos.

En las determinaciones de colesterol total, HDL y LDL en suero no se
obtuvieron diferencias significativas entre los tratamientos, en cambio en las
mismas determinaciones pero en higado se observo que el tratamiento de salvado
de sorgo tipo Il si ejercid un efecto hipocolesterolémico (P<0.05).



provenientes de los cereales en el mundo (Osagie, 1987). En Africa éste cereal
es utilizado para la produccién de una cerveza muy peculiar denominada opaca o
‘Kafir’. Asi mismo el sorgo es procesado en atoles fermentados y sin fermentar,
tortillas, botanas, bebidas alcohdlicas y no alcohdlicas (Rooney et al. , 1980). En
Centroamérica es utilizado para la produccion de tortillas solas o mezcladas con
maiz. Aunque su uso es limitado debido a que produce tortillas descoloridas que
no son muy bien aceptadas (Serna ef al. , 1988). Las condiciones en las cuales
crece el sorgo son en zonas secas y de temperaturas calidas. En México la
produccion de sorgoe se ha ido incrementando, es el segundo cereal de mayor
importancia en terminos de produccién. Se cultiva bajo buenas practicas
agronémicas y en grandes extensiones para abastecer la industria de la
alimentacion animal. A nivel nacional, se cultiva mas del 15 % de las tierras
destinadas a los cereales y contribuye con mas del 20 % del total de cereales
cosechados en el pais (Sema, 1996). En el ambito mundial, México ocupa el
tercer lugar en produccion de sorgo después de los Estados Unidos y de La India
(FAQ, 2002). El sorgo se clasifica en tres tipos con base a sus propiedades fisicas
y/o funcionales, tipo | o blancos, tipo Il o rojos y tipo 1ll 0 marrones. El sorgo tipo
lll tiene como caracteristica distintiva que contiene taninos y por consiguiente un

valor nutritivo menor que las otras clases (Serna, 1996).

En general todos los sorgos contienen compuestos fendlicos, los cuales
afectan el color, la apariencia y la calidad nutrimental del grano y de los productos
que se elaboren con el mismo (Hahn et al. , 1984). Los compuestos fendlicos
pueden dividirse en tres grupos: los acidos fendlicos, flavonoides y taninos. Todos
los sorgos contienen Aacidos fendlicos y la mayoria contiene flavonoides.
Solamente los sorgos marrones 6 tipo 1ll, contienen taninos condensados (Hahn ef
al. , 1984).

Los taninos se encuentran concentrados en la testa del grano, tejido
altamente pigmentado, con alto contenido de fibra, localizado por debajo del
pericarpio y ailrededor del endospermo, protegen al grano contra el ataque de
insectos y de pajaros, aunque son considerados agentes antinutrimentales por su



capacidad de unirse a proteinas e inhibir la actividad enzimatica (Serna y Rooney,
1995). Debido a lo anterior disminuyen la tasa de crecimiento, digestibilidad de la
proteina y la eficiencia de conversién alimentaria. Aunque se ha visto que a bajas
concentraciones estimulan la actividad enzimatica (Maxson et al., 1973).
Klopfenstein et af (1981) experimentaron con grupos de cobayos alimentandolos
con dietas a partir de trigo, avena, mijo y sorgo, observando que el grupo
alimentado con la dieta basada en sorgo presentd un nivel de colesterol
sanguineo y hepatico significativamente mas bajo. En estudios que se realizaron
con humanos provenientes de diversos paises durante 7 afios, Hertog et af
(1995) concluyeron que la ingesta de flavonoides provenientes de los alimentos
puede contribuir a las diferencias en mortalidad asociados con enfermedades
coronarnias. Asi mismo, otros estudios con ratas (Nakamura et al. , 2000) seialan
que al administrar oralmente flavonoides, tales como quercetina o rutina, no se
observaron sintomas toxicologicos. Gorinstein ef af (2000), trabajaron con ratas
Wistar utilizando como tratamientos una dieta con persimonio entero y otra con
persimonio libre de compuestos fendlicos. Los animales alimentados con
persimonio entero tuviercn los niveles mas bajos de colesterol. Chang et af (2001),
estudiaron el efecto de inhibicion de derivados de taninos aislados de hierbas
medicinales tradicionales y encontraron un efecto hipolipidémico.

Se ha demostrado también que al alimentar a cobayos con una dieta a
base de tomate se reduce el colesterol-LDL plasmatico asi como la
concentracion de triglicéridos debido a varios de los componentes de esta
hortaliza que pueden actuar de modo aditivo o sinergistico, como son la fibra,
proteina, aminoacidos libres, licopeno y otros antioxidantes (Friedman et al. |
2000).

Importantes desarrollos han ocurrido para la prevencion y tratamiento de
las enfermedades cardiovasculares, entre ellos el usoc de una clase de
medicamentos que diminuyen el colesterol, llamados inhibidores competitivos de
ta 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa (HMG-CoA reductasa), que es la
enzima clave en la biosintesis del colesterol (Grundy, 1986). Las estatinas son un



grupo de compuestos quimicos que se desarrollaron para inhibir la formaciéon de
colesterol en el organismo basados en el mecanismo de la inhibicién de la HMG-
CoA reductasa. Las estatinas, funcionan muy bien en la reduccién del colesterol,
sin embargo, hay individuos en quienes éste tratamiento no es completamente
eficaz, o bien presentan efectos colaterales, como lo son la hepatitis
medicamentosa y la rabdomiolisis (inflamacion y destruccion de los muasculos).
Incluso el afio pasado (2001), Laboratorios Bayer retiré voluntariamente el
medicamento  Baycol, del mercado que contiene como principio active la
cerivastatina. Esto debido a que 31 pacientes de los Estados Unidos murieron
debido a que consumieron una sobredosis del medicamento (The Wall Street
Journal, 2001). Ademas cabe mencionar el alto costo de estos medicamentos,
por lo que no son de facil acceso para toda la poblacion. Estos datos hacen
pensar que los compuestos fendlicos presentes en el salvado de sorgo tipo lll
puedan funcionar como terapia natural para inhibir a la HMG-CoA reductasa, y asi
poder formular alimentos nutraceudticos o bien generar nuevos medicamentos
con compuestos activos naturales a partir del mismo.

Por lo tanto, el propdsitc de esta investigacion fue el de evaluar si los
compuestos fendlicos presentes en el salvado de sorgo tipo Il tienen efecto
hipolipidémico en suero sanguineo e higado de ratas Wistar. Asi mismo se
plantearon los siguientes objetivos particulares:

a) Caracterizacion de dos tipos de salvado de sorgo (tipo | y Ill) especialmente
en términos de composicion de los diversos compuestos fendlicos.

b} Realizacion de un estudio metabdlico para determinar la digestibilidad de la
proteina, la digestibilidad del alimento 6 materia seca y calcular la absorcion
de compuestos fendlicos en el tracto gastrointestinal de ratas de laboratorio

c) Evaluacion del crecimiento y eficiencia de conversion alimentaria en ratas

Wistar después del tiempo en que se les suministré el alimento.



d) Cuantificaciébn de colesterol total, lipoproteinas de alta densidad (HDL) y
lipoproteinas de baja densidad (LDL) en suero e higado utilizando un método

enzimatico para comprobar que efecto ejercieron los salvados de sorgo.



LITERATURA REVISADA
SORGO
Morfologia y quimica

El sorgo es un cereal de cariépside desnuda, aunque algunos tipos
africanos retienen a sus glumas después de la cosecha. La cariopside consiste de
tres componentes anatémicos distintos, el pericarpio que es la capa que recubre al
grano, el germen (embrién) y el endospermo (tejido de reserva) (Serna y Rooney,
1995).

La capa externa denominada botanicamente y cominmente pericarpio y
salvado respectivamente se origina de la pared del ovario de la planta (Glennie et
al. , 1984) y se divide en tres tejidos histologicos: epicarpio, mesocarpio y
endocarpic (Earp y Rooney, 1982).

El epicarpio esta cubierto por una delgada capa de cera, y esta constituido por
células que contienen material pigmentado. El mesocarpio puede contener
granulos de almidén y el endocarpio esta constituido por las células tubulares y
cruzadas. Cabe mencionar que el sorgo es el anico cereal que puede contener
granulos de almidén en el mesocarpio. A estos tipos de sorgos se les denomina
de pericarpio grueso. Estos tegjidos son funcionales ya que por las células
tubulares se conduce el agua durante la germinacion vy las células cruzadas
impiden que el agua se pierda hacia el exterior del grano {(Serna y Rooney, 1995).
La testa denominada cubierta de la semilla se deriva de las integumentaciones del
6vulo y solamente es pigmentada en sorgos tipo Il y Il que contienen fendlicos
compuestos y taninos condensados respectivamente. El endospermo esta
compuesto de una capa de aleurona y areas periféricas o de subaleurona, cornea

y almidonosa. La estructura del sorgo se presenta en la figura 1.
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Fig. 1. Seccion longitudinal de un grano de sorgo. Palmer (1992).

Endospermo harninoso

La composicion quimica de la cariopside varia de acuerdo al medio

ambiente donde se halla desarrollado. El pericarpio es rico en fibra, mientras que

el germen es alto en proteina, aceite y cenizas. El endospermc contiene la

mayoria del almidon y proteina con pequefias cantidades de grasa y fibra (Serma y

Rooney, 1995). La composicion de nutrientes en el sorgo se presenta en la Tabla

1.

Tabla 1.Composicion Quimica Proximal del Sorgo >°

Cereal % % % % % %
Proteina Extracto Fibra Cenizas Almidon
C
(Nx6.25) | etéreo | cruda ELN
Sorgo 11.0 3.2 2.7 1.8 81.3 70.8
7.3-1586 0.5-5.2 1.2-6.6 1.1-4.5 68.1-89.9 | 55.6-75.2

2 Datos de Jambunathan et al (1984) , Hulse et al (1980), Lorenz {1983), Parvathy y Sadasivam

(1982), Pore y Magar (1979).Citades por Serna y Rooney 1995,
® Todos los valores estan expresados en base seca.

Extracto Libre de Nitraégeno.




COMPOSICION QUIMICA
Carbohidratos

Los carbohidratos del sorgo estan compuestos de almidén, azucares
solubles, pentosanos, celulosa y hemicelulosa. El almidéon es el componente
quimico mas abundante, mientras que los azdcares solubles y la fibra cruda son
bajos (Serna y Rooney, 1995).

Almidon

El almidon representa entre un 50 y un 75 % del peso del grano. El almidon
existe en granulos altamente organizados en los cuales las moleculas de amilosa
y amilopectina se mantienen unidas por puentes de hidrogeno. El almidén es la
principal fuente de energia que se requiere para la germinacion. Esta compuesto
por cadenas lineares de glucosa unidas por enlaces «-1,4 glicosidicos (amilosa) y
cadena ramificadas de glucosa unidas por enlaces glicosidicos «-1,4 y «-1,6
(amilopectina). Los sorgos de endospermo regular contienen 75% de amilopectina
y 25 % de amilosa mientras que los cerosos méas de 85 % de amilopectina.

Azicares solubles

El contenido de azucares solubles en el sorgo en su estado maduro llega a
ser entre 2.2- 3.8 %, 0.9-2.5 % de azucares reductores libres y 1.3-1-4 % de
azucares no reductores (Sema y Rooney 1995, Murty ef al. , 1985). Los azicares
solubles constan de un 75 % de sacarosa (Subramanian ef al. , 1980). El total de
azlcares solubles y azUcares reductores disminuye gradualmente conforme el

grano va madurando.



Fibra

En general los cereales son una buena fuente de fibra. La fibra consiste de
componentes enddégenos de materiales de la planta, que son resistentes a la
digestion por enzimas gastricas y pancreaticas presentes en el lumen del tracto
gastrointestinal anterior de los monogastricos. Los principales componentes
individuales son celulosa, hemicelulosa, lignina, pectinas y gomas, principalmente
localizadas en el pericarpioc y en las paredes celulares del endospemrmo donde
tienen funciones estructurales y de proteccién (Serna y Rooney, 1995).

La fibra dietaria esta dividida en soluble e insoluble. La mayor parte de la
fibra dietaria en el sorgo es insoluble; debido a esto probablemente la fibra del
sorge no reduce el colesterol sanguineo y la ateroesclerosis como lo hace por
gjemplo ia fibra de la avena {(Serna y Rooney, 1995). La alimentacién con salvado
de sorgo en humanos incrementa significativamente el peso de las heces,
disminuye el tiempo de transito intestinal, e incrementa la frecuencia de
evacuacién (Fedail et al. , 1984 ).

Proteinas

El contenido de proteinas varia dependiendo del genotipo, de la
disponibilidad de agua, de !a fertilidad del suelo, temperatura y las condiciones del
medio ambiente durante el desarrollo del granc. Las fracciones proteicas que
contiene el sorgo son albuminas, globulinas, prolaminas y glutelinas.
Aproximadamente el 80 % de la proteina del sorgo estd localizada en el
endospemno {prolaminas y glutelinas), 16 % en el germen y 3 % en el pericarpio
(Taylor y Schussler, 1996). Las prolaminas son las que se encuentran en mayor
cantidad {33.2 %), después siguen las giutelinas (32.8 %); estos dos tipos de
proteinas se encuentran deniro de la matriz proteica del endospermo aimidonoso
(Serna y Rooney, 1995). Las albuminas y globulinas se encuentran principalmente
asociadas con el germen. El aminograma tipico del sorgo se reporta en fa Tabla 2.



Tabla 2.

anatémicas del sorgo ?

Composicion de los aminoacidos de

las diferentes partes

Aminoécido Grano Endospermo Germen Pericarpio
| (g/100 g proteina) |  Entero
Esencial
Fenilalanina 3.8-44 44-55 3.9-52 40-54
Histidina 1.7-2.6 1.7-25 26-34 1.7-28
isoleucina 28-40 4.0-4.4 35-3.8 3.9-4.1
Leucina 12.2-1341 14.2 - 13.8 7.8-75 9.0-8.1
Lisina 1.6-26 1.2-1.7 3.8-6.7 3.0-5.0
Metionina 1.5-1.7 1.3-15 1.0-1.3 1.1-1.1
Treonina 37-35 34-3.0 45-41 49-5.0
Valina 43-56 5.3-51 6.6-6.3 64-64
No esenciales
Acido Aspartico 6.6 -74 56-6.9 8.0-9.2 8.3-99
Acido Glutamico 18.6-19.7 19.5-20.8 14.0 - 14.2 12.4-11.9

Alanina 144 -8.8 12.8-9.2 10.5-6.6 11.3-6.8
Arginina 26-36 22-29 6.9-89 4.1-6.8
Cisteina 1.1-14 08-15 1.1-1.7 1.6-2.0
Glicina 1.6-4.1 1.2-27 38-66 30-78
Prolina 9.7-8.8 9.9-93 52-51 6.4-6.0
Serina 6.5-39 55-3.8 7.0-51 72- 56
Tirosina 26-33 21-3.7 1.8-3.5 2.1-37




? Datos de Haikerwal y Mathieson (1971) y Taylor y Shussler (1986)

Estudios realizados en ganado asi como en animales de experimentacion
indican que la proteina del sorgo es menos digestible que la de otros cereales
(Serna y Rooney, 1995). Un estudio realizado con ratas, mostré6 que la
digestibilidad comparativa entre la proteina del sorgo con endospermo intermedio
y maiz que fue de 72 % y 78.5 %, respectivamente (Elmalik et al. ,1986a citado
por Serna y Rooney 1995). Hahn et al. (1984) estudio el impacto negativo que
tienen los taninos presentes en los sorgos tipo |1l sobre la digestibilidad in vitro de
la proteina.

Lipidos

Los lipidos en el sorgo consisten principalmente de lipidos no polares y
neutros (93.2 %) (Osagie, 1987). La composicion de los lipidos no polares es
dominada por los triglicéridos en un 85 % seguida por los diglicéridos. La
composicion tipica de acidos grasos de un aceite de sorgo es muy similar al de
maiz y se encuentran en mayor cantidad los acidos linoleico (18:2} y oleico (18:1)
(Neucere y Sumrell, 1980). El sorgo contiene cerca de 1.5 ppm de carotenocides
totales. Los carotenoides mas identificados en los genotipos de endospermo
amarillo son la zeaxantina, luteina, xantofilas y p-carotenos (Blessin et al. , 1962).
Heupel ef al (1986) determinaron que el mayor esterol en el sorgo es el (-

sitosterol seguido por el stigmasterol y dihidrobrasicaterol.
Vitaminas y Minerales

El sorgo es una buena fuente de vitaminas del complejo B, a excepcién de
la vitamina B12 que solo se encuentra en fuentes de origen animal y levadura
(Gazzaz et al. , 1989). Estas vitaminas se encuentran concentradas en la capa de
la aleurcna y en el germen. Las vitaminas liposolubles estan localizadas en el
germen. En general los cereales contienen tocoferoles como o es la vitamina E.
La decorticacion y molienda para obtencion de harinas o grifs reduce muy

significativamente los niveles de vitaminas y minerales.
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El sorgo es una importante fuente de minerales. EI mineral que se
encuentra en mayor cantidad es el fésforo que esta en su gran mayoria asociado
con el acido fitico y es indisponible para los monogastricos (Serna y Rooney,
1995). También es una buena fuente de potasio, sin embargo su contenido de
calcio y sodio es insignificante. El germen del sorgo contiene un 69 % del total de
los minerales en el grano, el endospermo contiene 21 % vy el salvado 11%
(Hubbard et al. , 1950). La disponibilidad de los minerales en el sorgo se presenta
en la Tabla 3.

Tabla 3. Disponibilidad de diferentes minerales en el sorgo® ®

Mineral Disponibilidad
mineral (%)

Fosforo 598 b
Calcio 60.0b
Magnesio 556b
Potasio 62.1a
Cobre 58.2b
Zinc 26¢c

Hierro 40b

Manganeso 426 ¢

*Adaptada de Nwokolo (1987) y Sema y Rooney, {1995).

Bvalores en la columna que no tengan la misma letra son significativamente
diferente a P<0.05.

VALOR NUTRIMENTAL DEL SORGO

En general se estima que los cereales aportan mas del 50 % del total de
las calorias consumidas por la poblacién humana, pero se considera que estos
mismos tienen una baja calidad proteica (Serna, 1996). El amino acido limitante en



el sorgo es la lisina seguido por la treonina. El sorgo aporta aproximadamente el
50 % de la lisina requerida por un nifio en edad pre-escolar (Serna, 1996).

Los cereales poseen una buena cantidad y calidad de fibra necesaria para
el buen funcionamiento gastrointestinal. Algo que hay que considerar en el valor
nutrimental de los cereales es el procesado de los mismos ya que durante ia
molienda, geminacion y cocimiento acido o alcalino se alteran la compaosicién y la
disponibilidad de los nutrientes; los procesos de molienda bajan 1a cantidad de
fibra, vitaminas, y minerales (Serna, 1996). El valor nutrimental del sorgo se
puede aumentar, mediante la remocion del pericarpio y testa, incrementando la
calidad de las proteinas y disponibilidad del almidén (Rooney et af. , 1970).

UTILIZACION DEL SORGO

El sorgo se decortica para utilizarse directamente o se procesa en grits 0 en
harina en Africa y Asia (Serna, 1996). Los alimentos tradicionales alrededor del
mundo que estan elaborados en base de sorgo son los siguientes: atoles
fermentados y sin fementar (t6, Ogi, Ugali), pan sin fermentar (Roti Hinda), tortilla
en Centro América y pan fermentado en Sudéan e India. El “Injera” que consiste
de un pan fermentado plano es el alimento mas consumido en Etiopia. Ademas
existen diversos productos de harina de sorgo cocido, botanas, bebidas
alcohdlicas y no alcohdlicas en Africa (Rooney et al.,1986). En México la
produccion de sorgo basicamente se destinan para la alimentacién animal,

especialmente de aves de postura o pollos de crecimiento.
COMPUESTOS FENOLICOS

Clasificacién y Propiedades

El sorgo produce un tipo de compuestos fenolicos poliméricos conocidos
como taninos, todos los sorgos contienen fenoles y la mayoria contienen
flavonoides, pero solamente tos cultivares con testa pigmentada como lo son los
sorgos tipo ill producen taninos condensados (Serma y Rooney, 1995).

624771



Los taninos protegen al grano contra el ataque de insectos, pajaros y otros
agentes bidticos del medio ambiente (Waniska et al., 1989). También los taninos
pueden afectar el color, sabor y calidad nutrimental del grano y el de sus
productos elaborados (Hahn ef al.,1984). Los taninos son considerados agentes
antinutrimentales ya que se unen fuerte y especificamente a ciertas proteinas
formando complejos inactivos e inhiben la actividad enzimatica en ensayos in vitro

(Hagerman y Butler, 1981).

El mayor efecto antinutrimental de los taninos en ratas, cobayos, aves y
rumiantes son la disminucion en la tasa de crecimiento, digestibilidad de la
proteina y en la eficiencia de conversion alimentaria (Knabe, 1990).

Los compuestos fendlicos son un grupc de compuestos que
estructuralmente poseen en comin un anillo aromético con uno o mas
sustituyentes hidroxilos. Son relativamente polares y tienden a ser solubles en
agua. Debido a la naturaleza aromatica estos compuestos muestran intensa
absorcion en el espectro UV {Lock, 1994).

Los compuestos fendlicos se dividen en tres grupos basicos:
*Acidos fendlicos
*Flavonoides
*Taninos

Los Acidos fendlicos son derivados del acido benzdico 6 acido cinamico. Las

estructuras se presentan en la Figura 2.
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Fig. 2. Estructuras del acido cinamico (A} y acido benzoico (B}.Hahn et al., (1984).

Los grupos hidroxilos (OH) 6 metoxi (OCH3) son sustituidos en varios
lugares en el anillo aromatico (Hahn et al, 1984). En los cereales los acidos
fendlicos son acidos libres, solubles y ésteres insolubles, y se encuentran
concentrados en las capas externas del grano (pericarpio, testa y aleurona).

El mayor acido fendlico unido en el sorgo, es el acido fertlico {(3-metoxi-4-
hidroxi-acido cinamico), el cual estd asociado a la pared celular (Hahn et a/.,
1884). Los acidos fendlicos no afectan adversamente la calidad nutrimental del
sorgo, pero forman c¢olores indeseables en los productos alimenticios preparados.

Los flavonoides son uno de los grupos mas numerosos y ampliamente
distribuidos de constituyentes naturales. Se conocen como diez clases de
flavonoides, todos contienen quince atomos de carbono en su nucleo basico y
estan arreglados bajo un sistema de Cg-C3-Cs (figura 3), en el cual dos anillos
aromaticos A y B estan unidos por una unidad de tres carbonos que pueden o no

formar un tercer anillo (Lock, 1994).
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Fig. 3. Estructura basica de un flavonoide con algunas de las sustituciones que se pueden
presentar en el anilio central. 2001 A.M. Licensed to About.Inc.

Los tres principales grupos de flavonoides son las flavonas, flavonoles y
flavanas; El mayor grupo en el sorgo son las flavanas, y la que se encuentra en
mayor cantidad en el mismo es las Fiavan-3-en-3-ol, también llamadas
antocianidinas. Las antocianidinas se encuentran principalmente en su forma
ionizada (Hahn ef al., 1984). Los flavonoides se encuentran generalmente en
mezclas como agliconas y/o glucésidos, ain de las diferentes clases siendo los

glucosidados los mas comunes.

Estos compuestos son solubles en agua y en etanol, y poseen una intensa
absorcion en la regién del espectro ultravioleta y visible debido a la presencia de
sistemas arOmaticos y conjugados {Lock, 1994). Los taninos son un grupo de
compuestos fendlicos encontrados en muchas plantas, fueron nombrados asi
debido al proceso de curtido (“tanning”) de pieles. Hay dos clases de taninos los
hidrolizables y los condensados (Hahn ef al., 1984} (Figura 4).



Fig. 4. Estructura de un tanino condensado. Hahn et al., (1984).

Los taninos hidrolizables se rompen en un azlcar y un acido fendlico
cuando se tratan con acidos, bases o bien enzimas hidroliticas. Solamente los
taninos condensados, resultantes de ia unién de unidades de flavan 3-ol se han
encontrado en e} sorgo. Estos polimeros se conocen como proantocianidinas
debido a que se liberan antocianidinas cuando se fratan con acidos minerales
{(Hahn et al., 1984).

Los taninos son los compuestos fendlicos mas abundantes que se puede extraer
del sorgo tipo lll, y se encuentran principalmente en la testa y en el pericarpio del

grano o cariopside.
Usos de los compuestos fendélicos

Los compuestos fendlicos, especificamente los flavonoides, se emplearon
durante mucho tiempo como colorantes de lana, y actualmente se usan en la
conservacion de grasas o jugos de frutas debido a las propiedades antioxidantes
de algunas polihidroxiflavonas, otros flavonoides se han utilizado como

edulcorantes e insecticidas naturales, etc.

La accidon farmacolégica es también extensa y variada, son bien conocidas
sus actividades contra la fragilidad capilar, dilatadores de coronarnas,
espasmolitica, antihepatotéxica, colerética, estrdogena y diurética. Hay que
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destacar también la actividad antimicrobiana de algunos flavonocides y otros
fenoles y fungitoxica de las isoflavonas (Lock, 1994). Asimismo, debido a la
afinidad de los taninos con las proteinas son considerados agentes antidiarreicos
0 protectores del aparato digestivo. También ejercen un efecto antihemorragico.
reportan que los taninos del persimonio son efectivos agentes detoxificantes
contra el venenoc de vibora y toxinas bacterianas. Los taninos en altas
concentraciones generalmente inhiben la actividad enzimatica, pero a bajas
concentraciones pueden estimularia (Maxson ef al., 1973).

La inhibicion de la mutagenicidad de varios carcinégenos por los taninos
ha sido parcialmente atribuida a la union de taninos con esos compuestos. La
inhibicién de la autooxidacién de sustancias coexistentes por los taninos, se ha
visto que es debido a la estructura polifendlica que puede producir radicales libres.

Se ha estudiado también el efecto hipocolesterolémico que presentan
derivados de compuestos fenodlicos provenientes de semillas, frutas, vegetales o
hierbas (Wallace et al., 1998; Friedman et al., 2000; Nakamura et af., 2001).

Métodos de Analisis

Para llevar acabo un analisis de compuestos fendlicos, se requiere
primeramente de un tratamiento previo para la identificacion.

Las técnicas recomendadas son:
1) Técnicas de extraccion

Los solventes empleados en la extraccion de estos compuestos son muy variados
y pueden ser desde muy polares como el agua y etanol para glucdsidos o
agliconas muy hidroxiladas, hasta menos polares como el éter y cloroformo para
flavonas altamente metoxiladas. Asi como combinacién de solventes polares
acidificados obteniendo rendimientos satisfactorios (Ziehl et al., 2002).
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2) Técnicas cromatograficas

Existe la cromatografia en papel que es la mas anfigua y aun sigue siendo
utilizada para la identificacion de compuestos fendlicos. La cromatografia en capa
fina ha sido utilizada en adsorbentes como celulosa, poliamida y gel de silica en
diferentes sistemas de elucion de acuerdo al tipo de compuesto que se quiere
identificar.

La deteccion de flavonoides en cromatografia en papel y en capa fina puede
hacerse por el color que desarrollan cuando se exponen a la luz visible o
ultravioleta apareciendo como manchas fluorescentes azules, rosadas, naranjas,
purpuras y otras. Existe también el uso de cromatografia de liquidos de alta
resolucion para poder identificar y cuantificar de manera mas especifica a estos

compuestos (Lock, 1894).
3) Ensayos Colorimétricos
*Método Folin-Dennis (método de Falin-Ciocalteu)

La reaccién se basa en la reduccion del acido fosfomolibdico por los
fenoles en una solucidon acuosa aicalina. El método determina los grupos fendlicos
libres y por lo tanto se determinan los fendlicos totales solubles, el inconveniente
de éste método es que no se puede diferenciar entre taninos y la mayoria de los
compuestos fendlicos que no lo son, pueden haber interferencias debidas a
compuestos como el &cido ascorbico, tirosina y posiblemente la glucosa
{(Waterman y Mole, 1994).

*Método de Vanillina-HCI

Es una reaccidn exodgena, especifica para proantocianidinas o taninos
condensados. La vanillina reacciona con el anillo A del flavanol (Hahn et al.,
1984) para formar un compuesto croméforo, el ndmero de flavanoles es
proporcional a la absorbancia de la solucién. Algunos problemas con ésta técnica
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son que los flavanoles de bajo peso molecular sobrereaccionan y los polimeros
largos son subestimados; como la catequina se utiliza como estandar, éste
monomero da la maxima densidad 6ptica a 500 nm generando una subestimacion
de los polimeros largos (Waterman y Mole, 1994).

*Método de Butanol-HCI

Es especifico para taninos condensados. Es una reaccion endégena, el
método involucra la despolimerizacion de los taninos condensados por la accién
del HCl en butanol para obtener un color rojizo que puede ser detectado
espectrofotométricamente en el visible. El grado de polimerizacién de los taninos
puede ser estimado utilizando una combinacion de técnicas, la de butanol-HCL y
el ensayo de vanillina. El ensayo de butanol acidoc mide el numero total de
residuos de flavonoides presentes y el ensayo de vanillina cuantifica el nimero de
moléculas. Este ensayo también se utiliza para calcular la cantidad de taninos
insolubles de residuos de extraccion o de residuos de fibra detergente neutra
{(Waterman y Mole, 1994).

*Método Glories Modificado

Se utiliza para cuantificar el contenido de fendlicos totales, flavonoles,
ésteres tartaricos y antocianinas a partir de un mismo analisis. El ensayo se basa
en la extraccion acida de los fenélicos en etanol y realizar las lecturas de las
absorbancias a 280 nm para la estimacion de los fendlicos totales, 320nm para
estimar los ésteres tartaricos, 360 nm para estimar los flavonoles y 520 nm para
estimar las antocianinas (Mazza ef al., 1984).

COLESTEROL Y FRACCIONES LIPOPROTEICAS
Propiedades y funciones

E! colesterol es un constituyente vital de las membranas celulares y es
precursor de las hormonas esteroideas y de los acidos biliares (Bohinski, 1991),
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es un compuesto insoluble en agua y soluble en solventes organicos y consta de
un total de 27 atomos de carbono arreglados en una estructura formada por

varios anillos, como lo muestra la figura 5.

H3C

g CH;

CH;
HzC

HO

Fig. 5. Estructura de la molécula de colesterol.
El colesterol es requerido por todas las células animales para el crecimiento y
mantenimiento, siendo una de sus funciones en las células el de proporcionar

cierta rigidez a la membrana celular (Myant, 1990).

Fluido Extracelular

integral Citoplasma

Fig. 6. Representacion de la composicion de la membrana celular. Chiras (2000).

El colesterol es requerido por el higado y el intestino como un componente
esencial de las lipoproteinas. La forma en la que el colesterol se encuentra en el
organismo humano es libre, cerca del 90 % del colesterol total corporal esta
presente como colesterol libre en las membranas celulares, mielina y en el capa

polar de las particulas de lipoproteinas plasmaticas (Myant, 1990).
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Biosintesis del colesterol

La secuencia global de la reaccién de acetil-SCoA —Colesterol se puede dividir

en tres fases.

Fase A Fase B Fase C
Acetil-SCoA —-—— mevalonato—-—— escualeno —s——colesterol

En la fase A se condensan tres unidades de acetil-ScoA para formar acido
mevaionico. En esta fase se forman primero la acetoacetil-ScoA y luego la f3-

hidroxi-B-metilglutaril-ScoA.

En la Fase B, la (-hidroxi-p-metilglutaril-ScoA es reducida por la B-hidroxi-
p-metilglutaril-CoA reductasa a mevalonato, que es activado primero por un trio
de ciclasas dependientes del ATP para formar 3-fosfo-5-pirofosfomevalonato, esta
sustancia es muy inestable y después de una descarbolxilacién y una
desfosforilacion se convierte en pirofosfato de isopentilo (C5), que se isomeriza
para formar dimetilalilpirofosfato {(C5). La condensacion de estos dos metabolitos
intermedios produce pirofosfato de geranilo (C10), el cual se condensa con ofra
molécula de pirofosfato de isopentilo para formar pirofosfato de farnesilo (C15).
Después de una isomerizacion los dos isomeros de C15 se condensan para
formar escualeno (C30) (Bohinski, 1991).

En la udltima fase de la formacién del colesterol a partir del escualeno el
mecanismo es muy complejo. Se ve mediadc por una serie de reacciones
catalizadas por diversas enzimas que van incorporando los carbonos del
escualeno, asimismo pérdidas de algunos atomos de carbonos para finalizar la
sintesis con la estructura ciclica final del colesterol. Una esquematizaciéon

condensada de ta biosintesis del colesterol se presenta en la Figura 7.
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Fig. 7. Biosintesis del colesterol. King (1996).

Dentro de {a biosintesis del colesterol, esta una enzima clave que se
menciond anteriormente y que es la B-hidroxi-B-metilglutaril-CoA reductasa (HMG-
CoA reductasa). La sintesis de ésta es aminorada por el propio colesterol como
parte de un mecanismo de retroinhibicion, asi mismo puede considerarse un
mecanismo a corto plazo, ya que inhibe la actividad de ia reductasa que ya estaba
presente (Bohinski, 1991). Los medicamentos que ayudan a controlar o bajar el
colesterol sanguineo se basan en la inhibicidn de ésta enzima.
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Fig. 8. Paso critico en la bicsintesis del colesterol regulado por la HMG-CoA reductasa. Diwan
{2001).

Un aduito saludable, sintetiza colesterol en una concentracién aproximada de
1g/dia y consume aproximadamente 0.3g/dia. El nivel de colesterol normat en el
cuerpo es controlado por el nivel de sintesis de novo. La sintesis del colestero} es
regulado en gran parte por la ingesta en la dieta (King, 2000). La regulacién de la
actividad de la HMG-CoA reductasa se lleva acabo por tres distintos mecanismos:
e Control de la expresion del gen.

+ Proporcidn de la degradacion de la enzima.

o Fosforilacién y desfosforilacion de la enzima.

La HMG-CoA reductasa es mas activa cuando se encuentra en su forma no
fosforilada, la fosforilacion de la misma disminuye su actividad, se ha propuesto
que la interconversion de la forma activa a inactiva y viceversa se realiza gracias
a una cascada de cinasas de las proteinas, parte de la cual responde a hormonas
que actian mediante AMP ciclico y éste funciona como un mensajero secundario
que inhibe la biosintesis de colesterol (Bohinski, 1991).
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Transporte del colesterol

En plasma cerca de dos terceras partes del colesterol se encuentra
esterificado; La forma en la que el colesterol viaja en la sangre es en forma de
lipoproteinas. Estas particulas contienen en su interior colesterol y triglicéridos y

una capa envolvente constituida por proteinas denominadas apoproteinas y
fosfolipidos.

ASFEY IR

Fig. 9. Representacion de HDL y LDL. Libby (2002).
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Las lipoproteinas se clasifican en;

¢ Quilomicrones

o Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)
e Lipoproteinas de baja densidad (LDL)

e Lipoproteinas de alta densidad (HDL)

Los quilomicrones son particulas que se detectan en las primeras horas que
siguen después de una comida alta en grasas, y estan formados en un 95 % por
triglicéridos. Los quilomicrones se forman dentro de las células epiteliales del
intestino y tienen un diametro de 85 a 1000 nandmetros. Su funciéon es la de
transportar la grasa de los alimentos desde el intestino hacia el higado y otros
tejidos via linfatica (Rubiés-Prat, 1993).

Las lipoproteinas VLDL son particulas menores que los gquilomicrones, son
ricas en ftriglicéridos (60%), se forman en el higado a partir de triglicéridos
remanentes de los quilomicrones asi como sintetizados por el mismo higado,
miden entre 25-80 nanometros; y su funcion es la de transportar el coiesterol y
triglicéridos desde el higado hacia los tejidos donde seran utilizados (Rubiés-Prat,
1993).

Las lipoproteinas de baja densidad son las responsables de llevar el colesterol
a todas las células del organismo. Las LDL interaccionan con receptores
especificos para ellas y que estan en la membrana de todas las células del
organismo (Rubiés-Prat, 1993). Los fosfolipidos que forman las LDL estan
arreglados de tal manera que las cabezas hidrofilicas de los mismos estan hacia
afuera, 1o que permite que la particula pueda disolverse en la sangre o en fluido
intercelular; envolviendo éste recubrimiento hidrofilico se encuentra una proteina
clave denominada apoproteina B-100.
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La apoproteina B-100 es reconocida y unida por los receptores LDL. La union
se lleva a cabo cuando la LDL tiene una concentracién menor de 10° molar, el
receptor une solamente lipoproteinas que contengan [a apoproteina B-100 o una
proteina similar llamada apoproteina E (Brown y Goldstein, 1984).

L.a forma en que el LDL entra a la célula se muestra a continuacion en la figura
10.
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Figura 10. Praceso de endocitosis de LDL. Brown y Goldstein (1984).

EL colesterol entra a la célula por receptores especificos que al unirse la LDL al receptor
se invagina y se forma una vesicula, La unién de varias vesiculas genera la formacidon de un
endosoma, en el que el medio acido provoca que el LDL se disocie del receptor, que a su vez se
recicla y se posiciona nuevamente en la superficie celular. El LDL es liberado por el lisosoma, en
donde las enzimas rompen la apoproteina B-100 y lo trasforman en aminoacides. El nivel de
colesterol es autoregulado. Un exceso de colesterol tiene tres efectos metabédlicos: Inhibicién de la
HMG-CoA reductasa la cual controla la sintesis de colesterol; Activacién de la enzima ACAT, que
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es la que esterifica el colesterol para su almacenamiento e inhibe la formacion de nuevos
receptores LDL por supresidn de la transcripcién del gene del receptor hacia el RNA mensajero.

La vida promedio de una particula LDL en el torrente sanguineo es de dos
dias y medio antes de unirse a los receptores en el higado y otros tejidos (Brown
y Goldstein, 1984). Los habitos dietéticos juegan un papel importante y pueden
repercutir en la mayor é menor actividad de los receptores para las particulas de
LDL (Rubiés-Prat, 1993). Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) tienen un
diametro que oscila entre los 15 y 75 nanémetros, su contenido de colesterol es
de aproximadamente 20 % de su total. Se forman en el higado y en el intestino y
su funcion principal es extraer el colesterol que “sobra” en las células para Hevaro
nuevamente al higado, una vez que ya se encuentra en higado, este colesterol
puede incorporarse a la sintesis de nuevas lipoproteinas 6 puede ser utilizado
para la sintesis de acidos biliares (Rubiés-Prat, 1993). '

Nivel de colesterol en plasma y enfermedades cardiovasculares

Varios estudios realizados han confirmado que el nivel de colesterol en
plasma estd correlacionado significativamente con la prevalecencia de
enfermedades cardiovasculares (Grundy, 1988).

La arterioesclerosis es una alteracion degenerativa de las arterias que
consiste en un endurecimiento y engrosamiento de sus paredes lo que dificulta el
paso de la sangre. Es un proceso fisiologico y forma parte del envejecimiento

normal del organismo.

La ateroesclerosis es una forma de arterioesclerosis que se caracteriza por
la fijacién de lipidos {principalmente colesterol) en el recubrimiento interior de las
paredes arteriales dando como resultado la formacidn de las llamadas placas de
ateroma (Rubiés-Prat, 1993).
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El desarrollo de la ateroesclerosis se presenta a continuacion:

La inflamacién, ocurre cuando ciertos glébulos blancos (primera linea de
defensa del organismo) invaden y se vuelven activos en un tejido. La Figura 11
muestra el desarrollo de una placa ateroesclerética en una arteria coronaria. Los
tres acercamientos mostrados sefialan el proceso de inflamacién que ocume
cuando en la sangre hay un exceso de LDL y se describen a continuacion.

1) El exceso de particulas LD se acumulan en la pared arterial y se ocurren
algunas alteraciones quimicas. Las LDL's modificadas estimulan las células
endoteliales, para la formacién de las moléculas de adhesién que atraparan a
los monocitos y células T en {a sangre (Figura 11).

2) En la capa de la arteria llamada intima, los monocitos maduran a macrofagos
activos; estos y las células T producen varios mediadores de la inflamacion,
incluyendo las citocinas y factores que promueven la divisién celular. Los
macrofagos también forman los llamados receptores excavadores los cuales
ayudan a la “ingestion” de las LDL’s modificadas (Figura 11).

3) Los macréfagos atrapan a las LDL's y empiezan a llenarse con gotas de
grasa. Estas células lamadas esponjosas y las células T constituyen el cOmulo
de grasa, la forma temprana de la placa atercesclerética (Figura 11).
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Figura. 11. Representacion de los pasos 1,2 y 3 de la formacién de una placa ateroesclerética en

una arteria coronaria. Kasnot (2002).

4) Las moléculas inflamatorias promueven el crecimiento de la placa y la
formacion de una capa fibrosa sobre el centro del lipido (Figura 12). Esta capa se
desarrolla cuando las moléculas inducen a las células del musculo liso de la media
a migrar hacia afuera de la intima, la multiplicacion y produccion de una matriz
dura fibrosa que pega a las células. La capa anade tamafio a la placa pero aun

ésta misma no esta en contacto con la sangre.
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Figura 12. Progreso de formacion de ateroma en la arteria coronaria. Kasnot (2002).

5. Después, las sustancias inflamatorias secretadas por las células esponjosas
pueden debilitar la capa por digestion de las moléculas de la matriz y danar
células del musculo liso, las cuales fallan para reparar la capa. Mientras las
células esponjosas pueden desplegar un factor tisular, y promover la formacion
de un coagulo (Figura 13); si el coagulo formado es lo suficientemente grande,
puede bloquear el flujp de sangre al corazén, provocando un ataque al

corazon- la muerte del tejido cardiaco.

Trombo.

|Enzimas decjadadoras de,
la matriz del befdo?

Ctodnas causantes de la |
ruptura ce las céulas de |
musculo liso s

Figura 13. Formacion del trombo 6 coagulo. Kasnot (2002).
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Entre los diferentes factores de riesgo cardiovascular como es la edad, el
sexo, los antecedentes familiares, la hipertension arterial, el habito de fumar y
otros se encuentran las alteraciones del metabolismo de los lipidos. El exceso de
colesterol, especificamente el asociado con el LDL, en la sangre condiciona como
observamos anteriormente que los macréfagos de la pared arterial capten estas
particulas y que posteriormente se formen las placas de ateroma. Asi mismo cabe
mencionar que existen situaciones en donde los niveles de colesterol total y
colesterol-LDL son normales, pero fa composicion de las particulas LDL puede ser
anormal como pbr gjemplo, cuando existe un desorden en donde hay un
incremento en el nivel de apoproteina comparado con el nivel de colesterol-LDL,
puede ocasionar por lo tanto un aumento del riesgo cardiovascular (Grundy,
1986). Otra condicion que favorece a la hipercolesterolemia es cuando existen
anormalidades en el gen denominado de la hipercolesterolemia familiar, que
codifica para los receptores LDL, que puede ocurrir en menos de un 2 % de los
casos de colesterol elevado, el 98% restante se debe tanto por cuestiones
genéticas ¢ dietarias o bien ambas (Grundy, 1986). A diferencia del colesterol-
LDL, las lipoproteinas de alta densidad (HDL) extraen colesterol de la pared
arterial y actGan como antiaterogénicas (Myant, 1990).

Oftros factores de riesgo que deben de considerarse son cuando se tiene
una relacion de LDL/HDL alto, algunas de las condiciones que favorecen que ésta
relacion se eleve, es precisamente cuando existe un cuadro de ateroesclerosis,
la concentracion de HDL es muy baja, el nivel de LDL muy aito. Un valor deseable
de la relacion LDL/HDL es menor de 3:1, valores mayores de 5:1 son de alto

riesgo.

ESTUDIOS IN VIVO

Se han realizado muchos estudios para evaluar la capacidad nutraceutica
y/o farmacolégica de muchos compuestos que se encuentran en los alimentos que
consumimos a diario, para tratar las enfermedades cardiovasculares o bien la

prevencion de {as mismas, asi como mantener un nivel de colesterol ptasmatico
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aceptable. Klopfenstein et a/ (1981) experimentaron con grupos de cobayos
alimentandolos con dietas a partir de trigo, avena, mijo y sorgo, observando que el
grupo alimentado con la dieta basada en sorgo tipo | presenté un nivel de
colesterol sanguineo y de higado significativamente mas bajo.

Se ha reportado (Cardenas, 1998) que dietas ricas en fibra soluble
producen una disminucion en el nivel sanguineo de colesterol. Estudios con
humanos y animales (Anderson y Chen, 1986) han confirmado la hipétesis de que
el aumento en el consumo de fibra hidrosoluble resulta en un aumento en la
excrecion fecal de sales biliares y esteroles neutros.

Cardenas et al {(1998) probaron dietas en ratas Wistar que contenian nopal
en diferentes concentraciones y observaron que el tratamiento con un 12 % de
nopal tuve menor ganancia de peso en comparacion con contrapartes alimentadas
con un 6% de nopal. También observaron una diferencia en el nivel de colesterol
LDL en las ratas alimentadas con un 12 % de nopal crudo. Gorinstein et af {1998)
compararon el efecto antioxidante de dos dietas suplementadas con persimonio
seco con ratas Wistar; una a base de la pulpa del persimonio y la otra a base de la
cascara y observaron que el persimonio ejercid un efecto antioxidante e
hipocolesterolémico, siendo la dieta que contenia la cascara del persimonio la
mas efectiva.

Asi mismo Gorinstein et al (2000} compararon el efecto hipolipidemico al
probar dos dietas, una elaborada a base de persimonio entero y la otra de
persimonio libre de fenoles, y observaron que en los dos tratamientos se
disminuyeron los niveles de lipidos, pero que solamente la dieta de persimonio
entero ejercio el efecto antioxidante corroborando que el mismo se debid a los

fendlicos presente en la fruta.

Ofro estudic analiz6 el efecto que tiene la quercetina y la rutina sobre las
concentraciones de lipidos séricos y hepaticos y su efecto antioxidante. Los
resultados mostraron que mediante la administracion oral de estos fendlicos en
ratas, s6lo metabolizaron una parte de los compuestos administrados y que
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existié un efecto antioxidante, pero no observaron diferencia significativa sobre los
niveles de lipidos (Nakamura et al, 2000).

En un estudio realizado para evaluar el efecto que tienen compuestos
fendlicos del té verde sobre el contenido de lipidos séricos y hepéaticos en ratas se
observé que los polifencles ejercieron una significante disminucion de los niveles
de colesterol (Nakamura et al. , 2001).

Basado en todo lo anteriormente expuesto se formularon las siguientes hipétesis:

1) El salvado de sorgo marrén 6 tipo (Il ejerce un efecto hipocolesterolémico en
ratas de laboratorio.

2) Los compuestos fendlicos presentes en el salvado de sorgo marrén 6 tipo Ml
son los responsables del efecto hipocolesterolemico

36



MATERIALES Y METODOS
Obtencién de los salvados

El salvado de sorgo tipo Il proveniente de un genotipo comercial DeKalb
Brazos Valley (2000) 04/04/2001 fue proporcionado por el Dr. L. W. Rooney de la
Universidad de Texas A&M. Mientras que el salvado de sorgo blanco se obtuvo de
un sorgo tipo | heteroceroso del ITESM Campus Monterrey. Ambos granos fueron
decorticados para remover entre 11-12 % de su peso en un molino abrasivo IDRC.

Caracterizacion de la materia prima
Composiciéon quimica proximal

Se determiné la composiciéon de los salvados. La humedad vy cenizas
fueron determinadas de acuerdo a procedimientos estandares de la AOAC No.
925.10 y No. 923.03 respectivamente (AOAC, 1990). El contenido de proteina fue
determinado mediante el procedimiento estandar de la AOAC No. 978.02,
utilizando el valor de 6.25 como factor de conversién de nitrégenc a proteina
{(AOAC, 1990). El contenido de extracto etereo {(grasa total) fue determinado
mediante la extraccidén continua utilizando como solvente éter de petréleo por un
periodo de 8 horas en un equipo de extraccion Goldfisch Labconco™ de acuerdo
al procedimiento estandar de ia AOAC No. 920.39 (AOAC, 1990). El contenido de
fibra dietética fue deteminado de acuerdo al procedimiento estandar de la AOAC
No. 985.29 (AOAC, 1990). Finalmente, el extracto libre de Nitrdgeno (ELN) fue
determinado por diferencia de acuerdo a la siguiente formula: ELN (%)= 100 -%
humedad -% cenizas -% proteina -% grasa -% fibra dietética.

Determinacién del perfil de compuestos fendlicos

El perfil del contenido de compuestos fendlicos en los dos tipos de salvados
fue determinado utilizando tres metodos diferentes. Primero fue determinado el
contenido de fendlicos totales con el método de Folin-Ciocalteu (Doherty ef al. ,
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1987). El contenido de taninos reportado como equivalentes de catequiza, fue
determinado por el meétodo de vanillina (Maxon y Rooney, 1972). Finalmente fue
determinado el contenido de fendlicos totales, flavonoles y antocianinas con el
método de Glories modificado (Mazza ef al. , 1999) utilizando como estandares

acido galico, quercetina y 3-glucdsido malvidina respectivamente.
Determinacidn de color

Se realizd la determinacion de color a los salvados utilizando un colorimetro
Minolta™ CR-300 en el sistema CIELAB. Se determind L (luminosidad) y los
valores de “a” y “b” en las coordenadas de cromaticidad. Los valores “+a” son en
direccion al color rojo, valores “—a” al color verde, “+b” al color amarillo y “-b” al
color azul (Minolta Co., Ltd, 1994). Se calculd el valor de £ ¢ indice de color que

se calculé con la siguiente férmula (L2+a’+b?)"2,

Obtencion de fracciones de compuestos fendlicos

Cuatro extractos del salvado de sorgo tipo Il fueron obtenidos mediante
una extraccion fraccionada, se pesd 50 gr. de salvado, se colocaron en un equipo
Soxhlet y se utilizaron para ia extraccion secuencialmente 200 ml de cada uno de
los siguientes solventes y en el siguiente orden, hexano, acetona, metanol y
agua, la extraccion con cada solvente tuvo como duracion 30 horas (10 hr/dia).
Después de este tiempo, cada extracto fue concentrado {aproximadamente hasta
15 ml.) utilizando un rotavapor Buchi™ y finalmente fueron secados a 45°C en un
hono de secado por dos dias, para asegurar la eliminacion completa del
solvente. Fueron determinados los porcentajes de rendimiento de cada extracto y
el contenido de compuestos fendlicos en cada fraccion con el método de Glories
modificado {Mazza et al. , 1999).
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Elaboracion de dietas

Se prepararon las dietas siguiendo parte del protocolo sefalado en el
método 960.48 de la AOAC, y los demas componentes se calcularon de tal forma
forma que fueron isocaldricas, isoproteicas e isofibrosas. La variacion en las
diferentes dietas fue el contenido de salvado de sorgo y de tipo de compuestos
fendlicos. Las dietas CFB y CFlll consistieron de extractos de fendlicos de los
salvados de sorgo blanco y tipo Il respectivamente. La cantidad de concentrado
de fendlicos se determind después de calcular la cantidad que contenia 6.0 %
de salvado. Para que las dietas contuvieran la misma cantidad de fibra se utilizo
celulosa como relleno. La dieta control se tomd como base la composicion de la
dieta semipurificada AIN-76 (ICN Biomedicals, Inc. 1998). La composicion de las
dietas se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Composicion de las dietas utilizadas en los bioensayos
expresados en porcentajes.
Ingredientes | Control | SSB' | SSIIF | CFB° | CFHI

6.0 —

SSB
sslll — 6.0
Extractos -—- -——— -— 17 1.7
Celulosa’ 6.0 3.7 3.1 6.0 6.0
Caseina’ 20.0 | 19.0 19.4 20.0 20.0
Almidén’ 476 | 456 | 455 | 459 | 459

Aceite de maiz 7.2 6.7 7.0 7.2 7.2
Manteca animal 7.2 7.2 7.2 7.2 7.2

Sacarosa 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0
Minerales® 45 43 43 4.5 4.5
Vitaminas’ 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

Colesterol™ 1.5 1.5 1.5 15 1.5

'SSB = Salvado de sorgo blanco
2331l = Salvado de sorgo tipo I
*CFB = Concentrado de fendlicos sorgo blanco
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*CFIIl = Concentrado de fendlicos sorgo tipo Il
5 AIN Alphacel Non-Nutritive Bulk. ICN Biomedicals, (nc.
® AIN Casein Purified High Nitrogen. ICN Biomedicals, Inc.
” Fécula de maiz MAIZENAM®
® AIN 76 Mineral Mixture.ICN Biomedicals, Inc.
% AIN 76 Vitamin Mixture. ICN Biomedicals, Inc.
““Cholesterol USP. iCN Biomedicals, inc.

Para la elaboracion de las dietas se pesaron primeramente los ingredientes
secos, despues se anadieron a un tazon con una capacidad de cinco galones vy

fueron mezclados en una mezcladora Hobart™

equipada con una paleta para
mezclar ingredientes secos. Una vez que se logré homogeneizar los ingredientes
se incorporaron pausadamente el aceite vegetal y la manteca animal
previamente derretida (50 °C). Al finalizar la adicién de todos los ingredientes se
continud con el mezclado por 5 minutos. Las dietas fueron guardadas en bolsas

de polietilenc y almacenadas a 4°C en un refrigerador.

Se determinéd la composicion proximal de las dietas elaboradas con la
misma metodologia que se utilizé en los salvados de sorgo.

Estudio In vivo

Un total de 35 ratas Wistar, 20 machos y 15 hembras, se hicieron crecer
hasta que alcanzaron un peso aproximado entre 150 y 200 g. Se bloquearon por
peso inicial y por sexo, se asignaron al azar a siete bloques de cinco animales.
Cuatro de los bloques fueron de machos y los tres restantes de hembras.

Las ratas se mantuvieron en jaulas individuales de acero inoxidable en
condiciones ambientales controladas (temperatura de 20-22°C y alternando
periodos de 12 horas de luz artificial y oscuridad artificial). Se formaron cinco
grupos de ratas que fueron alimentadas cada uno con un tratamiento especifico.
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El alimento y el agua se proporcionaron ad /ibitum. Se condujo un estudio de
crecimiento por 33 dias; a los 15 dias se registré el peso de cada rata y el
alimento consumido. Después de los 33 dias transcurridos, nuevamente se
registré el peso de las ratas y del alimento sobrante para medir la tasa de
crecimiento y la eficiencia de conversién alimentaria. Paralelamente al estudio de
crecimiento se realizé un estudio metabdlico a las mismas 35 unidades,
registrando el peso de cada rata, asi como el alimento inicial a ese dia. Se
recolectaron heces diariamente durante 9 dias consecutivos e inmediatamente se
congelaron a =5 °C. Al término de los nueve dias nuevamente se registraron los
pesos de las ratas y el peso del alimento no consumido para poder cuantificar
exactamente el alimento ingerido durante el estudio metabdlico. Las heces fecales
se secaron a 60 °C por 36 horas y después se registré el peso de las mismas, se
pulverizaron y fueron almacenadas a —5°C en un congelador para su posterior
analisis.

Al finalizar el bioensayo se sacrificaron a los animales, primeramente se
anestesiaron con éter etilico y se les extirajo sangre mediante el corte en la arteria
femoral. Las muestras de sangre se recolectaron en tubos de ensayo estériles y
fueron centrifugados por 7 minutos a 3500 r.p.m. 6 857 G. se separaron a ios
eritrocitos del suero por decantacion, se almaceno el suero separado a —20°C
en un congelador para su posterior andlisis. Paralelamente se tomaron muestras
de sangre por duplicado en tubos capilares con EDTA como anticoagulante para
la determinacién de hematocrito. Los tubos se centrifugaron a 11,000 r.p.m {9880
G.) por 5 minutos con el fin de separar el paquete globular del suerc (Brown,
1993) vy el hematacrito determinado cuantificado la proporcion de suero y paquete
globular con una regla especial para la medicion. Se extrajo quirirgicamente el
higado de cada rata y se almacend a —20°C en un congelador.

Al término del estudio metabdlico se calculd la digestibilidad de la materia
seca (Férmula 1), la digestibilidad de la proteina (Formula 2), asi como {a tasa de
absorcion de {os compuestos fendlicos (Férmula 3). Estas determinaciones se
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realizaron después de calcular las concentraciones presentes de cada uno de

estos compuestos quimicos en las dietas y las heces.

% Digest. de la materia seca = gr. Alimento consumido —gr. heces X 100 (Formula 1)
gr. Alimento Consumido

% Digest. de proteina= gr. nitrégeno consumido — gr. Nitrégeno excretado X 100 (Férmula 2}
gr nitrégeno cosumido

% Absorcién de fendlicos = mg. de fendlicos consumidos — mg. de fenolicos excretados X 100
mg. de fendlicos consumidos

(Formula 3)

Determinacidon de colesterol total, HDL y LDL en suero sanguineo e higado

Para la determinacion de colesterol en suero se utilizd un método enzimatico,
Colesterol Hycel MR No.70475.
El fundamento de la técnica es el siguiente:

1) Los esteres de colesterol son hidrolizados enzimaticamente por la colesterol
esterasa a colesterol y 4cidos grasos libres.

2) El colesterol libre, es oxidado por la colesterol oxidasa a colest-4-en-3-uno y
perdxido de hidrégeno.

3) El peréxido de hidrogeno se combina con el HBA y la 4-aminoantipirina para
formar un croméforo directamente proporcional a la concentracion de colesterol.
El aumento en la concentracion de la quinoneimina (cromoforo) provoca un
incremento en la absorbancia de 500-550 nm, lo que hace posible el calculo de
concentracién de colesterol {Roeschlau et al. , 1974).
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Colesterol en suero sanguineo

La determinacién se llevé a cabo de la siguiente manera, se tomé 1ml de
reactivo de colesterol Hycel en un tubo Eppendorf de 1.5 ml de capacidad, se pre
-incubé a 37°C en un bafio termostatado durante 5 minutos, pasado el tiempo se
saco el tubo del baio de temperatura y se afiadio 10 ul de muestra de suero o de
extracto cloroférmico de higado al tubo Eppendorf, se cerro el tubo, se mezcld
con vortex, y se incubd por 5 minutos a 37°C en un bafio termostatado, pasado el
tiempo de incubacion, se leyd la absorbancia en un espectrofotometro Beckman
DU 650 a una longitud de onda maxima de 500 nm. Previamente el equipo se
calibrd a cero de absorbancia (100 % de transmitancia} con el reactivo de
colesterol, a la par se realizo la determinacion a un estandar de colesterol de 200
mg/d!. Los célculos se determinaron de acuerdo la Férmula 4:

Colesterol (mg/dl} = (Absorbancia de muestra/Absorbancia del estandar) X 200 mg/dl.

(Férmula 4)

El método es lineal hasta 774 mg/dl, La exactitud del método sefiala que al correr
una serie de muestras y utilizando un método de regresion lineal de minimos
cuadrados, el coeficiente de correlacion es de 0.999 (Hycel de México S.A. de
CV.).

Colestero! en higado

Para la determinacion de colesterol en higado se pesaron 3 gr. de muestra
hiumeda, se tomd en todos los higados el i6buloc derecho y se afadio 10 ml de
solvente extractor {cloroformo: metanol, 2:1) (King, 1998), se macerd y se dejo
reposando a temperatura de refrigeracion durante 5 dias, pasado este tiempo se
separaron ios solidos del higado, se centrifug6 el extracto obtenido a 3500 r.p.m.
2 857 G por 10 minutos en una centrifuga IEC HN-SII. Se separ6 la fase
cloroférmica utilizando una pipeta automatica vy succionando la fase inferior,
evitando extraer material que se encontraba en la interfase del tubo, el extracto se

recuperd en vaso de precipitado de 10 ml. se sect a 45 °C en un horno de secado
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por un dia y se redisolvié el residuc en 1ml de cloroformo y finalmente se
determind el colesterol de acuerdo al protocolo expuesto anteriormente. Los
resultados se reportaron en mg/g de higado.

Colesterol HDL en suero e higado

Para la determinacion de colesterol-HDL, tanto en sueros como en Ihigados,
se necesitd precipitar primeramente las LDL y VLDL utilizando como reactivo
una solucion de fosfotungstato de sodio: cloruro de magnesio en relacion 100:25.
Primero se prepar6 una solucién acuosa de fosfotungstato de sodio (40.0 g/l pH
7.4) y por separado se prepard una solucion acuosa de cloruro de magnesio (2.0
mol/l} las dos soluciones se almacenaron a temperatura de refrigeracién. El dia
que se utilizaron se preparo la relacién 100:25, y se utilizo 125 pl por cada mi de
muestra, se tomd la muestra en un tubo Eppendorf ya fuera de suero o de
extracto cloroférmico de higado y se afadié el reactivo precipitante, se mezclé
con vortex y se dejd precipitar por 10 minutos a temperatura ambiente, se
centrifugd a 2000 G 6 4900 r.p.m. en una centrifuga Eppendorf™ Mod. 5415C por
30 minutos. El sobrenadante se transfirid a un tubo Eppendorf de 1.5 ml. limpio y
se determiné colesterol HDL siguiendo el mismo protocolo descrito anteriormente
para colesterol total. Se tomod en cuenta Ila dilucién debida al reactivo precipitante.
La concentracion de colesterol-LDL, se calculd por diferencia de colesterol total -
colesterol HDL, expresado en mg/dl para sueroc y mg/g para higado.

Analisis estadisticos

El andlisis estadistico se realizd utilizando el paquete estadistico JMP version 5.0
(SAS Institute Inc. Cary NC). Los datos se analizaron mediante analisis de
varianza {ANOVA) y la separacion de medias se llevo acabo utilizando la prueba
de LSD (p<0.05). Todos los analisis se realizaron por triplicado.

44



RESULTADOS Y DISCUSION
Anilisis de salvados de sorgo

Se determind la composicion quimica proximal y perfii de compuestos
fendlicos de los dos salvados de sorgo (Tabla 5);, El salvado de sorgo blanco
presentd mayor contenido de proteina total y de grasa, esto indica que sufrié una
mayor contaminacion del germen y endospermo. Comparativamente el salvado
de sorgo blanco 6 tipo | contuvo aproximadamente 7 % y 4 % mas de proteina y
grasa respectivamente en comparacién ai salvado de sorgo marron o tipo lil. La
cantidad de fibra dietética en el salvado de sorgo blanco o tipo | y marrdn 6 tipo Il
fue de 38.41 % y 49.3 % respectivamente. Rooney et al (1992) decorticaron sorgo
blanco y sorgo marrén para remover aproximadamente el 7.5 % del grano y
observaron que el salvado contenia entre 47.8 y 35.1 % de fibra dietaria insoluble
y entre 1.6 y 1% de fibra soluble, respectivamente.

En el perfil de compuestos fenélicos se observo que el contenido de
fenolicos totales realizado por los dos métodos (Folin-Ciocalteu y Glories) fue
mayor en el salvado de sorgo marrén 6 tipo Ill. Este salvado contuvo 1.8 % vy
1.4 % mayor concentracion de fendlicos estimados por Folin-Ciocalteu y Glories
respectivamente en comparaciéon con el salvado de sorgo blanco 6 tipo . En
cuanto al contenido de taninos condensados cuantificados mediante el método de
vanillina, se observé que el salvado de sorgo tipo Il contuvo una concentracion
dentro del rango esperado para éste tipo 6 clase de sorgo (Hahn et al., 1984).
Comparativamente el sorgo tipo | no contuvo taninos. Rooney et al. (1970)
mencionan que un sorgo blanco o tipo | es aquel que tiene un pericarpio blanco o
casi sin color y anatomicamente no contienen testa mientras que un sorgo tipo lll é
alto en taninos tiene un pericarpio color café y su testa es altamente pigmentada.
Por lo tanto tienen una apariencia marron.

Todo esto concuerda con los resultados que se obtuvieron en la
determinacién de color donde nos muestran que el salvado de sorgo blanco tuvo
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un valor mayor de L en comparacion al salvado de sorgo tipo lll, indicando que el
primero tiene mayor luminosidad y esto debido a la ausencia de los taninos en el
primero. Los dos salvados presentaron cromaticidades en direccidon a las
coloraciones rojizas (+a), siendo mayor éste valor para el salvado de sorgo tipo
Il y hacia coloraciones amarillas (+b) con un valor mayor para el salvado de
sorgo blanco. El valor del indice de color (E) fue mayor para el salvado de sorgo
blanco.

Tabla 5. Caracterizacién quimica y de composicién de fenédlicos de salvado de
sorgo blanco 6 tipo | y salvado de sorgo marrén é tipo Hi.

Analisis Salvado de Sorgo | Salvado de Sorgo
Tipo I' Tipom'’
Analisis Proximal
% Humedad 7.75 11.42
% Cenizas 3.36 3.19
% Proteina 16.74 9.68
% Grasa 7.8 3.65
% Fibra Dietética 38.41 49.3
% ELN 25.94 22.76
Fendlicos Totales (Folin-Ciocalteu) (ppm) 267.74 483.95
[Fendlicos (Glories Modificado)
Fendlicos totales {(ppm) 355.17 493.83
Flavonoles (ppm) 199.04 115.09
Antocianinas {ppm) 4.87 3.6
Taninos (Vanilina) (mg/100 mg Eq. De 0.03 10.87
Catequina)
Color (CIELAB)
L 56.81 42.89
+a 2.3 3.96
+b 1.2 6.41
E 57.95 43.55

"promedios de tres repeticiones
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Fracciones del salvado de sorgo tipo lll

Se realizaron las extracciones fraccionadas para el salvado de sorgo tipo
i, con el fin de obtener a los compuestos fendlicos a utilizar en la preparacion de
las dietas. Se analizaron los contenidos de compuestos fendlicos en el salvado de
sorgo marrdn ¢ tipo Il (Tabla 6). Los resultados indican que la mayoria de los
compuestos fendlicos presentes en el salvado de sorgo tipo {ll son hidrosolubles.
En estudios recientes se observo que el solvente mas efectivo para la extraccion
de fendlicos y antocianinas para salvado de trigo pigmentado fue el etanol con HC!
al 1 % asi mismo solventes con valores de pH bajos extraen mayor cantidad de
antocianinas (Ziehl ef al.,, 2002). . La fracciobn acuosa fue ia mas rica en
compuestos fendlicos simples y la de hexano la que exirajo a la mayoria de los
flavonoles y antocianinas. Se calculd la concentracién acumulada en las cuatro
fracciones para los tres tipos de fendlicos y se observd que los valores
correspondientes a los compuestos fendlicos reportados en la tabla 5 son muy

similares, mostrande con esto que la extraccion fue satisfactoria.

Tabla 6. Rendimiento de extraccion y composicion de compuestos fendlicos del
salvado de sorgo marrdn é tipo ill extraido secuencialmente con diferentes
solventes y la composicion presente de los diferentes fenélicos en cada fraccidn.

Muestra Rendimiente] Fendlicos | Fendlicos totales ] Flavonoles Flavonoles Antocianinas |  Antocianinas
(Fracciones)a extraccion totales presentes en la {ppm)° totales presentes {ppm)° totales presentes
(%)° tppm)° fraccion en la fraccion en la fraccién
{ppm) (ppm) {ppm)
1) Hexano 7.93 911.67 72.30 636.53 50.48 19.65 1.56
2) Acetona 8.17 1249.03 114.54 340.28 31.20 4.84 0.44
3) Metanol 573 1932.19 110.71 295.07 16.91 6.14 0.35
4} Acuosa 5.12 244417 126.14 511.88 26.21 8.71 0.45
Concentracion
acumulativa 27.95 422.69 124.80 2.80

@ Los numeros indican la secuencia en que se utilizaron los solventes

® En base a 50 g de muestra himeda,
° Valores obtenidos en 0.1 + 0.01 g de muestra.
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Elaboracion de dietas.

Se determind la composicion quimica proximal de las dietas elaboradas
(Tabla 7). La dieta de concentrado de fendlicos sorgo tipo Il tuvo un valor mas alto
de humedad, el valor que se obtuvo de proteina en las dietas fue similar aungque
no se obtuvo la concentracion definida en un principio {(error de 1.3 %), la grasa
total obtenida en cada dieta fue mucho menor que el valor definido posiblemente
debido a una falta de homogeneizacion de la muestra para el analisis proximal. En
la determinacién de fibra dietaria los valores mas altos se obtuvieron en las dietas
de salvado de sorgo tipo | y Ill. Las dietas fueron practicamente isoproteicas,
isograsosas e isofibrosas.

Tabla 7. Composicion quimica proximal de las dietas utilizadas en los
bioensayos.?

Dieta Humedad | Cenizas |Proteina| Grasa |Fibra dietética| ELN’
(%) (%]} (%) (%) (%) (%)

Control 6.19 2.66 19.73 417 12.61 54.64
Salvado de sorgo blanco 6.11 2.83 18.7 4.87 13.2 54.29
Salvado de sorgo tipo Il 6.7 3.26 18.7 6.25 14.1 50.99
Concentrado de fendlicos sorgo 7.89 2.35 18.11 543 12.3 53.63
blanco
Concentrado de fendlicos sorgo tipo| 11.24 1.66 18.94 5.29 12.11 50.24
n

'Extracto libre de nitrégeno=100- %humedad -% cenizas -% de grasa -% fibra dietética.

*Los valores son la media de tres repeticiones

Estudio de crecimiento

Se realizé un estudio de crecimiento en las 35 unidades experimentales, Se
registro el peso inicial y al final de los 33 dias, asi como el consumo de alimento,
con estos datos se calcul6 la eficiencia de conversién alimentaria , éste valor nos
indica o que requiere consumir de alimento para aumentar 1 gr. de peso, las 35
ratas en promedio consumieron diariamente 16.1+ 2 gr. de alimento, la ganancia
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en peso en promedio de los fratamientos fue de 1.3 g/dia y por lo tanto se
obtuvieron valores de eficiencia de conversion alimentaria de 12.79 en promedio.
Después de realizar el analisis estadistico de estos datos no se observaron
diferencias significativas entre tratamientos probablemente porque las ratas ya se
encontraban en estado adulto. La astringencia que imparten los taninos al sorgo,
tienden a reducir el consumo de alimento y por ende hay una reduccién en la
ganancia en peso. Asi mismo los taninos se unen a proteinas enddgenas y
exogenas y las precipitan formando complejos inactivos, reduciendo la
contribucién nutrimental del grano (Griffiths, 1985).

Estudio metabdlico

El tratamiento de salvado de sorgo marron ¢ tipo Il fue el que tuvo menor
tasa de digestibilidad de la proteina, seguido por el tratamiento de salvado de
sorgo tipo |. La digestibilidad de la materia seca fue mayor en los tratamientos de
concentrados de fendlicos de salvado de sorgo blanco ¢ tipo | y marron 6 tipo 11
(Tabla 8), estos resultados indican que la fibra asociada con los compuestos
fendlicos disminuye la digestibilidad de la materia seca y de la proteina. Esta
documentado que los taninos presentes en el sorgo tienen un impacto negativo en
la digestibilidad de la proteina (Butler et al., 1984).

Es sabido que los componentes de la fibra inhiben las enzimas digestivas tales
como la tripsina, la alfa-quimotripsina y la alfa-amilasa (Serna-Saldivar et al.,
1988). Lacassagne ef al, (1998) citado por Farrell y Maldonado (1999)
demostraron que la digestibilidad del almidon fue menor en frijoles faba bajos en
taninos en comparacién con aquellos con alta concentracion de taninos. Jansman
(1993} reporta que los taninos del sorgo pueden unirse y precipitar hasta doce
veces su propio peso de proteinas.

Butler (1982) sefalé que la formacion de los complejos inactivos se incrementa
con el tamano molecular 6 grado de condensacion de los taninos e inhibe el
rompimiento enzimatico de la proteina lo que puede incrementar la perdida
endogena de aminoacidos. Zebrowska (1978) citado por Serna et al. (1988)
menciond que la fibra actia como una barrera fisica previniendo la digestion
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enzimatica. Talmadge et al., (1975) sefald que la digestibilidad de la materia seca
se incrementa cuando el contenido de taninos disminuye, y que la disponibilidad
de la proteina se ve afectada por el contenido de taninos.

Tabla 8. Efecto del tipo de salvado y compuestos fendlicos en la
digestibilidad de la proteina y de la materia seca.”

Tratamiento Digestibilidad de la | Digestibilidad de la
proteina (%) materia seca (%)
Control 94,97 a 89.92b
Salvado de sorgo blanco 93.28 b g9.85b
Salvado de sorgo tipo 91.37 ¢ 89.42b
Concentrado de fenblicos salvado de sorgo blanco 95.80 a 9187 a
Concentrado de fenélicos salvado de sorgo tipo |l 94.95a 8193 a

*Medias con diferentes letra (s) dentro de cada columna son estadisticamente diferentes (p<0.05).

Absorcion de compuestos fendlicos.

Después de analizar la cantidad de fendlicos consumidos y los fendlicos
excretados, se observo que no existié una diferencia significativa en la absorcidon
de fendlicos totales y flavonoles. El mayor porcentaje de absorciéon de
antocianinas fue en el tratamiento de concentrado de fendlicos de salvado de
sorgo balnco 6 tipo | seguido del tratamiento de concentrado de fendlicos de
salvado de sorgo marrdn ¢ tipo Ill (Tabla 9). La diferencia puede ser atribuida al
grado de condensacion que tiene el salvado alto en taninos. Varios investigadores
han estudiado el metabolismo de diferentes compuestos fendlicos, Nakamura et.
al., (2000) sefialaron que cuando se administra oralmente guercetina, cerca del
20 % es absorbido en el tracto gastrointestinal, de éste un 30 % es excretado en
heces sin ningun cambio, la rutina es hidrolizada por una glucosidasa intestinal
para formar la quercetina, una aglicona de la rutina que es capaz de ser
absorbida en el intestino. Otros estudios sefialan que el metabolismo de
proantocianidinas poliméricas se lleva acabo en la microflora del colon en el ser
humano (Déprez et al., 2000, Scalbert y Williamson, 2000) y que son degradadas
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a acidos fendlicos de menor pesoc molecular. En ratas, las proteinas salivares
ricas en prolina se unen preferentemente a las proantocianidinas y por lo tanto
existe una reduccion de que éstas lleguen al intestino y a las enzimas gastricas
(Nyamambi et al., 2000).

Tabla 9. Porcentaje de absorcion de diferentes compuestos fenélicos en el
tracto gastrointestinal de las ratas de cuatro tratamientos a lo largo del
estudio metabélico (9 dias).?

Tratamiento Fendlicos totales | Flavonoles | Antocianinas
(%) (%) (%}
Salvado de sorgo blanco 67.74 a 7299 a 76.12 ab
Salvado de sorgo tipo 1 63.83 a 70.52 a 75.01b
Concentrado de fendlicos salvado de sorgo blanco 715943 77.35a 81.08 a
Concentrade de fendlicos salvado de sorgo tipo |l 7317 a 78.40 a 80.53 ab

“Medias con diferentes letra (s) dentro de cada columna son estadisticamente diferentes {p<0.05).

No existi6 diferencias significativas en la absorcion de los fendlicos totales,
(Tabla 10). La cantidad de flavonoles y antocianinas absorbidos por dia también
fue muy similar entre los cuatro tratamientos. Nakamura ef af., {2001) realizaron
estudios del efecto de polifenoles en ratas, y no detectaron ningin tipo de
metabolitos en el suero, mencionan también que estos compuestos pueden ser
rapidamente metabolizados o eliminados. Nakamura ef al., (2000} mencionan que
el efecto adverso de compuestos fendlicos tales como la quercetina y la rutina se
presentan a una LDs, de 160 mg/kg y de 950 mg/kg para ratones,

respectivamente.
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Tabla 10. Absorcién de diferentes compuestos fendlicos expresados en
mgi/dia de los diferentes tratamientos realizado durante el estudio

metabdlico.*
Tratamiento Fendélicos totales | Flavonoles | Antocianinas
(mg/dia) (mg/dia) {mg/dia)
Salvado de sorgo blanco 1.76 a 1.45b 0.051b
Salvado de sorgo tipo 1.82a 143 b 0.054 ab
Concentrado de fendlicos salvado de sorgo blanco 2.17 a 181a 0.084 a
Concentrado de fenélicos salvado de sorgo tipo |1 201a 1.62 ab 0.056 ab

*Medias con diferentes letra (s) dentro de cada columna son estadisticamente diferentes (p<0.05).

Determinacion de colesterol total, HDL y LDL en suero sanguineo e higado

En cuanto a la concentracion de colesterol total, los tratamientos de
concentrados de fendlicos de salvados de sorgo obtuvieron los valores mas altos,
los tratamientos control y salvado de sorgo tipo lll tuvieron concentraciones muy
similares, aunque se esperaba que estos valores fueran distintos, que el nivel de
colesterol en las ratas del tratamiento de salvado de sorgo marrdn o tipo Il fuera
menor que el tratamiento de salvado de sorgo blanco ¢ tipo | y mas adn mucho
menor que la dieta control. El valor mas bajo de colesterol total se observé en el
tratamiento de saivado de sorgo blanco 6 tipo | (Tabla 11). No existié una
diferencia estadistica significativa en la concentracion de colesterol total entre los
dos tratamientos de salvados de sorgo. Se puede decir en general que la fibra y
los compuestos fendlicos que contienen los salvados ejercieron un efecto
sinergistico en la disminucidn de! colesterol total. Friedman et al, (2000)
observaron que al alimentar a cobayos con dietas a base de tomate se
diminuyeron los niveles de colesterol-LDL vy triglicéridos debido al efecto de
adicion o en conjunto de los componentes de los mismos. Klopfenstein et al,
{1981) observaron que el salvado de sorgo en ratas no ejercié una disminucién en

los niveles del colesterot sanguineo.
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Moundrass et al., (1997) mencionan que el efecto de la fibra de diminuir el
colesterol puede ser debido a la capacidad para provocar la excrecion fecal de
colesterol y acidos biliares. Gorinstein et al., (1998) observaron que el efecto de la
cascara del persimonio ejercio un efecto antioxidante e hipolipidémico. Gorinstein
et al, (2000) observaron que el efecto antioxidante del persimonio esta
principalmente asociado a los fendlicos y no a la fibra de la fruta.

En cuanto a la concentracidon de HDL no existié diferencia entre los cinco
tratamientos. Los valores de LDL fueron mayores para los tratamientos de
concentrados de fendlicos, observando nuevamente que se obtuvieron valores
mas bajos en las dietas que contenian salvado. El salvado de sorgo blanco fue el
que presentd el valor mas bajo de LDL cabe mencionar nuevamente que se
esperaba que el tratamiento que contenia el salvado de sorge marrén 4 tipo i
fuera el que presentara los valores de colesterol mas bajos. En cuanto a la
relacion LDL/HDL no existio diferencia significativa (p>0.05) entre los tratamientos,
estos valores indican que todas las unidades de todos los tratamientos estan en
riesgo de presentar alguna enfermedad cardiovascular.

El valor de hematocrito refleja la concentracion de hemogiobina de la
sangre y por consiguiente es un buen indicador de anemia, que a su vez esta
relacionada con la cantidad de hierro en la sangre (McKenzie, 1993), en la
determinaciéon de hematocrito no hubo una diferencia estadistica, sin embargo
debido a que los valores fueron normales hay una clara indicacion de que los

fenolicos no producen anemia.
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Tabla 11. Efecto del tipo de salvado en la concentracion de colesterol total,

HDL y LDL en suero sanguinec de ratas de laboratorio,*

Tratamiento Colesterol HDL LDL LDL/HDL | Hematocrito
Total (mg/dl) (mg/dl) (mg/dI)

Control 124.36 ab 19.7 a 104.66 ab 531a 60.08 a
Salvado de sorgo blanco 102.18 b 13.89 a 88.29b 6.36 a 58.91 a
Salvado de sorgo tipo Il 114.18 ab 11.10 a 103.07 ab 9.28 a 58.16 a
Concentrado de fendlicos salvado| 151,38 a 15.88 a 13549 a 8.53 a 60.58 a
de sorgo blanco

Concentrado de fenélicos salvado 149.5a 16.95a 132.54 ab 7.82a 53.83 a
de sorgo tipo HI

*Medias con diferentes letra (s) dentro de cada columna son estadisticamente diferentes (p<0.05).

La concentracibn mas baja de colesterol total en higado se obtuve en el
tratamiento de salvado de sorgo tipo Ill, con una diferencia significativa (Tabla
12). El salvado de sorgo blanco tuvo el valor mas elevado de colesterol total. Los
valores que se obtuvieron para la concentracion de HDL fueron distintos entre los
cinco tratamientos, siendo el tratamiento de salvado de sorgo tipo Il el de menor
valor. En la concentracién de LDL el tratamiento de salvado de sorgo blanco fue
el menor, el valor mas elevado fue obtenido en el tratamiento de salvado de sorgo
tipo tll, mientras que el resto de los tratamientos no presentaron diferencias
significativas (P>0.05). Rosa ef al, (1998) mencionan que las ratas como
unidades de experimentacion son resistentes a desarrollar hipercolesterolemia y
ateroesclerosis debido posiblemente al aumento de conversion de colesterol en
acidos biliares en higado, y que tienden a acumular lipidos en higado cuando
reciben dietas adicionadas de colesterol. Esto indica que no fueron un buen
modelo para este estudio.

Klopfenstein ef al., (1981) demostraron que una dieta elaborada a base de
sorgo si inhibe la acumulacion de colesterol hepatico. Los niveles de colesterol en
suero de animales alimentados con dietas basadas en sorgo fueron menor que en

las dietas elaboradas con trigo, avena y mijo.
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El valor de la relacion LDL/HDL fue menor en el salvado de sorgo blanco y

la mayor en el salvado de sorgo tipo lll. Todos los valores de la misma en higado
fueron mucho mas bajos que los reportados en suero, ésta relacion es muy
importante para medir el factor de riesgo de una enfermedad cardiovascular.
Los valores de HDL en suero fueron mucho menores que los obtenidos en
higado, hay que recordar que las HDL son las particulas que se encargan de
captar el colesterol de las células y transportario al higado (Rubiés-Prat, 1993). El
valor de LDL en higado fue menor que en suero, pues ésta lipoproteina es
responsable de llevar el colesterol a todas las células del organismo (Rubiés-Prat,
1993).

Tabla 12. Efecto del tipo de salvado en la concentracion de colesterol total,
HDL y LDL hepético determinado en ratas de laboratorio.*

Tratamiento Colesterol Total HDL LDL LLDL/HDL
{ma/g) (mg/g) (mg/g)

Control 458.37 abe 408.33 abc 50.04 ab 0.12 be
Salvado de sorgo blanco 525.06 a 491.41 a 3365b 0.088 ¢
Salvado de sorgo tipo Il 38540¢c 313.38¢ 72.03 a 023 a
Concentrado de fenélicos salvado 498.21 ab 430.58 ab 67.63 ab 0.16 abe
de sorgo blanco
Concentrado de fendlicos salvado 415.98 be 348.77 be 67.21ab 0.19 ab
de sorgo fipo 1l

IMedias con diferentes letra (8) dentro de cada columna son estadisticamente diferentes (p<0.05).

Wursch (1979) mostrd que una alimentacién con un 10 % de taninos y fibra
de la vaina de algarrobo en ratas redujo el colesterol hepatico, pero no el
colesterol plasmatico.

En el estudio realizado por Klopfenstein et al. (1981} mencionan que los
compuestos fendlicos pueden afectar indirectamente el colesterol hepético
influenciado por la composicion de las proteinas de la planta 6 su utilizacidn.
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CONCLUSIONES

Las diferencias en cuanto a contenido de proteina y grasa que se
obtuvieron en la composicion proximal de los salvados se debid a que el
decorticado en el salvado de sorgo blanco no fue 6ptimo, porque existio
contaminaciéon de endospermo y germen, aun asi estas diferencias se tomaron en
cuenta para la elaboracién de las dietas y que no afectara en la composicién de
las mismas. El perfil de fendlicos en los dos salvados fue muy similar, los dos
salvados contuvieron compuestos fendlicos, a diferencia de la composicion de
taninos condensados en donde se pudo corroborar que el salvado de sorgo
marréon 6 tipo Il fue alto en taninos (concentracion de 10.87 mg/100 mg
equivalentes de catequina). El rango de valores normales para este tipo de sorgo
(entero) es enfre 1.12 a 7.45 mg/100 mg equivalentes de catequina.

En el fraccionamiento de los compuestos fendlicos del salvado de sorgo
tipo [l se puede concluir que se hizo una buena recuperacion de todas tas
fracciones al comparar con los valores reportados del perfil de fendlicos en el
salvado de sorgo tipo .

La composicion de las dietas utilizadas en el bioensayo efectivamente
fueron isofibrosas, isoproteicas e isograsosas por lo que la fuente de variacién
fue el tipo de fibra y la composicion de fendlicos. No existieron diferencias en
cuanto a ganancia de peso, consumo de alimento y en la eficiencia de conversion
alimentaria entre los tratamientos. En el estudio metabdlico se observdé que los
tratamientos de concentrados de fendlicos presentaron los valores mas altos de
digestibilidad de la materia seca y de la proteina, en cambio los tratamientos de
salvados de sorgo tuvieron la menor tasa de digestibilidad concluyendo con esto
que la fibra asociada con los compuestos fendlicos disminuyeron [a digestibilidad
tanto de la materia seca como de la proteina. No existieron diferencias en la
absorcion de los compuestos fendlicos en las ratas.

La concentracién mas baja de colesterol total en sueros se obtuvo en el
tratamiento de salvado de sorgo blanco 6 tipo |, los valores mas altos se

presentaron en los tratamientos de concentrados de fendlicos por lo que se
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corrobora el efecto sinergistico que tiene la fibra del salvado con los compuestos
fendlicos en la disminucion de los niveles de colesterol. No se observaron
diferencias en los niveles de HDL y LDL/HDL, ni en el valor de hematocrito entre
los tratamientos. Los valores de hematocrito estan dentro del rango normal para
ratas. El nivel mas bajo de colesterol total y HDL en higado se obtuvo en el
tratamiento de saivado de sorgo tipo lll mientras el nivel mas bajo de LDL se
presentd en la dieta de salvado de sorgo blanco o tipo I. Estos resultados
concuerdan con lo que reporta la bibliografia de que el salvado de sorgo si
disminuye los niveles de colesterol hepético no siendo asi en  colesterol
plasmaético en ratas.

No se puede concluir que el efecto de disminucidn en los niveles de
colesterol en suero se deba solamente al efecto de la fibra ¢ bien al efecto de los
compuestos fendlicos por separado, ya que en general los resultados de los
estudios generados en el bioensayo, son muy similares entre si. En los valores
obtenidos en higado si se puede concluir que el salvado de sorgo marrén 6 tipo Il
ejercid un efecto hipocolesterolémico.

Algunos de los factores que afectaron al estudio fueron que las ratas se
encontraban ya en edad adulta, diversos autores mencionan primeramente que la
rata es un animal resistente a desarrollar hipercolesterolemia y que tiende 6 no a
acumular lipidos en higado, asi mismo que el efecto de disminucion en los niveles
de colesterol se observa mejor cuando el animal se encuentra en etapa de
desarrollo. Otro factor es que deberia de haberse adaptado a las ratas a una dieta
basica por cierto tiempo y después realizar el estudio durante un fapso de tiempo
mayor al que se hizo en el presente estudio (33 dias).
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RECOMENDACIONES

Se recomienda para futuras investigaciones que este tipo de estudios se
realicen con otros animales experimentales como lo es el cobayo y que el
bioensayo tenga una duracién de al menos dos meses para que el animal pueda
desarrollar un cuadro de hiperlipidemia y también poder realizar cortes
histolégicos de vena aorta ¢ de arteria coronaria para la observacién de la

formacion de posibles placas ateroescleréticas.
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