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humedad del proceso de extrusion.

Figura IV.3.10: Superficies respuesta para la capacidad antioxidante de las harinas
extrudidas de sorgo rojo (SR) integral en funcién de la temperatura (T) y humedad (H) del

proceso de extrusion.
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Figura IV.3.11: Contenido de Almidén Total en sorgo blanco nativo (SB) y sorgo rojo
nativo (SR) y Almidén Gelatinizado en sorgo blanco extrudido (SBE) y sorgo rojo
extrudido (SRE).

Figura IV.3.12: Polifenoles Totales (PFT) dados por la suma de Polifenoles Libres (PF
Lib) y Polifenoles Ligados (PF Lig) en las harinas nativas de sorgo blanco (SB) y sorgo
rojo (SR) y extrudidas selectas de sorgo blanco (SBE) y sorgo rojo (SRE).

Figura IV.3.13: Cromatograma HPLC de extracto ligado de SR. Identificacién de los
picos para dcido cafeico, p-cumadrico, ferdlico y sindpico.

Figura IV.3.14: Contenido total de 4cido cafeico, p-cumadrico, ferdlico y sindpico (ug/g)
en Sorgo blanco (SB) y sorgo rojo (SR) nativos y extrudidos.

Figura IV.3.15: Granos, harinas y extrudidos de granos enteros y descascarados de sorgo
blanco (SB) y sorgo rojo (SR).

Figura IV.3.16: Composicion centesimal: proteinas (PR), extracto etéreo (EE), cenizas
(CZ) y fibra dietaria total (FDT) de las harinas de sorgo integral blanco (SB) y rojo (SR),
sorgo descascarado blanco (SBD) y rojo (SRD).

Figura IV.3.17: Porcentaje de reducciéon de minerales: Fe, Zn, Ca, Cu, K, Mg, Na y P,
luego del descascarado.

Figura I'V.3.18: Contenido de Almid6n Total en sorgo blanco descascarado (SBD) y sorgo
rojo descascarado (SRD) y Almidén Gelatinizado en sorgo blanco descascarado extrudido
(SBDE) y sorgo rojo descascarado extrudido (SRDE).

Figura IV.3.19: Polifenoles Totales (PFT) dados por la suma de Polifenoles Libres (PF
Lib) y Polifenoles Ligados (PF Lig) en las harinas nativas de sorgo blanco (SB) y sorgo
rojo (SR), harinas descascaradas de sorgo blanco (SBD) y rojo (SRD), harinas de sorgo
extrudido blanco (SBE) y rojo (SRE) y harinas de sorgo descascarado extrudido blanco
(SBDE) y rojo (SRDE).

Figura IV.3.20: Porcentaje de reduccién de 4cido fitico (AF), polifenoles totales (PFT) y
capacidad antioxidante (CAO) en harinas de sorgo blanco popeado (SBP), sorgo rojo
popeado (SRP), sorgo blanco extrudido (SBE) y sorgo rojo extrudido (SRE).

Figura IV.4.1: Actividad de B-Glucosidasa y B-Glucuronidasa en contenido cecal.

Figura IV.4.2: PCNA en colon proximal y distal de ratas alimentadas con dieta control
(C), dieta a base de sorgo blanco integral extrudido (SBE) y dieta a base de sorgo rojo

integral extrudido (SRE).
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Figura IV.4.3: TUNEL en colon proximal y distal de ratas alimentadas con dieta control
(C), dieta a base de sorgo blanco integral extrudido (SBE) y dieta a base de sorgo rojo
integral extrudido (SRE).

Figura IV.4.4: Inmunotincién de la enzima COX-2 en colon proximal y distal de ratas
alimentadas con dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco integral extrudido (SBE) y
dieta a base de sorgo rojo integral extrudido (SRE).

FiguralV.4.5: Inmunotincién de la enzima iNOS en colon proximal y distal de ratas
alimentadas con dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco integral extrudido (SBE) y
dieta a base de sorgo rojo integral extrudido (SRE).

Figura IV .4.6: Inmunotincién de la enzima CuZnSOD en colon proximal y distal de ratas
alimentadas con dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco integral extrudido (SBE) y
dieta a base de sorgo rojo integral extrudido (SRE).

Figura IV.4.7: Inmunotincién de la enzima MnSOD en colon proximal y distal de ratas
alimentadas con dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco integral extrudido (SBE) y
dieta a base de sorgo rojo integral extrudido (SRE).

Figura IV.4.8: Inmunotincién de la enzima Catalasa (CAT) en colon proximal y distal de
ratas alimentadas con dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco integral extrudido
(SBE) y dieta a base de sorgo rojo integral extrudido (SRE).

Figura IV.4.9: Enzimas Glutation Reductasa (GR) y Glutation Peroxidasa (GPx) en colon
proximal y distal de ratas alimentadas con dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco
integral extrudido (SBE) y dieta a base de sorgo rojo integral extrudido (SRE).

Figura I'V.4.10: Inmunotincién de la enzima Glutation Reductasa (GR) en colon proximal
y distal de ratas alimentadas con dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco integral
extrudido (SBE) y dieta a base de sorgo rojo integral extrudido (SRE).

Figura IV.4.11: Inmunotincién de la enzima Glutation Peroxidasa (GPx) en colon
proximal y distal de ratas alimentadas con dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco
integral extrudido (SBE) y dieta a base de sorgo rojo integral extrudido (SRE).

Figura IV.4.12: Inmunotincién del factor NrF2 en colon proximal y distal de ratas
alimentadas con dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco integral extrudido (SBE) y

dieta a base de sorgo rojo integral extrudido (SRE).
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Figura IV.4.13: Inmunotinciéon del factor NF-kB en colon proximal y distal de ratas
alimentadas con dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco integral extrudido (SBE) y
dieta a base de sorgo rojo integral extrudido (SRE).

Figura IV.4.14: Actividad de las enzimas Glutation Reductasa (GR) y Peroxidasa (GPx)
en tejido hepdtico de ratas alimentadas con dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco
integral extrudido (SBE) y dieta a base de sorgo rojo integral extrudido (SRE).

Figura IV.4.15: Colesterol y triglicéridos (TG) hepaticos de ratas alimentadas con dieta
control (C), dieta a base de sorgo blanco integral extrudido (SBE) y dieta a base de sorgo
rojo integral extrudido (SRE).

Figura IV.4.16: Lipidos plasmdticos (colesterol y triglicéridos) de ratas alimentadas con
dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco integral extrudido (SBE) y dieta a base de
sorgo rojo integral extrudido (SRE).

Figura IV.4.17: Ingesta Diaria de Ca (Ingesta de Ca), Excrecion fecal diaria de Ca
(Excrecion de Ca) y Absorcion aparente de Ca (% Absorcion Ca) en ratas alimentadas con
dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco extrudido (SBE) y dieta a base de sorgo rojo
extrudido (SRE).

Figura IV .4.18: Volumen 6seo (VO%) en ratas alimentadas con dieta control (C), dieta a

base de sorgo blanco extrudido (SBE) y dieta a base de sorgo rojo extrudido (SRE).
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Abreviaturas y Simbolos

% Abs. ap. Ca: Absorciéon Aparente de Ca

%F: porcentaje de flotacion

%G: gelatinizacion

-OH: radical hidroxilo que son extremadamente inestables, y al
AA: absorcion de agua

AF: écido fitico

AP: aptitud de popeado

b.s.: base seca

C: control

C95f: consistencia final a 95°C

C95i: consistencia inicial a 95°C

Ca: calcio

CAO: capacidad antioxidante

CAT: Catalasa

CC: contenido cecal

C-DM: densidad mineral de la columna

CEEM: consumo especifico de energia mecénica
CEM: coeficiente de extincién molar

Ci: consistencia inicial a 30°C

CMT: contenido mineral total

CO: contenido orgénico

Cu: cobre

CV: coeficiente de variacion

CZ: cenizas

d: didmetro del expandido

D: es el didmetro promedio del material extrudido
DA: densidad aparente

db: es el didmetro de la boquilla del extrusor
DM (%): Porcentaje del mineral dializado

DMT: densidad mineral total
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DPR: digestibilidad proteica

DS: dureza sensorial

E: expansion

EE: extracto etéreo

Fd-DM: densidad mineral de fémur distal
F-DM: densidad mineral del fémur
Fe: hierro

FI: fibra insoluble

FS: fibra soluble

GC: grado de coccién

GP: ganancia de peso

GE: grano entero

GI: gastrointestinal

GPx: Glutation Peroxidasa

GR: Glutation Reductasa

GSH: glutatién reducido

GSSG: glutatién oxidado

H: humedad

H,0;: peréxido de hidrégeno
HTST: altas temperaturas por corto tiempo
IgA: Inmunoglobulina A

K: constante= 61,3 107 J g'l,

K: potasio

L: absorbancia A-B, 0,42 es el factor de conversion de la dinitrofluorobenceno-lisina

LD: lisina disponible

M: peso de la muestra

MD: mg del mineral dializado

MDA: malondialdehido

Mg: magnesio

MM: mg del mineral total en la muestra
N: rpm del tornillo extrusor (min'l)

Na: sodio
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NNP: nitrégeno no proteico

NT: contenido de nitrégeno total en la muestra
O;": anién superdxido

P: fosforo

PC: peso corporal

PCA: andlisis de componentes principales
PCNA: antigeno nuclear de células proliferantes
Pérdida de F: pérdida de fitico

PF Lib: polifenoles libres

PF Lig: polifenoles ligados

PF: polifenol

PFT: polifenoles totales

PH: peso hectolitrico

Ppm: partes por millén

PR: proteinas

Ps: Peso seco de la muestra

QS: Caudal masico

R: rendimiento

RG: retrogradacion

RM: relacién molienda

S: solubilidad en agua

SB: sorgo blanco

SBD sorgo blanco descascarado

SBDE sorgo blanco descascarado extrudido
SBE: sorgo blanco extrudido

SBP: sorgo blanco popeado

SR: sorgo rojo

SRD: sorgo rojo descascarado

SRDE: sorgo rojo descascarado extrudido
SRE: sorgo rojo extrudido

SRP: sorgo rojo popeado

T.H.: tejido himedo

XXVI



T: temperatura

T: torque en Unidades Brabender

T-DM: densidad mineral de la tibia

TG: triglicéridos

Tp-DM: densidad mineral de la tibia proximal
TUNEL: apoptosis

VA: volumen aparente

VE: volumen especifico

VO: volumen 6seo

7Zn: zinc
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Resumen

Las recomendaciones dietéticas de la Estrategia Mundial dirigida a las poblaciones
que sugieren el consumo de cereales integrales son apropiadas para la poblacion Argentina,
cuyos habitos alimentarios se reflejan en la prevalencia de sus patologias: elevados niveles
de colesterol, de sobrepeso y los altos indices de enfermedades cardiovasculares que
manifiestan la necesidad general de reducir la ingesta de energia, grasas saturadas, trans y
colesterol, en concomitancia con el aumento del consumo de fibra.

El concepto de grano entero (GE) se refiere al cereal integral y comprende a los
granos intactos, molidos, quebrados o en hojuelas, cuyos principales componentes (el
endospermo almidonoso, el germen y el salvado) estin presentes en las mismas
proporciones en las que existen en el grano intacto.

El sorgo es una fuente principal de energia, proteinas, vitaminas y minerales para
millones de habitantes de las regiones mds pobres del mundo. Ademds, este cereal presenta
una comprobada versatilidad bajo condiciones agronémicas muy adversas. Una ventaja muy
importante del sorgo es que no posee gluten y se lo puede utilizar como materia prima para
el desarrollo de alimentos destinados a la creciente poblacion celiaca.

La incorporacién de los GE a la dieta de la poblacién se ve reducida por la falta de
habitos. A esto se le suma el inconveniente de los mayores tiempos de coccidn y la escasa
variedad de productos elaborados con ellos, debido a la dificultad de incorporarlos en los
alimentos, ya que algunos de sus componentes afectan negativamente las caracteristicas
tecno-funcionales de varias formulaciones. Una posibilidad para facilitar su incorporacion es
transformarlos en productos expandidos a través de la extrusion, la cual es una tecnologia
apropiada para las transformaciones de cereales, dado que permite obtener variedad de
productos, con distintas texturas para la elaboracion alimentos. Este proceso ofrece una alta
versatilidad de operaciones, como son: mezclado, coccidn, texturizacién y secado parcial,
ademds de ser muy beneficioso desde el punto de vista de la utilizacién de la energia, mano
de obra y espacio requerido para su instalacion. Otra tecnologia de expansion es el popeado
en lecho fluidizado, que implica la explosion del grano con la consiguiente transformacion
del cereal, siendo un método tradicional, muy sencillo, econémico y ripido. Este proceso
mejora la vida util al inactivar microorganismos no deseables y ciertos anti-nutrientes,

afiadiendo sabor a los granos y por lo tanto mejorando su aceptabilidad.
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El efecto beneficioso sobre la salud de los GE se debe a la fibra, micronutrientes y
fitoquimicos presentes en la capa exterior del grano y en el germen. Respecto a la fibra, sus
efectos dependen de su fermentabilidad. La fibra fermentable (arabinoxilanos solubles y [-
glucanos) puede reducir el colesterol en sangre y la respuesta glicémica postprandial y la no
fermentable (celulosa y arabinoxilanos) puede aumentar la velocidad del trdnsito intestinal y
el volumen de las heces, disminuyendo el contacto entre compuestos carcindgenos y las
células epiteliales de colon. Sumado a esto, la fermentacién de la fibra, también puede
producir cantidades significativas de butirato, que protege a las células epiteliales contra la
carcinogénesis y al disminuir el pH colénico por los dcidos orgénicos generados, aumenta la
absorcién de calcio (Ca).

En el caso de GE, el 4cido fitico y los polifenoles inhiben la absorcién de minerales y
la digestibilidad proteica. Sin embargo, los procesos tecnolégicos como extrusién y popeado
pueden reducir el contenido de 4cido fitico y mejorar la biodisponibilidad de minerales y la
digestibilidad proteica.

El objetivo de esta tesis fue evaluar los efectos de dos procesos de expansion: la
extrusion y el popeado en las propiedades fisicoquimicas y nutricionales de harinas
integrales precocidas de sorgo de distinta variedad o cultivar, a fin de estudiar la factibilidad
de incorporar al sorgo en la formulacion de alimentos aptos para celiacos.

Se analizaron hibridos de sorgo (14 sorgos blancos: SB y 14 sorgos rojos: SR) y se
clasificaron como bajos en taninos o sin taninos condensados, con lo cual eran aptos para
el consumo humano. Fueron evaluados en cuanto a su composicién quimica respecto a:
proteinas (PR), extracto etéreo (EE), cenizas (CZ), minerales (Fe, Zn, Ca, Cu, K, Mg, Na y
P), Acido Fitico (AF), Polifenoles Totales (PFT), Polifenoles Libres (PF Lib) y Polifenoles
Ligados (PF Lig). Los valores hallados se encontraron dentro de los rangos informados en
la bibliografia. De las determinaciones quimicas realizadas se observé que PR, EE, CZ,
AF, Fe Zn, Ca, Cu, K, Mg, Na y P presentaron distribucién normal. Se observaron
diferencias segun se trataba SB o SR en los contenidos de Fe, Zn, Na, AF, Cu, y P, siendo
los 3 primeros mayores en SB. Por otra parte, PFT, PF Lib y PF Lig no presentaron
distribucién normal y ademds, hubo diferencias segin el color del grano. Al analizar sus
medianas, todas fueron mayores para los SR. Esto es de esperar ya que los sorgos con testa
pigmentada poseen mds PF. Los contenidos de PF Lig fueron, en todos los casos, mayores

a PF Lib.
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Respecto a las caracteristicas fisicas, se evaluaron: relacién de molienda (RM),
peso hectolitrico (PH), indice de flotaciéon (%F) y densidad aparente (DA), siendo los
valores obtenidos similares a los hallados en la bibliografia. S6lo presentaron distribucion
normal RM y DA, y no difirieron con el color de los hibridos. El1 PH y %F no presentaron
una distribucién normal y el primero present6 diferencia acorde al color del hibrido, siendo
mayor en SR.

De los 28 hibridos analizados no todos presentaron aptitud tecnoldgica para el
popeado. Como indicadores se evaluaron: volumen aparente (VA) y rendimiento de
explosion (R). En las condiciones de proceso de 250°C - 18% H se obtuvieron los mayores
VA (10-19 cm3/g) y de R (62 y 95%). Se encontré que cuanto mds duro fue el grano
(mayor RM, PH, DA y contenido proteico, y menor %F) mayor fue el VA del producto
popeado y que el R fue mayor en SB. Para poder predecir la capacidad de explosion de los
granos de sorgo, se definid el parametro Aptitud de Explosion (AP). A través de la
determinacion de la RM y considerando el color del hibrido, seria posible predecir en un
71%, la buena aptitud de popeado, si se obtiene un AP mayor o igual a 9.

Se seleccionaron los productos popeados a 250°C - 18% H (hibrido SB1) y a 250°C
- 14% H (hibrido SR7) y se analizaron sus harinas precocidas en cuanto a: PR, EE, Fibra
Dietaria Total (FDT), CZ, minerales (Fe, Zn, Ca, Cu, K, Mg, Na y P), biodisponibilidad de
FE, Zn y Ca (DFe, DZn y DCa), digestibilidad proteica (DPR), lisina disponible (LD), AF,
PFT, PF Lib, PF Lig y capacidad antioxidante (CAQO). El anélisis de estas muestras mostro
que el proceso de popeado no afecté significativamente PR y EE, pero redujo el contenido
de CZ y FDT. El contenido de almid6n gelatinizado fue mayor en sorgo blanco popeado
(SBP), por lo que fue la muestra con mayor grado de coccioén (GC). Todos los minerales se
redujeron por el popeado. La DFe aument6 luego del popeado, la DZn se redujo y la de
DCa no se modificé. La DPR no cambi6 y la LD disminuy6 24% y 16% para SBP y sorgo
blanco popeado (SRP), respectivamente. Hubo una reduccién del contenido de PF Lib y PF
Lig, AF y CAO. Sin embargo, las harinas precocidas integrales obtenidas por popeado
pueden considerarse una fuente importante de antioxidantes.

Los hibridos SB5 y SR14 fueron extrudidos a distintas H (14, 16,5y 19%) y T de
extrusion (164, 182 y 200°C). Sobre los productos extrudidos se evaluaron: PR, EE, FDT,
CZ, minerales (Fe, Zn, Ca, Cu, K, Mg, Na y P), DFe, DZn y DCa, DPR, LD, AF, PFT, PF
Lib, PF Lig y CAO. El SR alcanz6 un mayor GC que el SB, con mayores valores de
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consumo especifico de energia mecénica (CEEM), volumen especifico (VE), expansion
(E), solubilidad (S) y gelatinizacién (G%) y con predominio de granulos totalmente
destruidos, generando menor capacidad de absorcion de agua (AA).

El SB es mds duro que el SR y requiere condiciones mds severas que el SR para
alcanzar similar GC. En el SB predominaron los grdnulos cocidos sin destruir, resultando
en una mayor AA y menores valores de CEEM, VE, E, S y G%. La muestra de mayor
dureza sensorial fue la de menor GC obtenida a 164°C - 19% H, tanto para SB como para
SR, y por su parte las mas blandas fueron las obtenidas a 200°C - 19% H para el caso de
SB y a 200°C - 14% H para el SR. El aumento de la H de extrusion produjo una reduccion
significativa del contenido de AF, de los PF y de la CAO. El aumento de T gener6 una
disminucién en el contenido de AF para ambos tipo de sorgo y de PF para SB.

Es posible obtener una harina precocida para preparar mezclas instantdneas para
sopas tipo crema y papillas con buenas propiedades de hidratacion con extrudidos de GE
de sorgo a 200°C - 14% H. Si se desea obtener un producto tipo snack con buenas
caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales las condiciones de extrusidn serian a 182°C -
14% H. Si el resto de las materias primas utilizadas son sin TACC, seria posible elaborar
alimentos con sorgo integral extrudido para toda la poblacidn, incluyendo a la celiaca.

Se seleccionaron condiciones de proceso que permitieran obtener un expandido tipo
snack y sobre las harinas precocidas se realizaron los andlisis de composicion previamente
mencionados. Se observé que el proceso de extrusion no afectd significativamente el
contenido de ninglin macronutriente y que el almidén gelatinizado fue mayor para el SRE.
El contenido de Fe aument6 luego de la extrusion para ambas muestras. La DFe aument6
significativamente luego de la extrusion, la de DZn disminuyé y la DCa no varié. La DPR
aumento luego de la extrusiéon (15 y 25 %) y la LD se redujo (20 y 31%) para sorgo blanco
extrudido (SBE) y sorgo rojo extrudido (SRE), respectivamente. Si bien hubo una
reduccién del contenido de PF Lib, PF Lig, AF y CAOQO, las harinas precocidas integrales
obtenidas por extrusion pueden considerarse una fuente importante de antioxidantes.

Se analiz6 el contenido de 4cidos fendlicos: cafeico, p-cumdrico, ferulico y sindpico
luego de una hidrdlisis acida. EI SR present6 la mayor cantidad de fenoles libres y ligados.
La extrusion redujo ambos tipos de fenoles en ambos sorgos, pero el SR sufrié las mayores

pérdidas, aunque el contenido sigui6 siendo mayor que en el SBE.
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El descascarado produjo wuna reduccién significativa de los macro y
micronutrientes, pero la extrusion de las muestras descascaradas no afectd
significativamente el contenido de ningin macronutriente, al igual que la extrusion de los
sorgos integrales. El contenido de AF, PFT y CAO fue menor en las muestras de sorgos
descascarados extrudidos, como consecuencia de las reducciones ocasionadas por ambos
procesos.

Ambos procesos tecnoldgicos de expansion permitieron obtener productos a partir
de sorgos integrales aptos para consumo humano y con posibilidades de uso en la
elaboracién de alimentos sin TACC. El proceso de popeado generd reduccion de CZ, FDT
y minerales, y mayores pérdidas de CAO, mientras que la extrusién aumenté en mayor
medida la DFe y DPR. El mayor GC en popeado fue para el SB y el mayor GC en
extrusion fue para el SR.

Los estudios in vivo mostraron que la ingesta total de los animales alimentados con
GE de sorgo extrudido fue menor que la de los alimentados con la dieta C, manifestdndose
el efecto de saciedad de la fibra. Sin embargo la eficacia de la dieta fue igual en todos los
grupos. No se observd ninglin cambio en el tamafio del ciego, pero el consumo de
alimentos a base de GE de sorgo extrudido, redujo el pH cecal y la actividad de la -
Glucosidasa y la B-Glucuronidasa.

Los estudios inmunohistoquimicos en el colon indican que el SRE indujo una
disminucion de la proliferacion de colonocitos, pero no pareci6 afectar significativamente a
la muerte celular en la mucosa del colon proximal y distal. E1 SBE generdé una
hiperproliferacion y aumento de la apoptosis de las células epiteliales del colon distal.

Respecto al estrés oxidativo en colon, se podria suponer un estado antioxidante en
los animales alimentados con dieta GE de sorgo extrudido, respecto a los alimentados con
la dieta C. El SRE mostré en relaciéon al C, niveles similares de enzima MnSOD,
disminuidos de CuZnSOD y aumentado de Catalasa (CAT) (solo en la zona distal). Por
otra parte la Glutation Reductasa (GR) aumentada junto con la Glutation Peroxidasa (GPx)
sin modificar, indicaria que la produccién de O, se encuentra disminuida o similar al C, y
que la cantidad que se produce de H,O, seria degradada via CAT (aumentada a nivel
distal). La relacion GR / GPx fue dos veces superior e la del C, lo que indicaria un estado
reducido. En el caso de la dieta con SBE, se observé que las enzimas SOD estaban

disminuidas, que la CAT y la GPx estaban aumentadas en la zona distal y la GR estaba
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aumentada en ambas zonas, dando lugar a un comportamiento similar a la dieta de SRE. Al
estar las SOD disminuidas y la CAT aumentada, también se podria decir que existe un
mejor estado de proteccidon antioxidante. Por otra parte, el factor de transcripcion Nrf2 esta
aumentado en las dietas con sorgo, esto indicaria una mayor expresion de genes de
enzimas destoxificantes.

En cuanto a los marcadores de estrés oxidativo a nivel hepdtico, los animales
alimentados con dietas de GE de sorgo extrudido, no presentaron diferencias respecto a
CAT, GPx y glutatién reducido (GSH) con la dieta C, pero mostraron menor contenido de
glutatién oxidado (GSSG) y por lo tanto, mayor relacion GSH/GSSG, lo que indicaria un
estado reductor. Los animales alimentados con SRE tenfan similar GPx hepética y mayor
GR, reforzando la idea de condiciones reducidas.

En cuanto al perfil lipidico, en higado, las ratas alimentadas con dietas de sorgo no
presentan diferencias respecto al C. Sin embargo, en plasma, se observaron diferencias en
el contenido de triglicéridos (TG), siendo menores los TG en las dietas de GE de sorgo
extrudido.

Si bien la dieta de SRE tuvo menor absorciéon aparente de Ca y los lotes
alimentados con GE de sorgo extrudido presentaron menor ingesta de Ca, esto no impacté
de forma negativa en la salud 6sea, medidas a través del CMT, la DMT y DM en distintos
huesos. Sin embargo, se observaron diferencias con el C en cuanto al contenido de cenizas,
materia orgdnica y P, lo que implicaria cierto desbalance en el metabolismo de este
mineral. Ademas, el contenido de Ca fue menor en el lote SRE, relacionado con la menor
absorcion aparente de este mineral.

En términos generales, se observo que la dieta con SRE fue mds beneficiosa que el
SBE en los distintos aspectos estudiados. Debido a que una de las principales diferencias

entre los sorgos es el contenido de PF, se podria adjudicar a éstos el efecto beneficioso.

En conclusion, el estudio de las caracteristicas fisicoquimicas y nutricionales
permitié caracterizar cultivares argentinos de sorgo rojo y blanco aptos para el
consumo humano. Se defini6é un indicador de la aptitud para el popeado que sera util
en la eleccion de variedades para obtener “palomitas de sorgo”.

Se estudiaron y definieron condiciones de trabajo en tecnologias de expansion

como el popeado y la extrusion de granos enteros de sorgo que permitiran obtener
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alimentos e ingredientes de grano entero aptos para celiacos, con buenas propiedades
fisicoquimicas y sensoriales.

Los extrudidos manifestaron interesantes propiedades antioxidantes a nivel
colonico, principalmente por el consumo de SRE, lo cual se adjudica al mayor

contenido de PF.
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Abstract

Global Strategy Dietary Recommendations directed to populations, which suggest
the consumption of whole grains, are appropriate for the Argentina population, whose eating
habits are reflected in the prevalence of pathologies like elevated cholesterol levels,
overweight and high rates of cardiovascular disease that show the overall need to reduce
energy intake, saturated and trans fatty acids and cholesterol, in conjunction with increasing
fiber intake.

Whole grains (WG) shall consist of the intact, ground, cracked or flaked caryopsis,
whose principal anatomical components (the starchy endosperm, germ and bran) are present
in the same relative proportions as they exist in the intact caryopsis.

Sorghum is a major source of energy, protein, vitamins and minerals for millions of
people in the poorest regions of the world. In addition, this cereal has proven agronomic
versatility under very adverse conditions. A very important advantage of sorghum is that it
has no gluten and can be used as ingredient for the development of foods for the growing
celiac population.

The incorporation of WG to the diet is reduced by the lack of habits. In addition, they
have higher cooking times and there is low variety of WG products due to the difficulty of
incorporating them in foods because some of their components adversely affect techno-
functional properties of various formulations. One possibility for favoring their
incorporation into diet is transforming them into extruded expanded products. Extrusion is
an appropriate technology for cereal processing, since it allow obtaining a variety of
products, with different texture for food preparation. This process provides high versatility
of operations, including: mixing, cooking, texturing and partial drying, in addition to be very
beneficial from the point of view of energy usage, labor and space required for installation.
Another cereal expansion technology is popping in fluidized bed, which involves the
explosion of grain with subsequent transformation of cereal. It is a traditional, very simple,
inexpensive and rapid method. This process improves the useful life since inactivates
undesirable microorganisms and certain anti-nutrients, adding flavor to the grains and
thereby enhancing their acceptability.

The beneficial effect of WG on health is due to fiber, micronutrients and

phytochemicals present in the out layer of grain and germ. Regarding the fiber, their effects
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depend on their fermentability. Fermentable fiber (soluble arabinoxylans and B-glucans) can
reduce blood cholesterol and postprandial glycemic response and non-fermentable (cellulose
and arabinoxylans) can increase the speed of intestinal transit and stool bulk, reducing
contact between carcinogenic compounds and colon epithelial cells. Added to this, the
fermentation of fiber can also produce significant amounts of butyrate, which protects
epithelial cells against carcinogenesis, and generated organic acids reduce colonic pH
increasing the absorption of calcium (Ca).

In case of GE, phytic acid and polyphenols inhibit the absorption of minerals and
reduce protein digestibility. However, technological processes such as extrusion and
popping can reduce phytic acid content and improve the bioavailability of minerals and
protein digestibility.

The aim of this thesis was to evaluate the effects of two expansion processes:
extrusion and popping on physicochemical and nutritional properties of precooked whole
grain flours from different sorghum variety or cultivars, in order to study the feasibility of
incorporating sorghum in formulations of foods suitable for celiac people.

Analyzed sorghum hybrids (14 white sorghum: WS, and 14 red: RS) were classified
as low in tannins or without condensed tannins, which were suitable for human
consumption. They were evaluated regarding to: protein (PR), ether extract (EE), ash (CZ),
minerals (Fe, Zn, Ca, Cu, K, Mg, Na and P), Phytic Acid (AF), total polyphenols (PFT), free
polyphenols (PF free) and bound polyphenols (PF bound). The values were within the
ranges reported in bibliography. It was noted that PR, EE, CZ, AF, Fe Zn, Ca, Cu, K, Mg,
Na and P were normally distributed. Differences in the content of Fe, Zn, Na, AF, Cu and P
were observed according to color grain, the first of three being higher in WS. On the other
hand, PFT, PF free and PF bound were not normally distributed and there were differences
between color grains. All medians were higher for RS, which is expected as sorghum grains
with pigmented testa have more PF. PF bound contents were in all cases greater than PF
free.

Regarding physical characteristics, milling ratio (MR), test weight (TW),
percentage of flotation (% F) and bulk density (BD) were evaluated. Values were similar to
those found in bibliography. Only MR and BD presented normal distribution, with
significant differences according to the color of the grains. TW and % F did not present

normal distribution, and TW values were higher in RS.
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Not all 28 hybrids analyzed have technological ability to pop. As indicators,
apparent volume (AV) and popping performance (PP) were evaluated. At 250°C-18 % M
the higher AV (10-19 cm3/g) and PP (62 and 95 %) were obtained. It was found that the
harder the grain (higher MR, TH, and BD, protein content and lower %F), the higher AV
was, and PP was higher in WS. In order to predict popping ability (PA) of sorghum grains,
an indicator was defined. Through the determination of RM and the colour it was possible
to predict the 71% of the hybrids having PA, if the value is higher 9.

Products popped at 250°C -18 % M (WS1 hybrid) and 250°C-14 % M (RS7 hybrid)
were selected and analyzed regarding: PR, EE, total dietary fiber (TDF), CZ, minerals (Fe,
Zn, Ca, Cu, K, Mg, Na and P), Fe, Zn and Ca bioaccessibility (DFe, DZn and DCa),
protein digestibility (DPR), available lysine (AL), AF, PFT, PF free and PF bound and
antioxidant capacity (CA). The analysis of these samples showed that the popping did not
affect PR and EE, but reduced CZ and TDF content. Gelatinized starch content was higher
in PWS, thus this sample showed higher degree of cooking (DC). All minerals were
reduced by popping. After popping, DFe increased, DZn decreased and DCa was
unchanged. DPR did not change and AL decreased 24 % and 16 % for WSP and RSP,
respectively. There was a reduction of AF, PF free and PF bound contents, and AOC.
However, whole sorghum flours precooked by popping have high antioxidant capacity.

WS5 and RS14 sorghum hybrids were extruded at different extrusion M (14, 16.5
and 19 %) and T (164, 182 and 200°C). Extruded products were evaluated regarding: PR,
EE, TDF, CZ, minerals (Fe, Zn, Ca, Cu, K, Mg, Na and P), DFe, DZn and DCa, PRD, AL,
PFT, PF free, PF bound, AF, and AOC. RS reached higher DC than WS, with higher
values of specific mechanical energy consumption (SMEC), specific volume (SE),
expansion (E), solubility (S), and gelatinization (G %) and predominantly fully destroyed
granules, generating smaller capacity of water absorption (WA).

WS was harder than RS and required harder conditions than RS to achieve a similar
DC. Cooked but undestroyed granules were predominant in WS, resulting in higher WA
and lower values of SMEC, SV, E, S and G %. The sample with higher sensory hardness
presented the lowest DC and was obtained at 164°C-19 %M for both, WS and RS. The
softer samples were obtained at 200°C - 19% M and 200°C - 14% M for WS and RS,

respectively. Higher extrusion M content produced a significant reduction of AF and PFT
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content and the AOC. Higher T caused a decrease of FA content for both types of
sorghum, and PF for WS.

It is possible to obtain a precooked flour for instant mixes used as ingredients for
cream-like soups and porridges with good hydration properties extruding sorghum at
200°C - 14% M. If a snack-type product with good physicochemical and sensory
characteristics is the target, extrusion conditions must be 182°C - 14% M. Using other
without TACC raw materials, it would be possible to develop foods with extruded whole
sorghum for celiac people.

Precooked flours obtained at snack- type conditions were evaluated. It was
observed that the extrusion process did not significantly affect macronutrient content and
gelatinized starch was higher for the ERS. The content of Fe increased after extrusion for
both samples. DFe increased significantly after the extrusion, DZn decreased and DCa
remained unchanged. DPR increased after extrusion (15 and 25 %) and AL was reduced
(20 and 31 %) for EWS and ERS, respectively. There was a reduction in the content of PF
free, PF bound, FA and AOC, but precooked whole flours obtained by extrusion can be
considered an important source of antioxidants.

The content of phenolic acids: caffeic, p-coumaric, ferulic and sinapic after acid
hydrolysis was analyzed. RS showed the highest amount of free and bound phenolics.
Extrusion reduced phenolics in both types of sorghum, but the ERS suffered the greatest
losses, although the content remained higher than in EWS.

Dehulling resulted in a significant reduction in macro and micronutrients, but
extrusion did not significantly affect any macronutrient content, like extrusion of whole
sorghum. The content of FA, PFT and AOC was lower in extruded dehulled sorghum
because of the reductions resulting from both processes.

Both technological expansion processes allow obtaining suitable products from
whole sorghum for human consumption and useful in without TACC food processing.
Popping produced reduction of CZ, TDF and minerals, and further losses of AOC, while
extrusion increased PRD and DFe. Higher percentage of gelatinized starch was obtained
for WS, but higher DC was obtained for RS by extrusion.

In vivo studies showed that total intake of animals fed with extruded WG sorghum
was lower than that of C diet, demonstrating the fiber effect on satiety. However diet

efficiency was the same for all groups. No changes were observed in the size of cecum, but
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the consumption of WG sorghum diets reduced cecal pH and the activity of B-glucosidase
and B-glucuronidase.

Immunohistochemical studies on colon indicated that ERS induced a decrease in
the proliferation of colonic cells but did not affect cell apoptosis in proximal or distal
colon. EWS induced hyperproliferation and increased apoptosis of epithelial cells of the
distal colon.

Regarding oxidative stress in colon, an antioxidant state was suggested in WG
sorghum diet in relation to C diet. ERS showed similar level of MnSOD enzyme,
diminished CuZnSOD and increased Catalase (CAT) (only in distal colon). Moreover,
Glutathione Reductase (GR) increased and Glutathione Peroxidase (GPx) was unchanged,
which indicated the production of O, was reduced or similar to the C, and H,O, was
degraded by CAT (higher at distal colon). GR/GPx ratio was twice higher than de C,
indicating a reduced state. In the case of EWS diets, it was observed that SOD enzyme was
decreased, the CAT and GPx were increased at distal colon and the GR was increased in
both areas, resulting in a behavior diet similar to ERS. The fact that SOD is decreased and
CAT increased, also means that there is an antioxidant state. Moreover, the Nrf2
transcription factor was increased in WG sorghum diets, which would imply a higher
detoxifying enzyme gene expression.

Regarding hepatic markers of oxidative stress, animals fed with WG diets have
similar CAT, GPx, GSH than C diet, but showed lower concentration of oxidized
glutathione (GSSG) and higher GSH/GSSG ratio, indicating more reducing conditions.
SRE animals had similar hepatic GPx and higher GR strengthen the idea of reducing
conditions

Regarding lipid profile, in liver, rats fed with sorghums diets presented no
differences respect to the C. However, in plasma, differences in the content of triglyceride
(TG) were observed, TG being lower in WG sorghum diets.

Although SRE diet had lower apparent absorption of Ca and animals fed with GE
extruded sorghum had lower intake of Ca, this did not impact negatively on bone health,
measured by CMT, DMT and DM in differents bones. However, differences with C diet
were observed regarding ash content, organic matter and P, which would imply a certain
imbalance in the metabolism of this mineral. Additionally, the content of Ca was lower in

SRE diets, related to lower apparent absorption of this mineral.

XXXIX



In general, it was observed that the SRE diet was more beneficial than the SBE
diets the studied aspects. Because one of the main difference between both types of

sorghum is PF content, it could be responsible of the beneficial effects.

In conclusion, the study of physicochemical and nutritional characteristics
allowed characterize Argentine sorghum cultivars of red and white sorghum fit for
human consumption. An indicator of fitness for popping that will be useful in
choosing varieties for '"'pop sorghum'' was defined.

Working conditions in expansion technologies such as extrusion and popping
of whole grain sorghum were studied and defined. They will provide whole grain food
and ingredients suitable for celiacs, with good physicochemical and sensory
properties.

Extrudates showed interesting in vivo antioxidant properties, mainly ERS,

which is attributed to the higher content of phenolics.
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I. INTRODUCCION

Los cereales integrales son fundamentales para lograr y mantener una salud 6ptima,
ya que su consumo implica el aporte de varios compuestos, tales como fibra dietética (FD),
antioxidantes, minerales, vitaminas, lignanos y compuestos fendlicos (Slavin, 2005).

En las recomendaciones dietéticas de la “Estrategia Mundial dirigida a las
poblaciones” (CODEX, 2006), se indica el consumo de cereales integrales, con el fin de
lograr una alimentacién con alto consumo de fibras, en concordancia con una reduccién de
la ingesta energética y de grasas saturadas. Sin embargo, en una investigacion realizada en
los Estados Unidos, se observé que el consumo de cereales en adultos era de 6,7 raciones
al dia, pero s6lo 1.0 de estas raciones eran de cereal integral (Cleveland y col., 2000) y en
nifios y adolescentes, la racién diaria era menor a 1.0 (Harnack, 2003). Al ser el consumo
muy inferior a la recomendacidn, en el 2010 se fijaron objetivos focalizados en transmitir
mensajes que permitieran lograr el aumento de la ingesta de alimentos a base de grano
entero (GE), destacando los beneficios que aportan (Liu, 2007). En Sudamérica, los
cereales son una fuente popular de alimentacién, pero la mayoria se consume en forma
refinada (Slavin, 2005). Particularmente, en Argentina se pueden apreciar las secuelas de
una alimentacién occidentalizada, reflejada en los desequilibrios dislipidémicos,
acompafados de sindrome metabdlico, exceso de peso y enfermedades cardiovasculares
crecientes (Coniglio y col., 2009, Ferrante y col., 2011).

El sorgo es una fuente principal de energia, proteinas, vitaminas y minerales para
millones de habitantes de las regiones mds pobres del mundo. Ademads, este cereal presenta
una comprobada versatilidad bajo condiciones agrondémicas muy adversas. Todas las
tecnologias de procesamiento de cereales se pueden aplicar al sorgo, con lo cual son
multiples los alimentos que podrian obtenerse a partir él. Cabe destacar una ventaja muy
importante de este cereal: no posee gluten y se lo puede utilizar como materia prima para el
desarrollo de alimentos destinados a la poblacién celiaca (FAO, 1995).

La incorporacién de los granos enteros en la dieta de la poblacion se ve reducida
por la falta de hdbitos. A esto se le suma el inconveniente de los mayores tiempos de
coccion y la escasa variedad de productos elaborados con ellos, debido a la dificultad de
afladirlos en los alimentos, ya que algunos de sus componentes afectan negativamente las

caracteristicas tecno-funcionales de varias formulaciones (Drago y col.,, 2010). Una



posibilidad para incrementar su consumo es transformarlos en productos expandidos a
través de la extrusidn, la cual es una tecnologia apropiada para la transformacién de
cereales, dado que permite obtener variedad de productos, con distintas texturas (Gonzélez
y col., 2002a, Drago y col., 2010). Este proceso ofrece una alta versatilidad de operaciones,
como son: mezclado, coccidn, texturizacion y secado parcial, ademds de ser muy
beneficioso desde el punto de vista de la utilizacion de la energia, mano de obra y espacio
requerido para su instalaciéon (Gonzélez y col., 2002b). Otra tecnologia de expansion es el
popeado, que implica la explosion del grano, con la consiguiente transformacion del cereal,
siendo un método tradicional, muy sencillo, econémico y rdpido (Gonzdlez y col., 2002b).
Este proceso cocina los granos, mejora la vida util al inactivar microorganismos no
deseables y ciertos anti-nutrientes, afiadiendo ademads sabor y por lo tanto mejorando su

aceptabilidad (Mishra y col., 2014).

I.1. EFECTO DEL CONSUMO DE GRANO ENTERO SOBRE LA SALUD

Los beneficios del consumo de GE en la salud no sélo se atribuyen al salvado, sino
también a los demds componentes: antioxidantes, vitaminas, minerales, hidratos de
carbono complejos y fitonutrientes. El efecto protector de los cereales integrales se debe a
la accién sinérgica de sus componentes, contenidos principalmente en el salvado y en el
germen (Jensen y col., 2006, Liu, 2007).

Cada vez existen mds pruebas cientificas de que los productos de cereales de GE
protegen contra el desarrollo de enfermedades crénicas. En términos de salud publica, las
mds importantes son la obesidad (Van de Vijver y col., 2009), el sindrome metabdlico
(Sahyoun y col., 2006), la diabetes tipo 2 (Murtaugh y col., 2003), la enfermedad
cardiovascular (Mellen y col., 2008) y el cancer (Larsson y col., 2005, Chan y col., 2007,
Schatzkin y col., 2008). Estas enfermedades estdn relacionadas con el estilo de vida,
especialmente con una dieta desequilibrada rica en energia, carente de fibra y de
compuestos bioactivos tales como micronutrientes y fitoquimicos. Debido al alto nimero
de compuestos protectores que poseen los GE, puede haber varios mecanismos fisiologicos
que conlleven a los beneficios en la salud, como ser: mecdnicos dentro del tracto digestivo
(la fibra no fermentable puede aumentar el tiempo de trinsito y el volumen fecal),

hormonales (el Zn, Se y &4cido nicotinico participan en la activacién y la sintesis de



hormonas), antioxidantes (en los que intervienen los micronutrientes), anti-inflamatorios
(por ejemplo, a-linolénico, Cu y 4cido ferilico), anti-cancerigenos (muchos
micronutrientes), vinculados a la regulaciéon de genes (flavonoides), sefializacion celular
(los polifenoles -PF- y el estado redox), metabolismo energético (las vitaminas del
complejo B) y efectos sobre las enzimas (algunos minerales y oligoelementos) (Fardet,

2010).

I.1.1. Fibra de grano entero: efectos sobre la salud

La fibra dietaria (FD) se define de manera diferente en todo el mundo y los avances
han sido lentos en acordar una definicion universal (Howlett y col., 2010). La FD se define
por la A.A.C.C. (2006) como “las partes comestibles de plantas o los carbohidratos
andlogos que son resistentes a la digestion y absorcion en el intestino delgado humano, con
fermentacion completa o parcial en el intestino grueso”. La FD incluye polisacaridos,
oligosacdridos, lignina, sustancias vegetales asociadas y la fraccién de almidén no digerido
en el intestino delgado (almidon resistente). Asi mismo el Cédigo Alimentario Argentino
(CAA) define como fibra alimentaria a cualquier material comestible que no sea
hidrolizado por las enzimas enddgenas del tracto digestivo humano, incluyendo
polisacédridos no almiddn, pectinas, almiddn resistente, inulina, oligofructosa, polidextrosa,
maltodextrinas resistentes, fructooligosacaridos, galactooligosacdridos,
transgalactooligosacéridos, y todos los que en el futuro incorpore la Autoridad Sanitaria
Nacional (CAA, 2008).

Tradicionalmente, la FD se clasifica de acuerdo a su solubilidad, en un intento de
relacionar los efectos fisioldgicos a sus caracteristicas quimicas (Slavin, 2008). Se
considera que las fibras solubles (FS) tienen efectos beneficiosos sobre los lipidos séricos,
mientras que las fibras insolubles (FI) estdn vinculadas con beneficios laxantes. Sin
embargo, a pesar de estas generalizaciones de uso comin, la evidencia cientifica es
inconsistente: la inulina (FS) no parece disminuir el colesterol en sangre, y el efecto de la
FI en el peso de las heces es muy variable (Slavin, 2013a).

Las FD exhiben una amplia gama de propiedades fisicoquimicas y los
correspondientes efectos fisioldgicos. El papel de la fibra en la salud se ha extendido

mucho més alld de la mejora del transito intestinal, e incluye beneficios sobre los factores



de riesgo de enfermedad cardiovascular, el control del peso, la funcién inmune y la salud
del colon. Sin embargo, es evidente que no todas las fibras son iguales en términos de los
tipos y el alcance de los beneficios que proporcionan para la salud. Caracteristicas tales
como la solubilidad, capacidad de fermentacién y la viscosidad son determinantes del

efecto que la fibra tendrd en el cuerpo (Jones, 2010, Slavin, 2013a).

I.1.2. Fenoles de grano entero: efectos sobre la salud

Los compuestos fendlicos son el grupo mds extenso de sustancias no energéticas
presentes en los alimentos de origen vegetal, cuya estructura molecular se caracteriza por
la presencia de uno o varios anillos fendlicos, denominados polifenoles (PF). En los
ultimos anos se ha demostrado que una dieta rica en PF puede mejorar la salud y disminuir
la incidencia de enfermedades (Perez-Vizcaino y col., 2009). Existen varias clases y
subclases de PF que se definen en funcién del nimero de anillos fendlicos que poseen y de
los elementos estructurales que presentan estos anillos. Los principales grupos de PF son:
acidos fendlicos (derivados del acido hidroxibenzoico o del 4cido hidroxicindmico),
estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos y flavonoides (Figura 1.1.1) (Quifiones y col.,
2012).

El concepto de biodisponibilidad cobra gran importancia, dado que los PF mas
abundantes no siempre son los mds activos en el organismo, ya sea porque tienen una
menor actividad intrinseca, su absorcién en el intestino es baja, son altamente
metabolizados o porque se excretan rdpidamente (Manach y col., 2004). La mayoria de los
PF estdn presentes en los alimentos como ésteres, glucdsidos o polimeros, formas que no
se pueden absorber. La mayoria de los glucdsidos resisten probablemente la hidrdlisis
dcida del estomago y llegan intactos al intestino. Estas sustancias deben hidrolizarse por
enzimas intestinales como la B-Glucosidasa y la lactasa-florizin hidrolasa, o deben ser
degradadas por la microflora del colon antes de poder asimilarse (D Archivio y col., 2010).
Durante el proceso de absorcion, se conjugan en las células del intestino y posteriormente
sufren procesos de metilacion, sulfatacion y/o glucuronidaciéon en el higado. Como
consecuencia de estos procesos, las formas que se encuentran en el plasma y en los tejidos
son muy distintas de las que estidn presentes en los alimentos, y esto dificulta la tarea de

identificacion de los metabolitos y la evaluacién de su actividad bioldgica (Natsume y col.,



2003). La estructura quimica de los PF determina su absorcion y la naturaleza de los
metabolitos circulantes en el plasma (D Archivio y col.,, 2010). Para estudiar
indirectamente la biodisponibilidad de los PF se puede evaluar el incremento en la
capacidad antioxidante (CAO) del plasma tras el consumo de alimentos ricos en estos

compuestos (Natsume y col., 2003).
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Figura I.1.1: Nucleo estructural de los principales grupos de polifenoles.

Este conjunto de moléculas con CAO se encuentran principalmente en frutas,
verduras y cereales integrales (Barbosa y col., 2008). El contenido de estos compuestos en
los alimentos y bebidas estd afectado por varios factores: clima, tipo de suelo, tipo de
cultivo, exposicion al sol, entre otros. El pelado de las frutas y vegetales y el descascarado
de cereales pueden disminuir el contenido de PF, ya que éstos estdn presentes en mayor
concentracion en sus partes mds externas. Ademds, la coccién y el almacenamiento
también pueden variar la cantidad de estos compuestos (D Archivio y col., 2007). El 4cido
ferdlico es el dcido fendlico mas abundante en los granos de cereales, principalmente
ubicado en las partes exteriores del grano, constituyendo su fuente dietética principal

(Manach y col., 2004).



Los PF poseen importante influencia sobre la salud humana, siendo numerosos los
estudios que confirman una accién protectora, correlacionando la ingestién de PF con una
menor incidencia de enfermedades cronicas, tales como enfermedad cardiovascular,
diabetes y cancer (Del Rio y col., 2013, Lima y col., 2014). En consecuencia, existe un
considerable interés en el aumento de su contenido en la dieta y es valorado como un
producto natural deseable para incorporarlo en alimentos funcionales (Benzie y Wachtel-
Galor, 2012).

El fenol quizds més estudiado es el dcido ferulico, al cual se le adjudican multiples
cualidades tales como: antioxidante (reduce el estrés oxidativo causado durante la diabetes,
la peroxidacién de lipidos), anti-apoptético, antimicrobiano, anti-inflamatorio, reductor de
colesterol y glucosa en sangre, hipotensor, supresor del crecimiento de tumores (Fardet,
2010).

I.1.3. Efectos del consumo de grano entero sobre el peso corporal

Los estudios epidemiolégicos han demostrado claramente que los cereales
integrales pueden proteger contra la obesidad y el aumento de peso, y tal hecho no sélo se
le adjudica a la FD sino también a los compuestos bioactivos tales como los PF, en
particular el 4cido ferulico (Fardet, 2010).

La FS posee la capacidad de aumentar la viscosidad, lo que retrasa el vaciado
gdstrico, aumentando la saciedad y ayudando al control de peso al reducir la ingesta de
energia por los mecanismos post-ingestivos (Koh-Banerjee y col., 2004, Wanders y col.,
2014). Esto conduce a una menor respuesta de la glucosa cuando se ingieren cantidades
suficientes (Wood, 2007). Entonces, los mecanismos por los que la FD tiene efectos
positivos sobre el peso corporal implicarian efectos hormonales, a través de la reduccién de
secrecion de insulina al limitar la difusion de la glucosa hacia los enterocitos para su
absorcion, efectos metabdlicos, por el aumento de la oxidacion de grasas y disminucion de
su acumulacién debido a una mayor sensacion de saciedad, y efectos dados por la
produccion de 4cidos grasos de cadena corta (AGCC) en colon (Slavin, 2005, Wanders y
col., 2014).



Cabe mencionar que los PF también producen AGCC al fermentarse en el colon y
existen investigaciones donde se observé que su combinacién con la fibra produjo una

reduccion de la ingesta (Zdunczyk y col., 2006).

I1.1.4. Efectos del consumo de GE sobre las enfermedades cardiovasculares y

lipidos en sangre

Existe evidencia cientifica de que los GE pueden prevenir la enfermedad
cardiovascular. Esto se adjudica principalmente a la FD y a los PF (Mellen y col., 2008,
Fardet y col., 2012, Ye y col., 2012).

Los estudios epidemioldgicos sugieren que la ingesta adecuada de fibra disminuye
el riesgo de enfermedad cardiovascular y enfermedad coronaria, principalmente a través de
una reduccién de los niveles lipoproteinas de baja densidad (LDL). Los resultados de los
ensayos clinicos aleatorios son inconsistentes, pero sugieren que la fibra puede desempefar
un papel beneficioso en la reduccién de los niveles de proteina C reactiva, niveles de
apolipoproteina y presion arterial, los cuales son biomarcadores de la enfermedad cardiaca
(Eshak y col., 2010, Johansson-Persson y col., 2014, Hartley y col., 2015). Las fibras
solubles en agua disminuyen la concentracion de colesterol LDL en suero, sin afectar la de
lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Brouns y col., 2012, Mietus-Snyder y col., 2012).

En los dltimos afios numerosos estudios han avalado los efectos beneficiosos de la
ingesta de PF sobre la salud, especialmente sobre el sistema cardiovascular (Quifiones y
col., 2012). Los efectos de los PF son fundamentalmente consecuencia de sus propiedades
antioxidantes (Schroeter y col., 2006). Estos compuestos presentan efectos vasodilatadores,
son capaces de mejorar el perfil lipidico y atendan la oxidacién de las LDL. Presentan
claros efectos anti-inflamatorios y estos compuestos son a su vez, capaces de modular los
procesos de apoptosis en el endotelio vascular (Fuhrman y Aviram, 2001, Dell"Agli y col.,

2004, Fardet, 2010, Fenercioglu y col., 2010).



I.1.5. Efectos del consumo GE sobre la funcion intestinal

El consumo de GE se recomienda para mantener un adecuado funcionamiento
intestinal, ya que puede aumentar el peso fecal y acortar el tiempo de transito intestinal
(Slavin, 2003).

La FD tiene gran influencia en la funcién intestinal, aumentando el volumen y la
consistencia de las heces, disminuyendo el tiempo de transito, y aumentando la frecuencia
de excrecion de las heces, contribuyendo a una correcta excreciéon y a la prevencion de
trastornos gastrointestinales (Fardet, 2010). El aumento del volumen de las heces se debe
principalmente a la fibra no fermentable, pero la fermentable puede aumentar la masa
bacteriana, y por consiguiente aumentar la frecuencia y el peso de las heces (Van Loo y
col., 2002, Fardet, 2010). En un estudio realizado en humanos se mostré que el consumo
de 11-20 g/dia de fibra proveniente de GE durante 4 semanas provocé una disminucién del
tiempo de transito intestinal, un aumento de la frecuencia de excrecién y del peso de las
heces, e incluso mejoréd su consistencia, sin manifestacion de desérdenes del tracto
gastrointestinal (GI) (Bird y col., 2008).

Por otra parte, el efecto de los PF (en particular los flavonoides) de la dieta sobre el
transporte intestinal de electrolitos no estd bien establecido, ya que los datos disponibles
sefalan a estos compuestos como diarreicos (Nguyen y col., 1991, Cermak y col., 1998) o

antidiarreicos (Carlo y col., 1993).

I.1.6. Efectos del consumo de GE sobre la microbiota

Multiples investigaciones han demostrado los efectos positivos del consumo de GE
sobre la composicion (cantidad y calidad) de la microbiota, actuando como prebidtico
(Fardet, 2010, Holmes y col., 2011). Es probable que la suma de las partes de los GE, es
decir la fibra, los antioxidantes y compuestos bioactivos, contribuyan a la salud
gastrointestinal (Jonnalagadda y col., 2011).

La FD junto con los PF de los vegetales que no se absorben en el intestino delgado
alcanzan el colon y son fermentados, lo que podria influir en la produccién de
determinados metabolitos microbianos (Manach y col., 2004), siendo la fermentacién de la

fibra la mas estudiada.



La fermentacién de la fibra en el colon por la microbiota produce AGCC, que
pueden aumentar notablemente la biomasa del tracto GI y cambiar la composicién de su
flora (Kaczmarczyk y col., 2012). Los principales AGCC obtenidos son acetato,
propionato y butirato, en una proporciéon 60:25:14 (dependiendo de la dieta) (Gil, 2010).
Las células epiteliales del colon utilizan preferentemente butirato como fuente de energia,
que es considerado un nutriente clave que determina la actividad metabdlica y el
crecimiento de los colonocitos, y puede funcionar como un factor de proteccion primaria
contra los trastornos del colon, aunque los datos sobre este tema son contradictorios
(Pereira y col., 2004). Los AGCC son solubles en agua y se absorben en el torrente
sanguineo. El acetato y el propionato son metabolizados en el cerebro y los musculos y se
eliminan por el higado, con lo cual disminuyen la produccién hepitica de colesterol al
interferir con su sintesis. Ademds, estos dcidos grasos contribuyen aproximadamente un
10% a los requerimientos de energia (Blaut, 2014).

La fermentacion y la produccion de AGCC también inhiben el crecimiento de
organismos patégenos mediante la reduccién del pH luminal y fecal. Un pH bajo reduce la
formaciéon de compuestos téxicos tales como amoniaco, aminas y compuestos de la
degradacion de péptidos (Smith y Macfarlane, 1996) y disminuye la actividad de las
enzimas bacterianas no deseadas (Thornton, 1981, Pylkas y col., 2005, Farmer y col.,
2014).

Los AGCC estdn asociados con un menor riesgo de cancer, porque reducen la
proliferacion de lineas celulares que lo generan, favoreciendo el desarrollo de una
microbiota colénica saludable (es decir, efecto prebiético) (Slavin, 2003b, Costabile y col.,
2008, Lattimer y Haub, 2010, Kaczmarczyk y col., 2012).

Los PF dietarios son también sustratos para la microbiota coldnica y no sélo pueden
inhibir la proliferaciéon de algunas bacterias patdgenas, sino que también fomentan el
crecimiento, la proliferacion y la supervivencia de las bacterias intestinales beneficiosas
(Hervert-Herndndez y Goii, 2011).

La composicion y la actividad de la microbiota intestinal se desarrollan desde el
nacimiento y estdn sujetas a una compleja interaccion que depende del genoma del
huésped, su estilo de vida y la nutricién (Nicholson y col., 2012). Esta flora compleja
puede producir tanto efectos negativos (sustancias carcinogénicas, genotdxicas, promotoras

de tumores), como positivos en el huésped mejorando su salud (actividad anticancerigena



en el intestino grueso) (Gorbach y Goldin, 1990, Marteau y col., 1990, Cumming y
MacFarlane, 1991, Cumming y MacFarlane, 1997). La medicién de ciertas enzimas
bacterianas indicaria la capacidad de la microflora para apoyar estas transformaciones. De
esta manera se ha sugerido que varias enzimas bacterianas, tales como la Mucinasa, [-
Glucuronidasa, B-Glucosidasa y nitroreductasa, podrian jugar un papel importante en la
carcinogénesis del colon convirtiendo pre-carcinégenos en carcinégenos (Rowland, 1988,
Justil y col., 2010). La Mucinasa es importante porque degrada la mucina que ejerce un
efecto protector en el colon. La f-Glucuronidasa es de interés debido a que es la enzima
que hidroliza los glucurénidos biliares cuando llegan al colon, los cuales son productos
conjugados resultado de la desintoxicacion hepdtica, cuya hidrélisis puede liberar la toxina
(Shiau y Chang, 1983, Brady y col., 2000). De forma similar, la B-Glucosidasa puede estar
implicada en la generacion de sustancias cancerigenas (Gofii y col., 2005). Existen
evidencias de que la produccién de enzimas bacterianas con importancia toxicoldgica
(Mucinasa, B-Glucosidasa, B-Glucuronidasa, entre otras), puede estar influenciada por el
consumo de diferentes tipos y cantidades de FD (Mallett y col., 1986, Shiau y Ong 1992,
Rowland y Tanaka 1993, Goiii y col., 2005, Kosmala y col., 2014).

I.1.7. Consumo de GE y Estrés oxidativo

En el metabolismo celular y durante la respiracion celular se forman radicales libres
o especies de oxigeno reactivas (ROS). Este término comprende una variedad de derivados
del metabolismo del oxigeno que son altamente reactivos con otras biomoléculas, e
incluyen al anién superdxido (O,7) y al radical hidroxilo (-OH) que son extremadamente
inestables, y al per6xido de hidrégeno (H,0;) que tiene mds estabilidad pues no presenta
electrones desapareados como las anteriores, y puede difundir libremente a través de las
membranas (Alfadda y Sallam, 2012, Khan, 2012). Los radicales libres tienen alta
reactividad y tendencia a donar oxigeno a otras sustancias blanco, por lo que son
considerados oxidantes. Los antioxidante son cualquier sustancia que retrasa o inhibe el
dafno oxidativo en una molécula blanco, neutralizando los radicales libres al donarles
electrones (Cayuela, 2010).

El proceso de estrés oxidativo ocurre por la existencia de un desequilibrio entre los

sistemas oxidativos y los mecanismos antioxidantes, a favor de los primeros, llevando a la
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generacion de grandes cantidades de radicales libres o al detrimento de la velocidad de
neutralizacion de éstos (Halliwell y col., 2004). Este proceso conduce a la oxidacién de
biomoléculas con la consiguiente pérdida de sus funciones bioldgicas, asi como al
descontrol homeostatico junto al potencial dafo oxidativo a las células y tejidos (Halliwell
y col., 2004, Hicks y col., 2006). La cronicidad del estrés oxidativo conlleva importantes
implicaciones en el desarrollo de las enfermedades crénicas no transmisibles, tales como la
obesidad, la aterogénesis, la diabetes, los trastornos neurodegenerativos y el cancer (Galili
y col.,, 2007) (Figura 1.1.2).
ANTIOXIDANTES

ESTRES OXIDATIVO

PRO-OXIDANTES

DANOS OXIDATIVOS

xS
' ' v ' '

» TRANSTORNOS oaEnEsts | [Chnce
[ OBESIDAD | [ DIABETES | | o\ FRANSTORNOS = | [ ATEROGENESIS | [ CANCER |

Figura I.1.2: La superacion de los sistemas pro-oxidantes frente a los antioxidantes
favorece la instauracion del estrés oxidativo, caracterizado por la produccién exacerbada
de radicales libres (RL) y especies reactivas (no radicales) de oxigeno (ERO) o de 6xido de
nitrégeno (ERON). Esta situacion conlleva al desarrollo de dafios oxidativos, por medio de
oxidacion de las biomoléculas y/o por la alteracion de la homeostasis. A su vez, los dafios
oxidativos estdn involucrados en la etiologia de enfermedades crénicas no transmisibles
(Adaptado de Barbosa y col., 2008).

Los cereales integrales pueden proteger al cuerpo contra el estrés oxidativo y por
ende tener efectos beneficios contra las enfermedades mencionadas: el sindrome
metabolico (Ford y col., 2003), la obesidad (Higdon y Frei, 2003), la diabetes (Maiese y
col., 2008), el cancer (Bartsch y Nair, 2006) y accidentes cerebro vasculares (Castelao y

Gago-Domingue, 2008). Esto se debe a que los GE son buenas fuentes de antioxidantes
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(Fardet, 2010), de lo que existe evidencia in vitro (Serpen y col., 2008). Sin embargo, esto
se manifiesta de forma diferente in vivo (Beattie y col., 2003, Andersson y col., 2007,
Fardet y col., 2008). Los antioxidantes en cereales difieren en su estructura y modo de
accion. Pueden ser antioxidantes indirectos, tales como Fe, Zn, Cu y Se, que actian como
cofactores de enzimas antioxidantes, o captadores de radicales directos tales como el dcido
ferdlico, PF (lignanos y antocianinas), carotenoides, vitamina E y compuestos especificos
para cada cereal. La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos se debe
principalmente a sus propiedades REDOX, que pueden desempenar un papel importante en
la neutralizaciéon de los radicales libres (Bors y col.,, 2001), como asi también a la
inhibicién de enzimas oxidativas tales como la lipooxigenasa y ciclooxigenasa (Shi y col.,
2001). En general, los compuestos fendlicos que poseen orto-hidroxilos, como por ejemplo
el 4cido cafeico y el anillo B de algunos flavonoides, tienen actividades antioxidantes mas
altas que los otros (Natella y col., 1999, Shi y col., 2001). Se sugiere que los PF unidos a
fibra sobreviven a la digestion en el intestino delgado (primer sitio donde se absorben),
llegan al colon donde la fibra se fermenta y los PF se liberan lentamente, ya que los
oligosacaridos unidos a acido fertlico se convierten en un buen sustrato para las esterasas
bacterianas, que provocan la liberacion lenta y continua de los fenoles. Luego pueden pasar
a la mucosa del colon, ser absorbidos y pasar al torrente sanguineo, a través de la vena

porta, llegando al higado donde se metabolizan (Liu, 2007, Vitaglione y col., 2008).

I.1.7.1.Sistemas de defensa antioxidante

En el organismo debe existir un balance entre los pro-oxidantes y antioxidantes, ya
que el estrés oxidativo o la pérdida de este balance se correlaciona con muchas
enfermedades. Es por este motivo que los sistemas bioldgicos poseen una gran diversidad
de sustancias, de naturaleza enzimdtica y no enzimdtica, que constituyen los denominados
sistemas de defensa antioxidante. Para contrarrestar la excesiva produccion de agentes
oxidantes, el organismo posee sistemas de proteccion y mecanismos para luchar contra sus
efectos toxicos (Cayuela, 2010). Tales sistemas funcionan a tres niveles:

1) Sistemas que previenen la formaciéon de radicales libres, como los inhibidores de

enzimas que catalizan la formacién de los mismos,
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2) Cuando estos sistemas de proteccion primaria son insuficientes y los agentes oxidantes
ya estdn formados, se activan moléculas que los captan y eliminan su alta reactividad y se
las denomina antioxidantes, cuyo objetivo principal es prevenir la oxidacién de las
importantes molécula bioldgicas,

3) Cuando los sistemas de defensa antioxidantes no son suficientes y se produce dafio
oxidativo, se ponen en marcha mecanismos de reparacion que reconocen las moléculas
deterioradas y las reparan o reciclan, como en el caso de las proteinas y lipidos

modificados por oxidaciéon y ADN modificado (Duraékové, 2010).
1.1.7.2.Sistemas de defensa antioxidante endégeno enzimatico

Constituye la primera y mejor linea de defensa y elimina las ROS a través de

enzimas que trabajan en cadena (Figura I.1.3). Entre ellas se encuentran:

H,0+'1 0

o B

SOD 2 GSH NADP" Wy, g Glucosa 6-P
- Glucosa 6-P-

20,

deshidrogenasa

2 GSSG NADPH 6- fosfoglucano

Figura 1.1.3: Sistemas enziméticos de defensa antioxidante. GSH: glutatién, GSSG:
glutatiéon oxidado, NADP: nicotinamida adenindinucleétido-fosfato, NADPH:
nicotinamida adenindinucleétido-fosfato reducido, SOD: superéxido dismutasa (Adaptado
de Cayuela, 2010).

- Superdxido dismutasa (SOD): las superéxidos dismutasas son una familia de
metaloenzimas que catalizan la dismutacién del anidn superdxido en oxigeno molecular y
perdxido de hidrégeno segun la siguiente reaccion:

2H" +2 0y"— Hy,0, + O,
El H,O; producido por estas y otras enzimas, a diferencia del O™ que permanece en

su sitio de produccion, se difunde libremente a través del citoplasma y membranas
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celulares, razén por la que las células ponen en marcha otros sistemas enziméticos dentro
de la cadena de detoxificacion de radicales libres para evitar este proceso.

La familia SOD se distribuye de forma ubicua en casi todas las formas de vida
aerdbicas y se divide en cuatro clases basadas en cofactores metédlicos: SOD cobre / zinc
(CuZnSOD), SOD manganeso (MnSOD), SOD hierro (FeSOD) y niquel (SOD NiSOD).
Independientemente de su expresion basal estable en la fisiologia normal, la transcripcion
de SOD se rige por una diversa serie de estrés-estimulos internos y externos (Zelko y col.,
2002). En principio, CuZnSOD se encuentra predominantemente en el citoplasma,
mientras que MnSOD se encuentra en la mitocondria. La mayoria de las ROS se producen
en la cadena de transporte de electrones donde MnSOD juega un papel central en la
proteccién contra el dafio oxidativo (Chung y col., 2012), y su efecto antioxidante es
fuertemente dependiente de su nivel de expresion (Silva y col., 2005).

La induccién de las SOD también ocurre cuando hay una sobre produccién de O;".
Un exceso de SOD no acompafiado por la actividad de la Catalasa puede ser perjudicial

para el organismo, puesto que el peréxido de hidrégeno se acumula (Groeger y col., 2009).

- Catalasa (CAT): es una enzima peroxidasa que se encuentra en casi todos los
organismos vivos que estdn expuestos al oxigeno, y estd principalmente en los
peroxisomas. Esta enzima cataliza la descomposicion del peréxido de hidrégeno en
oxigeno molecular y agua segun la siguiente reaccion quimica:

2H,0,; — 2H,0 + O,
La CAT protege a las células del H,O, generado dentro de ellas, cuando su
concentracion es alta porque su afinidad es baja y tiene constantes de velocidad

relativamente elevadas (Nicholls, 2012).

- Glutatién peroxidasa (GPx): es una enzima que cataliza la reduccién del H,O, y
de hidroperdxidos orgédnicos empleando el glutation (GSH) como co-sustrato, el cual se
oxida pasando a glutatién oxidado (GSSGQG).

H,0, +2 GSH — GSSG + 2 H,O
ROOH +2 GSH — GSSG + ROH + H,O
Esta enzima se regula por una variedad de estimulos ambientales, especialmente el

suplemento de Se en la dieta (Lubos y col., 2011).
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- Glutation reductasa (GR): cataliza la conversion del GSSG a su forma reducida
(GSH) utilizando un equivalente redox en forma de NADPH y manteniendo asi el
equilibrio GSH/GSSG.

GSSG + NADPH + H" — 2 GSH +NADP”*
Tiene elevada afinidad por su sustrato, pero baja actividad catalitica. Esta enzima es
esencial para evitar la acumulacién de GSSG que es téxico para la célula (Paskerovd y col.,

2012).

- Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD): La G6PD participa del ciclo de las
pentosas, cuyo objetivo es producir NADPH (molécula que almacena poder reductor), para
permitir reacciones de 6xido-reduccidn en las diferentes células del organismo.

Glucosa-6-fosfato + NADP" — 6-fosfogluconolactona + NADPH + H
Las actividades de la GPx y de la GR estdn acopladas a la produccién de NADPH
por la G6PD en la via de las pentosas-fosfato (Yang y col., 2011).

- Oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) y la ciclooxigenasa-2 (COX-2): Dos
enzimas importantes que intervienen en la activacion de la respuesta inflamatoria son la
oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) y la ciclooxigenasa-2 (COX-2). iNOS y COX-2
pueden catalizar la sintesis de 6xido nitrico (NO) y de prostaglandina E2 (PGE2), que
causa sepsis y sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (Guha y Mackman, 2001). Por
lo tanto, la inhibicién de la expresion de estas enzimas o de sus productos puede ayudar a
reducir la inflamacién y condiciones relacionadas. La inflamacién crénica juega un papel
crucial en el desarrollo de trastornos relacionados con sindrome metabdlico, obesidad,
resistencia a la insulina, incluyendo la aterosclerosis (Arkan y col., 2005, Van Gaal y col.,

2006).

I.1.7.3.Sistema antioxidante endégeno no enzimatico

Esta integrado por una serie de sustancias de bajo peso molecular que en presencia

de compuestos oxidables (como ADN, proteinas o lipidos), se oxidan antes que éstos y
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retrasan, inhiben, previenen o amortiguan su oxidacion, la produccién de radicales libres o
sus efectos deletéreos. Constituyen un complemento de la acciéon de las enzimas

antioxidantes, siendo la GSH una de las principales.

- Glutation reducido (GSH): es el agente de detoxificacién celular mds abundante
y sus niveles se regulan en respuesta al estado redox. Reacciona con moléculas inestables
como las ROS, donando un equivalente de reduccién y se convierte en reactivo, pero
reacciona rdpidamente con otro glutation reactivo para formar GSSG, lo cual es posible
debido a la concentracion relativamente alta de glutation en las células. El1 GSH se
regenera a partir del GSSG, reaccion catalizada por la GR. En células y tejidos sanos, mds
del 90% de glutation estd en la forma reducida y menos del 10% existe como GSSG y la
relacion GSH/GSSG se considera un indicador del estado oxidativo (Circu y Aw, 2012,
Zhang y Forman, 2012).

1.1.7.4.Sistemas antioxidante exégeno

Existe un consenso cientifico creciente de que los antioxidantes provenientes de la
dieta reducen la incidencia de enfermedades como el cédncer, las neurodegenerativas y
cardiovasculares, reducen el dafio al ADN y tienen propiedades anti-envejecimiento. Los
antioxidantes exdgenos interactian con la red de antioxidantes endégenos, lo cual tiene un
efecto sinérgico en la actividad antioxidante total del organismo Algunos de los
antioxidantes derivados de los alimentos mds estudiados incluyen a las vitaminas C y E,

carotenoides y a los PF dentro del grupo de los flavonoides (Da Costa y col., 2012).

I.1.8. Malondialdehido (MDA) como indicador de peroxidacion lipidica

El estrés oxidativo puede ser cuantificado midiendo el malondialdehido (MDA),

que es un marcador bioquimico de la peroxidacion lipidica en plasma y tejidos (Rodrigo y

col., 2011). Es un producto de descomposiciéon de los lipidos oxidados y su aumento se

relaciona con el aumento del estrés oxidativo (Grotto y col., 2009). Reacciona con el dcido
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tiobarbitudrico, constituyendo lo que se conoce como sustancias reactivas con el acido
tiobarbitirico (TBARS).

La mayor parte de los estudios en animales que han medido TBARS plasmatico o
tisulares han reportado disminuciones significativas con el consumo de té o administracion
de PF (Frei y Higdon, 2003). Sin embargo, la utilidad del ensayo TBARS como una
medida de la peroxidaciéon de lipidos in vivo es cuestionable debido a su falta de
especificidad para MDA en muestras bioldgicas y su susceptibilidad a la oxidacién in vivo

(Janero, 1990).

I.1.9. Inmunoglobulina A secretora (sIgA)

El intestino tiene como funcién esencial la absorcién de nutrientes y agua para la
realizaciéon de las funciones corporales, contribuyendo también a la homeostasis idnica.
Sumado a lo anterior, debe mantener en el lumen la cantidad adecuada de microorganismos
que forman la microbiota, cumpliendo asi su funcién de barrera intestinal. Los
componentes de esa barrera son la capa de moco, la inmunoglobulina A secretora (sIgA),
los péptidos antimicrobianos, y el sistema inmune de la mucosa. Incluso la microbiota
puede ser vista como parte de ella, en cuanto a que es un factor modulador importante
implicado en su regulacién. Todos estos elementos funcionan de una manera altamente
integrada e interdependiente (Martinez-Augustin y col., 2014).

La sIgA luminal es producida mayoritariamente en forma local e inducida por
citoquinas. Constituye uno de los principales mecanismos de defensa en la mucosa
intestinal y resiste la intensa actividad proteolitica del lumen intestinal. La sIgA es capaz
de unirse y bloquear los antigenos microbianos y/o ayudar al sistema inmunolégico a
luchar contra los microbios invasores una vez que estdn a su alcance, también induce
aglutinacion bacteriana (Macpherson y col., 2008, Martinez-Augustin y col., 2014). Su
funcién mds importante es evitar la adhesion de antigenos a la superficie del enterocito,
mediante la formacién de complejos inmunitarios de gran tamafio que son retenidos en la
capa de mucus. De esta manera, neutraliza toxinas, virus y microorganismos (Fagarasan y
col., 2010). Por lo antes mencionado, la reduccién de la producciéon de sIgA tiene
consecuencias importantes para el huésped. Por ejemplo, ratones deficientes en slIgA

muestran un aumento en bacterias filamentosas segmentadas (Suzuki y col., 2004) y en los
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seres humanos, se ha asociado con el desarrollo de la enfermedad inflamatoria intestinal
(Marks y col., 2010). Es por esto que el contenido de sIgA fecal es un indicador de la
funcién inmune de la mucosa (Langkamp-Henken y col., 2012).

Anteriormente se menciond que los GE al ser fermentados producen butirato y se
cree que éste preserva la barrera de la mucosa coldnica al mantener uniones estrechas entre
las células epiteliales, aumentando el transporte de sIgA secretora en el colon (Masters y

col., 2010).

1.1.10. Especies reactivas de oxigeno y seiializacion celular

- Factor de transcripcion: El Nrf2 regula la expresion inducible de numerosos
genes de enzimas destoxificantes y antioxidantes, mediante su unién a una secuencia
especifica del ADN conocida como ARE (de sus siglas en inglés: "Antioxidant Response
Element"), que puede ser activada por diversos compuestos oxidantes y/o electréfilos de
naturaleza quimica muy diversa (Zhang, 2006).

- Factor nuclear: El factor nuclear kappa B (NF-kB) es una proteina que se une
al potenciador de la cadena ligera k de inmunoglobulinas en las células B. Pertenece a la
familia de los factores de transcripcion NF-kB que es ubicua y participa en la respuesta
inmune e inflamatoria, en el desarrollo, formacién, progresion y apoptosis de tumores
(Hayden y Ghosh, 2008). El NF-xB desencadena procesos de supervivencia, incluyendo el
aumento de la transcripcion de enzimas antioxidantes como la Superéxido Dismutasa,
Catalasa y Glutation. La sobreactivacion del NF-«xB se relaciona con inflamacion y cancer

(Echeverri y col., 2008).

I.1.11. Fibra y Metabolismo del Calcio (Ca)

El Calcio (Ca) tiene como funcién principal la construccion y el mantenimiento de
huesos y dientes, y ademds otras funciones metabdlicas de vital importancia. Actia como
mediador intracelular cumpliendo una funcién de segundo mensajero, interviene en las
funciones de las membranas celulares, es esencial para la transmision del impulso nervioso

y la formacién de neurotransmisores, participa en el funcionamiento del musculo
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esquelético y la contraccion del misculo liso y es necesario en los procesos de coagulacion
sanguinea (Campbell, 2014).

La mayor parte de la absorcion del Ca se produce en el intestino delgado, siendo en
promedio 30% en los adultos. Sin embargo, si el mineral continta ionizado y en solucién,
alrededor de un 5% se absorbe en el colon (Sdnchez y col., 2002). La regulacién del Ca es
compleja, se realiza en forma precisa y es llevada a cabo por el sistema endocrino que
permite un equilibrio dindmico del catién entre los distintos compartimentos corporales, de
forma que el Ca disuelto del medio extracelular y parte del que se encuentra en el hueso
son intercambiables (Pérez-Llamas y col.,, 2010). El Ca y el P forman parte de la
hidroxiapatita, un componente importante de los huesos y los dientes.

Los GE de cereales podrian contribuir a la buena salud de los huesos, cartilagos,
dientes, coldgeno, articulaciones y tendones, por la acciéon combinada del 4cido linolénico,
Fe, Zn, Mg, Mn, Cu, P, Ca, K, 4cido nicotinico, tocotrienoles, filoquinona (vitamina K) y
b-criptoxantina. La relacién Ca:P en los principales cereales, y la observada en sorgo es de
aproximadamente 0,08 a 0,41 (Ojeda y col., 2010), la cual se halla por debajo de la
proporcién de 1:1 a 2:1 que se recomienda para un uso satisfactorio del Ca en el cuerpo
(Velasco y col., 2009). Es poco probable que el Ca de los cereales de GE contribuya
significativamente a la salud de los huesos y los dientes (Fardet, 2010). Sin embargo, el GE
de trigo contiene también potenciadores de la absorcion de Ca, como ser fructanos y
almidon resistente, que aumentan la absorcién aparente de Ca de 20 a 50% en ratas. De
manera similar, la inulina aumenta la absorcién de Ca en alrededor de un 12% en humanos
(Coudray y col., 1997, Lépez y col., 2000, Lépez y col., 2001).

El efecto de los oligosacdridos indigeribles, tales como los fructanos, en la
absorcion y el metabolismo de Ca, y la salud de los huesos (medido por indices tales como
el contenido mineral 6seo y la densidad, y/o tasa de resorcidén Osea/osteopenia) estd cada
vez mds reconocida hoy en dia, tanto en ratas como en humanos (Scholz-Ahrens y col.,
2007a, Scholz-Ahrens y Schrezenmeir, 2007b). La absorcion de Ca se ve reforzada con la
ingesta de alimentos no digeribles y altamente fermentables, principalmente fructanos
(Van den Heuvel y col., 2000, Tahiri y col., 2003). Estos efectos pueden deberse a que
luego de la fermentacion en colon, el pH luminal disminuye favoreciendo la solubilidad del
Ca y aumentando su absorcidn paracelular y transcelular (Cummings y Macfarlane, 2002,

Tahiri y col., 2003).
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Otra consideracién a contemplar cuando se trabaja con GE, es la presencia de 4cido
fitico que inhibe la absorcién de Ca y otros minerales. Sin embargo, los procesos
tecnoldgicos antes mencionados como la extrusién pueden reducir el contenido de acido

fitico (Llopart y col., 2013) y mejorar la bio-accesibilidad del Ca.

I.2. EL GRANO DE SORGO

I.2.1. Generalidades, composicion y caracteristicas

El sorgo es un cultivo herbiceo de la familia Poaceae o Graminae, subfamilia
Panicoideae, tribu Andropogoneae, especie Sorghum bicolor (L.) Moench (Collar, 2007).
Este cereal responde muy bien a una diversidad de suelos, con caracteristicas adversas de
fertilidad, textura, pendiente, pedregosidad y pH. En algunas regiones del mundo, este
cultivo estd sustituyendo al maiz por su resistencia a enfermedades virales y fingicas, y
poca demanda de agua, lo que lo convierte en un cereal de menor costo (Zeledén y col.,
2007, INTA, 2013). Su importancia ha aumentado considerablemente en los tltimos afios
debido a su utilizacién en la alimentacién humana (Zeledén y col., 2007). Por su buena
adaptabilidad y rendimiento se lo ha denominado “el cereal del siglo XXI” (Pérez y col.,
2010).

Los granos de sorgo generalmente son de forma esférica, con peso aproximado de
20 a 30 mg, y pueden ser blancos, rojos, amarillos, pardos o marrones. En los granos
disecados se encontrd un 7,9% de pericarpio (presumiblemente pericarpio mas testa y
aleurona), 9,8% de germen y 82,3% de endospermo (Gil, 2010).

Los granos de sorgo son de tipo cariopsis, en el que el pericarpio esta totalmente
unido al endospermo (Collar, 2007). Posee un pericarpio grueso compuesto por tres capas:
el epicarpio, el mesocarpio y el endocarpio. A diferencia de otros cereales, el sorgo
contiene granulos de almidon en su pericarpio, que se localizan en el mesocarpio
(Hoseney, 1991).

Respecto a la composicion del sorgo, en la Tabla 1.2.1 se presentan los contenidos

en 100 g de porcion comestible.
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Tabla 1.2.1: Composicion quimica del sorgo (g/ 100g de porcion comestible) (Gil, 2010).
Humedad | Carbohidratos | Proteinas | Lipidos | Minerales Fibra
digeribles dietaria
14.0 59.3 83 3.1 1.5 13.8

> >

>

Aproximadamente el 80%, 16% y el 3% de las proteinas se encuentran en el
endospermo, en el germen y en el pericarpio, respectivamente (Taylor y Schiissler, 1986).
En la Tabla 1.2.2 se pueden observar algunos de los aminoacidos y la calidad proteica del
grano de sorgo.

Por no tener prolaminas toxicas, este cereal es un ingrediente apto para ser
consumido por toda la poblacion, incluida la celiaca. El sorgo puede usarse como sustituto

del trigo en productos cocidos libres de gluten, generalmente sin levadura (Collar, 2007).

Tabla 1.2.2: Aminoacidos y calidad proteica del grano de sorgo (Gil, 2010)..

Aminoacidos (g/ 100g de proteina)
Lisina 2,7
Treonina 3,3
Metionina + Cistina 2.8
Triptofano 1,0

Calidad proteica (%)
Digestibilidad 84.8
Valor biologico 59,2
Utilizacion proteica neta 50,0

El almid6n, principal componente de los granos, comprende el 80-82% del
endospermo, y tiene una composicion similar a la de los granulos de almidén de maiz. El
almidén del sorgo contiene 70-80% de amilopectina y 20-30% de amilosa. En el sorgo
ceroso o waxy, el almiddn estd compuesto por amilopectina (mas de 97%) con propiedades
similares a las del maiz waxy (Serna-Saldivar y Rooney, 1995).

La dureza del endospermo en granos de sorgo es determinada por la genética y el
medio ambiente. El endospermo se compone de dos partes: una cérnea, que contiene
granulos de almidén estrechamente vinculados en una matriz de proteina rigida y se
caracteriza por ser traslicida y mds resistente a la molienda, y la otra harinosa opaca,
blanda, con menor contenido de proteinas y més facil de romper durante el procesamiento

(Rooney, 2004).

21



En cualquier material de semilla hay dos fuentes de fibra alimentaria: la cdscara o
el pericarpio y los componentes estructurales de la pared celular. El principal componente
de FI del sorgo es la celulosa y varia del 1,19 al 5,23 % (FAO, 1995).

El sorgo contiene entre 2,1 y 5% de lipidos. El 75% de los lipidos esta en el germen
y el resto queda repartido mas o menos por igual, entre el salvado y el endospermo

(Hoseney, 1991). La composicion de acidos grasos del sorgo se presenta en la Tabla 1.2.3.

Tabla 1.2.3: Acidos grasos de sorgo (Hoseney, 1991)..

Acidos grasos %
16:0 (palmitico) 12
18:0 (estearico) 1
18:1 (oleico) 35
18:2 (linoleico) 49
18:3 (linolénico) 3

El germen representa un 9,8% del peso del grano. En €l se concentran vitaminas,
minerales, proteinas, azicares y aceite y resulta la parte con mayor valor nutricional (FAO,
1995).

Respecto a los micronutrientes, el sorgo contiene vitaminas del complejo B y
algunas variedades de endospermo amarillo contienen beta-caroteno, que podria ser
convertido en vitamina A por el cuerpo humano. Entre las vitaminas B, las concentraciones
de tiamina, riboflavina y niacina son semejantes a las del maiz. Sin embargo, diferentes
investigadores han observado amplias variaciones en las concentraciones, especialmente
para la niacina (Hulse y col., 1980). En el grano de sorgo también se han encontrado
cantidades detectables de otras vitaminas liposolubles, como ser, D, E y K. En el grano del
sorgo, la materia mineral estd distribuida desigualmente y se halla méas concentrada en el
germen y en el revestimiento de la semilla (FAO, 1995).

Todos los sorgos contienen dcidos fendlicos, la mayoria contienen flavonoides y
sOlo algunas variedades con testa pigmentada presentan taninos condensado (Dykes y
Rooney, 2006). Los dcidos fendlicos se encuentran en el pericarpio, la testa, la capa
aleurona y el endospermo (Hahn y col., 1984). Hahn y col. (1983) identificaron &dcidos
fendlicos libres y ligados en el sorgo. Los libres se encuentran en las capas externas (testa,
pericarpio, y aleurona), mientras que los 4cidos ligados estdn asociados con las paredes

celulares (Hahn y col., 1984, Yu y Tuinstra, 2001). Segiin Hahn y col. (1983), los 4cidos
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fendlicos en sorgo estdn presentes principalmente en forma ligada y entre ellos predomina
el 4cido ferulico. Los fitoquimicos presentes en sorgo, como los compuestos fendlicos, son
importantes para la nutricion humana (Awika y Rooney, 2004). Entre los cereales, el sorgo
posee uno de los contenidos mds alto de compuestos fendlicos, alcanzando hasta 6 g/100 g
en algunas variedades (Dicko y col., 2005), ademds de tener casi todos los tipos de
compuestos fendlicos (Awika y Rooney, 2004). Los fenoles mds abundantes en sorgo son
el 4cido cafeico, cumdrico, ferdlico y sindpico (Hahn y col., 1983, Verbruggen y col.,
1993).

Los granos de sorgo, en mayor o menor medida, tienen sustancias tdnicas. Algunos
solo tienen PF solubles o hidrolizables (4cidos gélico y eldgico) y otros, ademds poseen
taninos condensados (catequinas, flavonoides, etc.). Estos dltimos estdn ubicados en la
testa o cubierta seminal y de acuerdo al grosor de ésta, varia su contenido (Castro, 2002).
Los taninos son sefalados como los responsables de la mayor o menor preferencia de los
péjaros a los granos de sorgo (porque generan astringencia). Esta ventaja agrondmica se
acompafia con desventajas nutricionales (Serna-Saldivar y Rooney, 1995), ya que bajo
condiciones Optimas, los taninos del sorgo son capaces de unirse y precipitar proteinas
(Butler y col., 1984), ademds de reducir la biodisponibilidad de micronutrientes (Walter y
col., 2004). Opuestamente se plantea que las proantocianidinas (taninos condensados),
originalmente clasificadas como factores antinutricionales, pueden tener beneficios para la
salud de los seres humanos al actuar como antioxidantes (Clifford, 2000, Awika, 2003a).

El color del pericarpio no es un indicador fiable de los taninos en sorgos. Boren y
Waniska (1992) investigaron el contenido de taninos en una amplia variedad de sorgos que
diferfan en el color del pericarpio. Sorgos blancos, amarillos, rojos, o0 marrones pueden o
no tener taninos dependiendo de la presencia de una testa pigmentada. Esto estd controlado
principalmente por los genes y las variedades de sorgo se dividen en tres grupos basados
en su genética y los andlisis quimicos (Dykes y Rooney, 2006):

e Tipo I: no poseen testa pigmentada, no contienen taninos y tienen bajos niveles de
fenoles.

e Tipo II: poseen testa pigmentada, contienen taninos condensados en baja o nula
cantidad y presentan taninos hidrolizables que se depositan en vesiculas dentro de

la testa.

23



e Tipo III: poseen testa pigmentada y contienen taninos condensados que se
depositan a lo largo de las paredes celulares de la testa y algunos estdn presentes
en el pericarpio (Earp y col., 2004).

En la Figura 1.2.1 se puede apreciar la estructura de un grano de sorgo con y sin

testa pigmentada.
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Figura 1.2.1: Corte transversal de granos de sorgo con y sin testa pigmentada (Adaptada

de Chessa, 2007).
I.2.2. Utilizacion y situacion actual del Sorgo

El sorgo se cultiva para obtener alimentos, piensos y bebidas alcohdlicas y no
alcohdlicas, alimentos de malta y biocombustibles (CODEX, 2012). El mercado derivado
del sorgo es muy amplio, dado que este cereal puede ser molido (por molienda seca o
himeda), extrudido, popeado, panificado, pastificado, fermentado, es decir, se le pueden
aplicar todos los procesos que se utilizan actualmente en la tecnologia de cereales. Se
comercializan alimentos a base de GE o harina de sorgo, tales como: alimentos libres de
gluten, galletas, cereales, barras, panes, pastas, bizcochos, cerveza libre de gluten,
aperitivos, embutidos, entre otros (Collar, 2007, Barberis y Sanchez, 2013).

El sorgo es muy versitil, y ademds de utilizarse como alimento para animales y
humanos, es una fuente potencialmente importante de nutracéuticos tales como los
compuestos fendlicos y antioxidantes. Sumado a lo anterior, puede ser importante como

fuente de bioetanol y otros productos bioindustriales (Taylor y col., 2006, Collar, 2007).
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Entre los afios 2006 y 2010, en Argentina se duplicé el drea de siembra de este
cultivo, pasando de 0,5 a 1 M/ha. Una parte del drea de sorgo (el 20% aproximadamente
entre sorgos graniferos, sileros y azucarados) es destinada a la elaboracion de silos, y el
resto es destinado a la produccién de granos de diferentes calidades y objetivos (consumo
animal, uso industrial, bioenergia (etanol), molienda seca, molienda himeda, etc.). En la
Figura 1.2.2 se presenta la “Cadena de valor del Sorgo” (Bragachini y col., 2012).

El sorgo es un cereal que ha sido alimento basico importante en otros lugares del
mundo como Asia y Africa a lo largo de muchos siglos. Este cultivo sigue siendo la fuente
principal de energia, proteinas, vitaminas y minerales para millones de habitantes de las
regiones mds pobres del mundo (FAO, 1995). El cultivo del sorgo es frecuentemente
establecido en suelos pobres por pequefios agricultores que tienen pocos recursos para
controlar la humedad, disponer de fertilizantes, insecticidas y otros insumos que
incrementan el rendimiento. Este cultivo presenta una comprobada versatilidad en
resistencia, contabilidad y estabilidad de rendimiento bajo condiciones muy adversas,
debido a que ha demostrado su adaptabilidad a un rango variado de métodos de cultivo y
clima (Alcolea y col., 2005).

Este cultivo tiene gran importancia a escala mundial, pues estd comprobado que
puede sustituir a cereales como el trigo y el maiz en la mayoria de sus usos, tanto en la
alimentaciéon humana como en la produccion de forraje o grano para la ceba de animales,
como asi también en la industria (Pérez y col., 2010).

En Argentina, el sorgo no forma parte de los principales cultivos, pero si le permite
tener cierto protagonismo mundial, ya que Argentina estd ubicada en el 5° puesto a nivel
de produccidn y el 2° en exportacion, después de Estados Unidos. Los principales destinos
de las exportaciones son Japén (35%), Chile (21%), Brasil (8%) y Colombia (7%). El
consumo interno se mantiene estatico y se trabaja arduamente para satisfacer los requisitos
del mercado externo (Batista, 2010) especialmente los de Japdn, cuya limitante es el
porcentaje de taninos presentes. La exigencia es que sea menor a un 0,2% y si no se logra
satisfacer esto, las sanciones implican descuentos en el precio.

El sorgo que se considera apto para consumo humano es el que no posee taninos
condensados, ya que éstos son compuestos que afectan negativamente el valor nutritivo del
sorgo. Como ya se ha mencionado, la ventaja agrondémica de la presencia de taninos (al

disminuir la preferencia de los pdjaros por los granos de sorgo), va acompaiiada de
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desventajas nutricionales, principalmente su capacidad de formar complejos menos
digeribles con proteinas, en menor medida a la inhibicion de las enzimas digestivas (Butler
y col., 1984, Serna-Saldivar y Rooney, 1995, Taylor y col., 2007), y a la reduccién de la
biodisponibilidad de micronutrientes (Walter, 2004). En las normas del CODEX que rigen
para la harina de sorgo, se establece que el contenido de taninos no deberd exceder el 0,3%
respecto a la materia seca. En el nuevo estdndar de comercializacion de sorgo Resolucion
554/2011 Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA, 2011),
Norma XVIII. Sorgo Granifero 2.2.1: se clasifica al sorgo como bajo tanino o sin taninos
condensados, cuando el lote o partida contenga no mas de cinco por ciento (5%) de granos
con taninos condensados. Entiéndase por granos con taninos condensados, aquellos que
son identificados como tales en la “prueba de blanqueo con hipoclorito de sodio
(lavandina) con base hidroxido de sodio”.

En la actualidad, el concepto de nutricién ha evolucionado notablemente gracias a
la investigacion constante en ciertas dreas de interés. Las prioridades ya no se encuentran
sOlo centradas en las carencias nutricionales sino en la relacidon entre alimentacion y
enfermedades crénicas no transmisibles. Los consumidores, conscientes de sus
necesidades, buscan en el mercado aquellos productos que contribuyan a su salud y
bienestar (Olagnero y col., 2007). Siguiendo esta tendencia, reciben abundante informacién
sobre las propiedades saludables de los alimentos, en especial de aquellos alimentos que
ejercen una accion beneficiosa sobre algunos procesos fisioldgicos y/o reducen el riesgo de
padecer una enfermedad. Estos alimentos que promueven la salud han sido denominados
Alimentos Funcionales, y son aquellos capaces de aportar sustancias con funciones
fisiolégicas definidas, brindando beneficios adicionales para la salud de quien los
consume. Para que un alimento pueda ser considerado funcional, debe demostrar que posee
un efecto benéfico sobre una o varias funciones especificas del organismo, mas alld de los
efectos nutricionales habituales, que mejora el estado de salud y de bienestar, o bien que
reduce el riesgo de una enfermedad. Esto significa que estos alimentos deben contener,
necesariamente, alguno de los llamados componentes o ingredientes funcionales, entre los

cuales pueden mencionarse las vitaminas y la fibra (ANMAT, 2002).
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Figura 1.2.2: Cadena de valor del sorgo (Adaptado de Bragachml y col., 2012).

1.3. Alimento funcional

Teniendo en cuenta estos lineamientos, la mayoria de los cereales y/o sus
constituyentes son utilizados usualmente para formular alimentos funcionales, debido a
que promueven varios efectos benéficos, tales como: reduccion de los niveles de colesterol
en sangre, prevencion de algunos tipos de cdncer, accidén laxante, disminucién de

enfermedades coronarias, diabetes y obesidad. Se los utiliza principalmente como sustratos
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fermentables (prebidticos) que permiten el desarrollo de microorganismos probidticos
(Vitali y col., 2008).

Los cereales y sus derivados constituyen la base de la alimentacién humana (Slavin,
2005) y si durante la molienda sus componentes se mantienen en las mismas proporciones
que en las que existen en el grano intacto, el producto obtenido se clasifica como “harina
de grano entero” (Richardson, 2003). De este modo, cuando estas harinas son utilizadas en
la elaboracion de alimentos, éstos podrian reconocerse como funcionales, debido a que
contienen componentes bioactivos en concentraciones cuantificables, capaces de ejercer un
efecto positivo sobre la salud, més alld de su capacidad de nutrir, al ser consumidos como
parte de la dieta habitual (Roberfroid, 2000, Roberfroid, 2002).

En este sentido, los granos enteros de sorgo pueden ser utilizados como
componentes de alimentos funcionales, debido a su contenido de fibra y compuestos
polifendlicos antioxidantes (Awika y col., 2003b). En un estudio donde se evaluaron las
caracteristicas nutricionales de cuatro cereales (cebada, mijo, centeno y sorgo), entre ellas
la fibra, el almiddn resistente, minerales, fenoles totales y las propiedades antioxidantes, se
concluyé que el sorgo y la cebada son una promesa como ingredientes de alimentos
saludables (Ragaee y col., 2006). Ademds, otra valiosa ventaja nutricional de este cereal, es
que se puede utilizar como materia prima para el desarrollo de un alimento libre de trigo,

avena, cebada o centeno, lo que permitird integrar a la creciente poblacion celiaca.

I.4. Enfermedad celiaca

La enfermedad celiaca es una enteropatia autoinmune producida por la intolerancia
permanente al gluten de ciertos cereales, mediada por células en individuos genéticamente
predispuestos (Catassi y col., 2007, Torresani y Somoza, 2009). El término gluten se utiliza
para denominar a proteinas contenidas en el trigo, avena, cebada y centeno (TACC).
Especificamente, éstas corresponden a las prolaminas, llamadas gliadinas en el trigo,
hordeinas en la cebada, secalinas en el centeno y aveninas en la avena (Shewry y Halford,
2002).

La celiaquia es considerada la enfermedad intestinal cronica mds frecuente. A pesar

de que atin no hay registro de casos en nuestro pafs, estudios preliminares indicaron una
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prevalencia de aproximadamente 1: 200. Sin embargo, actualmente se calcula que 1 de
cada 100 personas es celiaca (Ministerio de Salud, 2015).

La mayorfa de las manifestaciones de esta enfermedad son gastrointestinales, e
incluyen dolor y distensiéon abdominal, digestion prolongada y alteracion intestinal (diarrea
y/o estrefiimiento) en asociacién con deficiencias de oligoelementos, vitaminas y
minerales, siendo esta la razén por la que a menudo se acompaiia de anemia, osteoporosis
y otras manifestaciones extra-intestinales. Mientras que la diarrea se consideraba un
sintoma habitual, éste no es el caso en el adulto, donde hasta el 50% de los pacientes tienen
estrefiimiento predominante. También es conveniente considerar que hasta el 30% de los
pacientes celiacos tienen sobrepeso (Rodrigo Sdez, 2006).

Clinicamente se caracteriza por una lesion variable de la mucosa intestinal, que en
muchos casos muestra sindrome de mala absorcién, especialmente de triglicéridos de
cadena larga, disacdridos, proteinas, hierro, dcido félico y vitaminas liposolubles (Catassi y
col., 2007, Torresani y Somoza, 2009). Algunos estudios han demostrado que la mayoria
de estas deficiencias nutricionales desaparecen después de seguir estrictamente una dieta
libre de gluten (Bardella y col., 2000, Hallert y col., 2002), pero otros muestran que esta
dieta no garantiza una ingesta adecuada nutricional, manifestindose deficiencias
principalmente en dcido félico, niacina vitamina B12 y fibra (Thompson y col., 2005,
Saturni y col., 2010). La inadecuada ingesta de fibra probablemente estd relacionada con la
composicién de muchos alimentos libres de gluten, hechos con almidones y/o harinas
refinadas (Thompson y col., 2005). Se ha observado que los alimentos sin TACC presentan
altos niveles de lipidos, azicares y sal. Sumando a lo anterior, los sujetos con enfermedad
celiaca tienden a compensar las restricciones de una dieta libre de gluten con el consumo
de alimentos que contienen altos niveles de grasa, azdcar y calorias (Mariani y col., 1998,
Bardella y col., 2000, Hopman y col., 2000). Todos estos componentes tienen un efecto
negativo sobre la salud y ésto debe ser seriamente considerado debido a la limitada oferta
de productos alimenticios destinados a esta poblacion, que induce un alto consumo de
productos sin gluten envasados, tales como aperitivos y galletas (Caponio y col., 2008).
Por lo tanto, se ha sugerido que, paraddjicamente, una dieta estricta libre de gluten puede
ser un factor de riesgo nutricional por generar opciones alimentarias incorrectas (Mariani y
col., 1998, Hopman y col., 2000). La dieta exenta de gluten no constituye ningtin problema

desde el punto de vista nutricional, ya que la exclusiéon del mismo no genera déficit
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nutricional alguno, pero supone una complicacion en el desarrollo de la vida social y una
reduccidn en la variedad de alimentos que se consumen (Vitoria y Bilbao, 2013).

En cuanto al precio de los alimentos sin TACC, los productos disponibles en el
mercado etiquetados sin gluten son significativamente mds caros que sus productos
andlogos con gluten (Lee y col., 2007, Stevens y Rashid, 2008, Singh y Whelan, 2011).
Lee y col. (2007) han sugerido que granos alternativos como la quinua podrian representar
una alternativa menos costosa con respecto a las opciones sin gluten, y de esta forma
también se podria aumentar el cumplimiento de la dieta por reduccién de la carga
econdémica. La principal dificultad que encuentran las personas celiacas para adherirse
estrictamente al tratamiento es que las harinas de cereales son ampliamente utilizadas en la
industria alimentaria y estdn presentes en numerosos productos alimenticios, limitando sus
opciones (Vitoria y Bilbao, 2013).

El sorgo podria utilizarse como materia prima para la elaboracién de alimentos sin
TACC, por ser un cereal de bajo costo (Zeledon y col., 2007, INTA, 2013), otorgando
variedad a la alimentacién y ademads, si se lo utiliza como GE se incorporarian vitaminas,

minerales y fibra, necesarios en estos pacientes.

I.5. EL PROCESO DE POPEADO

I.5.1. Generalidades

Los granos de cereales se han utilizado durante siglos para la elaboraciéon de
alimentos, tratando de disminuir microorganismos indeseables y mejorar su perfil
nutricional a través de la inactivacion de algunos antinutrientes. El popeado es una técnica
de transformacion que no s6lo mejora la vida util, sino que también cocina los granos, les
afiade sabor y, por tanto, aumenta su aceptabilidad. El popeado implica la explosion del
grano, con la consiguiente transformacion del cereal, que permite obtener otra variedad de
productos, o harinas precocidas para elaborar alimentos (Mishra y col., 2014).

El popeado es un método tradicional muy sencillo, econémico y répido, donde los

granos se exponen a altas temperaturas por corto tiempo (HTST), produciendo un
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sobrecalentamiento instantdneo dentro de los granos, que cocina al mismo y amplia el
endospermo al escapar el vapor de agua con gran fuerza a través de los microporos de su
estructura (Nath y col., 2007, Sharma y col., 2014).

El producto popeado mas estudiado y tradicional del mercado son las “palomitas de
maiz”, las cuales se venden en lugares como cines y estadios deportivos, y se han
transformado en una merienda versatil y nutritiva, cada vez mas popular (Shimoni y col.,
2002, Gokmen, 2004). El aumento del consumo cotidiano se debe a la conveniente
utilizacién del microondas para elaborarlas, como asi también a las distintas formas de
preparacion que ofrecen mds sabores, con sal, mantequilla y recubiertas de caramelo.
Ademds, con los cereales popeados se pueden elaborar bocadillos, alimentos especiales y
desarrollar alimentos complementarios (Mishra y col., 2014).

El grano de sorgo presenta una composicion quimica similar a la del maiz, por lo
que la tecnologia de procesamiento para la obtencién de productos alimentarios e
industriales a base de maiz, como lo es el popeado, es aplicable al sorgo con la finalidad de
utilizar eficientemente su potencial como materia prima en la elaboracion de diversos

productos (FAO, 1995).

I.5.2. Factores que afectan el proceso de popeado

Existen diferentes métodos para hacer estallar los granos. Para producir el popeado,
el método convencional es el de calor seco con aire, como ser el lecho fluidizado, pero
también es posible obtenerlo en aceite caliente y microondas. Cada uno de estos métodos
tiene sus condiciones Optimas y rendimientos (Yenagi y col., 2005).

Aunque una amplia variedad de cereales se utilizan para estallar, s6lo unos pocos
de ellos popean bien. Esto se debe a que son multiples los factores que influyen en la
capacidad de estallar de los cereales, tales como la variedad, la composicion, el contenido
de salvado, el grosor del salvado, el contenido de humedad, el tipo y proporcion de
endospermo corneo, la resistencia del pericarpio, las caracteristicas fisicas de los granos y
el método de estallar. Sumado a lo anterior, también influyen las pricticas a las que se han
sometido los granos previo a la explosion, ya que los dafios en la superficie del mismo

afectan al volumen y rendimiento de expansion que puedan alcanzar (Lin vy
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Anantheswaran, 1988, Ziegler, 2001, Hoke y col., 2005, Joshi y col., 2014, Pawar y col.,
2014).

Existen pardmetros fisicos que permiten estudiar los granos. Los principales son el
peso hectolitrico, peso de mil granos, tamafio, forma, dureza y densidad del grano,
flotacion y relacion de molienda (De Dios y col., 1992, Salazar, 2000). Se ha documentado
que los granos que contienen una alta proporcién de endospermo harinoso presentan una
menor densidad aparente (Pedersen y col., 2000). Un mayor peso hectdlitro y densidad
aparente de los granos de sorgo estdn relacionados con una mayor dureza (Montiel y col.,
2011). A la vez, los granos con una mayor relaciéon de molienda son mds duros (ricos en
endospermo vitreo) y producen un mayor tamafio de particula respecto a los granos
blandos (Chandrashekar y Kirleis, 1988). Ademads, el porcentaje de granos que flotan en
una solucién de densidad conocida es menor cuando poseen altas proporciones de
endospermo vitreo (Jambunathan y col., 1992). Con lo cual se espera que mientras mas
duro es el grano, es decir mayor relacién molienda, peso hectolitrico y densidad aparente y
menor flotabilidad, mayor serd el volumen adquirido del producto popeado (Thorat y col.,
1988, Gupta y col., 1995, Gokmen, 2004).

De acuerdo con Murty y col. (1982) la buena expansion de los granos de sorgo se
relaciona con granos de tamafio pequefio, espesor de pericarpio medio y endospermo duro.
Thorat y col. (1988) reportaron una relacién positiva entre la tasa de expansion de los
popeados, la dureza y la densidad aparente de las semillas de sorgo. El rendimiento del
popeado también tuvo una fuerte correlacion positiva con la dureza del grano.

La disminucién en el volumen y el tamaifio de los granos explotados va mds alld del
contenido de humedad (H) critico y se puede explicar por la ruptura del pericarpio a cierta
T, cuando la presion dentro del niicleo es baja. Con un aumento en el contenido de H del
nucleo, la T de fusién del pericarpio disminuye, por lo tanto, cuando el contenido de agua
es alto, la presion en el nicleo en el momento de estallar es menor, por lo que se genera
menor expansion y menor volumen final (Shimoni y col., 2002). El pericarpio genera una
resistencia mecdnica que permite mantener la alta presién en las palomitas, favoreciendo el
aumento de volumen al estallar (Hoseney y col., 1983). Ademads, la T de transicién vitrea
(Tg) de los polimeros amorfos puede influir en la acumulacién de presion dentro de los
granos. Se sabe que el aumento del contenido de H de materiales poliméricos, tales como

almidon, proteinas, y polisacdridos no amilaceos, reduce la Tg (Hoseney, 1994). Es posible
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que ante un contenido de H elevada, las regiones amorfas de los granulos de almidén en el
endospermo se transformen del estado vitreo al estado gomoso. Del mismo modo, los
polisacdridos no amildceos en el pericarpio pueden sufrir tal transiciéon y reducir la
acumulacién de H en el grano. Por otro lado, a menor contenido de H la caida del volumen
y el tamano del popeado pueden ser debido a la falta de presion suficiente para reventar el

pericarpio (Gokmen, 2004).

I.5.3. Transformaciones del material durante el popeado

Se sabe que el lecho fluidizado aumenta la transferencia de calor y la superficie de
contacto con la masa, permitiendo un calentamiento en forma uniforme. Por ello se lo
considera un proceso HTST (Mishra y col., 2014).

El popeado es un proceso en el que se calientan los granos hasta que la H interna se
expande y sale a través de la capa exterior (Arkhipov y col., 2005). El pericarpio actia
como un recipiente a presion, manteniendo al vapor de agua sobrecalentado. Cuando éste
se rompe, se libera la presion. El vapor sobrecalentado se produce dentro de los granos por
calentamiento instantdneo. Esto cocina a los grdnulos de almid6n y amplia el endospermo
mientras escapa con gran fuerza a través de los microporos de la estructura de grano
(Hoseney y col., 1983).

Luego de la expansién por el proceso de popeado, a través de microscopia
electrénica, se observaron burbujas de aire en el endospermo, con una pelicula de almidén
gelatinizado. También se notd que las paredes celulares de las palomitas de maiz fueron
completamente destrozadas en fragmentos, algunos de los cuales tenian menos de 1um de
didmetro. El endospermo harinoso fue ligeramente expandido. Esto verifica que la
expansion y la gelatinizacion de granulos de almidon desempefian un papel importante en

la formacién de la espuma del grano reventado (Parker y col., 1999).

1.5.4. Métodos de evaluacion del material popeado

El volumen que adquieren los cereales luego del popeado se define por unidad de

peso de muestra. Es la caracteristica principal de las palomitas de maiz y el atributo més
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importante para el consumidor (Dofing y col., 1990, Ziegler, 2001, Ceylan y Karababa,
2002, Shimoni y col., 2002). Por otra parte, la textura de las palomitas de maiz se
correlaciona positivamente con el volumen de expansién (Shimoni y col., 2002).

En el proceso de explosion (“popping”), el volumen es afectado principalmente por
el agua contenida en el grano y cuando el contenido de agua es optimo el volumen es
maximo (Shimoni y col., 2002). Este factor es el més critico, ya que afecta la velocidad de
transferencia de calor y la presion que se acumula en los granulos de almidén (Hoseney y
col., 1983). Se ha demostrado que el mdximo volumen de expansién se produce con
humedades que van de 11,0 a 15,5% (Metzger y col., 1989, Song y col., 1991, Allred-
Coyle y col., 2000, Shimoni y col., 2002). Pero es necesario considerar que la H 6ptima
para alcanzar el mayor volumen de expansion depende de la variedad del grano (Haught y
col., 1976, Lin y Anantheswaran, 1988). Si el contenido de H esta por debajo o por encima
del valor 6ptimo, la expansion serd insatisfactoria (Gokmen, 2004). Metzger y col. (1989)
reportaron que al contenido 6ptimo de H, el aire caliente produce un mayor volumen de
popeado de palomitas de maiz que el aceite.

El rendimiento del popeado es una caracteristica imprescindible a considerar, que
relaciona los granos que explotaron con los que no lo hicieron (Sreerama y col., 2008). La
correlacion de las caracteristicas intrinsecas con el rendimiento final como medida de
calidad puede proporcionar una predicciéon simple y fiable (Ohnson y Fox, 1991). La
evaluacién de los mecanismos genéticos y ambientales que influyen en las caracteristicas
fenotipicas y ayudan a predecir el rendimiento, es una parte esencial del fitomejoramiento
(Stuber y col., 1992). Las caracteristicas fisicas y quimicas de las palomitas de maiz que
influyen en el rendimiento, también son consecuencia de las pricticas previas utilizadas
(Ziegler, 2001). El rendimiento de los expandidos es una caracteristica de calidad final y se
ha transformado en el foco principal de los productores y los programas de mejoramiento
de palomitas de maiz (Dofing y col.,, 1991). El acondicionamiento a 14% de H en
comparacion con bajas H (8%), permitié obtener los mayores rendimientos,
considerdndose la H 6ptima (Sweley y col., 2012). En un trabajo realizado en sorgo, no se

encontrd correlacion entre el volumen especifico y rendimiento (Viraktamath y col., 1972).
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1.6. ELPROCESO DE EXTRUSION

I.6.1. Generalidades

La palabra extrusion proviene del latin "extrudere" que significa forzar un material
a través de un orificio. La tecnologia de extrusién tuvo su origen en la industria de los
plasticos, pero ha ganado popularidad en la industria de alimentos debido a las ventajas
que ofrece, tales como su mayor versatilidad y flexibilidad de operacién, permitiendo
obtener una gran diversidad de productos en forma continua. Posibilita el procesamiento de
diversas formulaciones, bajo costo de procesamiento, minimo deterioro de nutrientes en el
proceso, eficiente utilizacién de la energia, ausencia de efluentes, inactivacién de enzimas
y factores antinutricionales (Gonzdlez y col., 2002a).

La extrusion de alimentos es un proceso en el que un material es forzado a fluir,
bajo diferentes condiciones de mezclado, calentamiento y cizallamiento, a través de una
boquilla de una dada geometria, para dar forma o expandir los ingredientes. Puede ser
considerado como un reactor continuo en el que se desarrolla un proceso HTST (alta
temperatura-corto tiempo) que transforma una variedad de ingredientes en productos
intermedios o terminados como por ejemplo: cereales para desayuno, snacks (aperitivos
salados y dulces), alimentos para bebes, sopas instantineas, rebozadores y coberturas,
proteinas vegetales texturizadas, sustitutos de carne, almidones modificados, productos de
confiteria, pastas (fideos), bebidas en polvo, galletitas, productos dietéticos, granolas,
cucuruchos, etc. (Gonzélez y col., 2002a) (Figura 1.4.1).

La extrusion, ademds se caracteriza por ser una técnica eficiente y con multiples
ventajas en la cocciéon de cereales, por ejemplo: inactivacién térmica de inhibidores y
factores que alteran la digestibilidad o el gusto, interaccién entre proteinas y demds
ingredientes, produccién de un alimento sanitariamente adecuado, alta estabilidad del
almacenaje, posibilidad de dar formas y textura diferentes, agregar diversos sabores,
colores. El objetivo general de la extrusién de alimentos pude ser variado: lograr la
coccion, pasteurizacidn, expansion, reduccién de humedad, homogeneizaciéon y/o

reestructuracion (Gonzéles y col., 2002a)
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Figura 1.4.1: Esquema general de una maquina extrusora (Adaptado de Vargas y col.,

2008).

Los extrusores pueden clasificarse en tres categorias principales: extrusores de
pistén, de rodillos y de tornillo. Los extrusores de piston, que son los mas sencillos en
disefio, se emplean principalmente para dar forma, cominmente en la produccién de
dulces, por ejemplo para depositar el relleno central de los chocolates. Los extrusores de
rodillos que también se emplean para dar forma, consisten en dos rodillos que giran en
sentidos opuestos a velocidad similar o diferencial y tienen superficies lisas o perfiladas.
Los extrusores de tornillos pertenecen a la tercera categoria y emplean un tornillo sencillo,
tornillos gemelos (tween screw o doble tornillo) rotando dentro de un cafién estacionario
para empujar el material hacia adelante y a través de un orificio especialmente disefiado
llamado boquilla (Harper, 1992).

Hay muchos tipos y variedades de extrusores de alimentos, pero todos tienen en
comun ciertos elementos, como el/los tornillos que giran dentro de un cilindro, por medio
de un motor eléctrico, cuya potencia depende de la capacidad de produccién y/o del
didmetro del tornillo.

Los ingredientes relativamente secos (con una humedad entre 15 a 25 %) son
alimentados al extrusor y la friccion entre el producto y el tornillo transportador
incrementa rdpidamente la temperatura del producto a 140-170°C durante el veloz transito
(de 15 a 90 segundos) a través del cilindro. Para la descarga final del extrusor, el cilindro
estd equipado con una boquilla restrictiva (que causa el aumento de presion) que forma el

producto en su interior. La alta presion dentro del extrusor previene la ebullicién del agua
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durante el proceso y cuando el material cocido es forzado a través de la boquilla, esta
presiéon es liberada y el agua liquida pasa a estado de vapor de manera explosiva,
provocando la expansion de la masa extrudida, con su correspondiente pérdida de humedad
y el descenso de la temperatura (Harper, 1992).

La extrusiéon combina varias operaciones unitarias: mezclado, amasado, coccidn,
formado, enfriado y/o cortado, y la combinacién de estas operaciones es posible gracias a
la cantidad de variables, tales como velocidad de alimentacion, humedad, velocidad del

tornillo, temperaturas y la configuracion de la boquilla (Gonzélez y col., 2002a).

1.6.2. Factores que afectan el proceso de extrusion

El grado de coccidon (GC) se incrementa al aumentar la temperatura y la relacion de
compresion del tornillo y al disminuir tanto la humedad como el didmetro de la boquilla.
Un aumento de velocidad de rotacién (rpm) se traduce en un menor tiempo de residencia
(TR) y por lo tanto en un menor GC, pero simultineamente es mayor el gradiente de
velocidad y por lo tanto es mayor la intensidad de los esfuerzos de corte producidos. Si la
magnitud del efecto del TR es menor que la del efecto de friccion, el GC aumentard con el
aumento de rpm, lo que ocurre en la mayoria de los casos. Sélo para condiciones de bajo
GC (alta humedad, didmetros de boquilla altos y baja relaciéon de compresion), el aumento
de rpm produce una disminucién del GC.

Otro aspecto a destacar es que la temperatura es considerada una variable
independiente sélo en el caso de la extrusion con control de temperatura desde el exterior.
Para el caso de extrusores autdgenos, la misma debe considerarse una respuesta, ya que es
la temperatura de equilibrio entre el calor disipado a través de la superficie y el calor
generado por friccion (Gonzdlez y col., 2002a).

Las caracteristicas de la masa que fluye dentro del extrusor y sus propiedades
finales dependen de su composicion: humedad, materia grasa, fibra, almidén, proteina,
sales, emulsionantes y del disefio particular que provoca mayor o menor interaccion
particula-particula.

Definidas las condiciones de extrusion (relacion de compresion del tornillo,
velocidad de rotacion, didmetro de la boquilla y temperatura a controlar (tanto en la zona

del cilindro como de la boquilla) y el material a extrudir (tamafio de particulas, humedad,
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etc.), la operacion comienza alimentando material con una humedad suficiente para evitar
una excesiva presion inicial. Luego se introduce el material en estudio manteniendo
siempre llena la zona de alimentacion del tornillo. La toma de muestra se realiza una vez
que se alcanza el estado estacionario, es decir cuando el caudal de salida (Qs), la presién y
el torque (medido sobre el eje del motor), se mantienen constantes. EI Qs se refiere a la
humedad de alimentacién (Qa), habiendo sido previamente determinado el caudal mésico

de sélido seco (Qss) (Gonzdlez y col., 2002a).

1.6.3. Transformaciones del material durante la extrusion

Los productos a base de cereales representan un volumen importante de los
expandidos e inflados. Algunos ejemplos de estos alimentos son los “snacks”, los cereales
instantdneos, las pastas, etc. (Enriquez, 2004). Los materiales que se someten al proceso de
extrusion sufren transformaciones sucesivas durante el proceso (Figura 1.4.2). Es
importante destacar que la transformacién del flujo sélido en flujo viscoso es necesaria
para que se produzcan los cambios estructurales y consecuentemente la coccién del
almidén. De lo contrario, la operacién se reduce al transporte del material y al pasaje a
través de la boquilla, es decir, el extrusor actia como una pelleteadora a tornillo. Las
condiciones de temperatura, presion y esfuerzos de corte a que se somete el material que se
extrude pueden producir cambios en su composiciéon quimica, llevando a una modificacién
estructural del almidén y de las proteinas (Mitchell y Areas, 1992).

En el proceso de extrusion de alimentos, el almidén es el componente que juega el
papel més importante, ya que los cambios que sufre el almidén afectan la expansion y
textura final del producto extrudido (Lai y Kokini, 1991). Las modificaciones en la
estructura del almidon, tales como fusidn, gelatinizacion, fragmentacién y dextrinacion,
son afectados por diferentes factores como la relacion agua/almidén, temperatura,
gradientes de velocidad aplicados, tamafio de particula, la relacién amilosa/amilopectina,
presencia de otros ingredientes (azucar, sal, proteinas y lipidos, entre otros) (Kokini y col.,

1992).
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Figura 1.4.2: Esquema de transformaciones de harinas por extrusion.

El almidén es insoluble en agua fria, pero cuando se calienta con agua, la absorbe,
se hincha y se dispersa, este proceso se llama gelatinizacién. Se lo puede clasificar como
una cocciéon hidrotérmica. En el caso de la coccién por extrusion, el proceso es
termomecdénico. El GC estard relacionado no sélo con la susceptibilidad a la hidrélisis por
las amilasas, sino también al grado de ruptura del granulo de almidén. Las caracteristicas
reoldgicas de la dispersion estardn determinadas por la proporcion de sélidos solubles y
restos de granulos hinchados, por lo que se puede decir que el concepto de “GC” resulta
ser mds amplio que el utilizado en nutricién. Por esto, en productos de cereales extrudidos
se puede considerar como indicadores vélidos del GC, el indice de solubilidad, el indice de
hidratacion y las curvas de viscosidad (Gonzdlez y col. 2002a).

La transformacion del almidén es la base de la produccion de cereales precocidos
por extrusidon, que permite la expansion y la formacién de una nueva estructura,
contribuyendo a la estabilidad del producto. Los cambios producidos en los materiales
amildceos durante la extrusion han sido extensamente discutidos y la complejidad de las
transformaciones producidas puede ser analizada por diferentes métodos, de acuerdo a la

severidad del tratamiento aplicado (Figura 1.4.3). Los distintos tipos de productos a base de
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cereales precocidos por extrusion se pueden agrupar en productos expandidos, utilizados
para elaborar “snacks”, y harinas precocidas para preparar dispersiones (polenta, papillas y

sopas cremas) (Gonzdlez y col., 1986 y 1987a, Kokini y col., 1992, Robutti y col., 2002).
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Figura 1.4.3: Diagrama de las formas fisicas del almidén y los métodos de evaluacion.

Durante el proceso de extrusion, las proteinas se desnaturalizan y disminuye su
solubilidad debido a la agregacién. Algunos enlaces se rompen por el aumento de la
temperatura y de la friccion, formando nuevas estructuras. Al enfriarse se forman enlaces
no covalentes y puentes disulfuro y si el contenido de humedad es lo suficientemente bajo,
las zonas amorfas se transforman en cristalinas (Pérez-Navarrete y col.,, 2006). Las
proteinas son generalmente las mds sensibles al calor y el cizallamiento, ademds de que
pueden reaccionar con diversos componentes de los alimentos o aditivos. Estas
modificaciones fisico-quimicas hacen que aumente su digestibilidad, ya que se produce un
despliegue y/o agregacion estructural cuando son sometidas a calor hdmedo o
cizallamiento. Esto a menudo conduce a la insolubilizacion y a la inactivacion, cuando las
moléculas nativas poseen una actividad biolégica (Cheftel, 1986, Camire y col., 1990).
Dentro de los cambios quimicos, la extrusiéon produce la disminucién de la lisina
disponible por la reaccion de Maillard cuando se extruden cereales, dependiendo de las

condiciones de temperatura y cizallamiento (Camire y col., 1990).
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En el caso de los lipidos, cuando estidn libres (no formando complejos con otros
componentes) actian como lubricantes, reduciendo la conversiéon de energia mecdnica en
el extrusor, asi como la expansion. Por esta razén, es importante controlar este
componente, ya que una pequefla variacion del contenido de lipidos puede afectar
dristicamente el producto. La grasa también puede debilitar la estructura celular, causando
fusion y porosidad (Harper, 1989, Enriquez, 2004). Los lipidos se ven afectados en su
valor nutricional durante la extrusiéon ya que pueden ocurrir fendmenos de oxidacion,
hidrogenacién, isomerizacién o polimerizacion durante el proceso (Camire y col., 1990).

Respecto a otros carbohidratos, por lo general los azdcares actian como lubricantes
y disminuyen la expansion (Enriquez, 2004).

La FD también sufre cambios. La extrusién produce la modificacién en el tamafio
de particula, en la solubilidad y cambios en la estructura quimica, lo cual genera cambios
en la degradacion bacteriana en el intestino y en las propiedades fisioldgicas (Cheftel,
1986). En primer lugar, los cambios del almidon y la generacion de formas resistentes al
ataque enzimdtico, que in vivo no podrian ser digeridos y son medidos como FD. En
segundo lugar, la degradacion de la FD a fracciones de bajo peso molecular podria
disminuir su contenido y asi reducir sus beneficios. En tercer lugar, la degradacién de
macromoléculas de fibra, al aumentar su solubilidad puede cambiar sus efectos fisiologicos
(Pérez-Navarrete y col., 2006).

Asimismo, la extrusién-coccion generalmente provoca la inactivacion completa de
enzimas (Linko y col., 1981). Esto contribuye a la estabilidad de los alimentos extrudidos,
y puede ayudar a retardar la oxidacion de los 4cidos grasos insaturados. Como asi también,
puede reducir el contenido de AF y mejorar la biodisponibilidad de algunos minerales y la

digestibilidad proteica (Llopart y col., 2013).
1.6.4. Métodos de evaluacion del material extrudido
Para evaluar un producto extrudido se pueden analizar caracteristicas y propiedades
tales como: la expansion, el consumo especifico de energia mecdnica, el volumen

especifico, la susceptibilidad enzimética y la evaluacion sensorial de la dureza (Gonzélez y

col. 2002a).
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Una de las propiedades mds importantes de los productos extrudidos es la textura,
la cual estard muy relacionada a la expansion. La expansion del producto ocurre en las
direcciones longitudinal y radial, pero se ha demostrado que la expansion radial es la mds
simple de determinar y refleja la expansion global. El volumen especifico surge de
relacionar el didmetro, la longitud y el peso de los productos de extrusién (Gonzélez y col.,
2002a).

Para los productos expandidos, el consumo especifico de energia mecdnica
(CEEM) es un buen indicador del GC, ya que representa la energia mecdnica entregada al
material. A mayor CEEM, mayor serd la intensidad de las transformaciones del almidon.
Sin embargo, a medida que es mayor la destruccion de la estructura cristalina y granular,
aumenta el GC, la expansion crece hasta un valor maximo, a partir del cual ésta disminuye,
como consecuencia de la disminucion de la elasticidad del “melt”. La temperatura también
se relaciona directamente con el GC, y por ende la expansion mostrard un méximo con la
temperatura. En cuanto a la dureza sensorial, disminuye con el aumento de la temperatura,
mientras que aumenta con el aumento de la humedad por lo que se relaciona en forma
inversa con el GC. Por el contrario el GC se relaciona en forma directa con la

susceptibilidad enzimética (Gonzdlez y col., 2002a).

1.6.5. Métodos de evaluacion de las harinas precocidas

Para la evaluaciéon de las harinas precocidas se estudian las caracteristicas y
propiedades de la solubilidad en agua, la absorcion en agua y la respuesta amilogréfica. De
todas estas respuestas, la solubilidad es la que permite interpretar con mayor claridad los
cambios producidos y estd inversamente relacionada con la absorcion de agua (Gonzélez y
col., 1986). Para utilizar la respuesta amilogréfica, es necesario tener en cuenta toda la
curva. No obstante, la consistencia final (retrogradacién) puede considerarse un buen
indicador del GC.

La viscosidad de las dispersiones estd influenciada por las propiedades
hidrodindmicas de sus componentes, por ejemplo, el tamafio y la forma de las particulas.
Estas a su vez son afectadas por el pH, fuerza iénica y los tratamientos durante el
procesamiento, que alteran la conformacién, la estructura, el grado de agregacion, la

hidratacién y el hinchamiento (Pérez y col., 2008).
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II. OBJETIVOS
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II. OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos de dos procesos de expansion: la extrusion y el popeado en las
propiedades fisicoquimicas y nutricionales de harinas integrales precocidas de sorgo de
distinta variedad, a fin de estudiar la factibilidad de incorporar al sorgo en la formulacion

de alimentos aptos para celiacos.

II.1. Objetivos Especificos

1. Caracterizar la materia prima: muestras de sorgos rojos y blancos de distintas
variedades a través de la composicion y pardmetros fisicos.

2. Estudiar los efectos de las condiciones de extrusién en las caracteristicas
fisicoquimicas y nutricionales de productos expandidos.

3. Evaluar el efecto de la composicion y pardmetros fisicos en las propiedades de los
productos obtenidos por popeado.

4. Evaluar el efecto del descascarado en la composicién y las propiedades de
productos expandidos por extrusion de muestras selectas.

5. Seleccionar muestras cocidas por ambos procesos con buenas caracteristicas
fisicoquimicas, aptas para el desarrollo de alimentos y estudiar sus propiedades
nutricionales por el uso de técnicas in vitro (composicidon centesimal, cuantificacion de
lisina disponible, digestibilidad, disponibilidad de Fe, Zn y Ca).

6. Seleccionar muestras cocidas por ambos procesos con buenas caracteristicas
fisicoquimicas para realizar estudios del efecto de grano entero sobre la funcién intestinal,
los metabolismos 6seo y mineral (biodisponibilidad de Ca) y el estrés oxidativo in vivo

utilizando animales de laboratorio.
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III. MATERIALES Y METODOS

II1.1. MATERIAS PRIMAS

Se evaluaron 28 hibridos de sorgo, 14 de ellos blancos (SB) y 14 rojos (SR). Algunos
fueron donados por el Programa de Investigacion de Sorgo Pannar S.R.L. y otros eran de
fuentes comerciales. Estas muestras fueron numeradas del 1 al 14, manteniéndose en

confidencialidad el hibrido correspondiente.

I11.1.1.Método para clasificar sorgos segiin el contenido de taninos condensados

Para determinar granos con taninos condensados se utiliz6 la “Prueba del blanqueo
con cloro” (Chloro bleach test con base dlcali) (SENASA, 2011).

Para ello, se debe disolver 5 g de hidréxido de sodio en 100 mL de solucién de
hipoclorito de sodio al 3,5%. Se colocan 100 granos de sorgo entero en un vaso de
precipitado y se agrega la solucion de blanqueo hasta cubrir los granos de sorgo. Se tapa con
papel de aluminio y se deja en contacto a temperatura ambiente (20 - 30°C) por 20 min. Se
agita el contenido del vaso cada 5 min aproximadamente. Luego, se vacia el contenido del
vaso en un colador, descartando la solucién de blanqueo. Se enjuagan los granos de sorgo
con agua corriente, se vuelcan los granos sobre una toalla de papel y se seca por encima con
otra toalla. Los granos sin tanino son los que se han blanqueado por completo o estdn
marrones en alguna parte de la superficie. Se efectia el conteo de granos oscurecidos que se
identifican con presencia de taninos condensados y se determina su porcentaje en la muestra,
en relacion con la cantidad de granos enteros totales de la misma. Se considera que los
granos no contienen taninos condensados cuando la presencia de granos oscurecidos es

menor del 5%.

I11.1.2.Caracterizacion quimica de los granos

I1I.1.2.1.  Determinacion de la composicion centesimal de la materia prima
La composicion centesimal se determind de acuerdo con los métodos de la American

Asociation of Cereal Chemists (A.O.A.C., 1995). Se determind: humedad, extracto etéreo,
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proteinas (el factor para la conversion de nitrégeno a proteina utilizado fue 6,25), cenizas y

fibra dietaria total. Todas las determinaciones fueron realizadas por duplicado.

I11.1.2.2. Determinacion del contenido de minerales (Fe, Zn, Ca, Na, K, Cu,

Mg, P)

Para determinar la concentraciéon de minerales se pesé una cantidad apropiada de
muestra y se llevé a mufla (Dalvo modelo HT No 2403, Argentina) a 550°C durante 4 h. Las
cenizas fueron levantadas con 10 mL de HCl 1,2 mol/L. Los contenidos de Na y K se
determinaron por fotometria de llama y los de Fe, Zn, Ca, Cu y Mg por espectrofotometria
de absorcién atomica. Para Ca y Mg la dilucién se efectué empleando una solucién de
cloruro de lantano 0,5 g/100 mL para eliminar interferencias. La medicién se realiz6
utilizando un equipo Perkin Elmer IL 551, Instrumentation Laboratory (Norwood,
Massachusetts, EE.UU).

El contenido de P se determiné utilizando una técnica colorimétrica que utiliza el

acido fosfomolibdico (A.O.A.C., 1993).

I11.1.2.3.  Contenido de Polifenoles Totales (PFT), Libres y Ligados (PF Liby

PF Lig)

Los polifenoles se extrajeron segtin Qiu y col. (2010) con modificaciones. Se realizaron
dos extracciones con metanol al 80%, se recolectaron los extractos y sobre esta fraccion se
determiné el contenido de polifenoles libres (PF Lib) por la técnica de Folin-Ciocalteau
(Singleton y col., 1999). Para los polifenoles ligados (PF Lig), se tomo el residuo proveniente
de las extracciones anteriores y se realizd una hidrélisis alcalina con NaOH 2 mol/L a
temperatura ambiente, con el objetivo de liberar los polifenoles enlazados. Luego se realizaron
3 extracciones con hexano para eliminar los lipidos, se extrajeron los polifenoles liberados con
acetato de etilo, se evapor6é hasta sequedad el solvente y se re-disolvieron los PF Lig en
metanol al 50% para luego determinarlos por la técnica de Folin-Ciocalteau, usando una curva
patrén de dcido gélico (AG) en un rango de concentracion de 20 — 500 g/mL. Los resultados se

expresaron como AG g/100g de muestra seca.
II1.1.2.4. Determinacién del contenido de Acido Fitico (AF)

La extraccion del 4cido fitico (AF) de las muestras se realizé de acuerdo a la técnica

de la A.O.A.C. (1995). El AF se extrajo con una solucién al 2,4% (V/V) de HCI durante 3
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horas. A una alicuota del sobrenadante se le agregd igual volumen de una solucién de
NaEDTA 0,11 mol/LL en NaOH 0,75 mol/L, se enras6 a 25 mL y se pasé a través de una
columna de intercambio anidénico (Resina AG 1-X4 de intercambio i6nico, Cl-, Bio-Rad®,
USA). El fésforo libre se eluy6 con una solucion de NaCl 0,1 mol/L y posteriormente el AF,
con una solucién de NaCl 0,7 mol/L. Luego de una mineralizacién por via seca (punto
III.1.2.2) de ambas fracciones, se determind fésforo mediante el método colorimétrico de
A.0.A.C. 931.01 (A.O.A.C., 1993) que utiliza la reaccion del fésforo libre con molibdato de

amonio en medio acido.

I11.1.3.Caracterizacion fisica de los granos de sorgo

II1.1.3.1.  Peso hectolitro (PH)
Para determinar el peso hectolitro se emple6 una balanza de peso hectolitro tipo
Schlopper de cuarto litro, y al valor de peso obtenido se multiplicé por el factor 0,4 para

expresar los resultados en kg/hL. (Maxon y col., 1971).

II1.1.3.2.  Relacion de molienda (RM)
Se molieron 50 g de muestra en un molino Stein. Luego se tamizaron durante 1 min
sobre tamices de 1 y 0,5 mm. El material que quedé en el tamiz de 1 mm fue considerado
fraccion gruesa (G) y el que atraveso el tamiz de 0,5 mm y quedoé en el ciego fue la fraccion

fina (F). La relacién de molienda fue calculada como: G/ F (De Dios y col., 1992).

I11.1.3.3.  Porcentaje de flotacion (%F)
Se determind el porcentaje de granos que flotan en solucion de tetracloruro de carbono
(CL4C) de densidad conocida (1,28 g/cm3 ). Los datos se expresaron como porcentajes de

granos que flotan, utilizando una muestra de 100 semillas y por triplicado (Lepes y col., 1976).

II1.1.3.4.  Densidad aparente (DA)
Se determind segin Chandrashekar y Kirleis, (1998) y De Dios y col. (1992) por el
desplazamiento de volumen en una probeta que contenia 40 cm’ de xileno (volumen inicial) a

la que se agregaron 100 semillas previamente pesadas y se calcul6 usando la ecuacién 1.

DA (g/cm3)= Masa de semillas / (Volumen final-Volumen inicial) (1)
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I11.2. PROCESO DE POPEADO

II1.2.1.Materia prima

Para realizar el proceso de popeado se utilizaron 28 hibridos de sorgo, 14 de ellos

blancos (SB) y 14 rojos (SR).

I11.2.2.Condiciones de popeado

Para el estudio del proceso de popeado se utiliz6é un equipo de lecho fluidizado VP
Model Dryer (Bench Scale Equipment Co., Inc., Dayton, Ohio).

Ensayo 1. Para definir la temperatura (T) de dicho proceso se realizaron ensayos con
una variedad de SB y una variedad de SR a 230, 250 y 270°C y dos humedades (H): 12,5 y
15,5%. Considerando: el volumen adquirido por los expandidos el atributo mas importante
de los popeados y la capacidad del equipo de mantener una T estable, se definié la T para
realizar los ensayos de popeado en 250°C.

Ensayo 2. Para definir la H se trabajé a 250°C y se ensayaron los siguientes valores
de H: 12, 14, 16, 18 y 20%.

El tiempo de popeado se definié como aquel necesario para que los granos expandan,

sin que se quemen los que no expandieron.

I11.2.3.Evaluacion de los productos popeados

I11.2.3.1.  Volumen Aparente
El peso de los granos popeados fue medido utilizando una balanza (Adventure
Ohaus, EEUU., +/- 0,01g) y el volumen se midi6 utilizando una probeta graduada de 500
mL. El volumen aparente (VA) de los granos de sorgo popeados fue calculado segin la

ecuacion 2:

VA (crn3/g) = Volumen explotado (cm3) / Peso explotado (b.s.) (g) 2)
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I11.2.3.2.  Rendimiento
El rendimiento (R) de los granos de sorgo popeados fue calculado utilizando la

ecuacion 3:
R (%) = Peso explotado (b.s.) (g) x 100 / Peso inicial de los granos a popear (b.s.) (g) (3)

I11.2.3.3. Aptitud de popeado (AP)
Se calcul6 un indicador al que se llamé Aptitud de Popeado (AP), para poder estimar
la capacidad de explosion de hibridos de sorgo. Este indicador integra la informacion

brindada por el PH, VA y R (ecuacién 4):
AP = PH * VA* R /10000 €))

Donde, PH: peso hectolitrico (kg/hL), VA: volumen aparente (cm3/g granos

explotados), R: rendimiento.

I11.3. PROCESO DE EXTRUSION

II1.3.1.Materia prima

Para realizar las experiencias de extrusion se utilizaron muestras de los hibridos SBS y
SR14, definidas por la cantidad disponible en funcién de las necesidades de los ensayos a
realizar. Cabe destacar que la muestra utilizada de SR14 (en todos los estudios descriptos en
los puntos II1.3.2 al 5) correspondié a una cosecha del afio anterior a la utilizada para la

caracterizacion fisicoquimica y nutricional.

II1.3.2.Diagrama de Molienda de los granos de sorgo
El diagrama de molienda se muestra en la Figura II1.3.1 y se describe a continuacion.
Los granos de sorgo integral fueron molidos con un molino de rolos marca Buhler
MIAG (BUA AG, Uzwil, Suiza), con rolos estriados medios, cuyo diferencial de velocidad
fue de 2,5 y sus velocidades respectivas de 420 y 160 rpm, mientras que la velocidad del
cilindro de alimentacién fue de 60 rpm. Se utiliz6 una progresiva reduccion del espacio entre

rodillos de 1, 0,5 0,25 y 0 mm, sucesivamente. Las harinas obtenidas en cada molienda se
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tamizaron a través de una malla de 1920 um y la fraccion retenida fue nuevamente molida con
los rolos separados por las distancias mencionadas. Finalmente, se obtuvo un rechazo de 0,4%
que se incorpord a la harina integral obtenida con una granulometria menor a 1920 pm. De
este modo, se obtuvo una harina integral, que incluyé todos los componentes del grano:
endospermo, pericarpio y germen, con granulometria apropiada para la extrusién y sin

produccion de residuos. Esta harina presenté una humedad de 13.8%.

GRANO ENTERO

DESORGO

7 \ 7 \ 7 7

oom ow ”ooom f'owm

\1920/- / \1920/‘/ \‘920/‘/ \1920"‘ /s ReCHAZO 0.4%
P HARINA

Figura II1.3.1: Diagrama de molienda para obtener la materia prima para la extrusion.
II1.3.3.Disefio experimental

La T yla H son los dos factores més relevantes en la extrusion de cereales (Gonzélez y
col., 1987b) y fueron las variables independientes seleccionadas para este estudio. Los niveles
extremos seleccionados para estas variables fueron: 14-19 (%), para la humedad y 164-200
(°C) para la temperatura. Para analizar los efectos de las variables de extrusién sobre las
caracteristicas fisicoquimicas y texturales del producto expandido, se utilizé la metodologia
de superficie de respuesta, tomando como variables independientes a la humedad de
alimentacién (H) (14, 16,5 y 19%) y la temperatura de extrusion (T) (164, 182 y 200°C), las
que variaron de acuerdo a un disefio experimental de tipo 3%, con 3 puntos centrales,
resultando 11 experiencias con un triplicado del punto central. En la Tabla III.3.1 pueden

observarse los niveles de H y T correspondientes al mencionado disefio.

Tabla II1.3.1: Niveles de Humedad y Temperatura correspondientes al Disefio Experimental.

TEMPERATURA HUMEDAD
(°C) (%)
14,0 16,5 19,0
164 X X X
182 X XXX X
200 X X X
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I11.3.4.Extrusion y evaluacion del proceso

En todos los ensayos, las muestras se prepararon y acondicionaron 1 hora antes del
proceso de extrusion, llevdandolas al nivel de humedad establecido en el disefio experimental.
Para esto se utilizé un mezclador planetario Brabender P 600 (Alemania) a una velocidad de
rotacion de 100 rpm, agregando el contenido de agua necesaria y agitando durante un 1 min.

En la operacion de extrusion, se utiliz6 un extrusor monotornillo Brabender 20 DN,
con tornillo de relaciéon de compresion 4:1, boquilla de 3 mm de didmetro y 20 mm de
longitud y una velocidad de rotacion de 150 rpm. La temperatura seleccionada de acuerdo al
disefio se mantuvo mediante calefactores. Se midi6 la temperatura en el cafiébn y en la
boquilla, se registr6 el torque ejercido sobre el eje del motor. Se obtuvieron los valores de
caudal mésico (g/min) y torque en unidades Brabender (UB).

En todos los casos, una parte de cada muestra extrudida se cortd en trozos de
aproximadamente 10 cm y se llevé a 6% de humedad en estufa a 50°C. Posteriormente, se
guardaron en forma hermética en recipientes de pldstico con una actividad de agua apropiada
para mantener dicha humedad, para luego realizar el andlisis sensorial, la determinacién de
expansion, volumen especifico y resistencia mecdnica. El resto de la muestra se separd y
moli6 para ser utilizado en los ensayos de hidratacion y caracteristicas de las dispersiones de
harinas precocidas y sus respectivas evaluaciones nutricionales. Para ello, las muestras
extrudidas fueron molidas en un molino de martillos Retsch-Muhle (Alemania), con sucesivas
mallas de 2, 0,5 y 0,25 mm. Los productos fueron almacenados en bolsas de polietileno hasta

su analisis.

I11.3.4.1.  Consumo especifico de energia mecanica (CEEM)
Se calcul6 de acuerdo a Gonzélez y col. (2002a), a partir del torque que se genera en el

tornillo extrusor utilizando la ecuacién 5:
CEEM = KxTxN/ Qs 5)
Donde, K: constante= 61,3 107 J g'l, T: torque en Unidades Brabender (lectura de
registro del grifico), N: rpm del tornillo extrusor (min™') y Qs: caudal mdsico referido a la

humedad de alimentacién. El Qs se determind pesando la muestra que se extrude en 1 min y

refiriéndola a la humedad de alimentacion.
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II1.3.5.Evaluacion de las muestras extrudidas

I11.3.5.1.  Evaluaciones fisicoquimicas de productos extrudidos
Para la evaluaciéon de las propiedades fisicoquimicas y funcionales se utilizaron

distintas técnicas segun el producto a evaluar (expandidos o harinas precocidas):

I1L.3.5.1.1. Indice de expansion (E)
Se realiz6 de acuerdo a Gonzdlez y col. (2002a). Los didmetros fueron medidos con un
calibre Vernier (sensibilidad 0,02 mm) en 5 zonas distintas del mismo trozo. La expansion se
calculé como la relacién entre el didmetro medio del producto y el didmetro de la boquilla

segun la ecuacion 6:

E = D/db (6)

Donde D: es el didmetro promedio del material extrudido y db: es el didmetro de la

boquilla del extrusor.

I11.3.5.1.2. Volumen especifico (VE)
Se midi6 de acuerdo a Gonzdlez y col. (2002a), secando trozos de aproximadamente
10 cm de largo a 105°C hasta pesada constante, y se calcul6 en relacion al didmetro, longitud

y peso (ecuacion 7):

VE (glem’) = (rx d” x 10) / (4 x Py) (7

Doénde, d: didmetro del expandido y Ps: Peso seco de la muestra.

I11.3.5.1.3. Evaluacion de la dureza sensorial (DS)
La evaluacién sensorial de la dureza se realizd con la participaciéon de un panel
entrenado (Pérez y col., 2008), considerando una escala de puntos del 1 (la muestra mas
blanda) al 9 (la muestra mds dura) y otorgando la puntuacién a cada muestra por consenso de

los jueces, motivo por el cual no se realiz6 anélisis de varianza.
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I11.3.5.2.  Evaluaciones fisicoquimicas de las harinas precocidas

II1.3.5.2.1. Solubilidad en agua (S)

Se utilizo la técnica de Anderson y col. (1969) modificado por Gonzilez y col. (2002a),
la cual consiste en dispersar 2,5 g de muestra en 50 mL de agua destilada en un tubo de ensayo
con agitaciéon intermitente durante 30 min y luego centrifugar a 2000xg. En la fase
sobrenadante se determinaron los sélidos dispersos, evaporando en estufa a 105°C. La
solubilidad se expres6 como el porcentaje de los sdlidos dispersados respectos a 100 g de

harina en base seca.

I11.3.5.2.2. Absorcion de agua (AA)

Se utilizé un equipo de Baumman, segun la técnica originalmente propuesta por
Torgersen y Toledo (1977) y adaptada por Gonzélez y col. (1995). Este método consiste en
medir la captacion libre de agua producida por la muestra, en funcién del tiempo. Para lo cual,
sobre un papel de filtro tarado se colocan 50 mg de la muestra molida y uniformemente
distribuida. El papel con la muestra se apoya cuidadosamente en un embudo Butchner, el cual
se encuentra conectado a nivel con una pipeta con agua destilada en posicion horizontal que

permite ir midiendo el agua absorbida.

I11.3.5.2.3. Respuesta Amilografica

Se utilizé6 un Amilégrafo de Brabender (Duisburg-Alemania) con un cabezal de 250
gcm, de acuerdo al procedimiento descripto por Gonzdlez y col. (1987b). La dispersion se
realizé al 10% de sélidos en base seca. Antes de iniciar el calentamiento, se mantuvo la
suspension en agitacion a maxima velocidad durante 5 min, para asegurar hidratacién completa
de las particulas. Luego la temperatura se elevé desde 30°C hasta 95°C, manteniéndose por 20
min, y se enfri6 hasta 50°C. Tanto el calentamiento como el enfriamiento, se realizaron a razén
de 1,5°C por minuto. El valor de la consistencia en cada punto se expres6 en Unidades
Brabender (UB). Para harinas sin coccidn, se determind la temperatura de empaste, la
temperatura y la viscosidad del pico amilogréfico, la viscosidad al final de la coccién y al final
del enfriamiento (retrogradacién) y para harinas precocidas, ademds de lo ya mencionado se
determind la viscosidad inicial. La respuesta amilogréfica se evalu6 determinando:

v Ci: consistencia inicial a 30°C

v" (C95i: consistencia inicial a 95°C
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v" CO95f: consistencia final a 95°C

v" RG: retrogradacion

I11.3.5.2.4. Determinaciéon de Almidén Gelatinizado
Para la determinacion de Almidén Gelatinizado (%) se utiliz6 la técnica de Holm y col.
(1986), y luego se utilizé6 un kit de Glucosa oxidasa/peroxidase (Wiener Lab, Rosario,
Argentina) para la determinacion colorimétrica de glucosa, y su concentraciéon fue medida a

505 nm utilizando un espectrofotdmetro Milton Roy Genesys 5 (Ivyland, USA).

I11.3.5.2.5. Observacion microscopica
Las muestras molidas fueron observadas microscopicamente utilizando un
microscopio Leitz (Alemania) con luz polarizada para determinar la presencia de granulos de

almidén que conservan la estructura nativa (granulos con la “cruz de malta”).

I11.3.5.3. Evaluaciones nutricionales de los extrudidos

I11.3.5.3.1. Determinaciéon del contenido de acido fitico (AF)
Se empled el método A.O.A.C. (1993) segtn lo detallado en el Punto I11.1.2.4. Ademads

se calculd la Pérdida de acido fitico (Pérdida de AF), acorde a la ecuacién 8:

Pérdida de AF = (AF muestra nativa AF muestra extrudida) x 100 / AF muestra nativa (8)

I11.3.5.3.2. Determinacion del contenido de polifenoles (PF) libres
Se realizaron dos extracciones con metanol al 80%, se recolectaron los extractos y sobre
esta fraccion se determind el contenido de polifenoles libres (PF Lib) por la técnica de Folin-
Ciocalteau (Singleton y col., 1999) de acuerdo a lo detallado en el Punto III.1.2.3 y usando una
curva patron de dcido géalico en un rango de concentracion de 20 — 500 g/mL. Los resultados se

expresaron como 4cido gélico (AG) g/100g de muestra seca.

I11.3.5.3.3. Determinacion de la capacidad antioxidante (CAO)
Para estimar la capacidad antioxidante (CAO) se utiliz6 el método de inhibicién del
radical cation ABTS™-propuesto por Cian y col. (2011). En una primera etapa, se generé el

radical cation ABTS+-, haciendo reaccionar 10 mL de una solucién 2 mmol/L de ABTS (2,2°-
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azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (Sigma-A1888) con 40 pl de persulfato de
potasio (K;S,0g) 70 mmol/L. Luego se dejé reposar a temperatura ambiente y en oscuridad
durante 16-17 horas. Posteriormente, se realizé una dilucion del reactivo con PBS 0,01 mol/L
pH 7.4 de tal manera que la absorbancia fuese de 0,800 + 0,030 y se llev6 a cabo la reaccion
entre el ABTS" y el agente reductor, el cual puede ser la muestra o el estdndar. Al reducirse,
el radical catién de color azul-verdoso (ABTS™) se decolora. La absorbancia se midi6é a una
longitud de onda de 734 nm, empleando para ello un lector de placas (Biochrom Asys
UVM340 Microplate Reader, Cambridge, UK). Para estimar la Capacidad Antioxidante
Equivalente al Trolox (TEAC) se utiliz6 como estdndar al Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethychroman-2-carboxylic acid, Sigma Aldrich, 97%), construyéndose una curva de
Inhibiciéon vs. Concentracién de Trolox (mM), en el rango de 0-3,5 mM. Para las
determinaciones se utilizaron 10 uL. de muestra en 190 uL de ABTS. Los valores fueron
registrados a los 6 minutos de iniciada la reaccién redox. Los ensayos fueron realizados por

triplicado.

I11.3.6.Determinacion de compuestos fenolicos (acido caféico, cumarico, fertlico y
sinapico). Optimizacion de un método de cromatografia liquida de alta performance

(HPLC) con deteccion ultravioleta

El andlisis de compuestos fendlicos se lleva a cabo generalmente por cromatografia
liquida de alta performance (HPLC) con columnas de fase reversa C18 y gradientes binarios de
solvente (Tarola y col., 2012). La fase movil consiste habitualmente de una solucién acuosa
dcida (de 4cido férmico, acético, o trifluoroacético) y un solvente orgénico (acetonitrilo (ACN)
o metanol) (Lopes da Silva y col., 2007, Aaby y col., 2007, Tulipani y col., 2008).

La deteccion de los compuestos fendlicos se hace generalmente en el ultravioleta (UV)
(Romanova y col., 2000), por arreglo de diodos (DAD) (Lopes da Silva y col., 2007, Hernanz y
col., 2007, Giné-Bordonaba y col., 2011), o por espectrometria de masas (MS) (Aaby y col.,
2007, Chen y Zuo, 2007). Los detectores MS proveen informacion acerca de la masa molecular
y los patrones de fragmentacion del analito, y se han usado para identificar una amplia variedad
de compuestos fenodlicos, sin la necesidad de contar con los correspondientes estdndares
fendlicos (Maittd-Riihinen y col., 2004, Aaby y col., 2007). Sin embargo, los detectores DAD

han demostrado ser una excelente herramienta en la determinacién de compuestos fendlicos, si
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se considera su menor costo y la mayor posibilidad de ser adquirido por un laboratorio

analitico, comparado con la deteccion MS (Molnar-Perl y Fiizfai, 2005, Tarola y col., 2012).

II1.3.6.1.  Aparatos y Software
Se utiliz6é un equipo de cromatografia liquida Analytical HPLC-DAD Perkin-Elmer®
model Flexar®, equipado con cuatro bombas, inyector manual Rheodyne® con un loop de 20
ulL, desgasificador, un detector de arreglos de fotodiodo, equipado con Hypersil Oro® C18
(thermo® Scientific EE.UU.), columna (250 x 4,6 mm, 5 um). Los datos cromatograficos se

procesaron con el programa Chromera® PDA software.

I11.3.6.2.  Condiciones cromatograficas

Las separaciones se llevaron a cabo en un columna de fase reversa Supelcosil LC-ABZ
150 x 4,6 mm, 5 um, unida a un guardacolumna Alltech C18 Sum. Para equilibrar la columna
se requirieron 10 min antes de cada inyeccion. El flujo fue de 0,7 mL min”', y los andlisis
fueron realizados a una temperatura de 24,5°C. El detector se ajusté a 254 y 395 nm para
realizar la deteccion simultdnea de los diferentes grupos de compuestos fendlicos. La
identificacion de los picos se realizé comparando los tiempos de retencion y las caracteristicas
espectrales aportadas por el detector DAD, con compuestos fendlicos estdndares. Se realizaron
ensayos para definir la fase movil: Solvente A y Solvente B (Tabla II1.3.2) que permitiera
separar los estdndares. Basado en el trabajo realizado por Chiremba y col. (2012) se realizaron
modificaciones hasta que se consiguié separar y medir correctamente los 4 fenoles evaluados:

acido caféico, cumadrico, ferdlico y sindpico.

Tabla II1.3.2: Ensayos de condiciones cromatogréficas.

Ensayos SOLVENTES Relacion Tiempos
Solvente (minutos)
Ensayo 1 | Solvente A: Acido acético 0,1% en agua 4-18 % 0,00-18,00
Solvente B: Acido acético 0,1% en metanol 18-30 % 18,00-35,00
30-42 % 35,00-58,00
42-60 % 58,00-70,00
60-100 % 70,00-75,00
100 % 75,00-85,00
Ensayo 2 | Solvente A: Acido acético 0,1% en agua 28-40 % 0,00-25,00
Solvente B: Acido acético 0,1% en metanol 40 % isocritico 25,00-45,00
Ensayo 3 | Solvente A: Acido acético 0,2% en agua 16 % isocritico 0,00-30,00
Solvente B: ACN
Ensayo 4 | Solvente A: Acido acético 1% en agua 16 % isocritico 0,00-30,00
Solvente B: ACN
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I11.3.6.3.  Preparacion de las soluciones madres

Se preparé una solucién estdndar para cada 4cido fendlico (4cido caféico, cumdrico,
ferulico y sindpico) 0,1 mg/mL en metanol 80%. Las soluciones madres se protegieron de la luz
y se almacenaron a 4°C hasta su uso. Los patrones se filtraron a través de una membrana PVDF

(0,22 pum) antes de su andlisis en HPLC.

I11.3.6.4.  Preparacion de las muestras

Los extractos obtenidos en el Punto II1.4.8 se almacenaron a -80°C hasta su andlisis.
Las determinaciones se realizaron sobre alicuotas de los extractos con y sin hidrdlisis dcida. La
hidrélisis 4cida se realiz6 de acuerdo a Tarola y col. (2012). Tiene como objetivo liberar los
compuestos fendlicos conjugados o condensados y se realiz6 agregando 1 mL de HCl 12 mol/L
sobre 2 mL de muestra, se homogeneizd, y se dejé por 50 min en estufa a 90°C. Luego de la
hidrolisis, los extractos se enfriaron, se filtraron a través de una membrana PVDF (0,22 pm) y

estuvieron listos para ser inyectados en el sistema de HPLC.

II1.3.7.Extrusion de harinas refinadas

Para realizar este estudio se utilizaron los mismos hibridos que para extrusion del grano
entero: SB5 y SR14. Una parte de las muestras fue descascarada por abrasion utilizando un
equipo marca Galicet (Entre Rios, Argentina). Este proceso se realizé de manera de obtener
harinas descascaradas acorde a los requisitos del CAA: Articulo 663bis - (Res 4276, 28.12.79)
donde se admite hasta 0,65 g de cenizas en 100 g de harina.

Las harinas refinadas e integrales de SB y SR fueron extrudidas a 160°C-14%H para
proceder a comparar sus respuestas respecto a: CEEM, E, VE, S, AA y observacion al
microscopio. Ademds, se realizaron las siguientes determinaciones a las muestras
descascaradas y descascaradas extrudidas: composiciéon centesimal, almidén total y
gelatinizado, contenido mineral, digestibilidad proteica, polifenoles totales, libres y ligados,

acido fitico y capacidad antioxidante. Estas determinaciones se describen a continuacion.

58



I11.4. EVALUACIONES NUTRICIONALES DE HARINAS SELECTAS
PRECOCIDAS POR POPEADO Y EXTRUSION

Para realizar las evaluaciones nutricionales se seleccionaron muestras de sorgo blanco
popeado (SBP) y sorgo rojo popeado (SRP), acorde al VA obtenido luego de la explosion
(atributo mds importante para el consumidor).

Para seleccionar las muestras extrudidas a analizar de los expandidos de sorgo blanco
integral extrudido (SBE) y sorgo rojo integral extrudido (SRE), se tuvieron en cuenta las

caracteristicas fisicoquimicas y texturales apropiadas de un producto tipo snack.

I11.4.1.Determinacion de la composicion centesimal

Se procedi6 segun lo descripto en el Punto I11.1.2.1.

I11.4.2.Determinacion de Almidén Total
La determinacién de Almidén Total (%) se realiz6 por la técnica de Tovar y col. (1990).
Se utiliz6 un kit de Glucosa oxidasa/peroxidase (Wiener Lab, Rosario, Argentina) para la
determinacion colorimétrica de glucosa, y su concentracion fue medida a 505 nm utilizando un

espectrofotometro Milton Roy Genesys 5 (Ivyland, USA).

II1.4.3.Determinacion de Almidon Gelatinizado

Se procedi6 segun lo descripto en el Punto 111.3.5.2.4.

I11.4.4.Determinacion del contenido de minerales (Fe, Zn, Ca, Na, K, Cu, Mg, P)

Se procedi6 segun lo descripto en el Punto I11.1.2.2.

I11.4.5.Bioaccesibilidad de minerales
La bioaccesibilidad de Fe (DFe), Zn (DZn) y Ca (DCa) se evalu6 utilizando la técnica
de dializabilidad de acuerdo a lo descripto por Drago y col. (2005). La muestra se preparé al
10% (P/P). Se llev6 a pH 2,0 con HCI (4,5 mol/L), se agregaron 0,8 mL de una solucién de
pepsina 16 g/100 mL en HCI (0,1 mol/L) y se incubaron durante 2 horas a 37°C. Para
incrementar gradualmente el pH, se agregé una bolsita de diélisis de 24 cm de longitud con un

didmetro de poro de 6 a 8 kDa (Spectra/Pore), conteniendo una solucién de buffer PIPES
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(piperazine-N, N’- bis [2-ethanesulfonic acid]), cuyo pH se calcul6 de manera que el pH del
sistema alcanzase un valor final de 6,5 + 0,2, luego de la doble digestion. Luego de 50 min se
agregaron 6,25 mL de una solucién de bilis — pancreatina (2,5 g/100 mL de bilis y 0,4 g/100
mL de pancreatina en NaHCO3 0,1 mol/L) y nuevamente se incubé durante 2 horas a 37°C. Al
finalizar la digestion, se retiraron las bolsitas, se enjuagaron con agua destilada y el dializado se
trasvasd y pesé. Posteriormente, se midi6 el contenido de Fe, Zn y Ca por espectroscopia de
absorcion atomica. Tanto las enzimas como el buffer PIPES fueron adquiridos a Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, EEUU).

La bioaccesibilidad de cada mineral se calcul6 como la cantidad del mineral dializado

expresada como porcentaje del contenido del mineral total en la muestra (ecuacién 9):

DM (%) = [(mg MD) / (mg MM)] x 100 )

Doénde, DM (%): Porcentaje del mineral dializado, mg MD: mg del mineral dializado y

mg MM: mg del mineral total en la muestra.

II1.4.6.Digestibilidad proteica (DPR)

La digestibilidad proteica se midi6 siguiendo el método de Rudlof y Lonnerdal (1992).
La muestra se prepar¢ al 2,5 g/100 mL. Se llevé a pH 4,5 con HCI 1 mol/L), y se anadieron 11
mg de pepsina de modo tal que la relacion enzima/sustrato fue de 1/20. La cantidad adicionada
de enzima estuvo en funcién del contenido proteico de la muestra. La dispersion obtenida se
agité a 37°C durante 30 min. Luego, se aument6 el pH con NaHCO; 0,5 mol/L, hasta llegar a
pH 7.,0. Posteriormente, se afadieron 2,5 mL de una solucién de pancreatina 0,4 g/ 100 mL de
NaHCOs3 0,1 mol/L, y se incub6 durante 1 hora a 37°C. Las muestras digeridas se colocaron
inmediatamente en agua hirviendo durante 4 min para inactivar las enzimas. Las enzimas
empleadas fueron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EEUU).

La digestibilidad proteica (DPR) se definié6 como el aumento del NNP al finalizar la
digestion enzimatica en relaciéon con el nitrégeno total (NT) medido por semimicro-Kjeldahl

(A.O0.A.C,, 1995) (ecuacion 10).

DPR (%) = 100 x 4 NNP / (NT-NNP) (10)

Donde, DPR (%): Digestibilidad proteica, NNP: Nitrégeno no proteico, NT: Nitrégeno total.
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I11.4.7.Determinacion del contenido de Lisina disponible (LD)

Se utiliz6é el método de Carpenter modificado por Booth (1971) que se basa en la
reaccion de los e-aminos con 2-4 dinitro-fluor-benceno, previa a la hidrdlisis proteica. A una
cantidad de muestra que contiene 2,4 mg de N, se le afiadi6 0,32 ml de NaHCO3 8 g/100 mL y
0,492 mL de una solucién de 2-4 dinitro-fluoro-benceno (0,3 mL en 12 mL de etanol). La
mezcla se agité durante 2 h en bafio a temperatura ambiente. El exceso de disolvente se
evapor6 dejandolo 24 h sin tapa. Luego se le afiadieron 8 mL de HCI 8 mol/L, y la mezcla se
autoclavo 1 h a 1 atm. El contenido fue filtrado y se tomaron 2 mL de hidrolizado para dos
tubos (A y B). El contenido del tubo B se extrajo con 5 mL de éter sulfirico, el éter residual se
evapor6 en un bafio de agua a 80°C, y se le agregd 1 gota de fenolftaleina e NaOH 12 g/100 mL
hasta coloracién rosa. A continuacién, se adicionaron 2 mL de buffer carbonato (19,5 g
NaHCOs; + 1 g Na,COs en 250 mL de agua) y cinco gotas de metil-cloroformiato. Luego se
afiadieron 0,75 mL de HCI concentrado. La solucion se extrajo cuatro veces con 5 ml de éter
sulfurico, y se transfiri6 el contenido a un matraz de 10 mL. El tubo A se extrajo 3 veces con
éter etilico, luego se colocé en bafo a 80°C, se enfrid y se llevé a 10 mL con agua destiliada. Se
ley6 la absorbancia a 435 nm utilizando un espectrofotometro (Thermospectronic Génesis
10uV, Madison, WI, EE.UU.). La curva de calibracién fue realizada con un patrén de EDNP-
Lis-CIH Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) en el rango de 5 — 40 mg/L.

I11.4.8.Contenido de Polifenoles Totales (PFT), Libres y Ligados (PF Lib y PF Lig)

Se procedi6 segin lo descripto en el Punto II1.1.2.3.

I11.4.9.Determinacién del contenido de Acido Fitico (AF)

Se procedi6 segun lo descripto en el Punto II1.1.2.4.

I11.4.10. Determinacion de la capacidad antioxidante (CAO)

Se procedi6 segun lo descripto en el Punto I11.3.5.3.3.
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IIL.5. EVALUACIONES
EXPERIMENTACION

NUTRICIONALES CON ANIMALES DE

I11.5.1.Modelo de experimentacion

IIL.5.1.1. Dietas

Las dietas a base de grano entero fueron elaboradas con las harinas precocidas de
sorgo blanco integral extrudido (SBE) y sorgo rojo integral extrudido (SRE) obtenidas en los
Puntos 1I1.3.4 y evaluadas en el II1.4. Teniendo en cuenta la composicién centesimal y el
contenido de fibra de cada una de las muestras a evaluar, se elaboraron las dietas agregando la
cantidad de SBE y SRE necesaria para alcanzar una concentracion de fibra del 5%.

Se utilizé como dieta control (C) la dieta AIN 93 (American Institute of Nutrition) para

un modelo de ratas en crecimiento (Reeves y col., 1993).

En la Tabla IIL.5.1 se muestra la composicion de las 3 dietas utilizadas.

Tabla IIL.5.1: Composicion de la dieta control (C), dieta con sorgo blanco integral extrudido
(SBE) y sorgo rojo integral extrudido (SRE).

Ingredientes (g/kg diet) C SBE SRE
Caseina (g/Kg dieta) 187,99 126,52 120,50
Mix Mineral (AIN-93M-MX) (g/Kg dieta) 32,90 31,96 31,96
Mix Vitaminico (AIN-93-VX) (g/Kg dieta) 9,40 9,40 9,40
L-Cistina (g/Kg dieta) 2,82 2,82 2,82
Vitamina A (mL) 0,94 0,94 0,94
Aceite de Soja (g/Kg dieta) 64,86 59,69 60,72
Colina bitartrato (mL) 66,74 66,74 66,74
Celulosa (g/Kg dieta) 47,00 0,00 0,00
Harina extrudida de SB 0,00 519,88 0,00
Harina extrudida de SR 0,00 0,00 540,18
Dextrina (g/Kg dieta) 587,37 182,07 166,74
II1.5.1.2. Animales

Se utilizaron 24 ratas macho de la cepa Wistar (n total=32) (peso 52,4+5,5 g) del
bioterio de la Catedra de Nutricién de la Facultad de Farmacia y Bioquimica (UBA). Los

animales fueron destetados a los 21 dias de vida, se pesaron y se distribuyeron al azar en 3
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grupos de 8 ratas cada uno (n=8 por grupo). Durante toda la experiencia, se mantuvieron
alojados en forma individual en jaulas de acero inoxidable bajo condiciones controladas de
temperatura (21 £ 1°C) y humedad (60 £ 10 %), con un ciclo de 12 horas de luz-oscuridad.

Durante 60 dias (Tf) se alimentaron con la dieta C, SBE y SRE, con libre acceso al
alimento y agua desionizada durante toda la experiencia. Los animales fueron pesados cada
15 dias y se evaluaron los consumos de cada dieta cada dos o tres dias. Se calcularon la
ganancia de peso corporal (GP) a los 60 dias de dieta como la diferencia entre el peso final
del lote y el peso inicial y la eficiencia, como la relacién entre la ganacia de peso y la ingesta
total.

Dias previos al final de la experiencia, los animales fueron anestesiados con inyeccion
intraperitoneal de 0,1 mg/100 g de peso corporal de clorhidrato de ketamina + 0,1 mg/100 g
de maleato acepromazina, a fin de realizar las densitométrias que se describen a continuacion.
Luego los animales fueron devueltos a sus jaulas, hasta el final de la experiencia.

Al tiempo final de la experiencia (60 dias) los animales fueron anestesiados
nuevamente bajo las mismas condiciones descriptas. Se realiz6 una incision abdominal, se
extrajo sangre de la aorta abdominal y se centrifugé a 3000 xg durante 20 min a 4°C para
separar el suero. Las muestras de suero obtenidas fueron conservadas a -80°C hasta ser
examinadas.

Se extrajeron los higados de los animales, se pesaron y se dividieron en porciones de
16bulos los cuales fueron prensados entre placas de aluminio enfriadas con nieve carbdnica, se
conservaron a -80°C para los posteriores andlisis.

Se removi6 el ciego, se peso (balanza Mettler Toledo, Argentina) y posteriormente se
midi6 el pH del contenido cecal (IQ Scientific Instruments). Se colect6 el contenido cecal en
tubos falcon de 15 mL registrando su peso. Posteriormente, se hizo una dilucién 1/4 con
buffer PBS 0,01 mol/L (pH 7,3), se agit6 en vortex y se centrifugd a 3000 xg durante 20 min.
En estas muestras se analizaron enzimas cecales. A una alicuota del sobrenadante obtenido se
adicionaron 4 pL de inhibidor de proteasas (Sigma P8340) para el posterior andlisis de sIgA.
Estas muestras de contenido cecal diluido fueron almacenadas en freezer a -80°C para su
posterior andlisis.

Se cortaron los extremos proximal y distal del colon, se conservaron en formol y
fueron colocados en tacos de parafina para realizar estudios de inmunohistoquimica.

Se extrajeron los fémures derechos para su andlisis, como se describe més adelante.
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II1.5.2.Determinaciones sobre el ciego y contenido cecal

II1.5.2.1.  Contenido de polifenoles (PF)
Se utilizé la técnica de Folin-Ciocalteau (Singleton y col., 1999) usando una curva
patrén de dcido gélico (AG) en un rango de concentracion de 20 — 500 g/mL. Los resultados se

expresaron en relacion al contenido cecal (CC): mg AG/ g CC.

I11.5.2.2.  Poder reductor en contenido cecal, plasma e higado

El poder reductor fue evaluado segin el protocolo propuesto por Ahmadi y col. (2007),
con algunas modificaciones. A 0,1 mL de cada extracto, se le adicioné 0,1 mL de buffer fosfato
pH 6,6 (0,2 mol/L) y 0,1 mL de ferricianuro de potasio (1 g/100 mL). La mezcla obtenida fue
incubada a 50°C durante 20 min. Posteriormente, se adicionaron 0,1 mL de A&cido
tricloroacético (10 g/100 mL). Luego a 0,1 mL se les adicion6 0,1 mL de agua destilada y 20
ulL de cloruro férrico (0,1 g/100 mL). Por ultimo, se dej6 reposar a temperatura ambiente
durante 10 min y se ley6 la absorbancia a 700 nm. Como blanco de reaccion se utilizaron 0,1
mL de agua destilada en lugar de extracto. El poder reductor se expres6 como un aumento de
absorbancia a 700 nm. Se utiliz6 como estdndar una solucion de 4cido ascérbico de 100 ppm.
El poder reductor medido en el contenido cecal se expresé como mg AA/g CC, en higado como

mg AA/g proteina y en plasma como mg AA/g proteina.

I11.5.2.3.  Determinacion de sIgA

El contenido de sIgA secretoria en el contenido cecal se determind mediante el ensayo
de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, del inglés) (BD, Biosciences). Se tom6
un placa multi-pocillos y se adicionaron 100 uL de anticuerpo de captura de ratén Balb/c anti-
IgA de rata (BD Biosciences, 553913), diluido 1/125 con buffer carbonato-bicarbonato pH
9,6. Luego se incubd a 37°C durante 1 h y posteriormente se dejo reposar overnight a 4°C. Se
lavé 3 veces la placa con buffer de lavado (PBS 0,01 mol/L pH 7,3, 0,05% Tween 20) y luego
se bloque6 con 200 uL. de buffer de bloqueo (PBS 0,01 mol/L. pH 7,3, 1% albumina sérica
bovina), a temperatura ambiente durante 1 h. Luego, se lavé 3 veces con buffer de lavado y se
incubd durante 2 h a temperatura ambiente con 100 pL de estandar (0 - 10 pg/L de sIgA « de
rata, BD Biosciences, 553945) o muestra diluida oportunamente con buffer de bloqueo (1/100

— 1/5000). La placa bloqueada se lavé 3 veces con buffer de lavado y se adiciond el
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anticuerpo biotinilado de ratén Balb/c anti-IgA de rata diluido 1/125 con buffer de bloqueo
(BD Biosciences, 553912). Se incub6 durante 1 h y posteriormente se lavé 6 veces con buffer
de lavado. Luego se adicionaron 100 pL del anticuerpo Streptavidin-Horseradish Peroxidase
diluido 1/1000 con buffer de bloqueo (BD Biosciences, 554066) y se incubd a temperatura
ambiente durante 30 min. Posteriormente, se agregaron 100 puL. de una mezcla reactiva (6 mL
A + 6 mL B, BD Biosciences 555214) y se incub6 durante 30 min en oscuridad a temperatura
ambiente. La reaccion de color fue detenida con el agregado de 50ulL de H,SO4 2 mol/L y la
absorbancia se registré a 450 nm con un lector de placas ASYS UVM 340. Los resultados se

expresaron en pg/g CC.

I11.5.2.4. Determinacion de enzimas cecales

Se determinaron las actividades de las enzimas cecales B-Glucosidasa y pB-
Glucuronidasa mediante la técnica de Gudiel-Urbano y Goiii (2002) con modificaciones. La
misma se basa en la determinacién colorimétrica del p-nitrofenol, liberado por accién
catalitica de estas enzimas a partir del la utilizaciéon del sustrato p-nitrofenil-B-D-
glucopirandsido y del p-nitrofenil-B-D-glucurénido, para la -Glucosidasa y B-Glucuronidasa,
respectivamente. La reaccion consistio en la incubacion de una alicuota de 35 pl del contenido
cecal y 23 ul de buffer fosfato 0,1 mol/L. (pH 7), con 12 pl de una solucién 5 mmol/L del
sustrato  (p-nitrofenil-B-D-glucopiranésido 'y  p-nitrofenil-B-D-glucuronido,  segin
corresponda), a 37°C durante 10 min (en oscuridad). La reaccién se detuvo mediante el
agregado de 180 pl de Na,CO; 0,25 mol/L y se leyo la placa a 400 nm en lector de placas
(ASYS UVM 340). Se calculé la actividad de la enzima mediante el uso de una curva de
calibrado con p-nitrofenol como estandar y se expreso el resultado en umol p-nitrofenol/g CC
/h.

Para la determinacion de Mucinasa, se incuban 90 pL del homogeneizado del
contenido cecal durante 2 min a 30°C y se le afiadi6 10 pL mucina gastrica porcina Tipo III
0,5% (P/P) (Sigma M1778), se incub6 nuevamente 25 min a 30°C, y luego se lo colocé en agua
hirviendo para detener la accién enzimadtica (Shiau y Chang, 1983). La liberacion de azicares

reductores se midi6 por el método de Nelson-Somogyi (Nelson, 1944).
I11.5.2.5.  Estudios inmunohistoquimicos

Las muestras de colon distal y proximal en tacos de parafina fueron cortadas con un

micrétomo y montadas sobre portaobjetos. Antes de la inmunotincidn, las secciones fueron
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desparafinadas, rehidratadas, y después se trataron en peréxido de hidrégeno 3 g/100 mL en
metanol para inhibir la actividad de la peroxidasa. Luego se hirvieron en un horno microondas
en tampon de citrato de sodio 0,01 mol/L (pH 6,0) durante 20 min. Para evitar la tincién de
fondo, el suero de bloqueo fue derivado de las mismas especies en las que el anticuerpo
secundario habia sido planteado. Después de eso, las secciones se incubaron con los
siguientes anticuerpos primarios durante la noche a 4°C: antigeno de ratén monoclonal anti-
proliferacion nuclear de células (anti-PCNA, PC-10) (1:50, Lab Vision Corporation, Bionova
Cientifica SL, Madrid, Espafia ), policlonal de conejo anti-COX 2 (1:200) (sc-7951),
policlonal de conejo anti-NOS2 (sc-651), policlonal de conejo anti-Cu, ZnSOD (1:200), anti-
MnSOD (1:200), anti-CAT (1: 200), anti-GPx-1 (1:200), anti-GR (1:200), anti-NrF2 (1:200),
anti-NFk-B (1:200) (Santa Cruz Biotecnologia. Quimigen, Madrid, Espafia). Después de lavar
con PBS, las secciones se cubrieron durante 30 min a temperatura ambiente con anticuerpos
secundarios biotinilados de cabra anti-raton o cabra anti-conejo (1:400) como (Santa Cruz
Biotechnology. Quimigen, Madrid, Espafia). La tincién inmunoquimica se realizé durante 30
min usando peroxidasa de rdbano (HRP) conjugado con estreptavidina-biotina (Sigma
Aldrich, Madrid, Espafia) y se visualiz6 mediante incubacion con 3, 3'-diaminobencidina
(DAB) (Sigma Aldrich, Madrid, Espafia) durante 10 min a temperatura ambiente. Las
secciones se contratifieron con hematoxilina de Harris, se deshidrataron, y se montaron. El
color marrén indica inmunotincién proteina especifica y el color azul claro indica tincién
hematoxilina nuclear.

Para la cuantificacion del indice porcentual de PCNA (LI, label index), al menos 20
criptas perpendiculares bien orientadas fueron examinadas en cada animal con microscopia de
luz a 400x de aumento. El LI se calculé como el nimero de nicleos positivos x 100 / nimero
total de células/ altura de la columna de la cripta. La cuantificacién de los nicleos positivos
para NrF2 y NF-kB se llevaron a cabo en al menos 30 seccidn transversales de criptas y se
calcularon como el ndmero de nicleos positivos x 100 / nimero total de células por cripta.

La intensidad de la tincién de la expresion de COX-2, iNOS, SOD, CAT, GR y GPx
epiteliales fueron evaluados de acuerdo con un sistema de puntuacién de inmunohistoquimica
semicuantitativa de 0-4 de la siguiente manera: 0, ninguno, 1, equivoca, 2, bajo, 3, moderado,
4 o mads, intenso. Se realizé una evaluacién adicional en la que las células tefiidas se
atribuyeron ya sea a los compartimentos basal, medio o luminal de las criptas.

Estos estudios fueron realizados en los laboratorios de Fisiologia de la Facultad de

Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid por la Dra. Elvira Lépez Mufoz.
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I11.5.2.6.  Determinacion de apoptosis de colonocitos

Las células apoptéticas en las secciones del colon se detectaron utilizando el
procedimiento de TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labelling).
Las secciones de tejido intestinal después de la desparafinazaciéon y rehidratacion se
permeabilizaron con proteinasa K (20 pg/mL) durante 15 min a 37°C. A continuacién, las
secciones se inactivaron de la actividad de la peroxidasa enddgena utilizando peréxido de
hidrégeno 3 g/100 mL durante 10 min. Después de lavar intensamente con PBS, las secciones
se incubaron con el buffer de equilibracién durante 10 min y luego se anadié la mezcla de
reacciéon de la deoxynucleotidyl transferasa terminal a las secciones, excepto al control
negativo, y se incubaron a 37°C durante 1 h. La reaccion se detuvo mediante la inmersion de
las secciones en tampon de citrato de sodio en solucién salina durante 15 min. Los
nucledtidos biotinilados incorporados fueron detectados por estreptavidina-HRP (1:500)
durante 30 min a temperatura ambiente, y después de repetidos lavados, las secciones fueron
incubadas con DAB hasta el desarrollo de color (5-10 min.). Las secciones fueron montadas
luego de la deshidratacion y contratincién con verde de metilo.

El indice (%) de marcado TUNEL se calcul6 como el nimero de células apoptdticas x
100 / nimero total de células/ altura de la columna de la cripta. Para la cuantificacién del
indice de % TUNEL se examinaron y contaron, para cada animal, al menos 50 criptas
perpendiculares bien orientadas en un aumento de 400x. Estos estudios se realizaron con un
microscopio Leica DM LB2 y cdmara digital Leica DFC 320 (Leica, Madrid, Espafia).

Estos estudios fueron realizados en los laboratorios de Fisiologia de la Facultad de

Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid por la Dra. Elvira Lépez Mufoz.

I11.5.3.Determinaciones relacionadas con el perfil lipidico

Se determinaron el contenido de triglicéridos y colesterol en suero e higado utilizando
kits enzimdticos: TG Color y Colestat enzimitico de Wiener Lab (Rosario, Argentina),
respectivamente.

Para suero, se tomaron 10 pl y se analiz6 el contenido de triglicéridos o colesterol
mediante el uso del kit correspondiente.

Para la determinacion de triglicéridos y colesterol en higado previamente se realizé
una extraccion del tejido por el método de Folch (1957). Para ello, se pesaron 0,25 g del tejido

y se agregaron 5 mL de la mezcla Cloroformo: Metanol (2:1), se extrajo durante 1 min a
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10000-15000 rpm con homogeneizador (PRO250-Homogenizer, PRO SCIENTIFIC, USA).
Luego se centrifugé durante 30 min a 3000 xg en centrifuga de mesa (Rolco, Argentina). Para
el analisis de triglicéridos, se tomo una alicuota de 10 pl del sobrenadante que fue analizada
con el correspondiente del kit. Para el analisis de colesterol, se tomo una alicuota de 100 pl
del sobrenadante, se evaporo, se reconstituydo con 10 ul de agua destilada y se analizo
utilizando el kit correspondiente.

Los resultados de triglicéridos se expresaron en g/L. de suero y umol/g tejido hepatico

y para colesterol en g/L. de suero y mg/g tejido hepatico.

II1.5.4.Determinaciones relacionadas con el estrés oxidativo

II1.5.4.1.  Determinacion de sustancias reactivas al acido tiobarbitiirico

Se analiz6 en suero e higado la concentraciéon de sustancias reactivas al dcido
tiobarbitdrico y se expres6 como malondialdehido (MDA) basdndose en los métodos de
Buege y Aust (1978) y Yagi (1976), con modificaciones.

Para el andlisis en higado, se pesaron 0,5 g y se agregaron 5 mL de buffer fosfato 30
mM (pH 7,4). Se homogeneiz6 utilizando un homogeneizador (PRO250-Homogenizer, PRO
SCIENTIFIC, USA) durante 1 min a 10000-15000 rpm, en bafio de hielo. Luego, el
homogenato se centrifugé a 8000 xg utilizando una centrifuga eppendorf (Hermle Z160M,
Alemania). Se tomo6 un alicuota de 900 pul del sobrenadante, se agregaron 10 ul de una
solucién de butilhidroxitolueno de 4 g/100mL (BHT) y 900 pl de una solucion de TCA de 20
g/100mL. Se agit6 con vortex y se centrifugd durante 5 min en tubos eppendorf. Del
sobrenadante se tomo una alicuota de 900 pl a la que se agregaron 900 pl de una solucion de
acido tiobarbitirico 0,7 g/100mL (TBA). Se incubd 1 h en bafio termostético a ebullicidn,
luego se enfrid en hielo y se midi6 la formacion de las sustancias reactivas al TBA a 535 nm
en espectrofotometro Milton Roy Genesys 5 (Ivyland, EEUU).

En el caso de la determinacién del contenido MDA en el suero, se procedi6 siguiendo
la misma técnica y utilizando 900 pL de suero.

El contenido de MDA se calculé utilizando la absortividad molar (156 mmol/L.cm'l).

El resultado se expres6 como nmol/100 g proteina.
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II1.5.4.2.  Determinacion de Catalasa (CAT)

Se determind la actividad de la enzima Catalasa por el método de Aebi (1984). Se
preparé un homogenato del higado en bafo de hielo, pesando 0,5 g del tejido, agregando 5
mL de buffer fosfato 50 mmol/L (pH 7-7,4), y utilizando un homogeneizador (PRO250-
Homogenizer, PRO SCIENTIFIC, USA) a 10000-15000 rpm durante 1 min. Se centrifugé
durante 5 min a 8000 xg en centrifuga eppendorf (Hermle Z160M, Alemania) y se tomé una
alicuota del sobrenadante que fue diluida 1/400 con buffer fosfato. En una cubeta de cuarzo se
agregaron 2 mL de la dilucién de la muestra y 1 mL de una solucién de H,O, 30 mmol/L, se
agité rdpidamente invirtiendo, y se midi6 durante 1 min la disminucién de la absorbancia a
240 nm en espectro Milton Roy Genesys 5 (Ivyland, EEUU) debida a la descomposicién del
H>0;, en H,O y O,. Se construy6 la curva de la absorbancia vs. tiempo (segundos) en escala
logaritmica (log 10) y se calculd la actividad de la Catalasa teniendo en cuenta la pendiente de
la recta y la absortividad molar del H,0O, (0,0394 mmol/L.cm'l). Los resultados de la

actividad se expresaron en umol/min/mg proteina.

I11.5.4.3.  Determinacion de la actividad de Glutatiéon reductasa (GR)

Se analiz6 la actividad de la enzima Glutatién reductasa en higado siguiendo la técnica
de Horn (1982), con modificaciones.

Para ello, se prepar6 un homogenato del higado en bafio de hielo. Se pesaron 0,5 g de
higado, se agregaron 5 mL de buffer fosfato 30 mM (pH 7,4) con EDTA 1 mmol/L y DTT 4
mmol/L y se homogeneizé (PRO250-Homogenizer, PRO SCIENTIFIC, USA) durante 1 min
a 10000-15000 rpm. Se centrifugd durante 5 min a 10000 xg en centrifuga eppendorf (Hermle
Z160M, Alemania). Posteriormente, en una placa multi-pocillos, se colocaron 100 plL de
buffer (KH,PO4 100 mmol/L y EDTA 3.4 mmol/L, pH 7,6) al que se agregaron 20 pL de
GSSG 30 mmol/L, una alicuota de 20 pL. de una dilucién previa de la muestra (1/10) y 50 pL
de NADPH 0,08 mmol/L. Se midi6 la reduccién del GSSG a GSH por accién de la enzima
Glutation Reductasa (GR) durante 5 min, cada 30 s, a 340 nm en lector de placas (ASYS
UVM 340). El cédlculo de la actividad enzimética se realiz6 utilizando la pendiente de la
curva, la absortividad molar del NADPH (3,732 nmol/mL para un volumen final de 190 puL de
reaccion en placa de 0,6 cm) y el contenido de proteinas del homogenato. Los resultados se

expresaron en nmol NADPH/min/mg proteinas.
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111.5.4.4. Determinacion de la actividad de Glutation Peroxidasa (GPx)

Se analiz6 la actividad de la enzima Glutatién Peroxidasa (GPx) en higado mediante la
técnica de Paglia y Valentine (1967) con modificaciones.

El ensayo se realiz6 sobre el mismo homogenato de la determinaciéon de la enzima
glutation reductasa previamente descripta. Se tom¢é un alicuota de una dilucién de la muestra
(1/100), se agregaron 100 uL. de buffer (KH,PO4 0,0828 mol/L/ EDTA 8,3 mmol/L, pH 7),
luego 20 uL. de NADPH 2,8 mmol/L, 10 uL de glutatién reductasa (451 U/mL, diluida 1/25
previamente) (Sigma Aldrich, St.Louis, MO, EEUU), 10 pL. de NaN3 75 mmol/L y por dltimo
20 uL de GSH 0,05 mol/L. Posteriormente, se dej6 equilibrar a 20°C durante 5 min a 340 nm
y la reaccion se comenzo con el agregado de 20 pL del sustrato H,O, 0,7 mmol/L. Se ley6 la
absorbancia durante 5 min a 340nm, cada 30 s. El calculo de la actividad enzimatica se realizé
utilizando la pendiente de la curva, la absortividad molar del NADPH (4,354 nmol/mL para
placa con un volumen final de 200 pL de reaccién) y el contenido de proteinas del

homogenato. Los resultados se expresaron en nmol NADPH/min/mg proteinas.

I11.5.4.5.  Determinacion de los contenidos de GSH y GSSG

Los contenidos de GSH y GSSG en higados fueron analizados utilizando la técnica
fluorométrica de Hissin y Hilf (1976), con modificaciones.

Se preparé un homogenato en bafio de hielo. Para ello, se pesaron 0,25 g de higado y
se agregaron 3,75 mL de buffer fosfato (Na,HPO4 0,1 mol/L/EDTA 5 mmol/L, pH 8) y 1 mL
de una solucién de 25 g/100 mL de HPOs3. Se homogeneiz6 durante 1 min en bafio de hielo a
una velocidad de 10000-15000 rpm. Se centrifugé durante 10 min a 10000 xg y se utiliz6 el
sobrenadante para determinar GSH y GSSG como se describe a continuacion.

Para GSH se colocé en eppendorf una alicuota de 100 plL del sobrenadante, se
agregaron 1,8 mL del buffer fosfato y 100 uL. del o-ftalaldehido 1 mg/mL (preparada en el
momento). Se dejé reaccionar durante 15 min a temperatura ambiente y se leyd la
fluorescencia en cubeta de cuarzo a las longitudes de onda 350 nm (excitaciéon) y 420 nm
(emision).

Para GSSG se colocaron en eppendorf una alicuota de 0,1 mL del sobrenadante, se
agregaron 0,04 mL de N-etilmaleimida (NEM) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU) que
bloquea el GSH de la muestra, y se incubd durante 20 min. Luego se agregaron 0,86 mL de
NaOH 0,1 N, se agitd, y se tomaron 200 o 400 uL, dependiendo de la muestra, para hacer
reaccionar con 1,7 o 1,5 mL de NaOH 0,1 mol/L y la solucién de o-ftalaldehido de 1 mg/mL.

70



Se incubé a temperatura ambiente durante 15 min y se midi6 la fluorescencia bajo las mismas
condiciones que GSH.

Para el cdlculo de la concentracién de GSH y GSSG en (ug/g tejido) se realizd una
curva de calibracion con los estidndares de GSH y GSSG (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,

USA). Los resultados se expresaron como ug/g tejido.

II1.5.5.Determinacion del contenido de proteinas

La determinacién del contenido de proteinas tanto del suero como de los homogenatos

utilizados en cada ensayo fue realizada por la técnica de Lowry y col. (1951).

I11.5.6.Determinaciones relacionadas al metabolismo 6seo y mineral

III.5.6.1.  Absorcion aparente de Ca
La concentracién de Ca de la dieta, las heces y los huesos se determiné utilizando un
espectrofotometro de absorcion atomica (Perkin Elmer Corp., 1971). Se afiadié cloruro de
lantano (6,5 g/L en la solucion final) para evitar interferencias. La concentraciéon de P se
midié de acuerdo con el método de Gomori (1942).
La ingesta de alimentos y las heces registradas durante los dltimos tres dias de la
experiencia se utilizaron para calcular la absorcion aparente de Ca (% Abs. ap. Ca) (ecuacidon

11):

% Abs. ap. Ca = [(ICa — FCa)/ICa] x 100 (11)

Donde, ICa: Ingesta de Ca, FCa: Ca excretado en las heces.

I11.5.6.2.  Contenido y densidad mineral ésea
Se realizaron densitometrias de los animales siguiendo la técnica de Zeni y col.
(2002). Se utilizé un escdner total corporal por absorciometria dual de rayos X (DXA)
provisto de un software disefiado especificamente para pequeios animales (DPX Alpha Small
Animal Software, Lunar Radiacién Corp. Madison WI). Todas las ratas fueron escaneadas
utilizando el mismo procedimiento de digitalizacién. La precisiéon se evalué mediante la

medicién de una rata cinco veces con el reposicionamiento entre las exploraciones del mismo
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dia y en dias diferentes. El coeficiente de variacién (CV) fue 0,9% para la DMO (densidad
mineral dsea) del esqueleto total y 3,0% para CMO (contenido mineral 6seo). El andlisis de
las distintas sub-dreas se llevd a cabo sobre la imagen del animal en la pantalla, usando un
retorno de la inversion para cada segmento. E1 CV DMO fue 2,2% para el fémur. Para reducir
al minimo las variaciones del observador todos los andlisis se llevaron a cabo por el mismo

técnico.

I11.5.6.3.  Volumen éseo

La tibia derecha se escindi6 para el andlisis bioquimico. Luego se reseco y se fijé por
inmersién en formalina tamponada durante 48 h. Luego se descalcificaron en 4cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) (10 g/100 mL, pH 7) durante 25 dias y se embebieron en
parafina. Una seccion de 8 a 10 mm del hueso subcondral orientada longitudinalmente, se
obtuvo a nivel del tercio medio, incluyendo la sustancia esponjosa primaria y secundaria. Se
tifieron con hematoxilina-eosina, y por microphotographed (AXIOSKOP, Carl Zeiss) se
determind el volumen 6seo (VO%) en la zona central del hueso metafisario que aparece en la

imagen digitalizada (Parfitt y col., 1987).

I11.5.6.4.  Estudio de la composicion ésea en el Fémur Derecho
Los fémures se limpiaron de tejido blando adherente, se secaron a 100°C durante 72 h,
y se extrajo la grasa por inmersion durante 15 dias en una mezcla cloroformo: metanol (3:1),
el cual se renovd cada tres dias. Por dltimo, los huesos se secaron durante 48 h a 100°C,
fueron pesados y se realizd la determinacion de cenizas a 700°C hasta color blanco y
cristalino. A partir de entonces, se disolvieron en HCI y se diluyeron para el andlisis de Ca y
P. Los contenidos de Ca y P fueron calculados como el contenido total y el porcentaje

contenido en el tejido seco libre de grasa. Ademads, se calcul6 la relacion Ca/P para el fémur.

I11.6. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el Software Statgraphics Plus
5.1.

Réplicas

Todos los andlisis fisicoquimicos se realizaron al menos por duplicado, con la

excepcidn de algunos ensayos donde el nimero de réplicas fue mayor.
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Test de normalidad

Para definir si las variables estudiadas pertenecian a una poblacién normal, se realiz6
un test de normalidad integrado por: Chi-Cuadrado, W de Shapiro-Wilks, Z para Asimetria y
Z para Curtosis. El criterio utilizado para definir la normalidad de una poblacién fue que el
valor p sea superior o igual a 0,05 en 2 o mds de estas pruebas.

Comparacion de resultados

Se realiz6 el test de ANOVA para determinar diferencias significativas entre muestras
(p <0,05) y test de LSD (Least Significant Difference) para comparacion de a pares al 95% de
confianza. También se utiliz6 ANOV A Multifactor para determinar interaccion de variables.

Las poblaciones no normales se analizaron con el test de Kruskal-Wallis al 95% de
confianza.

Los datos obtenidos de la tincién inmunohistoquimica semicuantitativa se analizaron
comparativamente mediante la prueba de Kruskal-Wallis. Las comparaciones multiples se
realizaron a través de la descomposicion de la interaccion mediante la aplicacion de la prueba
de Tukey. El nivel de significacion se fij6 en 5% (p < 0,05) en todas las pruebas. Los
resultados se expresaron como medias con sus errores estandar. Estos andlisis estadisticos se
realizaron con el Software Statgraphics Plus 5.1.

Analisis de componentes principales (PCA)

Se realiz6 anélisis de componentes principales (PCA) para color, proteinas, relaciéon de
molienda, peso hectolitrico, indice de flotacion, densidad aparente, volumen aparente y
rendimiento (R) a 250°C - 18% H. Se asign6 un valor de 1 al SB y de 2 al SR. EI propésito
del andlisis es obtener combinaciones de las variables que expliquen la mayoria de la
variabilidad en los datos. El PCA construye una transformacion lineal que escoge un nuevo
sistema de coordenadas para el conjunto original de datos, en el cual la varianza de mayor
tamafio es capturada en el primer eje (Primer Componente Principal), la segunda varianza mds
grande es el segundo eje, y asi sucesivamente. Para construir esta transformacion lineal debe
construirse primero la matriz de coeficientes de correlacion. La transformacion que lleva de
las antiguas coordenadas a la nueva base es precisamente la transformacion lineal necesaria
para reducir la dimensionalidad de datos.

Disefios experimentales

Se utilizaron disefios experimentales de superficie de respuesta de tipo factorial segin

lo descripto en el punto II1.3.3.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1. CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LOS HIBRIDOS DE SORGO

IV.1.1. Caracteristicas quimicas de los sorgos

IV.1.1.1. Clasificacion de los sorgos segiin contenido de taninos
El andlisis de la presencia de taninos, de acuerdo al nuevo estindar de
comercializacién de sorgo (Resolucidon 554/2011 Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria), permiti6 clasificar a todas las muestra de sorgo utilizada para este estudio,
como baja en tanino o sin taninos condensados, ya que mds del 95% de los granos tomaron

una coloracién blanca cremosa luego del tratamiento de blanqueo (Figuras IV.1.1).

Figura IV.1.1: Sorgo blanco nativo y posterior al blanqueo (a). Sorgo rojo nativo y posterior

al blanqueo (b).

IV.1.1.2. Composicion quimica de los sorgos

Se evaluaron las caracteristicas quimicas de 28 hibridos de sorgos, 14 de ellos blancos
(SB) y 14 rojos (SR). Los resultados obtenidos de la composicién de los hibridos de sorgo
analizados se presentan en la Taba IV.1.1, incluyendo proteinas (PR), extracto etéreo (EE),
cenizas (CZ), polifenoles totales (PFT), polifenoles libres (PF Lib), polifenoles ligados (PF
Lig) y 4cido fitico (AF). Ademads, se evalu6 el contenido de minerales (Fe, Zn, Ca, Cu, K,
Mg, Na y P) para cada uno de los hibridos y los resultados se presentan en la Tabla IV.1.2.
Todos los resultados se expresaron en base seca y la humedad de los granos varié de 11,0 a
15,8%.

Los valores de PR, EE, CZ, minerales y PF se hallaron dentro de los rangos
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publicados en la bibliografia (FAO, 1995, Dicko y col., 2006, Ragaee y col., 2006). La
composicion quimica y el valor nutricional del sorgo pueden ser afectados por factores tales
como el genotipo, el clima, tipo de suelo y fertilizacién (Ebadi y col., 2005). Para ambos tipos
de sorgo, el contenido de PF Lig fue mayor que el de PF Lib, ya que en sorgos, los dcidos
fendlicos se presentan en su mayoria en forma ligada (Awadelkareem y col., 2009).

Para realizar los andlisis estadisticos de cada componente quimico es necesario saber
si se trata de poblaciones con distribuciéon normal. En la Tabla IV.1.1 se presentan los
resultados de varios test ejecutados para definir si los resultados siguen una distribucién
normal. El test Chi-Cuadrado divide el rango en 15 clases igualmente probables y compara el
nimero de observaciones en cada clase con el nimero esperado. El test de Shapiro-Wilks se
basa en la comparacién de los cuantiles de la distribucion normal ajustada con los cuantiles de
los datos. El test de Asimetria Estandarizada busca la falta de simetria en los datos. El test de
Curtosis Estandarizada busca si la forma distribucional es mds plana o mds puntiaguda que la

distribucién normal.

Tabla IV.1.1: Valores de p para Chi-cuadrado, W de Shapiro-Wilks, Z para asimetriay Z
para Curtosis para proteinas (PR), extracto etéreo (EE), cenizas (CZ), PFT (PFT), PF Libres
(PF Lib), PF Ligados (PF Lig) y acido fitico (AF) y minerales (Fe: Hierro, Zn: Zinc, Ca:
Calcio, Cu: Cobre, K: Potasio, Mg: Magnesio, Na: Sodio y P: Fésforo).

Chi- W de Shapiro- Z para Z para
Determinacion  Cuadrado Wilks Asimetria Curtosis
PR 0,2493 0,2411 0,3370 0,8050
EE 0,6597 0,8222 0,8144 0,2836
CZ 0,1496 0,5259 0,6155 0,7753
PFT 0,0020 0,0037 0,0659 0,1663
PF Lib 0,0009 0,0002 0,2532 0,0432
PF Lig 0,0463 0,0039 0,0513 0,0850
AF 0,9010 0,3205 0,1974 0,1923
Fe 0,2493 0,1625 0,6135 0,0774
Zn 0,9807 0,9086 0,9358 0,5139
Ca 0,0174 0,0650 0,2413 0,8960
Cu 0,0337 0,2167 0,5683 0,2299
K 0,6597 0,8878 0,9989 0,3953
Mg 0,8331 0,8646 0,9124 0,9342
Na 0,7508 0,9281 0,6468 0,4516
P 0,1496 0,0912 0,6870 0,0213
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Dado que el valor p para este test de normalidad (Chi-Cuadrado, W de Shapiro-Wilks,
Z para Asimetria y Z para Curtosis), es superior o igual a 0,05 en 2 o mds de ellos, para PR,
EE, CZ, AF, Fe Zn, Ca, Cu, K, Mg, Na y P se acepta que proceden de una distribucién normal
con un nivel de confianza de al menos el 95%. Para estas determinaciones se realiz6 un
andlisis de ANOVA para evaluar se existe deferencia entre las muestras que proceden de SB y

SR (Tabla IV.1.2).

Tabla I'V.1.2: Resultados de ANOVA para proteinas (PR), extracto etéreo (EE), cenizas
(CZ2), 4cido fitico (AF), Fe, Zn, Ca, Cu, K, Mg, Na y P, evaluando el efecto del color.

Determinacion p*
PR 0,1734
EE 0,8166
Cz 0,1196
AF 0,0004
Fe 0,0003
Zn 0,0281
Ca 0,4992
Cu 0,0215
K 0,5140
Mg 0,4620
Na 0,0023
P 0,0021

*diferencias significativas p < 0,05

En el andlisis de ANOVA se observa que para PR, EE, CZ, Ca, K y Mg no existe
diferencia estadisticamente significativa entre las determinaciones quimicas de sorgos de
distinto color (p > 0,05) (Tabla IV.1.2) y los valores medios correspondientes se presentan en
la Tablas IV.1.3 y Tabla IV.1.4. Por el contrario, los contenidos de AF, Fe, Zn, Cu, Nay P
difieren significativamente entre los SB y los SR (Tabla IV.1.2) y las medias correspondientes
a cada poblacion, acorde al color, se presentan en la Tablas IV.1.3 y Tabla IV.1.4. Se observé

que tales valores fueron mayores en SB para Fe, Zn y Na, y en SR para AF, Cuy P.
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Tabla I'V.1.3: Composicién centesimal: proteinas (PR), extracto etéreo (EE) y cenizas (CZ), polifenoles totales (PFT), PF Libres (PF Lib), PF

Ligados (PF Lig) y 4cido fitico (AF) de los hibridos de sorgo blanco (SB) y rojo (SR).

HIBRIDOS PR EE CZ PFT PF Lib PF Lig AF
(g/ 100 g) (g/ 100 g) (g/100g) (mg AG/100g) (mgAG/100g) (mg AG/100g) (mg/100 g)
SB1 11,9 3,1 1,7 689,1 110,6 5784 928,1
SB2 11,1 3,1 1.8 664.9 112,7 5522 918,1
SB3 9,9 3,3 1,5 6744 106,6 567,7 869,1
SB4 11,4 3,0 1,6 697,6 103,0 594,5 877,0
SB5 11,1 3,0 1,5 669,9 101,8 567,2 850,9
SB6 10,7 3,0 1,3 676,2 112,7 563,5 881,9
SB7 9,8 3,1 1,5 517.4 108,7 408,7 960,2
SBS 10,4 2,9 1,2 949,7 171,2 778,5 1017,4
SB9 9,8 2,7 1,2 595,5 118,6 476,9 739,7
SB10 10,7 3.4 1,3 665,6 101,3 564,2 953,9
SB11 8,5 2,8 1,2 1051,8 157.4 894.4 1008,4
SB12 9,1 3,0 1,2 991,5 179.8 811,7 829,1
SB13 95 3,1 1,5 954,2 180,6 773,6 843,3
SB14 10,9 2,8 1,2 627.9 112,4 515,5 968,3
Promedio + DE** 675,3 +166,9"*  112,6 +50,8"  567,5 + 221,4* 903,24 + 76,40™
SR1 10,7 3,0 1,8 1131,9 189,5 9424 934,9
SR2 10,1 2,8 1,5 739,1 131,5 607,6 1050,3
SR3 11,8 3,0 1,2 1303,1 198,6 1104,5 1255,8
SR4 11,0 3,0 1,1 1018,8 150,9 867,8 1096,6
SR5 9,9 2,9 1,5 704,7 107,8 596,9 1086,4
SR6 11,2 3,1 1,6 740,7 120,7 620,0 985,8
SR7 10,7 3,0 1,6 1605,6 201,3 1404.,4 1049,3
SR8 9,9 2,9 1,5 990,8 134,7 856,1 988,5
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SR9 11,5 3.2 1,4 776,5 127.8 648,7 1063,4
SR10 11,2 2,9 1,5 701,4 105,0 596,4 1134,6
SR11 11,4 3.2 1,5 8204 107.,8 712.,6 1095,4
SR12 9,1 3,0 2,0 829,7 123,1 706.6 9274

SR13 11,1 3,0 1,5 1421,3 197,2 12242 1337,0
SR14 11,0 3,0 1,7 1073,2 195,7 877,5 8764
Promedio + DE** 910,2 + 288,3"  133,1 +75,0™  784,4 +322,5"  1062,99 + 124,52
Media + DE 10,5 + 0,9 3,0+0,1 1,5 +0,2

En cada andlisis se calcul6 el CV y fue menor a 5%. Los resultados se expresaron en base seca.
*Media = DE. Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas (p < 0,05).
*Mediana + IR. Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas (p < 0,05).

Tabla I'V.1.4: Contenido de minerales totales (Fe: Hierro, Zn: Zinc, Ca: Calcio, Cu: Cobre, K: Potasio, Mg: Magnesio, Na: Sodio y P:
Fésforo) en mg/kg (ppm) en base seca, de los hibridos de sorgo blanco (SB) y rojo (SR).

HIBRIDOS  Fe (ppm) Zn (ppm) Ca (ppm) Cu (ppm) K (ppm) Mg (ppm) Na (ppm) P (ppm)
SB1 30,41 +£0,01 1538+0,31 117,33+£0,08 2,83+0,00 4115,18+9,79  1548,65+16,39  179,75+0,91  3396,54 + 125,26
SB2 22,42+0,12 17,72+0,11 110,56+ 0,09 3,48+0,00 4240,92+6,24  2090,65+ 14,98 189,71 £ 0,92 3995,13 + 99,68
SB3 2586023 16,40+0,21 110,03+0,01 2,92+0,01 3894,73+3,13  1887,66+ 14,47  16596+0,64  3788,85+ 174,94
SB4 2691+0,07 16,69+0,14 11506+0,06 336+0,01 425408+1,59  1548,65+16,39  179,75+0,91  3385,52 + 124,86
SB5 24,71+£0,06 14,41+0,34 130,90+1,43 2,95+0,01 4098,95+29570  2079,72 +0,81 159,29 + 2,37 2849,25 + 86,88
SB6 29,03+0,33 11,23+0,02 146,62+ 1,90 332+0,10 2935,71+25,02 187428 +17,28 250,97 + 1,35 294595 + 94,87
SB7 2537+1,84 19,10£1,52 106,69+0,73 2,58+0,01 3707,92+33,28  2057,52+68,87 189,97 +2,40 3148,56 + 61,66
SBS 28,67+0,80 20,31+0,00 14591+836 4,85+0,10  3531,55+6,63 2037,1 + 57,68 180,00 + 1,49  3433,40+ 136,11
SB9 32,26+0,32  17,01+0,62 13990+3,02 2,37+0,06 435287 £27,55  181525+3580  232,96+9,14 3153,15 + 78,33
SB10 27,57+0,53 22,65+1,56 132,34+090 3,09+0,16 4137,17+55,38  2321,00£47,55 299,39+ 19,73  3526,01 + 145,56
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SB11 29.63+£0,84 20,43+0,64 131,65+1,90 4,16+008 4091,15+34,75 192540+ 1438  214,71+0,61  3177,18 43,52
SB12 2399+ 191 18,63+£009 159,80+0,86 226+001 3611,92+43,18 1777,67 116,70 220,59+ 1,58  2904,59 + 78,24
SB13 2628 +086 17,93+0,67 111,46+095 270+0,06 3739,03+ 177,76 1954931822 241,15+1127  3032,78 +43,13
SB14 30,52+029 17,27+0,12  9502+3,86 284+0,17 3378,91+253,79 1803,74+4327 270,63+11,56  3183,60 + 62,82
Media + DE 27,40 +2,82" 18,30 + 2,43 3,12  0,70° 212,49 +42,01°  3280,04 + 331,84
SR1 21,99 40,11 1517+024 11231+559 461002 4053,79+7,11  1849,59+27.97  171,68+033  2979,58 + 33,04
SR2 21,7+0,04 15924039 107,76+ 027 4,00+£0,00 3546,12+49.83  1793,59 £26,55  201,75+0.85  3492,98 + 57,14
SR3 19,78 £0,10 12,51+020 121,94+006 2,83+0,01  3002,94+322 162681 +23,85  189,89+0,30  4267,12 % 119,97
SR4 22244019 14,54+0,17 10983+0,19 472+0,01 4563,91+31,79  2179,43+39.85 140,61 £038 392223 + 158,43
SR5 26,87+ 0,05 1587+037 13557+0,06 4,02+001  325227+820  1964,97+8532  176,15+2,14  4203,58 + 66,03
SR6 21,19+ 0,02 18,60+057 126,77+0,03 3,92+002 3889,69+570  2028,75+30,40  19442+1,07  4051,67 +92,53
SR7 27,040,090 1837+081 132,77+0,15 279+002 384689+887  168836+631  219,83+104  3361,52+ 101,83
SRS 2091002 16,570,553 116,17+0,18 2.85+001 4226,10+ 13,77  2390,17+ 1,15 127,38+ 159 417141 + 193,50
SR9 23,010,001 19,80+£059 111,38+0,22 420+0,02 509348+8,75  2388,72+264  133,56+021  4148,30 + 125,50
SR10 2207001 18,04+048 110,69+0,17 3,92+002 3968,18+7,30 2116827245  182,03+322 437738 16,96
SR11 21954016 16,64+020 113,52+0,14 395+001 441992 +10,81  2184,93 590 87,54 + 0,07 3842,24 + 83,06
SR12 2386 0,14 17,51+0,95 11741005 324+001  3750,08+4,08  1812,92+1535  17522+267  3564,66 + 82,08
SR13 2145+0,06 11,68+038 12237+026 3.83+001 4326,11+696  1990,54 6225  11573+2,05  3762,98 + 113,19
SR14 28.83+1,87 16,01+025 15625+2,95 3.42+003 3708,00+24804 1856,74 62,28  151,42+12,12  2991,40 + 112,93
Media + DE 23,06 2,65 16,23 + 227 3,73 +0,62" 161,94 + 37,09°  3795,50 + 457,73"
Media + DE 123,14 + 15,98 3915,18 + 471,96  1938,44 + 208,82

En cada analisis se calcul6 el CV y fue menor a 5%. Media + DE.

Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas (p < 0,05).

80



En al caso de PFT, PF Lib y PF Lig, al no proceder de una poblacion con distribucién
normal (Tabla IV.1.1) se realiz6 el test de Kruscal-Wallis para evaluar el efecto del color

(Tabla IV.L.5).

Tabla IV.1.5: Valores p para el test de Kruskal-Wallis para (PFT), PF Libres (PF Lib) y
PF Ligados (PF Lig) segun color.

Determinacion p

PFT 0,0021
PF Lib 0,0481
PF Lig 0,0021

En los tres casos existié diferencia estadisticamente significativa entre las medianas a
un nivel de confianza del 95,0% entre los SB y los SR, siendo mayor el contenido de PFT,
Lib y Lig en SR (Tabla IV.1.3).

En cereales, los fenoles se presentan en forma soluble e insoluble o ligada. En el
primer grupo estdn los fenoles libres, glucosilados y esterificados que se ubican en mayor
cantidad en las capas periféricas de los granos (pericarpio, testa y células de aleurona),
mientras que su concentracion es menor en el endospermo (Yu y col., 2001). Respecto al
contenido de PF Lib, se observé que los SR presentaron mayor contenido que los SB.
Waniska y col. (1989) también reportaron un mayor contenido de 4cidos fendlicos libres en
ciertos sorgos con testa pigmentada en comparacion con los que no la tienen pigmentada. Se
observo que para ambos tipos de sorgos el contenido de PF Lig fue mayor que el de PF Lib
(Tabla IV.1.3). En sorgos y otro cereales, Awadelkareem y col. (2009), Hahn y col. (1983) y
Adom y Liu (2002) informaron que los dcidos fendlicos existen en su mayoria en forma

ligada.

IV.1.2. Caracteristicas fisicas de los sorgos
En la Tabla IV.1.6 se presentan los resultados de las caracteristicas fisicas de los
hibridos de sorgos analizados, mostrandose la media para poblaciones normales y la mediana
para poblaciones no normales, de acuerdo a los resultados de los test ejecutados para definir si
las determinaciones realizadas siguen una distribuciéon normal (Tabla IV.1.7). Dado que el
valor p para este test de normalidad (que incluye Chi-Cuadrado, W de Shapiro-Wilks, Z para
Asimetria y Z para Curtosis) fue superior o igual a 0,05 en 2 o més de ellos, para RM y DA se

aceptd que estas resultados proceden de una distribucién normal con un nivel de confianza del
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95%. En el caso de PH y %F, se hallaron valores de p inferiores a 0,05, por lo cual se rechaza

que proceden de una distribucién normal.

Tabla IV.1.6: Caracteristicas fisicas. Relacion de molienda (RM), Peso Hectolitrico (PH),
Porcentaje de Flotaciéon (%F) y Densidad Aparente (DA) de los hibridos de sorgo blanco (SB)

y rojo (SR).

Hibrido RM PH (kg/hL) %F DA(g/mL)
SB1 6,2 81,2 8,0 1,5
SB2 3,7 80,7 13,0 1,4
SB3 5,0 80,8 2,0 1,4
SB4 4,3 80,3 5,0 1,7
SBS 4,7 81,1 7,0 1,3
SB6 4,0 78,7 1,0 1,3
SB7 3,2 73,0 16,0 1,2
SB8 2,9 78,9 10,0 1,2
SB9 2,4 78,7 19,0 1,1
SB10 3,2 80,0 7,0 1,2
SB11 1,7 73,2 58,0 1,1
SB12 1,8 73,3 59,0 1,0
SB13 4,2 71,8 4,0 1,1
Mediana + DE 78,9 + 3,6°
SR1 4,2 81,6 4,0 1,3
SR2 3,4 79,4 10,0 1,3
SR3 5,3 81,9 0,0 1,5
SR4 4,5 81,3 0,0 1,6
SRS 5,2 82,0 4,0 1,5
SR6 5,4 80,3 9,0 1,4
SR7 4,0 81,0 3,0 1,4
SRS 3,8 80,3 8,0 1,3
SR9 4,2 80,4 10,0 1,3
SR10 3,9 80,9 6,0 1,3
SR11 4,0 80,3 8,0 1,4
SR12 2,8 80,2 13,0 1,4
SR13 4,0 80,5 8,0 1,4
SR14 6,0 81,0 5,0 1,3
Mediana + DE 80,7 +0,7°
Media + DE 4,0 £ 1,1 1,0 +144 1,3+0,2
Rango 1,7-6,2 71,8-82,0 0,0-59 1,0-1,7

En cada andlisis se calcul6 el CV y fue menor a 5%. Media + DE. Mediana + DE. Letras
distintas en cada columna indican diferencias significativas (p < 0,05).
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Tabla IV.1.7: Valores de p para Chi-cuadrado, W de Shapiro-Wilks, Z para asimetriay Z
para Curtosis para RM, PH, %F y DA.

Chi- W de Shapiro- Z para Z para
Determinaciones Cuadrado Wilks Asimetria Curtosis
RM 0,8225 0,7611 0,8507 0,8357
PH 0,0001 0,0000 0,0163 0,0679
%F 0,0001 0,0000 0,0011 0,0002
DA 0,7363 0,8454 0,7684 0,3882

Para RM y DA se realiz6 un ANOVA (Tabla IV.1.8) que mostr6 que no existe

diferencia estadisticamente significativa entre los SB y los SR (p > 0,05).

Tabla IV.1.8: Resultados de ANOVA para RM y DA evaluando el efecto del color.

Determinaciones p
RM 0,1152
DA 0,0583

*diferencias significativas p < 0,05

En el caso del PH y %F al no proceder de una distribucion normal, se realiz6 el test de
Kruskal-Wallis para evaluar el efecto del color (Tabla IV.1.9), observdndose que en el caso
del PH existi6 diferencia estadisticamente significativa entre las medianas a un nivel de

confianza del 95,0% entre los SB y SR, siendo mayor en SR (Tabla IV.1.6). Para %F no hubo

diferencias significativas por el color de los sorgos (p > 0,05).

Tabla IV.1.9: Valores de p para el test de Kruskal-Wallis PH y %F evaluando el efecto del

color.
Determinaciones p
PH 0,0107
9% F 0,1969

Por otra pate, la RM mostré un promedio de 4,0 con valores entre 1,7 y 6,2, que son
superiores a los obtenidos por Montiel y col. (2011), quienes analizaron 14 hibridos de sorgo
y encontraron un promedio de 2,0 y un rango de 1,4 - 3,2. Los granos con una mayor RM son
mads duros (ricos en endospermo vitreo) y producen un mayor tamafio de particula respecto a
los granos mds blandos (Chandrashekar y Kirleis, 1988).

Los valores obtenidos para DA (media: 1,33 + 0,15 g/mL, rango: 1,01 - 1,72 g/mL)
fueron similares a los hallados por Montiel (media: 1,31 + 0,16 g/mL, rango: 1,10 a 1,64

g/mL).
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Respecto al PH, los valores observados para SB y SR variaron en un rango de 71,84 a
82,00 kg/hL (Tabla 1V.1.6), similares a los publicados por Montiel (media: 78,40 + 2,07
kg/hL, rango: 74,00- 80,08 kg/hL).

Otro de los estimadores de la dureza de los granos es la flotabilidad (Eyherabide y
col., 1996, Jambunathan y col., 1992), donde se mide el porcentaje de granos que flotan en
una solucién de densidad conocida. Los valores observados para %F variaron entre 0 y 59 %,
mientras que Montiel y col. (2011) reportaron un rango de 12 - 47%, y Jambunathan y col.
(1992), entre 40 y 100%. El porcentaje de granos de sorgo que flotan es menor cuando poseen
altas proporciones de endospermo vitreo (Jambunathan y col., 1992), es decir que a menor

flotacion, mds duros son los granos (Robutti, 1995).

IV.1.3. Conclusiones Parciales

e Los 28 hibridos de sorgo analizados se clasificaron como bajos en taninos o sin
taninos condensados, con lo cual son aptos para consumo humano.

e Los sorgos analizados presentaron una composicién similar a la informada en otras
investigaciones respecto a PR, EE, CZ, PFT, PF Lib, PF Lig, AF y minerales (Fe,
Zn, Ca, Cu, K, Mg, Na y P).

e Se observé que PR, EE, CZ, AF, Fe, Zn, Ca, Cu, K, Mg, Na y P presentaron
distribucion normal. Adem4s, el contenido de Fe, Zn, Na, AF, Cu, y P presentaron
diferencias estadisticamente significativas acorde a si procedian de SB o SR, siendo
los 3 primeros mayores en SB.

e No presentaron distribuciéon normal: PFT, PF Lib y PF Lig y ademds presentaron
diferencias si provenian de SB o SR. Al analizar sus medianas, todas fueron
mayores para los SR, ya que los sorgos con testa pigmentada poseen més PF. Los
contenidos de PF Lig fueron, en todos los casos, mayores a PF Lib.

e Los valores hallados de RM, DA, PH y %F estuvieron dentro de los rangos
informados en la bibliografia.

e Respecto a las propiedades fisicas, s6lo presentaron distribucién normal RM y DA,
y no difirieron con el color de los hibridos. El PH y %F no presentaron una
distribucién normal y el primero presentd diferencia acorde al color del hibrido,

siendo mayor en SR.
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e Si bien mayores valores de RM, PH y DA y menores de %F se relacionan con
mayor dureza de los granos, en base a estos pardmetros no se ha podido establecer

una relacion clara indicadora de la dureza de los hibridos analizados.
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IV.2. ESTUDIO DEL PROCESO DE POPEADO DE SORGOS

IV.2.1. Eleccion de las condiciones del proceso de popeado

Como fue descripto en el Punto II1.2.2, en una variedad de SB y una variedad de SR se
ensayaron las siguientes condiciones de proceso: temperaturas de popeado: 230, 250, 270°C y
humedad: 12,5 y 15,5% (Ensayo 1). Considerando el volumen adquirido por los expandidos,
atributo mds importante de los popeados (Dofing y col., 1990, Ziegler, 2001, Ceylan y
Karababa, 2002, Shimoni y col., 2002), y la capacidad del equipo de mantener una T estable,
se fijo la T para realizar los ensayos en 250°C. Luego se ensayaron las siguientes humedades
12, 14, 16, 18 y 20%, trabajando a 250°C (Ensayo 2) (Tabla IV.2.1).

A partir de los resultados del Ensayo 2 y con el criterio de eleccién del mayor volumen
adquirido por los expandidos, las condiciones definidas a utilizar para el popeado de los 28
hibridos de sorgo en lecho fluidizado fueron: H de los granos: 14 y 18% y temperatura de

popeado: 250°C, tiempo: 1 min.

Tabla IV.2.1: Ensayos para la eleccién de las condiciones de popeado.

SB SR
ENSAYOS TEMPEORATURA HUMEDAD . .
0 (%) VA (cm’/g) | VA (em’/g)
12,5 5.9 6,8
230
15,5 6,9 8,8
Ensayo 1 12,5 6,2 6,4
250
15,5 7,0 9.4
12,5 5,7 49
270
15,5 7,0 9,7
12,0 10,2 6,9
14,0 13,3 15,5
Ensayo 2 250 16,0 12,6 15,1
18,0 14,4 15,7
20,0 12,1 13,1

IV.2.2. Popeado de los granos de sorgo

Utilizando las condiciones previamente definidas, se popearon las 28 variedades de
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sorgo. Los resultados de VA, R y AP se muestran en la Tabla IV.2.2. Se observé que la
muestra SB14 pricticamente no poped. Por tal motivo, no se incluyeron sus resultados en

dicha tabla y ademads esta muestra se excluy6 de los andlisis realizados més adelante.

Tabla IV.2.2: Volumen Aparente (VA) y Rendimiento (R) luego del popeado a 250°C - 14%
H y a250°C - 18% H. Aptitud de Popeado (AP) calculada con resultados a 250°C - 14% H 'y
250°C - 18% H de los hibridos de sorgo blanco (SB) y rojo (SR).

250°C -14 %H AP 250°C -18 %H AP
Hibrido "y | em¥g) R (%) PG VA@mY  R(%) a0 Cs
SB1 10,0 63.6 52 19,1 84,7 131
SB2 140 70,9 8,0 16,6 72,6 9,7
SB3 184 86,3 12,8 16,7 79,0 107
SB4 17,5 81,1 11,4 15,4 74,5 9.2
SBS 17,5 81,1 15 14,4 70,0 8.2
SB6 153 87,1 10,5 12,5 95,3 9.4
SB7 13,0 84,7 8.1 13,7 89,3 8.9
SBS 10,1 86,5 6.9 11,4 88,1 7.9
SB9 12,8 85,2 8.6 13,9 87,5 9.6
SB10 117 87,3 8,1 12,2 90,2 8.8
SB11 9,1 68,9 46 10,3 80,3 6,0
SB12 9,1 673 45 112 81,5 6.7
SB13 169 86,0 10,4 17,8 85,7 11,0
SR1 174 86,2 12,2 14,9 63,2 7.7
SR2 157 772 9.6 13.4 72,0 7.7
SR3 145 75,5 9,0 18,0 73,2 1038
SR4 158 73,8 9,5 13,6 71,1 78
SRS 189 84,5 13,1 16,0 77,0 10,1
SR6 6,3 47,1 24 17,7 773 11,0
SR7 20,8 78,7 132 13,2 68,6 73
SRS 59 23,7 11 13,5 70,0 76
SR9 16,1 79,5 103 14,1 71,0 8,1
SR10 17,7 77,6 1,1 16,3 70,5 9.3
SRI11 156 68,9 8.6 13,4 64,1 6.9
SRI12 15,1 76,6 9,3 13,4 62,2 6.7
SRI13 155 79,5 9.9 15.2 71,4 8.7
SR14 15,5 54,3 6.8 18,7 78,2 138
Media % 143438 748%143 88%30 14723 76688 89x17
Rango 59208 237-873 L1132 103191 622953  6,0-13,1
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Para poder realizar los andlisis estadisticos, es necesario saber si estas variables tienen
distribucién normal. En la Tabla IV.2.3 se presentan los resultados de los test de normalidad

realizadosa VA, Ry AP a 250°C - 14 % H y 250°C - 18 % H.

Tabla I'V.2.3: Valores de p para las pruebas de normalidad para Volumen Aparente (VA),
Rendimiento (R) y Aptitud de Popeado (AP) a 250°C - 18% H y 250°C - 14% H.

Determinaciones Chi- W de Shapiro- Z para Z para
Cuadrado Wilks Asimetria Curtosis

VA 0,3721 0,5701 0,7428 0,4038

R 0,1825 0,3575 0,5451 0,4469

AP 250°C - 14% H 0,0584 0,0628 0,1845 0,5011

AP 250°C - 18% H 0,6424 0,6454 0,3983 0,9219

Dado que los valores de p para las pruebas de normalidad fueron superiores o iguales a
0,05 en 2 o mds de ellos, se aceptd que las variables VA, R y AP en ambas condiciones de
popeado siguen una distribucién normal.

Para evaluar si existe diferencia por el color de los granos, se realiz6 ANOVA (Tabla

IV.2.4) con los resultados de popeado a 250°C - 18 % H y 250°C - 14 % H.

Tabla IV.2.4: Resultados de ANOVA para VA, Ry AP a 250°C - 18% H y 250°C - 14% H
evaluando el efecto del color.

Valor de p* Valor de p*
Determinacion 250°C-14% H 250°C - 18% H
VA 0,2961 0.3585
R 0,1482 0,0000
AP 0,7561 0,4705

*diferencias significativas p < 0,05

Se observo que en el popeado a 250°C - 14 % H no hubo efecto del color (p > 0,05)
para VA, R y AP. Sin embargo, sino se consideran en el andlisis las muestras SR6 y SR8, el
VA resulta mayor para SR que SB en estas condiciones. Cuando el popeado se realizé a

250°C - 18 % H, el VA y la AP no presentaron diferencias estadisticamente significativas por
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color. Por el contrario, el R fue superior para SB (SB: 83,0% vs. SR: 70,7 %) en estas
condiciones de popeado.

El popeado result6 en valores de VA que variaron de 5,9 a 20,8 mL/g y de 10,3 a 19,1
mL/g, y de R variaron de 23,7 a 87,3 % y de 62,2 y 95,3%, para las condiciones de 250°C-14
9%H y 250°C-18 %H, respetivamente. Estos valores fueron en general superiores a los
informados por Viraktamath y col. (1972) que evaluaron la calidad de 14 sorgos popeados y
observaron que el volumen varié de 7,0 a 11,4 mL/g y el R, de 21,0 a 74,6 %. Se podria decir
que en el caso de los hibridos de SB la condicion para obtener el mejor popeado es a 250°C -
18% H y en el caso de los SR, existe una tendencia que indica que a 250°C - 14% H se

obtendrian mayores VA.

IV.2.2.1. Relacion entre los parametros fisicoquimicos y la aptitud para el
popeado de los granos de sorgo
Con el fin de estudiar la relacion entre las propiedades fisicoquimicas de los granos y
la capacidad de explotar (medida con el VA y el R), se realiz6 un andlisis de componentes
principales (PCA) con los resultados obtenidos a 250°C - 18 % H, por ser la condicién que

mejor se relacion6 (Tabla IV.2.5 y Figura IV.2.1).

Tabla IV.2.5: Pesos de las componentes en el PCA para color, proteinas (PR), relacion de
molienda (RM), peso hectolitrico (PH), indice de flotacién (%F), densidad aparente (DA),
volumen aparente (VA) y rendimiento (R) a 250°C - 18% H.

Componentes Componentes

1 2
COLOR -0,271662 -0,530868
VA -0,326726 0,366165
R 0,230639 0,633637
PR -0,382654 0,1786
RM -0,40513 0,308179
PH -0,399493 -0,160499
%E 0,378691 -0,164781
DA -0,390768 -0,0531114
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Componente 2

-0,21 -0,01 0,19 0,39

Componente 1

Figura IV.2.1: Grifica de Componentes principales de propiedades fisicoquimicas y
caracteristicas de expandidos de hibridos de sorgo popeados a 250°C - 18% H. Proteinas (PR),
relaciéon de molienda (RM), peso hectolitrico (PH), indice de flotaciéon (%F), densidad
aparente (DA), color, volumen aparente (VA) y rendimiento (R).

A través del PCA se determiné que con 2 componentes se puede explicar el 75% de
los casos. En la Tabla IV.2.17 se observa que las propiedades RM, PH, DA, PR y VA estin
representadas por la primera componente con relacion indirecta y %F con relacion directa,
manifestando su interaccion opuesta con las caracteristicas antes mencionadas. Hallgren y
Murty, (1983) obtuvieron resultados similares para sorgo. Se espera que mientras mds duro es
el grano, es decir mayor RM, PH y DA y menor %F, mayor serd el VA del producto popeado.
Observaciones similares fueron reportadas para sorgo (Thorat y col., 1988, Bressani y Tuna,
1992, Gupta y col., 1995), maiz (Hoseney y col., 1983) y arroz (Murugesan y Bhattacharya,
1991). Esto se debe a que el volumen que adquieren los granos explotados, ademds del
contenido de agua 6ptimo, depende de la ruptura del pericarpio a cierta temperatura, cuando
la presion dentro del grano es suficientemente elevada (Shimoni y col., 2002). El pericarpio
genera una resistencia mecdnica que permite mantener la alta presion en los granos,
favoreciendo el aumento de volumen al estallar (Hoseney y col., 1983). Ademads, las PR y RM
estdn bien representadas y en forma indirecta por esta componente, es decir que al aumentar el
contenido de PR, mds duros serdn los granos y mejor VA alcanzardn al explotar, tal como fue
observado para maiz (Soylu y Tekkanat, 2007).

En el caso de la segunda componente, se observa que representa en forma directa al R
y en forma inversa al color, indicando que SB obtuvo los mayores R. No se observo relacion
entre el R y el VA. De igual forma, Viraktamath y col. (1972) en sorgos y Dofing y col.
(1990) en maiz, no encontraron correlacién entre el R y el volumen de los popeados.

Como se menciond anteriormente, se definié el pardmetro AP con la finalidad de
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utilizarlo para predecir la aptitud de explosion de granos de sorgo y se estudi6 su relaciéon con
las otras evaluaciones realizadas, a través de regresion multiple. Se encontré que utilizando
determinaciones simples como RM y color se obtiene un R? de 0,71 (Tabla IV.2.6). Es decir
que partiendo de una muestra desconocida de sorgo, a través de la determinacién de RM vy
teniendo en cuenta el color (asignando valor 1 a SB y valor 2 a SR) es posible predecir el

indicador AP que tendrdn el 71% de los casos, acorde a la siguiente ecuacion 12:

AP = 5,70029 — 1,41194*COLOR + 1,34105*RM (12)

Tabla IV.2.6: Anilisis de Regresion Miltiple entre AP y RM y color para sorgo.

CONSTANTE 5,70029 0,786
COLOR -1,41194 0,388
RM 1,34105 0,175
Analisis de Varia
Fuente Suma de cuadrados GL Cua
Modelo 55,2545
Residuo 22,1108 24
Total (Corr.) 77,3654 26
R-cuadrado = 71,4202 porcentaije

Considerando que una buena aptitud para popear podria estar indicada por un VA de
14 cm’/g y un R de 80%, y teniendo en cuenta un PH promedio de 80 kg/hL, el valor de AP
seria igual o mayor a 9. Es decir, dado una muestra de sorgo, midiendo su RM, considerando
su color y utilizando la ecuacién 12, en el 71% de los casos correlacionard con la AP, y si ésta

es mayor o igual a 9, ese hibrido tendria buena capacidad para popear.

1V.2.3. Evaluacion nutricional de muestras selectas de harinas de granos popeados

Para todos los hibridos no se obtuvieron buenos rendimientos de popeado. A su vez, se
considera que el volumen que adquieren los granos popeados (“palomitas”) es el atributo mas
importante para el consumidor (Dofing y col., 1990, Ziegler, 2001, Ceylan y Karababa, 2002,
Shimoni y col., 2002), por lo que el VA y el indicador AP fueron las caracteristicas que se

tuvieron en cuenta para seleccionar las muestras popeadas a evaluar desde el punto de vista
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nutricional. Las muestras elegidas fueron, en el caso del SB el hibrido SB1 popeado a 250°C -

18% H y para SR el hibrido SR7 popeado 250°C - 14% H (Figura IV.2.2).

Figura IV.2.2: Fotografias de Sorgo Blanco popeado a 250°C - 18% H (a) y Sorgo Rojo
popeado a 250°C - 14% H (b).

En la Tabla IV.2.7 y IV.2.8 se muestran los resultados del andlisis de las harinas
nativas y cocidas por popeado. Con el fin de evaluar si hubo efecto por el color o el proceso y
su interaccidn, se realizé un ANOVA Multifactor (Tabla IV.2.9).

Del andlisis de la composicion centesimal (Tablas IV.2.7 y IV.2.9), se observé que el
contenido de PR present6 diferencias significativas por el color, siendo mayor para el SB. El
contenido de FDT fue disminuido por el popeado. El mismo comportamiento se observ para
el contenido de CZ, que ademas fue afectado por el color (siendo mayor para el SB) y por la
interaccion de ambos. Las CZ se redujeron significativamente luego del popeado, 11 y 16%
para SBP y SRP, respectivamente. Esto puede atribuirse a la pérdida de cdscara durante la
explosion, que reduce también al contenido de FDT en un 25 y 26 % para SBP y SRP,
respectivamente. El contenido de EE no fue afectado ni por el color ni por el proceso.
Similares tendencias fueron observadas en sorgos popeados por Sharma y col. (2014), donde
el proceso de popeado no afect6 el contenido de proteina y grasa, pero produjo una reduccién

en el contenido cenizas.
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Tabla IV.2.7: Composicion centesimal de muestras selectas: proteinas (PR), extracto etéreo (EE), Fibra Dietaria Total (FDT), cenizas (CZ),

minerales: Hierro (Fe), Zinc (Zn), Calcio (Ca), Cubre (Cu), Potasio (K), Magnesio (Mg), Sodio (Na), Fésforo (P), Acido Fitico (AF),

polifenoles (PF) totales (PFT), PF Libres (PF Lib) y PF Ligados (PF Lig) de las harinas nativas de sorgo blanco (SB) y rojo (SR) y popeadas*

de sorgo blanco (SBP) y rojo (SRP).

Componentes SB SBP SR SRP p*
PR (g/100g) 11,89 +0,01° 11,94 + 0,06 10,69 + 0,02 10,71 + 0,05 0,0000
EE (g/100g) 3,08 £0,10 3,03 +0,02 3,03 + 0,09 2,93 £0,04 0,5430
FDT (g/100g) 8,69 + 0,49 6,49 + 0,46 8,37 +0,49° 6,19 0,27 0,0098
CZ (g/100g) 1,70 £ 0,01° 1,53 0,03 1,59 £0,01¢ 1,34 +0,00" 0,0002
Fe (ppm) 30,61 +0,24° 27,61 £0,39° 27,57 £0,59° 24,41 +2,18" 0,0000
Zn (ppm) 15,33 £ 0,27 13,20 + 0,75 19,04 + 0,90 14,55 + 0,68" 0,0000
Ca (ppm) 117,14 +0,28° 110,54 + 0,80 133,74 + 1,39° 125,93 + 4,06 0,0000
Cu (ppm) 2,89 0,06 2,67 £0,06° 2,85+0,07° 2,58 +£0,11° 0,0000
K (ppm) 4181,04 +90,47¢ 3859,00 + 53,73¢ 3758,67 + 100,67 3210,07 + 63,91* 0,0000
Mg (ppm) 1583,57 + 39,69 1479,40 + 97,60 1704,59 + 18,22° 1513,58 +35,51* 0,0000
Na (ppm) 184,36 + 3,74° 159,87 +1,53" 226,42 + 13,21° 206,13 + 8,43° 0,0000
P (ppm) 3396,54 + 12526° 317947 + 152,27 3361,52 + 101,83" 3048,65 + 80,80° 0,0057
AF (mg/100g) 928,05 + 35,19 687,95 + 16,65" 1049,34 + 38,85¢ 682,40 + 32,76" 0,0005
PF Lib (mg AG/100g) 110,64 + 8,63 60,30 + 6,38" 201,26 + 3,19 72,52 + 2,44 0,0001
PF Lig (mg AG/100g) 578,44 + 14,70 459,46 + 10,55 1404,38 + 17,07 797,88 £ 2,13¢ 0,0000

Media + DE. Letras distintas en cada fila indican diferencias significativas entre muestras (p < 0,05), *SBP: 250°C — 18% H y SRP: 250°C —

14% H.
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Tabla IV.2.8: Propiedades nutricionales de muestras selectas: bioaccesibilidad de Fe, Zn y
Ca (DFe, DZn y DCa), digestibilidad proteica (DPR), lisina disponible (LD) y capacidad
antioxidante (CAQO) de las harinas nativas de sorgo blanco (SB) y rojo (SR) y popeadas™* de
sorgo blanco (SBP) y rojo (SRP).

Propiedad Nutricional SB SBP SR SRP p*

DFe (%) 2,69+0,16° 3,50+0,28" 2,59+0,19° 4,17+0,23°  0,0055
DZn (%) 527+047° 2744015 3,69+0,13° 2,65+044"  0,0044
DCa (%) 64,07+£5,85 67,06£6,02 70,90+6,23 6528+598  0,9903
DPR (%) 90,21 1,10 97,20 +3,95° 79,83+0,89* 87,08+2,31° 0,0056
LD (mg/ g PR) 4,68+020° 3,55+0,04° 4,88+0,18° 4,09+021" 0,0051
CAO (umol TEAC/g) 39,42+ 1,17° 3024+ 1,81° 55,65+094° 32,70+0,70° 0,0001

Media = DE. Letras distintas en cada fila indican diferencias significativas entre muestras (p < 0,05),

*SBP: 250°C — 18% H 'y SRP: 250°C — 14% H.

Tabla IV.2.9: Resultados de ANOV A Multifactor para los efectos del proceso, el color y su
interaccion en la composicion centesimal (proteinas (PR), extracto etéreo (EE), Fibra Dietaria
Total (FDT), cenizas (CZ), minerales (Fe, Zn, Ca, Cu, K, Mg, Na y P), Acido Fitico (AF),
polifenoles (PF) totales (PFT), PF Libres (PF Lib), PF Ligados (PF Lig)) y propiedades
nutricionales (biodisponibilidad de Fe, Zn y Ca (DFe, DZn y DCa), digestibilidad proteica
(DPR), lisina disponible (LD) y capacidad antioxidante (CAQO)) de las harinas nativas de
sorgo blanco (SB) y sorgo rojo (SR) y popeadas* selectas de sorgo blanco (SBP) y rojo

(SRP).

Determinacion PROCESO COLOR INTERACCION
PR 0,2674 0,0000 0,5626
EE 0,5195 0,2312 1,0000
FDT 0,0021 0,3778 0,9819
Cz 0,0001 0,0005 0,0432
Fe 0,0000 0,0000 0,8676
7n 0,0000 0,0000 0,0000
Ca 0,0000 0,0000 0,5437
Cu 0,0000 0,0747 0,4890
K 0,0000 0,0000 0,0028
Mg 0,0000 0,0054 0,0923
Na 0,0000 0,0000 0,5325
P 0,0008 0,8625 0,7232
AF 0,0001 0,0405 0,0311
PF Lib 0,0001 0,0005 0,0013
PF Lig 0,0000 0,0000 0,0000
PFT 0,0000 0,0000 0,0000
DFe 0,0015 0,1399 0,0683
DZn 0,0017 0,0265 0,0346
DCa 0,9401 0,8832 0,8029
DPR 0,0081 0,0026 0,8248
LD 0,0015 0,0395 0,2393
CAO 0,0001 0,0004 0,0014

*diferencias significativas p < 0,05, *SBP: 250°C — 18% H y SRP: 250°C — 14% H.
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Las muestras nativas de sorgo presentaron 67,84 + 1,12 g/100g de almiddn total para
SB y 69,20 + 1,24 g/100g para SR, sin ser esta diferencia significativa (p: 0,1545). Sus
muestras popeadas presentaron porcentajes de coccién de 82 y 72 % respectivamente,
correspondiendo a valores de almidén gelatinizados de 55,76 + 1,58 g/100g para SBP y 49,94
+ 1,02 g/100g para SRP, siendo esta diferencia significativa estadisticamente (p: 0,0008), con
lo cual tendria un mayor GC el SBP (Figura 1V.2.3). La gelatinizacién y la expansion de
granulos de almidén desempeifian un papel importante en la formacion de la espuma del grano
reventado (Parker y col., 1999). Nyman y col. (1987) manifestaron que el popeado mejora la
digestibilidad del almidén, ya que implica la gelatinizacion del mismo y la degradacion de la

FD.
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Figura IV.2.3: Contenido de Almidén Total en sorgo blanco nativo (SB) y sorgo rojo nativo
(SR) y Almid6n Gelatinizado en sorgo blanco popeado (SBP) y sorgo rojo popeado (SRP).

Respecto al contenido de minerales, las dos muestras presentaron una reduccién luego
del proceso de popeado. Ademads, los minerales difirieron segutn el color del sorgo, excepto el
Cuy el P, y s6lo hubo interaccién proceso x color para el Zn y el K (Tablas IV.2.7 y IV.2.9).
En el revestimiento del grano de sorgo se encuentra una gran proporcioén de sus minerales
(Rao y Deosthale, 1980), por lo que es esperable que la pérdida de la cdscara se manifieste en
una reduccion significativa en el contenido de minerales luego del popeado. En la Figura
IV.2.4 se presentan las reducciones porcentuales para cada mineral luego del popeado, las

cuales variaron entre 6 y 24 %.
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Figura IV.2.4: Porcentaje de reduccion de minerales luego del popeado. Hierro (Fe), Zinc

(Zn), Calcio (Ca), Cobre (Cu), Potasio (K), Magnesio (Mg), Sodio (Na) y Fésforo (P).

El contenido de AF fue afectado por el proceso, el color y la interaccion de ambos. La
reduccién de AF producida por el popeado fue de un 26% para SBP y 35% para SRP.
Partiendo de muestras con diferente contenido y siendo mayor para el SR, luego del popeado
no se observo diferencia entre las muestras. Del mismo modo, Saravanabavan y col. (2013)
observaron que el contenido de AF fue mayor en SR y que luego del popeado se redujo 20-
25%. Otras investigaciones también mostraron que el proceso de popeado puede reducir el
contenido de AF (Sreerama y col., 2008).

La DFe solo fue afectada por el proceso, aumentando significativamente luego del
popeado: 30 y 61% para SBP y SRP, respectivamente. La DZn fue mayor para el SB y se
redujo significativamente luego del popeado (48 y 28% para SBP y SRP, respectivamente),
existiendo interaccion entre los efectos. Hemalatha y col. (2007) reportaron valores similares
de bioaccesibilidad de Zn: 5,51 = 0,32% y de Fe: 4,13 + 0,3%3 en sorgo. La DCa no fue
afectada significativamente por ninguno de los pardmetros estudiados (Tablas IV.2.8 vy
Iv.2.9).

Por otra parte, las relaciones molares de AF/minerales se pueden utilizar para predecir
la biodisponibilidad de minerales de dietas o alimentos. La relacion molar AF/Fe > 1 se
considera como indicativo de baja biodisponibilidad de Fe (Ma y col., 2005). Otros estudios
mostraron que relaciones molares AF/Zn por encima de 10-15 inhiben progresivamente la

absorcion de Zn y se asocia con un estado suboptimo de Zn en ratas alimentadas con dietas a
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base de albimina de huevo con agregado de AF afiadido (0 a 7,43 g/kg) o Zn (18-144 mg/kg)
(Yuwei y col., 2013). Asimismo, en un estudio llevado a cabo en hombres jévenes confinados
a una unidad metabdlica, se concluyé que una relaciéon molar AF/Zn de la dieta superior a 15
conducia a una disminucion en la absorcién de Zn, acompaiiada de un aumento de Zn fecal y
urinario (Turnlund y col., 1984). Respecto al Ca, una relacion molar AF/Ca > 0,24 perjudica
su biodisponibilidad. Ademads, cuando las dietas son altas tanto en fitatos como en Ca, la
relacion molar AFxCa/Zn es mas util para evaluar la biodisponibilidad del Zn que la relacién
molar AF/Zn. Esto se debe a que ambos componentes de la dieta ejercen un efecto inhibitorio
sinérgico sobre la absorcion de Zn. De esta manera, una razén molar AFxCa/Zn superior a
200 afectaria la absorcién del Zn (Ma y col., 2005). En la Tabla IV.2.10 se presentan las

razones molares entre AF, Fe, Zn y Ca.

Tabla IV.2.10: Razones molares AF/Fe, AF/Zn, AF/Ca y AFxCa/Zn, de las harinas nativas
de sorgo blanco (SB) y sorgo rojo (SR) y popeadas* de sorgo blanco (SBP) y rojo (SRP).

Relaciéon molar SB SBP SR SRP
AF/Fe 25,66 21,09 32,21 23,66
AF/Zn 59,98 51,63 54,60 46,47
AF/Ca 4,81 3,78 4,76 3,29
AFxCa/Zn 175,31 142,41 182,20 146,00

*250°C — 18% H

En las muestras analizadas, las relaciones molares AF/Fe resultaron mayores al nivel
critico, indicando que la biodisponibilidad del Fe del sorgo se verd afectada por el contenido
de AF, lo que se pone de manifiesto con los bajos valores de bioaccesibilidad encontrados (<
5%). Se observo una reduccion de dicha relacion posterior al popeado, lo que se reflejé en un
aumento de la DFe. Esto también fue observado Radhakrishnan y Sivaprasad (1980), quienes
ademds manifestaron que la biodisponibilidad del Fe en sorgo fue més afectada por el AF que
por el contenido de proantocianidinas de los granos.

Todas las muestras estudiadas presentaron relaciones molares AF/Zn por encima de
15, lo que afectaria la biodisponibilidad de este mineral, confirmado con los bajos valores de
DZn encontrados. Esto también fue reportado por Stuart y col. (1987). Este indice se redujo
luego del popeado, lo cual no se manifest6 en la DZn. Asimismo, la razén molar AFxCa/Zn
no se encontrd por encima de 200, lo que indicaria que no hay un efecto inhibitorio sinérgico
de dichos compuestos sobre la absorcion del Zn. Drago y col. (2005) y Gonzdlez y col. (2013)

reportaron la disminucién de la bioaccesibilidad de Zn luego de otros procesos de coccidn,
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tales como coccidn en agua (para legumbres) o extrusion.

De forma similar, los resultados de la relacion AF/Ca son superiores al nivel critico,
aunque la bioaccesibilidad del Ca fue elevada (> 60%). Sin embargo, el bajo contenido de
este mineral hace que sea poco significativo su aporte a los requerimientos dietarios.

En el caso de la DPR se observaron efectos significativos del proceso y el color.
Luego del popeado aument6 un 8% para el SBP y 9% para el SRP, en relacién a sus muestras
nativas (Tablas IV.2.8 y IV.2.9). Otros investigadores observaron una mejora de la DPR por
popeado, que fue atribuida a que el estallido produce la fragmentacion de las paredes celulares
del endospermo vitreo y esto mejoraria la accesibilidad de las enzimas a las proteinas (Duodu
y col., 2001, Awadelkareem y col., 2009). Es sabido que el AF tiene un efecto negativo en el
metabolismo proteico, y esto se ha atribuido méds que a la formacién de un complejo fitato-
proteina a la capacidad de inhibir enzimas digestivas (Deshpande y Damodaran, 1989,
Martinez Dominguez y col., 2002), por lo que la disminucién del contenido de AF por
popeado podria haber contribuido al incremento de la digestibilidad de proteinas. Ademas, se
observé una correlacion inversa entre la DPR y el contenido de AF (R* 0,81 para SB y R%:
0,99 para SR).

El contenido inicial de LD no difiri6 entre las muestras nativas, pero luego del
popeado disminuyd, siendo mayor para el SRP. Tanto el color como el proceso tuvieron un
efecto significativo, aunque no hubo interaccién de ambos (Tablas 1V.2.8 y 1V.2.9). El
popeado produjo una disminucién de LD de 24% y 16% para SB y SR, respectivamente, lo
que es de esperar debido a que la alta temperatura de popeado favorece la reaccién de
Maillard, tal como se observé para maiz popeado (Gupta y col., 1986). Ademds, el SB
presentd mayor contenido de proteinas y mayor GC del almidén que el SR, lo que puede
haber favorecido la mayor disponibilidad de sustratos para dicha reaccion.

El contenido de PF fue afectado significativamente por el proceso, el color y la
interaccion de ambos. Ademds, los PF Lib y PF Lig fueron diferentes entre las muestras de
SB y SR, y se redujeron significativamente luego del popeado, quedando el contenido de PF
Lib similar en ambos tipos de sorgos (Figura IV.2.5). La reduccién de los PFT fue de 25% y
46% para el SBP y SRP, respectivamente. Este comportamiento también fue observado en

frijoles popeados (Sreerama y col., 2008).
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Figura IV.2.5: Polifenoles Totales (PFT) dados por la suma de Polifenoles Libres (PF Lib) y
Polifenoles Ligados (PF Lig) en sorgo blanco (SB), sorgo rojo (SR), sorgo blanco popeado
(SBP) y sorgo rojo popeado (SRP).

Respecto a la CAQO, también fue afectada por el proceso, el color y la interaccion entre
ellos. La CAO expresada como TEAC para las muestras nativas estuvo en los rangos de
valores observados por otros investigadores (Dicko y col., 2006, Ragaee y col., 2006), siendo
mayor en SR. Luego del proceso de popeado, se observo una reduccién de la CAO de 23%
para el SBP y 41% para SRP, llegando a un valor semejante de CAQO. De forma similar, el
popeado de amaranto redujo un 35% la CAO expresada como el contenido de tocoferoles
(mg/g) (Ogrodowska y col., 2014). Los PF son cuantitativamente los principales antioxidantes
de la dieta y poseen mayor CAO in vitro que las vitaminas y los carotenoides (Gardner y col.,
2000, Manach y col., 2004). Es esperable que el descenso del contenido de PF lib se refleje en
forma directa como una reduccién de la CAO, ya que los granos de sorgo muestran
actividades antioxidantes altamente relacionadas con su contenido de compuestos fendlicos
(Dicko y col., 2005).

El popeado produjo reducciones en los contenidos de PFT y AF y en la CAO. Este
efecto puede deberse no sélo a las condiciones del proceso (humedad y temperatura), sino
también a la pérdida de una parte de la cdscara al explotar el grano. Sin embargo, en
comparacion con las frutas y verduras, cuya CAO oscila entre 6-37 y 4,5-14 pmol TEAC/g
muestra, respectivamente (Miller y col., 2000), las harinas integrales de sorgo precocidas por

popeado poseen una elevada CAO.
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IV.2.4. Conclusiones parciales

e De los 28 hibridos analizados, s6lo una muestra no popeé (SB14), observandose
diferente aptitud para el popeado. Teniendo en cuenta los mayores VA y R, los SB
popearon mejor a 250°C - 18% H y los SR, sin consideran las muestras SR6 y SRS,
a 250°C - 14% H.

e El VA, R y AP presentaron distribucién normal, y solo el R de popeado a 250°C -
18 % H present6 diferencia acorde al color de los hibridos, siendo mayor para los
SB.

e Se observo que mientras mds duro fue el grano (mayor RM, PH, DA y contenido
proteico, y menor %F) mayor fue el VA del popeado y que el R se relacioné en
forma inversa con el color (mayor rendimiento en sorgos blancos), evaluados a
250°C y 18% H.

e Se defini6 el parametro AP que relaciona el PH, el VA y el R de los hibridos y
pondera la aptitud de hibridos de sorgo para popear. Determinando la RM vy
considerando el color de los granos es posible predecir la AP en el 71% de los
casos. Si el valor AP obtenido aplicando la ecuacion AP = 5,70029 -
1,41194*COLOR + 1,34105*RM es mayor o igual a 9, la muestra seria apropiada
para popear.

e Las muestras de sorgo seleccionadas por su aptitud para el popeado fueron el
hibrido SB1 popeado a 250°C - 18% H y el hibrido SR7 popeado 250°C - 14% H.

e El proceso de popeado no afectd significativamente los contenidos de PR y EE,
pero las CZ y la FDT se redujeron. El contenido de almidén gelatinizado fue mayor
en SBP, por lo que fue la muestra con mayor GC.

e Todos los minerales se redujeron por el popeado. La DFe aumenté luego del
popeado, la DZn se redujo y la DCa no varid.

e La DPR aumenté 8 y 9 %, lo que podria atribuirse a la disminucién del contenido
de AF por porpeado. La LD disminuy6é 24 % y 16 %, para SBP y SRP
respectivamente.

e Se redujo el contenido de PF, tanto libres como ligados, de AF y la CAO. Sin
embargo, las harinas precocidas integrales obtenidas por popeado pueden

considerarse una fuente importante de antioxidantes.
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IV.3. ESTUDIO DEL PROCESO DE EXTRUSION DE SORGOS INTEGRALES

IV.3.1. Efectos de las variables de extrusion sobre las caracteristicas fisicas y

texturales de los productos expandidos de sorgos integrales

Para realizar las experiencias de extrusion se trabajo con los hibridos SB5 y SR14, por
la cantidad disponible necesaria para los ensayos. En la Figura IV.3.1 se muestran los
productos de SB y SR expandidos obtenidos por extrusion. Se pueden apreciar las distintas
caracteristicas, observando que el material alcanzé diferentes estados: desde muy expandidos

hasta otros mds compactos, segtin fueron los niveles de H y T del proceso.

(a)

164°C - 14%H 164°C - 16,5%H 164°C-19%H

Bl

182°C - 14%H 182°C - 16,5%H 182°C-19%H

e

200°C - 14%H 200°C - 16,5%H 200°C-19%H

‘g @ " ® jeace

164°C - 14%H 164°C - 16,5%H 164°C-19%H

e Wamd® g

182°C - 14%H 182°C - 16,5%H 182°C-19%H

faaen® Sm e meas o

200°C - 14%H 200°C - 16,5%H 200°C—-19%H

Figura I'V.3.1. Fotografia de los productos de Sorgo Blanco (a) y Sorgo Rojo (b) integral

extrudidos.

Los valores obtenidos en las evaluaciones fisicas y sensoriales realizadas para las
distintas condiciones de extrusion de acuerdo al disefio experimental se muestran en la Tabla

IV.3.1.
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En la Tabla IV.3.2 se presentan los resultados del ANOVA para las mismas

evaluaciones. En todos los casos, teniendo en cuenta que la falta de ajuste no fue significativa

(p > 0,05), el modelo se consideré adecuado para describir los efectos de las variables (T y H)

sobre las respuestas estudiadas, tanto para SB como para SR.

Tabla I'V.3.1: Valores obtenidos para el consumo especifico de energia mecanica (CEEM),
expansion (E), volumen especifico (VE) y dureza sensorial (DS) en las distintas condiciones
de extrusion de sorgo blanco (SB) y sorgo rojo (SR) integral.

Variables SB SR

T H|CEEM E VE DS|CEEM E VE DS

°C) (%) | g (cm’/g) J/g) (cm’/g)
14,01 895,09 3,06 7,25 5 |1006,98 3,36 825 6

164 16,5|817,14 2,64 651 7 (98755 3,17 6,12 8
19,0| 78523 2,35 572 8 | 96569 2,83 477 9
14,0| 881,47 2,56 935 595175 3,33 9,84 4
16,5/ 810,74 2,48 801 3 |88804 293 749 6

182 16,5|737,96 2,65 874 493474 3,15 7,63 5
16,51 799,09 2,53 8,79 395593 3,11 737 5
19.0| 715,14 2,24 732 8 | 83723 2,65 599 7
14,0(720,00 1,79 947 293929 2,86 1041 1

200 16,5|61696 1,72 8,76 2 |83563 2,75 934 3
19,0/ 590,00 1,81 8,63 1 ]76098 229 626 5

Tabla IV.3.2: Resultados de ANOVA correspondientes a cada uno de los términos del

modelo de segundo orden para consumo especifico de energia mecdnica (CEEM), expansion

(E), volumen especifico (VE) y evaluacion sensorial de dureza (DS) en las distintas

condiciones de temperatura (T) y humedad (H) de extrusién de sorgo blanco (SB) y rojo (SR)

integral.
SB SR
Fuente p* p*
CEEM E VE DS |CEEM E VE DS

T 0,0270 0,0061 0,0204 0,0088] 0,0379 0,0366 0,0035 0,0101
H 0,0513 0,0421 0,0543 0,0715]0,0591 0,0250 0,0013 0,0194
TxT 0,1431 0,0435 0,1211 0,1701] 0,8227 0,2183 0,2674 0,8979
TxH 0,8208 0,0528 0,5122 0,0742]0,1873 0,8802 0,1827 0,4778
HxH 0,4395 0,5941 0,9620 0,0763] 0,6498 0,3054 0,8322 0,8979
Falta de ajuste | 0,8871 0,4388 0,6824 0,0938| 0,8379 0,8523 0,0812 0,8414
R’ 0,9577 0,9732 0,9510 0,8267]0,9398 0,9624 0,9672 0,9813

*diferencias significativas p < 0,05
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IV.3.1.1. Consumo Especifico de Energia Mecanica (CEEM)
En la Figura 1V.3.2 se muestran las superficies respuesta de los efectos de la T y 1a H de

extrusion sobre el CEEM de los expandidos de sorgos integrales.
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Figura I'V.3.2. Superficies respuesta para el Consumo Especifico de Energia Mecénica
(CEEM) de sorgo blanco (SB) y sorgo rojo (SR) integral en funcién de la temperatura y
humedad de extrusion.

Los resultados indicaron que el término significativo fue la T, aunque el efecto de H
no fue despreciable, observindose la misma tendencia para ambos sorgos. El CEEM
disminuy6 tanto con el aumento de la T como de la H, lo cual es coherente con lo observado
en otros trabajos (Gonzdlez y col., 2002a). Esto estd relacionado con la friccion interna del
material durante la extrusion, la cual disminuye con el aumento tanto de la H como de la T. El
rango de T utilizado fue suficientemente amplio para mostrar efectos sobre la friccién, es
decir a T mas altas disminuy6 el grado de friccién. El hecho de que al mds bajo nivel de T
evaluado, el efecto de la H pareciera no afectar al CEEM podria atribuirse a que, a diferencia
de lo que ocurre con sémolas de maiz descascarado y degerminado, la presencia de germen y
pericarpio en las muestras de sorgo atenuarian la reduccién de friccién que provocaria un
aumento de H. Por otra parte, el SR presenté mayores valores de CEEM que el SB, indicando

mayor GC.

IvV.3.1.2. Indice de Expansién (E)
En la Figura IV.3.3 se muestran las superficies respuesta de los efectos de la T y 1a H de

extrusion sobre la E de los sorgos integrales.
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Figura I'V.3.3: Superficies respuesta para la Expansion (E) de sorgo blanco (SB) y sorgo rojo
(SR) integral en funcién de la temperatura y humedad de extrusion.
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El ANOVA mostr6 que los términos lineales de las dos variables (T y H) fueron
significativos. La pequefia curvatura que se observa en el caso del SB puede atribuirse a la
significacion de los términos cuadriticos TxT y TxH (este dltimo no es despreciable). La E
disminuy6 con el aumento tanto de la T como de la H, de acuerdo a lo observado en otros
trabajos (Gonzdlez y col., 2002a, Pérez y col., 2008). Para ambos tipos de sorgo, la mayor E
se obtuvo a 164°C y 14%, correspondiendo el valor més elevado al SR. Esto se puede explicar
teniendo en cuenta que a los menores valores de H y de T, la componente eléstica del fluido o
“melt”, es mayor que para los valores mas elevados de esas variables y por lo tanto mayor es

laE.

Iv.3.1.3. Volumen Especifico (VE)
En la Figura IV.3.4 se muestran las superficies respuesta de los efectos de la T y la H de

extrusion sobre el VE de los expandidos de sorgos integrales.
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Figura IV.3.4: Superficies respuesta para el Volumen Especifico (VE) de sorgo blanco (SB)
y sorgo rojo (SR) integral en funcién de la temperatura y humedad de extrusion.

El ANOVA mostré que los términos lineales de las dos variables fueron los mas
significativos para ambos tipos de sorgo (la H no fue despreciable para el SB). La tendencia
observada fue similar a la de sémola de maiz degerminado (Gonzdlez y col., 2002a), donde el
VE aumenta con la T y disminuye con el aumento de la H. A bajas H, los mayores valores de

VE fueron obtenidos para el SR.

1V.3.14. Evaluacion de la Dureza Sensorial (DS)
En la Figura IV.3.5 se muestran las superficies respuesta de los efectos de la T y la H de

extrusion sobrela DS de los expandidos de sorgos integrales.

104



LO N & O ®O

DS SB
DS SR

Temperatura (°C) Temperatura (°C)
Figura IV.3.5: Superficies respuesta para la Dureza Sensorial de sorgo blanco (SB) y sorgo
rojo (SR) integral en funcidn de la temperatura (T) y humedad (H) extrudidos.

En relacion a la evaluacién sensorial de la dureza, el ANOVA mostré que sélo el
efecto de 1a T en su término lineal fue significativo para SB y en el caso del SR lo fueron T y
H. Para el SR se pudo observar que las dos variables estudiadas tuvieron efectos opuestos, es
decir, la DS aument6 con el aumento de H (relacion directa), mientras que disminuy6 con el
aumento de T (relacién inversa). Esto ultimo también se observé para SB. Para ambos tipos
de sorgo, la muestra de mayor dureza fue la obtenida a 164°C - 19% H y la més blanda, la
obtenida a 200°C - 19% H para el caso de SB y a 200°C - 14% H para el SR.

Los resultados de la evaluaciéon de las propiedades fisicoquimicas de las muestras
extrudidas indican que, coincidiendo con lo observado en otros trabajos (Pérez y col., 2008,
Gonzidlez, y col., 2003), la DS se relaciona de manera inversa con el GC, es decir la muestra
de mayor dureza es la de menor GC: 164°C - 19% H y por su parte, la mas blanda es la
obtenida a 200°C y 14%H, de mayor GC. Cabe destacar que el SR produjo los mayores
valores de CEEM vy de E, con lo cual se podria decir que sus expandidos tuvieron mayor GC.

También se observé que el VE correlaciond inversamente con la DS (R% 0,6819). Por
otra parte, para la extrusion de sémola de maiz, Gonzélez y col. (2002a) reportaron que el
CEEM es un buen indicador del grado GC, existiendo una relacion directa entre ambos.
Ademads, para mezclas de sémola de maiz y soja se observé una relacion inversa entre la DS y
el CEEM, ya que a mayor GC la muestra es mds expandida, posee mayor VE y por lo tanto es
menos dura (Lassa, 2008). Sin embargo, estas relaciones no fueron observadas en la extrusion

de harinas integrales de sorgo.
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1V.3.2. Efecto de las condiciones del proceso de extrusion en las propiedades de
hidratacion de harinas integrales extrudidas de sorgos
Antes de analizar el efecto de las variables (T y H) sobre las propiedades de

hidratacién, es importante recordar lo siguiente: la coccidn por extrusién es un proceso
termomecdnico, por lo cual tanto la temperatura como las fuerzas cortantes son los factores
relevantes que afectan al GC alcanzado. La T minima necesaria para que se produzca la
gelatinizacion o fusion de los cristalitos del almidén estd en relacion inversa a la H. El
proceso de extrusion no es un proceso “tipo piston”, es decir que el transporte de las
particulas dentro del extrusor se caracteriza por su distribucién de tiempos de residencia, la
cual presenta una dispersion suficientemente grande como para que el material extrudido,
aunque visualmente sea homogéneo, no lo sea desde el punto de vista del GC (el cual se
define como el grado de destruccion de la estructura granular del almidén) (Gonzélez y col.,
2002a). Asi, en todo producto extrudido es posible encontrar particulas con distinto GC, como
granulos sin coccién (con la cruz de malta), granulos cocidos (sin la cruz de malta),
parcialmente destruidos y granulos cocidos y totalmente destruidos (Haller, 2008). En
resumen, en una muestra extrudida es posible encontrar una mezcla compuesta de almidén
nativo, gelatinizado o fundido y fragmentado (Lai y Kokini, 1991, Kokini y col., 1992, Politz
y col., 1994).

En la Tabla 1V.3.3 se presentan los resultados de las propiedades de hidratacion:
solubilidad (S) y absorcién de agua (AA) de las harinas extrudidas de sorgos integrales
blancos y rojos y en la Tabla IV.3.4, el ANOVA realizado para las mismas determinaciones.
Teniendo en cuenta que en todos los casos la falta de ajuste no fue significativa (p > 0,05), el

modelo se considerd adecuado para describir los efectos de las variables sobre la S y la AA.

Tabla I'V.3.3: Solubilidad en agua (S) y absorcion de agua (AA) de las harinas integrales
precocidas en las distintas condiciones de extrusion para sorgo blanco (SB) y rojo (SR).

Variables SB SR

T H S AA S AA
(°C) (%)|(g/100 mL) (mL/g)| (g/100 mL) (mL/g)

14,0 31,24 6,42 53,74 4,90
164 16,5 30,42 6,73 50,61 4,73
19,0 25,39 6,84 42,71 4,35
14,0 39,66 6,58 54,59 4,97
16,5 35,00 6,84 53,18 4,94

182
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16,5 33,50 6,73 51,28 5,07
16,5 33,00 6,90 51,32 5,03
19,0 27,08 6,97 46,85 4,59
14,0 41,00 6,86 54,68 5,20
200 16,5 37,00 7,50 53,34 5,10
19,0 30,00 8,60 52,57 4,98

Tabla I'V.3.4: Resultados de ANOVA correspondientes a cada uno de los términos del
modelo de segundo orden para Solubilidad en agua (S) y Absorcién de Agua (AA) de harinas
integrales precocidas en las distintas condiciones de temperatura (T) y humedad (H) de
extrusion de sorgo blanco (SB) y rojo (SR).

SB SR
Fuente p* p*
S AA S AA

T 0,0145 0,0048 | 0,0365 0,0221
H 0,0074 0,0065 | 0,0158 0,0112
TxT 0,3329 0,0220 | 0,8656 0,4014
TxH 0,1318 0,0153 | 0,0545 0,0539
HxH 0,2160 0,7568 | 0,2411 0,1622
Falta de ajuste 0,3324 0,0910 | 0,5953 0,1892
R’ 0,9618 0,9356 | 0,9604 0,9094

*diferencias significativas p < 0,05

IV.3.2.1. Solubilidad en Agua (S)
En la Figura IV.3.6 se muestran las superficies respuesta de los efectos de la T y 1a H de

extrusion sobre la S de las harinas precocidas de sorgo integral.
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Figura IV.3.6: Superficies respuesta para la Solubilidad en Agua (S) de las harinas integrales
extrudidas de SR y SB integral en funcién de la temperatura y la humedad del proceso de
extrusion.

En el ANOVA se observa que sélo los términos lineales de T y H fueron significativos

en ambos sorgos. La Figura IV.3.6 muestra que la S tuvo una relacién inversa con la H,

107



semejante a lo reportado por Martinez y Pau (1992), quienes realizaron la extrusién de sorgo
integral a tres diferentes contenidos de humedad (12, 15 y 18%). El aumento de la H produce
una disminucién importante en la S, lo que fue més notable a baja T. Por otra parte, la S
aument6 al aumentar T. Esto indicaria que a baja H, la friccién producida es suficiente para
generar la coccidon de los granulos de almidén independientemente de la T (en el rango
evaluado), mientras que a alta H, el efecto térmico se hace evidente, y el GC aumenta con T.
Esto sugiere que a baja H, predomina el efecto de friccion, mientras que a alta H, es el efecto
térmico el predominante. Estos resultados son coherentes con aquellos obtenidos trabajando
con sémolas provenientes de granos desgerminados y descascarados de maiz (Gonzdlez y col.,
2002a).

La S es buen indicador del GC y se relaciona directamente con el mismo (Gonzélez y
col., 2002a). En este estudio, S resulté ser mayor para el SR, indicando nuevamente que

obtuvo mayor GC que el SB.

IV.3.2.2.  Absorciéon de Agua (AA)
En la Figura IV.3.7 se muestran las superficies respuesta de los efectos de la T y 1a H de

extrusion sobre la AA de las harinas de sorgo integral.
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Figura I'V.3.7: Superficies respuesta para la Absorcién de Agua (AA) de las harinas
integrales extrudidas de SR y SB integral en funcién de la temperatura y humedad del proceso
de extrusion.

El ANOVA de los resultados obtenidos para la AA muestra que los términos lineales de
H y de T, y los cuadriticos TxT y TxH (éste dltimo no es despreciable para SB) fueron
significativos para ambos tipos de sorgo En la Figura IV.3.7 se observa que la AA de las
harinas precocidas de SB present6 una relacion directa con ambos pardmetros. En cambio, el
SR mostré una relacién directa con la T e inversa con la H. En el caso del SR, el efecto de H
fue mayor a baja T, mientras que el efecto de T fue mayor a alta H. Para el SB, el efecto de H
fue mayor a alta T, mientras que el efecto de T también fue mayor a alta H, siendo los valores

obtenidos de AA para el SB mayores que para SR.
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La AA no es un buen indicador del GC, ya que esta propiedad depende de la proporciéon
de almidén cocido, pero con bajo grado de destruccidn granular (granulos que han perdido su
estructura cristalina, pero con morfologia granular). Ademads para el caso de harinas de maiz y
arroz provenientes de endospermo puro (sin pericarpio ni germen), es sabido que cuando el
GC no es elevado, la AA se relaciona directamente con la S, pero a partir de un cierto valor de
GC, un incremento del mismo se traduce en una disminuciéon de AA (Gonzdlez y col., 2002a).
Sin embargo, para SR se observé una correlacion directa entre S y AA (R* 0,8), esta
discrepancia con los otros pardmetros indicadores del GC antes mencionados, podria

atribuirse a la presencia de pericarpio y germen.

1v.3.2.3. Respuesta Amilografica
En la Tabla IV.3.5 se presentan los resultados de la respuesta amilografica y
susceptibilidad enzimética de las harinas precocidas obtenidas en las condiciones de extrusion
mds extremas, es decir las que permitieron obtener harinas de menor (164°C-19%H) y mayor
(200°C - 14% H) GC y de aquellas obtenidas en las condiciones de extrusion seleccionadas

por ser las mds apropiadas para la elaboraciéon de un producto de sorgo integral expandido
(182°C - 14% H).

Tabla I'V.3.5: Consistencia inicial (Ci), Consistencia inicial a 95°C (C95i), Consistencia final
a 95°C (C95f), Retrogradacion (RG) y Gelatinizacion (%G) de harinas integrales precocidas
en ciertas condiciones de extrusion, de sorgo blanco (SB) y rojo (SR).

Variables SB SR

Ci C95i C95f RG %G| Ci C95i C95f RG %G
UB UB UB UB % |UB UB UB UB %

164 19 |320 105 100 205 65 |410 240 210 340 82
182 14 260 100 &5 100 68 |340 120 90 110 90
200 14 |210 120 100 260 70 |380 160 110 210 94

T (°C) | H (%)

El SB mostré6 menor consistencia en todo el amilograma que el SR. Gonzdlez y col.
(2004) observaron en harinas de maiz precocidas en similares condiciones de extrusion, que
aquellas provenientes de granos mds duros presentaban menor consistencia amilogrifica en
todos los rangos del ensayo. Esta observacion se relaciona con la AA y la S: el SB tuvo mayor
AA porque al tener menor GC, presentaba menor proporciéon de granulos destruidos,
generando mayor AA y menor S que el SR. Las harinas precocidas de SR, al tener mayor GC

tienen mayor interaccion con el agua, mostrando mayor viscosidad y por ende mayor
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consistencia inicial y en el resto del ensayo. Estos resultados son indicativos de que las
muestras presentaron gran heterogeneidad en lo referente al estado en que se encuentran los
granulos de almidon (granulos sin coccién con cruz de malta, granulos cocidos parcialmente

destruidos y granulos cocidos totalmente destruidos).

1V.3.24. Gelatinizacion (%G)

Como se ha mencionado anteriormente, el SR alcanzé mayores GC, y esto se verifica al
observar que el SB posee menores valores de G% (Tabla 1V.3.5). Teniendo en cuenta que
%G, es una medida del porcentaje de granulos que han perdido la cristalinidad, es razonable
pensar que la T sea el factor mds importante, ya que a medida que T aumenta, se asegura la

fusion de los cristalitos, siendo el efecto de T més evidente a mayor H.

1V.3.2.5. Observacion microscopica

De la observacion microscopica correspondiente a cada una de las muestras, surgié que
practicamente todas las muestras presentaron, al menos en muy baja cantidad, granulos de
almidén con la cruz de malta.

Para el caso del SR, la muestra obtenida a 164°C y 19 %H tuvo la mayor proporcién de
granulos con la cruz de malta, mientras que la obtenida a 200°C y 14%H, la menor cantidad.
Estos resultados de evaluacién microscépica se corresponden con los resultados ya
analizados, los cuales indicaban que la muestra obtenida en la primera condicién de extrusion
es la de menor GC y la segunda, la de mayor GC. En el caso del SB, se observé que todas las
muestras presentaron granulos con cruz de malta en una proporcién pareja y que

aproximadamente representaba un 25 % de la muestra.

1V.3.2.6. Relacion de las propiedades fisicoquimicas y funcionales con el grado
de coccion (GC)

Cuando las condiciones de extrusion corresponden a bajos GC, un aumento de T o una
disminucién de H producirdn un aumento de los granulos cocidos (sin la cruz de malta),
parcialmente destruidos y totalmente destruidos, y habrd menos grdnulos sin coccién. A
medida que las condiciones se hacen mds severas, los granulos nativos desaparecen y aumenta
la proporcion de granulos destruidos (lo cual se verificé con la observacion al microscopio y

el %G). Estos dltimos poseen menor capacidad de AA que los granulos cocidos sin destruir.
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Por lo tanto, la AA crece a medida que aumenta el GC hasta alcanzar un maximo y luego,
todo aumento del GC producird una disminucion de la AA. Ese mdximo depende de varios
factores (entre otros, del valor de cada una de las variables de extrusion como el didmetro de
boquilla, relacién de compresion, rpm del tornillo, etc.). En el SR, tanto los valores de S como
los de VE de las muestras extrudidas corresponderian a altos GC, por lo tanto se deberia
esperar una relacion inversa entre S y AA, lo cual no fue observado. Esta discrepancia con la
tendencia normalmente presente cuando se trabaja con sémola proveniente de granos
desgerminados y descascarados, podria atribuirse al efecto de la extrusion sobre la fibra. Los
resultados obtenidos por Pérez-Navarrete y col. (2006) muestran que la extrusién-coccioén
produce un aumento de la FS, que podria provocar un aumento de la AA.

Es sabido que la S y el VE son buenos indicadores del GC (Gonzélez y col., 2002a) y
que ambas propiedades se relacionan directamente con éste, es decir a medida que el GC
aumenta, tanto S como VE aumentan. Es posible inferir que el SR alcanz6 un mayor GC que
el SB, con predominio de grdnulos totalmente destruidos, con menor capacidad de AA,
mientras que en el SB predominarian los grdnulos cocidos sin destruir y que dan como
resultados mayor AA y menores valores de CEEM.

Considerando el andlisis de todas las caracteristicas fisicoquimicas y la dureza sensorial
de los diferentes productos extrudidos, se concluyé que las muestras que se obtuvieron a
164°C poseian buena expansion pero eran duras sensorialmente, mientras que las producidas a
200°C tenian baja expansion y resultaban pegajosas en la evaluacion sensorial. Entre los
extrudidos obtenidos a 182°C se observd que la muestra procesada a 14%H poseia la mayor E
y fue apropiada sensorialmente para elaborar un producto expandido, siendo la E del SR 23%
mayor a la del SB. De igual manera, Acosta-Sanchez (2003) encontré que a 14% de humedad

se producia la mejor calidad de sorgo extrudido, en un extrusor monotornillo a 100°C.

1V.3.3. Efecto de las condiciones de extrusion en propiedades nutricionales de las

harinas integrales extrudidas de sorgo

En la Tabla IV.3.6 se presentan los resultados obtenidos para Pérdida de AF, PFy CAO
correspondientes a las muestras de SB y SR integral extrudidos en las diferentes condiciones
de proceso y en la Tabla IV.3.7 se muestran los resultados del ANOVA para estas respuestas.
Teniendo en cuenta que la falta de ajuste no fue significativa (p > 0,05), el modelo se

considerd adecuado para describir los efectos de las variables sobre las respuestas estudiadas.
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Tabla I'V.3.6: Contenido de 4cido fitico (AF) y Pérdida de écido fitico (Pérdida de AF),
polifenoles (PF) y capacidad antioxidante (CAQO) de las muestras de sorgo blanco (SB) y rojo
(SR) integral extrudidos.

VARIABLES SB SR
T H AF |Pérdida PF CAO AF  Pérdida PF CAO
m m

o 10(1 de AF A((l?/gg) Tg‘z;ng/lg) 10§/g de AF A((l?/gg) Tglz;n(?/lg)
14,0 [557,90| 34,43 0,87 34,61 1044,99 42,99 1,28 47,37

164 16,5 |624,74] 26,58 1,04 37,51 1081,42 41,00 1,31 46,05
19,0 (651,44 23,44 0,89 33,43 1103,05 39,82 1,18 41,97
14,0 |547,04| 3571 1,01 39,05 1021,39 44,28 126 4891
16,5 [575,69| 32,34 0,81 38,73 1037,06 43,42 124 47,33

182 16,5 |612,73| 27,99 0,76 33,18 1032,94 43,65 120 47,88
16,5 [606,00| 28,78 0,84 36,86 | 1041,18 43,20 1,23 49,78
19,0 (585,26 31,22 0,73 30,57 110228 39,87 1,25 43,13
14,0 (467,44 45,06 0,84 35,16 911,95 50,25 1,40 44,16

200 16,5 555,97 34,66 0,85 32,90 964,06 47,41 1,29 45,15
19,0 [549,87| 35,38 0,63 29,02 101593 44,58 1,20 37,87

Tabla I'V.3.7: Resultados del ANOVA correspondientes a cada uno de los términos del
modelo de segundo orden para pérdida de écido fitico (Pérdida de AF), Polifenoles (PF) y
Capacidad Antioxidante (CAO) en las distintas condiciones de temperatura (T) y humedad
(H) de extrusion de sorgo blanco (SB) y rojo (SR).

SB SR
Fuente __ p* __ p*
Per(ll;g‘a de PF CAO Per(ll;g‘a de PF CAO

T 0,0326 0,0400 0,3454 0,0025 0,1429 0,1210
H 0,0473 0,0416 0,1498 0,0048 0,0260 0,0310
TxT 0,5562 0,3102  0,5070 0,0193 0,0863 0,0668
TxH 0,8040 0,1045 04724 0,0804 0,1383 0,7622
HxH 0,1174 0,2494  0,4135 0,1991 0,8181 0,0876
Falta de ajuste 0,5582 0,1152 0,7509 0,2641 0,0990 0,7024
R’ 0,9242 0,6931 0,7471 0,9849 0,6635 0,9506

*diferencias significativas p < 0,05
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1v.3.3.1. Contenido de acido fitico (AF) y Pérdida de acido fitico (Pérdida de
AF)

El contenido inicial de fésforo correspondiente a fitatos en los granos enteros de SB fue
de 0,24 + 0,00 g/100 g y para el SR fue 0,25 + 0,01 g/100 g. Los valores informados en la
bibliografia para sorgo integral son muy diversos, desde 0,17 g/100 g (Ojeda y col., 2010)
hasta 0,77 g/100 g (Smith y Frederiksen, 2000). Estos contenidos de fésforo de fitatos
corresponden a contenidos de AF de 850,88 mg/100g en SB nativo y de 1833,06 mg/100g
para el SR nativo. En las muestras extrudidas, el AF vari6 de 467,44 a 651,44 mg/100g para
SB y de 911,95 a 1103,05 mg/100 g para SR, correspondiendo a pérdidas de 23 a 45% y 40 a
50%, para SB y SR, respectivamente.

En la Figura IV.3.8 se muestran las superficies respuesta de los efectos de la T y 1a H de

extrusion sobre la Pérdida de AF de las harinas de sorgo integral.

Pérdida AF SB

Pérdida AF SR

Tempertura (°C) Tempertura (°C)

Figura IV.3.8: Superficies respuesta para la pérdida de écido fitico (Pérdida de AF) de las
harinas extrudidas de sorgo blanco (SB) y sorgo rojo (SR) integral en funcién de la
temperatura y humedad del proceso de extrusion.

El ANOVA (Tabla IV.3.7) mostr6 que los términos lineales de las dos variables (T y H)
fueron significativos, como asi también el término TxT para el SR. Como se observa en la
Figura IV.3.8, para ambos tipos de sorgo la pérdida de AF aumenté al aumentar T y
disminuy6 al aumentar H. Ademds, las muestras con menor contenido de AF fueron las
obtenidas a 200°C - 14% H y las de mayor AF fueron las obtenidas a 164°C - 19%H, las
cuales corresponden a los productos con mayor y menor GC, respectivamente.

De acuerdo a lo observado en otros trabajos, las reducciones en el contenido de fitatos
de tostadas obtenidas por extrusion de harina de trigo variaron entre 13% y 25% (Le Francois,
1988). En otro trabajo realizado con centeno integral, la extrusién a 170°C produjo una
reduccién de fitatos del 23% (Fretzdorff y Weipert, 1986). Cuando la materia prima fue

harina de frijol, y se utilizé un extrusor mono tornillo a 150°C y 20% de H, los resultados
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indicaron que la extrusion disminuy6 significativamente el contenido de AF de 17 y 25%
(Batista y col., 2010). A su vez, Antén y col. (2009) en mezclas de frijol-maiz extrudidas en
un extrusor doble tornillo, a 160°C y 22% H, report6 reducciones de AF entre 50% y 100% en

comparacion con los crudos.

Iv.3.3.2. Contenido de polifenoles (PF)

La concentracion de PF fue de 1,42 mg AG/ g para harina nativa de SB y vari6é en un
rango de 0,63 a 1,04 mg AG/ g para las extrudidas, fue de 2,01 mg AG/ g para la muestra de
SR integral y en sus extrudidas vari6 de 1,18 a 1,40 mg AG/ g (Tabla IV.3.6).

Ojeda y col. (2010) realizaron un estudio con la finalidad de evaluar el contenido de
taninos, fésforo correspondiente a fitico y actividad de fitasas en granos de diferentes hibridos
de sorgo (Sorghum bicolor (L) Moench). Se analizaron 12 muestras de hibridos
representativas y se determind que la cantidad de Fenoles Totales, expresada como % de
Equivalentes de Acido Ténico (% Eat), varié entre 0,55 y 1,29 (% Eat). Otros trabajos
determinaron que la cantidad de PF en sorgo, expresado como porcentaje de dcido gélico
(AQG), fue de 2,34 + 0,03 g AG/100g a través del método Folin y utilizando para extraer los
compuestos fendlicos una fase liquida compuesta por metanol-agua (50:50) (Padilla y col.,
2008) y de 0,41 g AG/100g (Ragaee y col., 2006). Esto indica que los resultados pueden ser
muy variables dependiendo de los métodos de extraccion y determinacion utilizados, ademds
de la variedad de sorgo analizado.

Del ANOVA (Tabla IV.3.7) se desprende que para el SB fueron significativos los
términos lineales de T y H y para el SR lo fue la H.

En la Figura IV.3.9 se muestran las superficies respuesta de los efectos de la T y 1a H de

extrusion sobre el contenido de PF de los expandidos de sorgo integral.

1,02 =S

0,92

0,82

072 P e —

o2 | gl L o e

0 170 qa0 g0 a5 ' Humedad (%) 18070 480 40 app 140 Humedad (%)
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

PF SB
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Figura IV.3.9: Superficies respuesta para el contenido de polifenoles (PF) de las harinas
extrudidas de sorgo blanco (SB) y sorgo rojo (SR) integral en funcién de la temperatura y
humedad del proceso de extrusion.
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Para SB se observé que al aumentar la T y la H de extrusién los PF extraidos
disminuyeron y lo mismo se vi6 para SR en relacion a la H. Awika y col. (2003a) también
observaron que el contenido de fenoles de sorgo disminuyé por efecto de la extrusion.

En el caso del SB, la reduccién de PF causada por la extrusion vari6 entre un 27 y 56 %
correspondiendo a las condiciones de 164°C -16,5 %H y 200°C - 19 %H, respectivamente. En
el caso del SR, la reduccién vari6 entre 30 - 41 %, correspondiendo a las condiciones de
200°C -14 %H y 164°C - 19 %H, respectivamente, manifestando el efecto significativo de la
HynoasidelaT.

Turner (2004) llevé a cabo una extrusion de sorgo con un extrusor mono-tornillo marca
Maddox MX-3001 a 300 rpm, 149°C y 14 % de H, observando una reduccién de PF del 38,6
al 46%. Ngwenya (2009) compard las pérdidas de fenoles en granos de sorgo con bajo
contenido de taninos por los procesos de fermentacion y extrusion, y encontré que la mayor

disminucioén fue en el dltimo proceso, siendo la misma de un 33%.

1v.3.3.3. Capacidad antioxidante (CAQ)

Para SB, los valores de CAO expresados como TEAC fueron de 49,35 umol TEAC/g y
para las muestras extrudidas vari6 entre 29,85 y 49,05 umol TEAC/g. Para el caso del SR, fue
de 55,86 umol TEAC/g y las muestras extrudidas variaron entre 37,87 y 49,78 umol TEAC/g
muestra. Awika y col. (2003a) compararon distintos métodos de determinacién de la CAO
sobre muestras de sorgo (Sorghum bicolor) y sus productos extrudidos y concluyeron que los
métodos ORAC y DPPH no ofrecian ventajas en términos de la prediccion de la CAO, en
comparacion con el ABTS, que di6 resultados mds rdpidos y consistentes, los cuales fueron
para SB y su extrudido: 6 y 7 umol TE/g, medido a los 30 min.

En la Figura IV.3.10 se muestran las superficies respuesta de los efectos de la T y la H

de extrusion sobre la capacidad CAO de los expandidos de sorgo integral.

umol TEAC/g

Temperatura (°C)

Figura IV.3.10: Superficies respuesta para la capacidad antioxidante de las harinas
extrudidas de sorgo rojo (SR) integral en funcién de la temperatura (T) y humedad (H) del
proceso de extrusion.
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El ANOVA mostré que no hubo efectos significativos de la H y la T en ninguno de sus
términos, en el caso de la CAO de extrudidos de SB, pero si un efecto significativo de la H
para el SR, generando una reduccién de la CAO a medida que ésta aumentd. Expresado en
porcentaje, la reduccion de la CAO causada por la extrusion varié entre 21 y 41% para el SB
(correspondiendo a las condiciones de 182°C-14 %H y 200°C-19 %H, respectivamente), y
entre 11 y 32% para el SR (correspondiendo a las condiciones de 182°C-16,5 %H y 200°C-19
%H, respectivamente). Estos valores son semejantes a los reportados por Awika y col.
(2003a) quienes trabajando con un extrusor mono-tornillo y utilizando la misma técnica para
medir la actividad antioxidante, encontraron una retencién de la capacidad antioxidante en
sorgo extrudido de 70 al 100%. Sin embargo Ngwenya (2009), trabajando con un extrusor
doble-tornillo y también utilizando el ensayo de ABTS, observé una reduccion de 83 al 87%.
Con respecto al efecto de la H sobre la CAQ, este investigador observo igual tendencia que en
la presente investigacion, es decir que el aumento de la H de extrusiéon produjo mayores
pérdidas de dicha actividad.

Padilla y col. (2008) determinaron la CAO en nueces, variedades de semillas y sorgo,
utilizando el método de decoloracion del B-caroteno, y obteniendo un valor de 73,96 % para
este ultimo, frente a un 89,64 % de semilla de cacao. Mientras que Ragaee y col. (2006), en
un estudio sobre la CAO y composicién nutricional de cereales seleccionados para uso
alimentario, encontraron que la CAO medida a los 3 min con la técnica del ABTS fue de 51,7
+ 0,57 umol TEAC/g en el caso del sorgo.

Turner (2004) realizé una extrusiéon de sorgo y sorgo con agregado de salvado con un
extrusor mono-tornillo (Maddox MX-3001) a 300 rpm, 149 °C y 14 % de H y observé que la
CAO vari6 entre 17,1 y 41,3 pmol TEAC/g medido con el método DPPH. Por otra parte,
Awika y col. (2003b), trabajaron con granos de sorgo con alto contenido de tanino extrudidos
con un extrusor mono-tornillo (Maddox Metal Works, Inc.,Dallas, TX, modelo MX-3001), a
una velocidad de 300 rpm, didmetro de boquilla 6,125 mm, y 12% H de la muestra y observo
una mayor CAO luego de la extrusiéon de sorgo descascarado (18 mmol TEAC / g), en
comparacion con el grano sin extrudir (7 mmol TEAC / g). Esto se puede deber al aumento de
la extractabilidad de los fenoles, como también a los productos preliminares de la reaccion de
Maillard que generan compuestos con actividad antioxidante. Ngwenya (2009) observé que el
contenido de fenoles totales y taninos en el sorgo y productos elaborados de sorgo (papillas y

extrudidos) estaban altamente correlacionados con la CAO (R*: 0,96 y 0,94, respectivamente).
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Los extrusores mono-tornillo son adecuados para elaborar productos de alta expansion,
generando gran friccion. En determinadas condiciones de T y H se puede producir la
despolimerizacién de los taninos condensados y su conversidon a oligdmeros de bajo peso
molecular, facilitando la interaccion con otras moléculas, como las prolaminas y-Kafirinas, lo
que explicaria la reduccion significativa de la actividad antioxidante en el sorgo cocido
(Emmambux y Taylor, 2003). Considerando esta situacion, se puede inferir que la proteina
desnaturalizada por la coccidn, expone estructuras que promueven las interacciones proteina-
taninos. En forma contradictoria, Riedl y Hagerman (2001) manifestaron que el complejo
proteina-tanino mantiene su actividad antioxidante, por lo que tendrian potencial para actuar
como atrapadores de radicales libres en el tracto GI. Estudios in vitro han demostrado que la
flora microbiana colénica puede producir la degradacién de los polimeros de taninos (Déprez
y col., 2000), por lo que incluso es posible que los complejos proteina-taninos puedan

disociarse en el tracto GI, liberando a los taninos.

IV.3.4. Evaluacion nutricional de muestras selectas de extrudidos de sorgo integral

Las condiciones de proceso mds adecuadas para obtener productos expandidos de sorgo
integral, considerando las caracteristicas deseadas tanto fisicoquimicas como sensoriales,
fueron de 182°C - 14% H. Estas muestras fueron evaluadas en cuanto a propiedades
nutricionales, cuyos resultados se presentan en la Tabla IV.3.8 y IV.3.9. Los resultados del
ANOVA para las mismas muestras se hallan en la Tabla IV.3.10.

Del anélisis de la composicidén centesimal se observa que no hubo diferencias por el
color y la extrusion en el contenido de PR, EE y FDT. El contenido de CZ no fue afectado por
la extrusion, pero fue diferente acorde al color del sorgo, siendo mayor en el SR (Tabla IV.3.8

y Tabla IV.3.10).
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Tabla I'V.3.8: Composicion centesimal: proteinas (PR), extracto etéreo (EE), Fibra Dietaria Total (FDT), cenizas (CZ), minerales (Fe, Zn, Ca,
Cu, K, Mg, Na y P), 4cido fitico (AF), polifenoles (PF) totales (PFT), PF libres (PF Lib) y PF ligados (PF Lig) de las harinas nativas de sorgo

blanco (SB) y rojo (SR) y extrudidas* selectas de sorgo blanco (SBE) y rojo (SRE).

Componentes

SB SBE SR SRE p
PR (g/100g) 11,09 + 0,23 11,02 +0,02° 11,36+ 0,15 11,22+ 0,10° 0,2610
EE (g/100g) 2,82 +0,14% 2,67 +0,10° 2,72 + 0,05 2,72 0,02 0,4703
FDT (g/100g) 8,00 +0,48° 9,04 +0,89° 8,01 £0,74° 8,70 £ 0,45 0,4137
CZ (g/100g) 1,48 +0,01° 1,45 +0,07° 1,68 +0,09° 1,59 + 0,05 0,1108
Fe (mg/kg) 24,11 % 0,66° 28,97 + 1,53¢ 28,83+ 1,87 31,54 +0,53¢ 0,0627
Zn (mg/kg) 14,38 + 0,43 14,73 + 0,02 16,01 0,25 15,88 + 0,32 0,0000
Ca (mg/kg) 128,24 + 3,10 128,89 + 1,13 156,25 +2,95" 156,00 + 4,86" 0,0000
Cu (mg/kg) 2,96 +0,01° 2,94 +0,02° 3,42 +0,03° 3.41+001° 0,0000
K (mg/kg) 4098,95 + 295,70° 374781 +27,12% 3708,00 + 248,04  3795,80 + 259,23% 0,0691
Mg (mg/kg) 2079,72 + 0,81 2077,19 £ 26,06" 1856,74 + 62,28" 1826,32 + 27,02° 0,0000
Na (mg/kg) 159,29 +2,37° 161,02 + 12,97° 151,42 +12,12% 146,08 + 0,60" 0,0861
P (mg/kg) 2849,25 + 86,88" 2811,51 +208,60° 299140 + 112,93 2905,50 + 48,43 0,3966
AF (mg/100g) 850,88 + 6,64° 547,04 + 26,96 876,36 + 44,24° 603,36 + 55,59" 0,0020
PF Lib (mg AG/100g) 101,76 + 2,09 75,89 + 3,03 195,70 + 6,97° 116,31 + 4,69 0,0000
PF Lig (mg AG/100g) 56717+ 16,41 429,48 + 20,36 877,48 £ 17,66° 444,66 + 19,31° 0,0000

Media + DE. Letras distintas en cada fila indican diferencias significativas (p < 0,05), *182°C - 14% H
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Tabla IV.3.9: Propiedades nutricionales de muestras selectas: bioaccesibilidad de Fe, Zn y Ca
(DFe, DZn y DCa), digestibilidad proteica (DPR), lisina disponible (LD) y capacidad antioxidante
(CAO) de harinas nativas de sorgo blanco (SB) y rojo (SR) y extrudidas* de sorgo blanco (SBE) y

rojo (SRE).
Propiedad Nutricional SB SBE SR SRE p
DFe (%) 1,03+0,12°  4,03+024° 137+0,05° 4,27+0,05°  0,0000
DZn (%) 5,16 +0,29° 420+0,18  542+0,14° 4,61+0,16°  0,0003
DCa (%) 64,07 +5,85°  67,06+6,02° 70,90 +6,23* 65,28 +£598"  0,9903
DPR (%) 85,37 £2,03* 9847+2,16" 7699+3,17* 96,34+5,17°  0,0091
LD (mg/ g PR) 422+023"  337+0,07° 440+0,39" 3,04+040°  0,0290

CAO (umol TEAC/g) 4935 +3,00° 39,05+ 1,52* 5586+271° 4891+0,73" 0,0010

Media + DE. Letras distintas en cada fila indican diferencias significativas (p < 0,05), *182°C
-14% H

Tabla IV.3.10: Resultados de ANOVA Multifactor para los efectos del proceso, el color y su
interaccion en la composicién centesimal (proteinas (PR), extracto etéreo (EE), Fibra Dietaria
Total (FDT), cenizas (CZ), minerales (Fe, Zn, Ca, Cu, K, Mg, Nay P), Acido Fitico (AF),
polifenoles (PF) totales (PFT), PF Libres (PF Lib), PF Ligados (PF Lig)) y propiedades
nutricionales (biodisponibilidad de Fe, Zn y Ca (DFe, DZn y DCa), digestibilidad proteica (DPR),
lisina disponible (LD) y capacidad antioxidante (CAQ)) de las harinas nativas de sorgo blanco
(SB) y sorgo rojo (SR) y extrudidas* selectas de sorgo blanco (SBE) y rojo (SRE).

Determinaciones PROCESO COLOR INTERACCION
PR 0,3661 0,0944 0,7700
EE 0,2965 0,6846 0,2954
FDT 0,1403 0,7440 0,7289
Cz 0,2600 0,0181 0,5110
Fe 0,0000 0,0000 0,0526
Zn 0,4366 0,0000 0,1171
Ca 0,9064 0,0000 0,7906
Cu 0,1567 0,0000 0,2719
K 0,2688 0,1548 0,0737
Mg 0,4223 0,0000 0,4953
Na 0,0551 0,1597 0,5289
P 0,4338 0,1541 0,7564
AF 0,0004 0,2040 0,5981
PF Lib 0,0000 0,0000 0,0000
PF Lig 0,0000 0,0000 0,0000
PFT 0,0000 0,0001 0,0003
DFe 0,0000 0,0138 0,5769
DZn 0,0001 0,0217 0,5328
DCa 0,5445 0,1341 0,7540
DPR 0,0025 0,0925 0,2601
LD 0,0070 0,7559 0,3073
CAO 0,0011 0,0014 0,2974

*diferencias significativas p < 0,05, *182°C - 14% H
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Las muestras nativas presentaron similar contenido de almidén total: 68,86 + 1,01
g/100g para SB y 69,87 £ 0,79 g/100g para SR (p: 0,2442). Las respectivas muestras
extrudidas tuvieron valores de almidén gelatinizados de 47,00 + 0,28 g/100g (SBE) y 62,72 +
0,05 g/100g (SRE), correspondiendo a porcentajes de gelatinizacion de 68 y 90%, siendo esta
diferencia significativa (p: 0,0002) (Figura IV.3.11). Esto también confirma que estas
muestras de SRE tuvieron mayor GC que las de SBE.
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Figura I'V.3.11: Contenido de Almidén Total en sorgo blanco nativo (SB) y sorgo rojo nativo
(SR) y Almidén Gelatinizado en sorgo blanco extrudido (SBE) y sorgo rojo extrudido (SRE).

Respecto al contenido de minerales, los valores de Zn, Ca, Cu y Mg difirieron segun el
color del sorgo, siendo mayor los tres primeros en SR y Mg en SB. El contenido de Fe fue
mayor en SR y aumenté en ambos sorgos luego de la extrusiéon (SBE: 17% y SRE: 9%). El
incremento en el contenido de Fe luego de la extrusién ha sido observado por otros
investigadores (Ummadi y col., 1995, Guy, 2001), y en otros trabajos realizados en el ITA
(Llopart y col., 2013, Lassa, 2008), y puede atribuirse al aporte provocado por el desgaste del
caion durante la extrusion. Esto es posible debido a que, para las condiciones de extrusion de
un expandido, los niveles de friccion son elevados (valores de CEEM mayores a 500 J/g).
Respecto al resto de los minerales y tal como se observé en otros trabajos (Drago y col.,
2011), la extrusién no cambié su contenido.

Al analizar las Tablas IV.3.8 y IV.3.10 se observa que el AF s6lo fue afectado por el
proceso y la reduccién producida por la extrusion fue de un 36% para SBE y 31% para SRE.

El efecto de la extrusion sobre el AF no ha sido claramente dilucidado. Algunos autores
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(Mbithi-Mwikya y col., 2000, Mamiro y col., 2001) no observaron ningtin cambio, mientras
que otros reportaron una disminucion en el contenido de AF en los productos extrudidos (Le
Francois, 1988, Sandberg y Svanberg, 1991, Llopart y col., 2013, Valencia y col., 2013).

El contenido de PF fue afectado significativamente por el proceso, el color y la
interaccion de ambos (Tablas IV.3.8 y IV.3.10). Ademas, los PF Lib y PF Lig fueron mayores
en las muestras de SR que en SB y ambos se redujeron significativamente luego de la
extrusion, quedando el contenido de PF Lib mayor en SR y el de PF Lig similar en ambos
tipos de sorgos. Como consecuencia de lo mencionado, el contenido de PFT se redujo 24 % y
47% para el SB y el SR, respectivamente (Figura IV.3.12). Como fue mencionada en el Punto
IV.3.3.2 se ha reportado en la bibliografia que la extrusién reduce el contenido de PF (Awika

y col., 2003a, Turner, 2004, Ngwenya, 2009).
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Figura I'V.3.12: Polifenoles Totales (PFT) dados por la suma de Polifenoles Libres (PF Lib)
y Polifenoles Ligados (PF Lig) en las harinas nativas de sorgo blanco (SB) y sorgo rojo (SR)
y extrudidas selectas de sorgo blanco (SBE) y sorgo rojo (SRE).

La DFe fue mayor en el SR, y ademds para ambos aument6 significativamente luego de
la extrusion (SBE: 291% y SRE: 212%) (Tabla 1V.3.9). Similar comportamiento fue
observado por Watzke (1998) en productos extrudidos. Hazell y Johnson (1987) propusieron
que los productos de reaccién de procesos de alta temperatura y esfuerzos de corte podrian
aumentar la solubilidad del Fe por cambios en su forma quimica. Ademads, los fitatos, taninos
y PF, que ligan el Fe en complejos insolubles pobremente absorbidos (King y col., 2000,
Uauy y col., 2002, Kloots y col., 2004), se reducen durante la extrusiéon (Llopart y col., 2013),

por lo que se puede adjudicar el aumento de la DFe a la disminucién de inhibidores. La
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hidrélisis de los fitatos ocurre en algunos procesos, tales como el remojado de los granos, la
fermentacion, la germinaciéon y la extrusidon-coccién (Sandberg y Svanberg, 1991). La
degradacion de fitatos a formas de inositol de menor contenido de fosfato (tetra, tri o di-
fosfatos) generada por la extrusién, depende de las condiciones del proceso utilizado y no
sigue un patrén definido (Ummadi y col., 1995).

La DZn fue similar en ambos sorgos y se redujo luego de la extrusién, en mayor
medida en SB (reduccién SBE: 19% y SRE: 15%) (Tabla IV.3.9). Este comportamiento fue
observado en SR extrudido (Llopart y col., 2013) y en frijoles extrudidos (Drago y col.,
2007a). El efecto negativo de la extrusién en la DZn también fue observado en productos
elaborados a base de mezclas maiz/ frijol (Drago y col., 2007b). Las alteraciones quimicas
inducidas por el calor en componentes de las harinas, tales como fibra, AF y taninos, podrian
cambiar sus propiedades quelantes y modificar la disponibilidad de minerales (Alonso y col.,
2001).

La DCa fue similar en SR y SB y no fue afectada por la extrusién (Tablas IV.3.9 y
IV.3.10) (Tabla IV.3.9). Esto también fue observado en mezclas maiz-soja (Drago y col.,
2011).

Considerando lo anteriormente explicado respecto a las relaciones molares de AF y
minerales, éstas se calcularon para predecir la biodisponibilidad de minerales de las harinas

integrales de sorgo (Tabla IV.3.11).

Tabla IV.3.11: Razones molares AF/Fe, AF/Zn, AF/Ca y AFxCa/Zn, de las harinas nativas
de sorgo blanco (SB) y sorgo rojo (SR) y extrudidas™* selectas de sorgo blanco (SBE) y sorgo

rojo (SRE).
Molar Ratio SB SBE SR SRE
AF/Fe 29,87 15,98 25,72 16,19
AF/Zn 58,62 36,79 54,23 37,63
AF/Ca 4,03 2,58 3,41 2,35
AFxCa/Zn 187,57 118,31 211,43 146,48

*182°C - 14% H
Las relaciones molares AF/Fe resultaron mayores al nivel critico (AF/Fe > 1) en todas
las muestras, indicando que la biodisponibilidad del Fe se verd afectada en las harinas de
sorgos nativas y extrudidas por el contenido de AF. Si bien se observd una reduccién de la
relaciéon posterior a la extrusion, lo que se refleja en un aumento de la DFe tal como fue

mencionada anteriormente, la bioaccesibilida continué siendo baja (<5%). Por otra parte,
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relaciones molares AF/Zn por encima de 15 indican que estaria afectada la disponibilidad de
este mineral, lo cual se observa para todas las muestras. Cabe destacar que este indice se
redujo luego de la extrusion, lo cual no se manifesté en la DZn. Asimismo, la razén molar
AFxCa/Zn, s6lo se encontré por encima de 200 para la muestra de SR nativo, lo que estaria
indicando un efecto inhibitorio sinérgico de dichos compuestos sobre la absorcién del Zn.
Esto tampoco se reflejé en la ya muy baja bioaccesibilidad del Zn. En relacion con el Ca, los
indices son superiores al nivel critico (AF/Ca > 0,24), lo que afectaria su biodisponibilidad.
Al igual que en popeado, se puede decir que aunque la bioaccesibilidad del Ca fue elevada (>
60%), el bajo contenido de este mineral hace que sea poco significativo su aporte a los
requerimientos dietarios.

Tal como se observa en las Tablas IV.3.9 y IV.3.10, sélo existi6 efecto significativo del
proceso sobre la DPR para ambos tipos de sorgos, aumentando significativamente luego de la
extrusion 15 y 25% para SBE y SRE, respectivamente. Este comportamiento ha sido
observado anteriormente en sorgo extrudido (Maclean y col., 1983, Llopart y col., 2013) y en
mezclas de maiz y frijol extrudidas (Pérez-Navarrete y col., 2007). Esto confirma que el
aumento de la digestibilidad proteica es una de las ventajas que se atribuyen al proceso de
coccion por extrusion (Harper, 1981, El-Hady y Habiba, 2003, Drago y col., 2007b). La DPR
es un indicador de la calidad de las proteinas, siendo los alimentos de origen animal los que
presentan mayor digestibilidad. El mayor contenido de fibra cruda de los alimentos de origen
vegetal, haria que la velocidad de trdnsito intestinal sea mayor y como consecuencia, se
obtendria una menor absorcién de nutrientes. Ademads, la estructura terciaria de las proteinas
animales es menos compleja que la de los vegetales, por lo que es més facilmente digerida por
las enzimas gastrointestinales. Otros factores que disminuyen la digestibilidad proteica de los
alimentos de origen vegetal son algunos componentes tales como los inhibidores de proteasas,
taninos y hemaglutininas. De ahi, la necesidad de emplear tratamientos térmicos para su
coccion, que pueden afectar la disponibilidad de los aminodcidos, ya que éstos pueden
interaccionar con los carbohidratos que abundan en los alimentos de origen vegetal
(Hernéndez y col., 1984), por la reaccién de Maillard.

Las condiciones de H y T que normalmente se aplican en la extrusion favorecen las
reacciones de Maillard (reaccién de azicares reductores con los grupos aminos libres),
pudiendo tener un efecto negativo sobre la digestibilidad y la disponibilidad de los
aminodcidos (Bjorck y Asp, 1983). La disponibilidad de lisina se puede utilizar como una

medida del dafio del procesamiento (Walker, 1983). Al respecto, la LD sélo fue afectada por
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el proceso, siendo reducida en ambos tipos de sorgo y en mayor medida en SR (reduccién de
LD en SBE: 20 % y SRE: 31 %) (Tablas IV.3.9 y 1V.3.10). Resultados similares fueron
observados en la extrusion de harinas de SR integral (Llopart y col., 2013). Este valor de
pérdida de lisina estd dentro del rango informado para otras materias primas. Bjorck y col.
(1984) estudiaron el efecto de la coccién por extrusion sobre el valor nutricional de proteinas
de la harina de trigo y harina integral de trigo. Se observé una retencién de lisina entre el 63 y
el 100%, mientras que la pérdida de otros aminodcidos fue pequefia. La minima variacién
observada fue consecuencia del aumento en la velocidad de avance en el extrusor, mientras
que la mayor pérdida fue consecuencia del aumento en la velocidad del tornillo. En un trabajo
realizado con mezclas de harinas extrudidas de maiz y soja, los resultados de la medicién de
lisina disponible luego de la extrusién variaron en un rango de reduccién de 3%, para las
condiciones menos criticas, y de 20,5% para las mds severas (Konstance y col., 1998). Una
excesiva reaccion de Maillard puede provocar pérdidas de lisina hasta aproximadamente un
50%, tal como fue observado por De La Gueriviere y col. (1985) en la extrusion de trigo. En
el caso de harina de arroz, la extrusion realizada a 15% de H y 120-150°C redujo el contenido
de lisina total en un 11-13% (Eggum y col., 1986). Por otra parte, Pérez-Navarrete y col.
(2006) evaluaron los efectos de la extrusion sobre la calidad nutricional de una harina mezcla
de maiz y frijol y observaron que la disponibilidad de lisina disminuy6 entre un 15 y un 25%.

La CAO expresada como TEAC para las muestras SB y SR estuvieron en los rangos de
valores observados por otros investigadores (Ragaee y col., 2006, Dicko y col., 2006),
existiendo diferencias significativas entre ellas y correspondiendo el mayor valor a SR
(Tablas IV.3.9 y IV.3.10). Luego del proceso de extrusién se observé una reduccién de la
CAO de un 21% para el SBE y 12% para SRE.

Como se menciond anteriormente, el descenso del contenido de PFT se reflej6 en una
reduccién de la CAO, ya que los granos de sorgo muestran actividades antioxidantes
altamente relacionadas con su contenido de compuestos fendlicos (Dicko y col., 2005).

Luego de la extrusion se observaron reducciones en los contenidos de PFT y AF y en la
CAO, lo que puede deberse a las condiciones (humedad y temperatura) del proceso. Cabe
destacar que en un estudio realizado con harinas integrales de SR precocidas por extrusién a
182°C - 14% H (Llopart y col., 2013), también se produjeron reducciones en los contenidos
de PFT y AF y en la CAO. Al igual que en popeado, en comparacion con las frutas y verduras
cuya CAO estd entre 6-37 y 4,5-14 pmol TEAC/g, respectivamente (Miller y col., 2000), las

harinas integrales de sorgo extrudidas poseen una elevada CAO.
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IV.3.5. Determinacion de Fenoles por HPLC

IV.3.5.1. Eleccion del método a utilizar para la determinacion de compuestos
fendlicos por HPLC

Se ensayaron distintos métodos para determinar los &cidos fendlicos: cafeico, p-
cumdrico, ferilico y sindpico por HPLC (Punto II1.3.6). El Ensayo 1, ademds de ser muy
extenso no permitia lograr la separacion correcta de los picos del p-cumdrico, ferdlico y
sindpico. Con el fin de reducir el tiempo de trabajo se realizé el Ensayo 2, en el cual se separ6
exitosamente el p-cumdrico, pero no asi el ferdlico y sindpico. Para lograr separar estos
ultimos, muy similares en su estructura, se llevé a cabo el Ensayo 3 donde se cambid la fase
movil por una mas 4cida, utilizando ACN, lograndose la separacion de los cuatro estdndares,
aunque los 2 dltimos se juntaban en la base. Por ello, se aumenté el % de 4cido acético. El pH
mads bajo en la fase mévil produjo picos mds angostos logrando la separacién 6ptima de los
estandares.

Finalmente las condiciones seleccionadas fueron las que se describen a continuacion.
Para la fase mdvil se utilizé una solucién de 16 % (V/V) de ACN en acido acético 1% (V/V)
en agua, durante 30 min a un flujo de 0,7 mL/min y una temperatura de 24,5°C. La detecciéon

fue realizada a una longitud de onda de 320 nm.

1V.3.5.2. Estudio de las condiciones de hidrélisis sobre compuestos fenélicos
Se observo que luego de la hidrélisis 4cida, fue posible detectar mayor nimero de picos

con menor ruido. Por este motivo se decidid trabajar con todas la muestras hidrolizadas.

1v.3.5.3. Contenido de los acidos fendlicos cafeico, p-cumarico, ferilico y
sinapico
El contenido de los 4cidos fendlicos: cafeico, p-cumadrico, ferdlico y sindpico,
determinados por HPLC en las condiciones previamente definidas y con hidrélisis 4cida se
muestran en la Tabla IV.3.12. Ademads, a modo de ejemplo se presenta en la Figura [V.3.13

un cromatograma correspondiente al extracto de PF Lig de SR.
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Tabla I'V.3.12: Contenido de 4cido cafeico, p-cumarico, ferdlico y sindpico en extractos de
PF libres y ligados de harina de sorgo blanco nativo (SB), sorgo rojo nativo (SR), sorgo
blanco extrudido (SBE) y sorgo rojo extrudido (SRE).

Extracto Muestra| CAFEICO | p-CUMARICO | FERULICO | SINAPICO
Fenélico (ng/g) (n/g) (ng/g) (ng/g)
SB 76,40 0,89 | 11,48 +0,01° | 15,69 +0,69 | 29,68 +0,59°
PF SBE 4698 +0,29° | 8,58+025* | 9,12+0,02* | 20,41 +0,84*
Libres g 9994 +7,14° | 1436+0,79° | 11,05+0,10° | 23,04 +0,42°
SRE 64,47 +3,74° 8,45 + 0,08 9,63 +0,02" | 20,52+0,11°
p 0,0002 0,0004 0,0002 0,0002
SB 290,70 + 8,90° | 319,39 +4,58° | 177,21 + 1,65° [ 250,10 + 3,44°
PF SBE 253,91 £3,76* | 277,21 +4,77* | 151,13 + 1,87* | 236,46 + 3,84
Ligados  gg 490,06 + 5,75 | 555,51 +4,48" |294.98 + 2,09 [ 419,43 + 2,42
SRE 275,49 +3,66° | 305,30 +2,54° | 164,62 +0,82" | 307,96 + 1,48°
p 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas (p < 0,05).
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Figura I'V.3.13: Cromatograma HPLC del extracto de PF ligados de SR. Identificacion de los

picos para 4cido cafeico, p-cumdrico, ferdlico y sindpico.

Estos compuestos fendlicos son los mds abundantes en sorgo (Tomds-Barberdn y Espin,

2001, Chiremba y col., 2012), motivo por el cual fueron seleccionados para determinarlos.
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Se observaron diferencias significativas en los contenidos de los 4 4cidos fendlicos
entre la variedad blanca y la roja de sorgo (Tabla IV.3.12), correspondiendo los mayores
valores al SR, coincidiendo con el hecho de que los sorgos con testa pigmentada roja tienen
niveles mds altos de compuestos fendlicos (Awika y col., 2003b).

En los extractos de PF lib de los sorgos nativos y extrudidos, el 4cido cafeico fue el
fenol que se hall6é en mayor cantidad y en los extractos de PF Lig fue el dcido p-cumdrico. En
sorgo se ha reportado que el compuesto fendlico predominante es el dcido feridlico (Chiremba
y col., 2012), seguido por p-cumdrico (Hahn y col., 1983, Verbruggen y col., 1993) y en la
revision realizada por Tomds-Barberdn y Espin (2001), se concluyé que el mayor contenido
era de dcido ferulico, seguido por p-cumadrico, sindpico y cafeico. Los menores contenidos de
ferdlico determinados pueden deberse a la hidrdlisis dcida efectuada para medir los otros
compuestos fendlicos. Nuutila y col. (2002), reportaron una retenciéon del 35% en la
concentracion de 4cido fertlico, luego de una hidrdlisis dcida usando 1,2 mol/L de HCl por 2
horas a 80°C. Esto indica que para poder medir fertlico es necesario ensayar condiciones de
hidrélisis mds suaves que la empleada, por lo que se realizardn futuros andlisis para
determinar las condiciones apropiadas de hidrélisis y se medird el contenido real de ferdlico
en estas muestras.

Todos los sorgos contienen compuestos fendlicos, pero su genotipo y el medio ambiente
en el que se cultivan influyen en la cantidad presente en cualquier cultivar (Tomds-Barberdn y
Espin, 2001).

En la investigacion realizada por Chiremba y col. (2012), se estudiaron 8 variedades de
sorgo y de maiz y se observo que el contenido de dcido fertlico, en el extracto de PF ligados
del salvado de ambos cereales, tenia buena correlacion con la dureza de los mismos. El
mecanismo por el cual los 4cidos fendlicos pueden influir en la dureza de los granos puede
estar relacionado con la unién quimica de los compuestos dentro de las paredes celulares de
las plantas. La mayoria de los estudios han demostrado que el 4cido ferdlico y sus oligémeros,
son los mds frecuentes en la formacién de uniones con las paredes celulares. Este dcido forma
enlaces de tipo éster y éter con el arabinoxilano y la lignina (Lam y col., 1992), los cuales se
pueden relacionar con la dureza de los granos.

El contenido de los fenoles, tanto en los extractos de PF Lib como en los de PF Lig, se
redujo luego de la extrusion (Tabla IV.3.12) y consecuentemente se manifesté en el contenido
total de cada uno de los compuestos fendlicos, calculado como la suma del contenido de

ambos extractos (Figura IV.3.14).
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Figura IV.3.14: Contenido total de 4cido cafeico, p-cumdrico, fertdlico y sindpico (ug/g) en
Sorgo blanco (SB) y sorgo rojo (SR) nativos y extrudidos.

Entre el SBE y SRE, hubo diferencias significativas (p < 0,05) en el contenido total de
cada uno de los fenoles estudiados. La reduccion del contenido de 4cido cafeico total fue en
SBE: 17% y en SRE: 42%, la de 4dcido p-cumdrico fue en SBE: 14% y SRE: 45% y la de
sindpico fue en SBE: 12% y en SRE: 26%. Suponiendo que la hidrélisis dcida afectd
proporcionalmente el contenido de 4cido fertlico, la reduccién por extrusion fue en SBE:
17% y en SRE: 43%

Aunque el SR sufri6 las mayores reducciones luego de la extrusion, el SRE sigui6

teniendo un contenido mas elevado de fenoles.

1V.3.6. Extrusion de harinas de sorgo refinadas

Iv.3.6.1. Efectos de la extrusion sobre las caracteristicas fisicoquimicas de los
productos expandidos de sorgos descascarados
Dos muestras de SB y SR fueron peladas de manera de obtener harinas refinadas

acorde a los requisitos del CAA (Articulo 663bis -Res 4276, 28.12.79), que admite hasta 0,65
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g de cenizas en 100 g de harina. Las harinas refinadas y sus correspondientes integrales
fueron extrudidas a 160°C-14%H para proceder a comparar sus respuestas.

En la Figura IV.3.15 se presentan los granos enteros y descascarados de SB5 y SR14,
sus respectivas harinas y expandidos obtenidos por extrusion, y en la Tabla IV.3.13, los

resultados obtenidos para CEEM, E, VE, S y AA de los expandidos.

SB SR
Integral Descascarado Integral Descascarado
GRANO
HARINA
G0 ammo Wav

Figura IV.3.15: Granos, harinas y extrudidos de granos enteros y descascarados de
sorgo blanco (SB) y sorgo rojo (SR).

Para el caso del CEEM, el SBE tuvo un valor mayor que el SBDE, y al contrario, el
SRE obtuvo un valor menor que el SRDE. Para ambos sorgos, la E y el VE, fue mayor en los
expandidos de harinas refinadas. Las caracteristicas de hidratacidon analizadas en las harinas
extrudidas fueron S y AA. Las harinas precocidas refinadas de ambos sorgos presentaron
mayor S que las integrales. En forma opuesta, la AA fue mayor en las integrales (Tabla
IV.3.13).

A su vez, el SBDE presenté mayor E, VE, S y menor AA que el SRDE. Estas
caracteristicas se asocian con un mayor GC, como es tipico de los productos extrudidos de

harinas refinadas, tal como la sémola de maiz (Gonzdlez y col., 2002a).
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Tabla IV.3.13: Consumo especifico de energia mecdnica (CEEM), expansién (E), volumen
especifico (VE), solubilidad (S) y absorcion de agua (AA) de harinas de sorgo blanco integral
extrudido (SBE), sorgo blanco descascarado extrudido (SBDE), sorgo rojo integral extrudido

(SRE) y sorgo rojo descascarado extrudido (SRDE).

Muestra CEEM E VI;I S AA
J/g) (cm’/g) (g/100g) (mL/g)
SBE 634,01¢ 3,14° 6,09 17,02 7,13°
SBDE 518,02 3,80° 9,42¢ 29,53" 5,88"
SRE 358,62° 2,59* 4,76 18,61 8,07°
SRDE 537,51° 3,48° 7,23¢ 28,54° 7,41¢
p 0,0001 0,0000 0,0000 0,0013 0,0023

Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas (p < 0,05).

Al observar al microscopio las harinas extrudidas de SBE y SRE, ambas presentaron
cruz de malta. Esto se debe a que el salvado afecta al transporte del material en el extrusor,
generando un GC incompleto. Cabe destacar que el SBE presenté mayor proporcién de cruz
de malta, es decir menor GC que el SRE en la misma condicién de procesamiento.

Pérez y col. (2008) trabajando con mezclas de maices de distinta dureza y realizando
reemplazos parciales con harina de soja entera descascarada observaron que la mezcla de
sémola de maiz blando-soja extrudida alcanzé mayor GC y mayor E que aquella de maiz
duro-soja. Esto implica que la presencia de fibra, aceite y la diferencia de dureza de particulas
de la soja y el maiz provocaron una mayor coccion del endospermo mas blando respecto del
mads duro en la extrusion, al contrario de lo que sucede en la extrusion de harinas refinadas (el
endospermo mds duro alcanza mayor GC). Asimismo, Gonzdlez y col. (2004) reportaron que
la presencia de salvado y germen reduce el nivel de friccion, interfiriendo en el proceso de
coccidn del almidon y amplia la distribucion del tiempo de residencia de las particulas dentro
del extrusor.

Como se menciond, el SBDE presenté mayor GC que el SRDE, manifestado en los
mayores valores de E y VE. EI SB es mds duro y al estar descascarado se cocina mds, como
ocurre con la extrusiéon de sémola de maiz con diferente dureza (Robutti y col., 1995).
Respecto al comportamiento en el extrusor de las harinas descascaradas, la conversién de
flujo es de sdlido a viscoso, entonces el material mds duro se convierte antes, generando
menor CEEM. Para el caso de harinas integrales esa conversion es incompleta y se manifiesta

en que el material que se cocina més, presenta mayores valores de CEEM.
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Teniendo en cuenta los comportamientos de las harinas integrales y descascaradas
frente a la coccién por extrusion, es posible afirmar lo mencionado previamente en este
capitulo, que el SB es mds duro y que sus harinas integrales requieren condiciones mas

severas de extrusion que el SR para alcanzar similar GC.

1vV.3.6.2. Evaluacion nutricional de las muestras descascaradas y extrudidas

Se determind la composicion de las muestras descascaradas y se la compard con las
integrales (Figura 1V.3.16). Las muestras descascaradas presentaron menores valores de PR
(reduccion: SBD: 16% y SRD: 17%), de EE (reduccién: SBE: 10% y SRE: 12%), de CZ
(reduccion: SBD: 62% y SRD: 59%) y de FDT (reduccién: SBD: 66% y SRD: 65%).

En la Figura IV.3.17 se presenta la reduccion producida por el descascarado en el
contenido mineral, la cual fue significativa (p < 0,05) en todos los casos y variaron entre 13 y
65 %. Rao y col. (1980) reportaron una reduccién de minerales en magnitudes similares en 6
hibridos de sorgo descascarados. Shafique y col. (2006) también observaron reducciones

significativas para estos nutrientes en sorgo descascarado.
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Figura IV.3.16: Composicion centesimal: proteinas (PR), extracto etéreo (EE), cenizas (CZ)
y fibra dietaria total (FDT) de las harinas de sorgo integral blanco (SB) y rojo (SR), sorgo
descascarado blanco (SBD) y rojo (SRD).
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Figura IV.3.17: Porcentaje de reduccion de minerales: Fe, Zn, Ca, Cu, K, Mg, Na y P, luego
del descascarado.

En la Tabla IV.3.14 se presentan los resultados de la evaluacién nutricional de las
muestras descascaradas y descascaradas extrudidas de SB y SR. Al igual que se observo en la
Punto 1V.3.4, no hubo diferencias estadisticamente significativas para los contenidos de PR,
EE, CZ y FDT antes y luego de la extrusion.

Las harinas descascaradas presentaron similar contenido de almidon total: 83,33 +
2,21 g/100 g de para SBD y 82,96 + 2,24 ¢/100 para SRD (p: 0,8226). Las respectivas
muestras extrudidas presentaron un porcentaje de gelatinizacion de 92 y 78%,
correspondiendo a valores de almidon gelatinizados de 77,06 + 2,89 g/100g y 65,30 £+ 1,65
g/100 g, respectivamente, siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p: 0,0378)
(Figura IV.3.18). Estos resultados también indican que el SBDE tuvo mayor GC.

Respecto al contenido de minerales, la extrusion de los sorgos descascarados aumento
el contenido de Fe (incremento: SBDE: 43% y SRDE: 11%), fendmeno observado vy
explicado en sorgo integral, y no se observé diferencia para el restos de los minerales (Tabla

IV.3.14).
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Figura IV.3.18: Contenido de Almidén Total en sorgo blanco descascarado (SBD) y sorgo
rojo descascarado (SRD) y Almidon Gelatinizado en sorgo blanco descascarado extrudido
(SBDE) y sorgo rojo descascarado extrudido (SRDE).

La DPR aumento luego del descascarado, un 2% para el SBD y un 12 % para el SRD,
respecto a los integrales. Otros investigadores (Ramachandra y col., 1977, Chibber y col.,
1980, Hulse y col., 1980) informaron el efecto favorable del descascarado en la digestibilidad
proteica in vitro de cereales. Roy (1985) reporté un incremento de 8% en la digestibilidad de
sorgo al ser descascarado. Es sabido que la extrusion genera un aumento de la digestibilidad,
que en este caso fue de 13 % para SBDE y 12% para SRDE, con lo cual el aumento de la
DPR generada por ambos procesos (descascarado y extrusion) fue de 16 y 25 % para SB y
SR, respectivamente (Tabla IV.3.14).

Al analizar el contenido de AF, se observ que el descascarado produjo una reduccién
del 54% en el caso del SBD y del 50% para SRD. Esto también fue observado en sorgo por
Shafique y col. (2006). Al extrudir las muestras descascaradas, y como era de esperar acorde a
lo observado en el Punto IV.3.4, también se produjo una reducciéon de AF, siendo el

porcentaje de reduccion por extrusion de 59% y 46% para SBDE y SRDE, respectivamente.
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Tabla I'V.3.14: Composicion centesimal: proteinas (PR), extracto etéreo (EE), fibra dietaria total (FDT), cenizas (CZ), contenido de minerales
(Fe, Zn, Ca, Cu, K, Mg, Na y P, digestibilidad proteica (DPR), PF Libres (PF Lib) y ligados (PF Lig), 4cido fitico (AF) y capacidad
antioxidante (CAQO) de harinas de sorgo descascarado blanco (SBD) y rojo (SRD) y sorgo descascarado extrudido blanco (SBDE) y rojo

(SRDE).
Componentes SBD SBDE SRD SRDE p
PR (g/100g) 9,15 0,01 9,05 0,15 9,75 + 0,63 9,27 £0,24 0,6890
EE (g/100g) 2,47 0,05 2,49 + 0,04 2,43 0,06 2,44 £0,05 0,5655
FDT (g/100g) 2,61 +0,18 2,77+0,18 2,83 £0,29 2,78 £0,13 0,6852
CZ (g/100g) 0,57 0,02 0,58 0,01 0,63 0,01 0,61 0,03 0,1390
Fe (ppm) 16,37 + 1,53 23,35 +0,14° 21,22+ 1,09° 23,59 + 1,26° 0,0000
Zn (ppm) 8,35+0,31° 8,66 + 0,25 7,75 £0,23° 7,62 +0,10° 0,0000
Ca (ppm) 92,34 +2,14* 92,26 + 8,69 133,35+ 13,54 135,07 +6,90° 0,0000
Cu (ppm) 1,31 £0,06 1,28 + 0,06 1,23 +0,01 1,27 £0,10 0,3146
K (ppm) 1842,84 + 48,00°  1922,51 + 145,11*  1863,75 £ 75,77°  1882,40 + 8,84° 0,4384
Mg (ppm) 72523 +19,78* 721,76 + 17,20 92534 +15,09° 919,22 + 15,26 0,0000
Na (ppm) 121,82 +7,92¢ 120,43 2,17 112,91 + 5,07 110,26 +3,91* 0,0079
P (ppm) 1245,61 +44,85  1257,65+12,62  1270,15+20,72  1254,86 + 25,30 0,6853
DPR (%) 87,30 £ 3,70 98,65 + 1,90 86,24 + 0,83 96,51 + 3,09 0,0193
AF (mg/100g) 388,45 + 7,98° 157,56 £5,54* 439,47 +38,64° 238,80 + 10,44 0,0005
PF Lib (mg AG/100g) 83,76 + 5,32¢ 46,97 + 1,46 130,24 + 4,16° 64,74 +3,09° 0,0000
PF Lig (mg AG/100g) 505,61 +5,17° 29822+ 1227*°  64945+7,72° 361,12 +8,93° 0,0000
CAO (umol TEAC/g) 8,36 + 0,09° 6,23 +0,91° 13,22 £0,22° 6,25 + 1,63° 0,0049

Media + DE. Letras distintas en cada fila indican diferencias significativas (p < 0,05).
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Figura I'V.3.19: Polifenoles Totales (PFT) dados por la suma de Polifenoles Libres (PF Lib)

y Polifenoles Ligados (PF Lig) en las harinas nativas de sorgo blanco (SB) y sorgo rojo (SR),
harinas descascaradas de sorgo blanco (SBD) y rojo (SRD), harinas de sorgo extrudido blanco
(SBE) y rojo (SRE) y harinas de sorgo descascarado extrudido blanco (SBDE) y rojo (SRDE).

Respecto al contenido de PF Lib, el descascarado generd una reducciéon de 18% en el
SBD y de 33% en SRD, y respecto a los PF Lig la reduccién por descascarado fue para el
SBD de 11% y para el SRD 26%, manifestando una disminucién del contenido de PFT de
12% para el SBD y 27% para el SRD. El pelado de cereales puede disminuir el contenido de
PF, ya que éstos estin presentes, en mayor concentracion, en sus partes mds externas
(D”Archivio y col., 2007). La reduccién ocasionada en los PFT por la extrusién de las harinas
descascaradas fue 41% en el caso del SBDE (589,37 a 345,19 mg AG/100g) y de 45% para el
SRDE (779,69 a 425,86 mg AG/100g) (Figura 1V.3.19). Mwasaru y col. (1988) observaron
una reduccion en el contenido de taninos luego del descascarado, como asi también Awika y
col. (2005) en PF.

Respecto a la CAO, el descascarado generd una reduccion del 83% en el SBD y del
76% en el SRD. Awika y col. (2005) también reportaron reducciéon de la actividad
antioxidante en sorgos descascarados. Acorde a lo obtenido en la Punto 1V.3.4, el proceso de
extrusion también generd una reduccion de la CAO en los sorgos descascarados, de 26% para

el SBDE y de 53% para el SRDE.
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1V.3.7. Comparacion de los efectos de los procesos de popeado y de extrusion en las

propiedades nutricionales

Se observo que el popeado disminuyé el contenido de CZ, FDT y minerales debido a
la pérdida de cdscara durante el proceso, mientras que en la extrusion se observé un aumento
en el contenido de Fe por contaminacién, adjudicable al desgaste del cafiéon durante el
proceso. En ambos procesos la DFe aument6 para SB y SR, en popeado lo hizo 30y 61% y en
extrusion 291 y 212%. La DZn disminuy6 48 y 28% y 19 y 15 %, para popeado y extrusion,
respectivamente para SB y SR.

El porcentaje de almidén gelatinizado en popeado fue mayor para SBP (90%) y en
extrusion para SRE (82%). La DPR aument6 en ambos procesos (popeado: 8 y 9% vy
extrusion: 15y 25% para SB y SR, respectivamente) y la LD disminuy6 en ambos procesos

(popeado: 16 y 24% y extrusion: 20 y 31% para SB y SR, respectivamente).
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Figura IV.3.20: Porcentaje de reduccion de édcido fitico (AF), polifenoles totales (PFT) y
capacidad antioxidante (CAQ) en harinas de sorgo blanco popeado (SBP), sorgo rojo popeado
(SRP), sorgo blanco extrudido (SBE) y sorgo rojo extrudido (SRE).

Del andlisis de la Figura IV.3.20 se desprende que el popeado de SR redujo mas los PF
y compuestos antioxidantes, lo cual se puede deber a la mayor T del proceso y a la pérdida de

la cdscara mencionada, y que la extrusion de SB manifestd la mayor pérdida de AF.
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IV.3.8. Conclusiones parciales

e FEl SR alcanzé un mayor GC en la extrusiéon que el SB, con mayores valores de
CEEM, VE, E, S y G% y con predominio de granulos totalmente destruidos,
generando menor capacidad de AA, y en el SB predominaron los granulos cocidos
sin destruir y que dan como resultados mayor AA y menores valores de CEEM,
VE,E, Sy G%.

e La muestra de mayor dureza sensorial fue la de menor GC obtenida a 164°C - 19%
H, tanto para SB como para SR, y por su parte las mds blandas fueron las obtenidas
a200°C - 19% H para el caso de SB y a 200°C - 14% H para el SR, de mayor GC.

e El aumento de la H de extrusiéon produjo una reduccién de la Pérdida de AF, de los
PF en ambos sorgos y de la CAO en SR. El aumento de T gener6 una reduccion de
AF y del contenido de PF para SB.

e La Pérdida de AF estuvo en un rango de 23 a 45 % y 40 a 50 %, para SB y SR,
respectivamente. Para ambos sorgos la muestra con mayor Pérdida de AF fue la
obtenida a 200°C - 14% H y la de menor Pérdida de AF fue la obtenida a 164°C -
19% H, las cuales corresponden a la de mayor y menor GC, respectivamente.

e En el caso del SB, la reduccion de PF causada por la extrusion vari6 entre 27 y 56
% y la de CAO, entre 21 y 41 %. En el SR, variaron entre 30 - 41 % y 11 y 32 %,
respectivamente.

e Para obtener una harina precocida con buenas propiedades de hidratacion, la
condicion adecuada para extrudir serfa a 200°C - 14% H. A partir de esta harina y
con ingredientes sin TACC, se podrian preparar mezclas instantdneas de sopas tipo
crema y papillas para toda la poblacion incluyendo a los celiacos.

e Para obtener un producto tipo snacks con buenas caracteristicas fisicoquimicas y
sensoriales, la condicion de extrusion adecuada seria a 182°C - 14% H. Si el resto
de las materias primas utilizadas son sin TACC, seria posible elaborar snacks aptos
para celiacos.

e Respecto a las propiedades nutricionales de los expandidos, la DFe aument6
significativamente luego de la extrusién, la de DZn disminuy6 y la de DCa no
varié. La DPR aument6 luego de la extrusion un 15 y 25 % para SBE y SRE, y la
LD se redujo 20 y 31% para SBE y SRE.
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La extrusion produjo una reduccion del contenido de PF Lib y PF Lig, AF y CAO.
Sin embargo, las harinas precocidas integrales obtenidas por extrusion pueden
considerarse una fuente importante de antioxidantes.

Los extractos libres y ligados de SR presentaron la mayor cantidad de fenoles. En
los extracto libres de los sorgos nativos y extrudidos, el dcido cafeico fue el fenol
que se hallé en mayor cantidad y en los extractos ligados fue el dcido p-cumadrico.
La extrusion disminuy6 los compuestos fendlicos en ambos tipos de sorgo. EI SR
sufrié las mayores reducciones, aunque el SRE siguié teniendo el mayor contenido.
Teniendo en cuenta los comportamientos de las harinas integrales y descascaradas
frente a la coccidon por extrusion, es posible afirmar que el SB es mds duro y que
sus harinas integrales requieren condiciones mds severas de extrusion que el SR
para alcanzar similar GC.

El descascarado produjo una reduccion significativa de los macro y micronutrientes
y la extrusion a las harinas refinadas no afectd significativamente al contenido de
ninglin macronutriente.

El contenido de AF, PFT y CAO fue menor en las muestras de sorgos
descascarados extrudidos, como consecuencia de las reducciones ocasionadas por
ambos procesos.

El popeado gener6 reducciéon de CZ, FDT y minerales, y mayores pérdidas de

CAO, mientras que la extrusién aumenté en mayor medida la DFe y la DPR.
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IV.4. ESTUDIO IN VIVO DE LAS PROPIEDADES NUTRICIONALES DE
HARINAS INTEGRALES EXTRUDIDAS DE SORGOS

De acuerdo a los estudios realizados en el Punto 1V.3.4, se obtuvieron productos
extrudidos de sorgos integrales con los que se elaboraron dietas conteniendo ingredientes de
grano entero (SBE y SRE) que fueron evaluadas en animales de experimentacion,
comparandolas con una dieta control. Cabe destacar que las dietas fueron disefiadas para
proveer similares cantidades de lipidos, proteinas, micronutrientes y 5% de fibra, aportada por

el ingrediente de grano entero incluido en la formulacion.

IV.4.1. Efecto del consumo de las dietas de sorgo integral extrudido en la ingesta de

alimentos y la ganancia de peso

La Tabla IV.4.1 presenta los indicadores del crecimiento evaluados durante la

experiencia (60 dias).

Tabla I'V.4.1: Ingesta total, ingesta diaria, ganancia de peso (GP) y eficiencia.

Dieta Ingesta !:otal Ingesta fliaria GP, Eﬁcien.cia
(g/60 dias) (g/ dia) (g/60 dias) (GP/ g dieta)
C 1115,62 + 16,62° 18,44 +0,27° 310,69 4,78 0,26 +0,01°
SBE 931,35 +£31,42° 16,99 + 0,56" 279,49 £7,30° 0,29 +0,02*
SRE 985,71 +£23,31° 15,57 £0,44° 279,70 £ 6,17° 0,28 +0,01"
P 0,0030 0,0101 0,0557 0,2247

Media £ SEM (n=8). Letras diferentes en una misma columna indican diferencias
significativas entre las muestras (p < 0,05). Dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco
integral extrudido (SBE) y dieta a base de sorgo rojo integral extrudido (SRE).

En la Tabla IV.4.1 se observa que las ingestas total y diaria presentaron diferencias
significativas entre los lotes de ratas alimentados con las dietas elaboradas con sorgo (SBE vy
SRE) y las alimentadas con la dieta C, siendo para la dltima los valores mds elevados. Esto se
manifest6 en la GP, ya que fueron las ratas alimentadas con la dieta C las que presentaron el

mayor aumento de peso corporal. Sin embargo, la eficiencia no difiri6 entre la dietas.
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En estudios previos realizados con este modelo de ratas en crecimiento (Albarracin y
col., 2014), donde se evalu6 una dieta con GE de maiz extrudido y una dieta C, y se observo
que la ingesta total (981,28 + 26,10 y 1134,44 + 24,92 g/60 dias, respectivamente), la ingesta
diaria (16,49 + 0,43 y 19,21 £ 0,042 g/ dias, respectivamente) y la eficiencia (0,26 £ 0,01 y
0,27 £ 0,01g PC/ g dieta, respectivamente) tuvieron el mismo comportamiento respecto al C
que en el presente trabajo. En otro estudio realizado en ratas adultas de 140 g de peso (Adam
y col., 2003), se trabajé con una dieta C, harina de trigo integral y pan integral (con niveles de
FDT de 0,0, 9,8 y 10,1%, respectivamente) y se observé que no hubo diferencias de eficiencia
entre las dietas, obteniéndose valores semejantes a los presentados en esta tesis (dieta C: 0,29
+ 0,03, dieta con harina de trigo integral: 0,31 + 0,02 y dieta con pan integral: 0,27 + 0,02).
Coudray y col. (2001) realizaron un estudio en ratas alimentadas con GE de trigo y refinado, y
observaron que los consumos fueron menores para estos grupos en comparacion con la dieta
C. Ademés, se indicé que los animales alimentados con la dieta C presentaron el mayor
crecimiento, seguidos por los alimentados con GE y finalmente por los que consumieron trigo
refinado, sin presentar estos ultimos ningin signo clinico de deficiencia. Paturi y col. (2012)
observaron en ratas Sprague—Dawley alimentadas con dietas con 7% de inulina o fibra de
papa, una disminucién de un 10% en la ingesta en comparacion con la dieta C de celulosa,
indicando que la suplementacion con FD podria haber promovido la saciedad mediante la
disminucion significativa en la ingesta de alimentos. Kim y Park (2012), alimentaron ratas
adultas diabéticas con dietas con extractos de sorgo y observaron que comieron mas y
aumentaron menos de peso en relacion a las ratas alimentadas con la dieta C. Zdunczyk y col.
(2006) trabajaron con ratas machos Wistar que pesaban entre 120-128 g y fueron alimentadas
con dietas con PF de pomelo, inulina y la combinacién de ambos. Observaron una menor
ingesta y ganancia de peso, en relacion a la dietas C, cuando las ratas consumieron 10% de
inulina con extractos de PF; ademds no observaron, al igual que en este trabajo, diferencias en
la eficiencia de las dietas.

Son multiples los mecanismos que describen como la fibra influye en la saciacion y
saciedad (Koh-Banerjee y col., 2004; Slavin, 2007; Wanders y col., 2014). El aumento de la
saciedad puede ser producto del mayor tiempo requerido para masticar ciertos alimentos ricos
en fibra, lo que promueve el aumento en la secrecion de saliva y la producciéon de édcido
gdstrico, provocando distension gastrica. Algunas fibras solubles viscosas se unen al agua, lo
que también conllevaria a una distension del estémago que desencadena sefiales vagales de

saciedad, lo que probablemente contribuye a la saciedad durante las comidas y luego de las
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mismas. Ademds, ciertas fibras pueden retardar el vaciado géastrico y disminuir la tasa de
absorcion de glucosa en el intestino delgado (Kristensen y Jensen, 2011). Cuando la glucosa
se libera lentamente, la respuesta de la insulina también puede estar retardada, y las respuestas
de glucosa e insulina post-prandial lentas y constantes, a veces se correlacionan con saciacién
y saciedad (Slavin, 2013b). Como el alimento se mueve a través del tracto GI superior e
inferior, diversas hormonas relacionadas con la saciedad son liberadas y se envian sefiales al
cerebro. Muchas de estas hormonas intestinales (grelina, polipéptido Y'Y, péptidos similares
al glucagdn) se cree que regulan la saciedad, la ingesta de alimentos, y el balance energético
global (Chaudhri y Salem, 2008). En un estudio realizado en humanos se evalué el efecto de
diferentes dosis de suplementos dietéticos con dextrina de trigo, sobre el tiempo de saciedad y
se observo el efecto de saciedad a corto plazo de la dextrina de trigo y una consecuente
disminucién de la ingesta calérica (Guérin-Deremaux y col., 2011). Por lo tanto, el consumo
de GE influye en las respuestas fisioldgicas como la saciedad y metabolismo de la glucosa, y
son muchos los estudios que lo han confirmado y destacan la importancia de preservar la fibra
natural, especialmente en cereales (Liljeberg y col., 1992; Granfeldt y col., 1995; Fardet y
col., 2006; Nilsson y col., 2008; Fardet, 2010; Ye y col., 2012).

A su vez, existe la posibilidad de que la fibra demore el vaciado gédstrico por un freno
coloénico, que involucraria una retroalimentacién por la fermentacién en el intestino grueso.
Este concepto denominado “ileal break” fue definido como un mecanismo para controlar el
transito de una comida a través del tracto GI, a fin de optimizar la digestién y la absorcién de
nutrientes (Maljaars y col., 2008).

Estudios en animales y humanos sugieren que una mayor ingesta de fibra fermentable
puede suprimir el apetito y mejorar el control de peso, y se ha demostrado que los principales
productos de fermentacién de FD en el colon, los AGCC, contribuyen a la homeostasis de la
energia a través de efectos sobre multiples vias metabdlicas celulares y mecanismos mediados
por receptor (Chambers y col., 2014). Esta producciéon de AGCC contribuye en un 10% de las
necesidades energéticas diarias en la dieta occidental (Blaut, 2014).

Por otra parte, no se debe descartar que asi como la extrusién disminuye la lisina
disponible, podria existir una menor biodisponibilidad de otro aminodcido que limitaria la
utilizacién de la proteina, generando un efecto de anorexia, disminuyendo la ingesta total y la

ganancia de peso (Martin de Portela y col., 2000).
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1V.4.2. Efecto del consumo de las dietas de sorgo integral extrudido a nivel colonico

IV4.2.1. Estudio del ciego y de las heces
La Tabla IV.4.2 muestra los pardmetros medidos relacionados con el ciego de los
animales en estudio, como asi también de sus heces.
Los resultados indicaron que no hubo cambios en el tamafio del ciego, como asi
tampoco al relacionarse este dltimo con el peso corporal del animal. Albarracin (2014)
también observé que una dieta con arroz integral extrudido resulté en similar peso del

ciego/100 g PC en relacion con la dieta C.

Tabla I'V.4.2: Peso del ciego vacio, ciego vacio relativo al peso corporal (PC), peso de las
heces y agua de las heces de ratas alimentadas con dieta control (C), dieta a base de sorgo
blanco integral extrudido (SBE) y dieta a base de sorgo rojo integral extrudido (SRE).
Ciego vacio /
peso corporal

Peso del ciego Peso Heces % Agua de

Dietas

vacio (g) (/100 g PC) (b.s.) (g) las heces (%)
C 0,90 +0,03* 0,34 £0,02°  3,85+0,13° 20,51 +3,16"
SBE 1,02 +0,08" 0,30 £0,02*  2,39+0,10° 20,72 +1,85°
SRE 1,01 £0,08" 0,31 £0,03*  3,63+0,10° 16,30+ 1,39"
p 0,7272 0,7300 0,0000 0,2647

Media + SEM (n=8). Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas entre
las muestras (p < 0,05).

En la Tabla IV.4.2 se observan ademds los resultados de la excrecién de heces y el
contenido de agua de las mismas. Las ratas alimentadas con SBE excretaron menor cantidad
de heces secas que las otras dietas. Cabe mencionar que las ratas alimentadas con SBE
comieron menos que las C, con lo que es de esperar esta menor excrecion. Respecto al SRE,
en capitulos anteriores se verificé que contiene mayor contenido de PF que el SBE, los cuales
pueden fermentar en el colon aumentando la masa bacteriana y consecuentemente el volumen
de las heces. Ademads, es posible que los PF del SRE reaccionen con otros componentes
dando lugar a complejos menos digeribles que los generados por el SBE. También Albarracin
y col. (2014) observaron que el peso de las excretas de las ratas alimentadas con la dieta C fue
significativamente mayor que el de las que consumieron dieta de GE de maiz extrudido. En la

evaluacién del transito gastrointestinal realizada por Paturi y col. (2012) donde alimentaron
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ratas durante 3 dias con celulosa, inulina y fibras proveniente de papa y maiz, se observé que
los animales que consumieron la dieta C, tuvieron mayor excrecion de heces que aquellos que
consumieron dietas de inulina o fibra, adjudicando este hecho a que la celulosa produce una
mayor velocidad de trdnsito a través del tracto GI. La misma observacion fue hecha por
Ranhotra y col. (1991), que alimentd ratas con dietas a base de harinas de tipo GE de
diferentes cereales (trigo, avena, centeno y cebada), observando que las dietas con mayor
contenido de FS (avena y cebada) condujeron a una menor excrecion fecal en relacion a la
dieta con celulosa. Tong y col. (2014) estudiaron el efecto de dietas con arabinoxilanos de
salvado de trigo y observaron un aumento en el peso de las heces de hamsters.

Por otra parte, las heces de los animales que consumieron SRE presentaron menor
contenido de agua. Probablemente, el mayor contenido de compuestos fendlicos no digeribles
de SRE esté relacionado con la menor capacidad de retener agua de las heces. El efecto de los
flavonoides de la dieta sobre el transporte intestinal de electrolitos no estd bien establecido,
datos disponibles sefialan a estos compuestos como diarreicos (Cermak y col., 1998; Nguyen
y col., 1991) o antidiarreicos (Carlo y col., 1993). En un trabajo realizado en ratas alimentadas
con dietas adicionadas con algas marinas, se observé un aumento significativo del contenido
de agua en heces en relacion al C, adjudicado al mayor aporte de fibra por las algas (Gudiel-
Urbano y Goiii 2002).

Es reconocido que la fibra es importante para el efecto laxante normal y esto se debe
principalmente a su capacidad de aumentar el peso de las heces. El aumento de peso se debe a
la presencia fisica de la fibra, agua retenida por la fibra, y al aumento de la masa bacteriana de
la fermentacion. En general, las fibras de cereales son los mds eficaces en el aumento de peso
de heces. El salvado de trigo se considera el “gold standard” cuando se trata de aumento de
volumen fecal, ya que ninguna otra fibra o laxante ha demostrado ser tan eficaz (Lupton,

2012). La inulina, aunque fermenta ampliamente, tiene menor efecto (Slavin y col., 2011).

Iv4.2.2. Caracteristicas del contenido cecal
En la Tabla IV.4.3 se presentan los resultados del peso del CC, de la actividad
antioxidante, enzimas cecales e sIgA de las ratas alimentadas con dietas C y dietas con SBE y

SRE.
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Tabla I'V.4.3: Contenido cecal (CC), pH del contenido cecal, PF Cecales (PF Cecal), Poder
Reductor y sIgA en el contenido cecal de ratas alimentadas con dieta control (C), dieta a base
de sorgo blanco integral extrudido (SBE) y dieta a base de sorgo rojo integral extrudido

(SRE).
pH PF Cecal Poder sIgA
Dietas CC contenido  (mg AG/g Reductor (ug/ g CC)
(g cecal CO) (mg AA/gCcC) M g'e
C 2,58 £0,23" 7,28 £0,04" 0,12+0,01° 121,50+9,31* 11,55+2732"

SBE 1,38+ 0,10° 6,84 +0,09° 0,80+0,03° 130,90+ 7,63 1,01 +0,27°
SRE 1,76 £0,13* 6,56 +0,11° 0,76 +0,03" 120,88 +3,97*° 19,52 +2,30°
p 0,0004 0,0051 0,0000 0,6094 0,0000

Media + SEM (n=8). Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas entre
las muestras (p < 0,05).

El CC de los animales alimentados con las dietas de GE de sorgo extrudido fue menor
que el de las ratas alimentadas con la dieta C (Tabla IV.4.3), lo cual se puede deber a que
estos animales comieron menos y a que en la dieta control la fuente de fibra es celulosa (no
fermentable). Zdunczyk y col. (2006) evaluaron el efecto de PF de pomelo y combinaciones
con inulina sobre la fermentacién cecal en ratas. En el caso de extracto de pomelo, observaron
una fuerte correlacion entre el peso himedo de CC y el peso del tejido cecal, lo que indica la
ampliacion de la pared cecal, en respuesta al aumento de la masa de los contenidos cecales.
Sin embargo, no observé el mismo efecto cuando se afiadié inulina al extracto de la dieta. En
otro trabajo se observd que extractos fendlicos de pomelo aumentaban significativa el CC
(Juskiewicz y col., 2002).

Respecto al pH del CC (Tabla IV.4.3), el consumo de dietas con GE de sorgo
extrudido lo redujo en relacién a la dieta C. Esta dieta contiene celulosa que es resistente a la
fermentacion, dando lugar a un pH mds elevado. También Albarracin y col. (2014)
observaron disminucién del pH del ciego por fermentacion de la fibra del GE de maiz, en
relacion a la dieta C (C: 6,98 £+ 0,06; maiz integral extrudido: 5,93 + 0,09). En relacién a la
influencia de la harina de GE de diferentes variedades de trigo (Adam y col., 2001) y del
consumo de harina de GE de trigo y pan de GE de trigo (Adam y col., 2003a), los resultados
indicaron una disminucién significativa del pH del CC (dieta C: 7,19 % 0,05; dieta con harina
de GE de trigo: 6,47 + 0,08; dieta con pan con harina de GE de trigo: 6,54 + 0,05). Rowland y
Tanaka (1993) alimentaron ratas con flora microbiana humana, con dieta C y con adicién de
5% de galactooligosacéridos, lo cual produjo una disminucién significativa del pH (de 6,85 +
0,10 a 6,16 £ 0,11). Paturi y col. (2012) observaron el mismo comportamiento en ratas

alimentadas con dietas que contenian 7,5% de celulosa, inulina, fibra de patata o almidén de
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maiz durante 3 dias. Cabe destacar que Weaver y col. (2010) estudiaron en ratas la
fermentacion de diferentes tipos de fibras, y reportaron que tanto las FS (inulina, polidextrosa,
synergy, FS de maiz, etc.), como la FI (almidon resistente) fueron fermentables, pero que las
FS producian mayor cantidad de AGCC, como acetato y butirato que la FI estudiada, e
incluso que ambas proporcionaron mayores cantidades de AGCC que la celulosa (dieta C). En
un trabajo realizado en humanos que fueron alimentados con dietas con distintas fibras
(pululano, almid6én resistente, fibra de dextrina soluble, FS de maiz) y placebo
(maltodextrina), se observé un descenso del pH cecal en los individuos que fueron
alimentados con fibra de dextrina soluble (Stewart y col., 2010). Cuando se estudi6 el
consumo de dietas con alimentos a base de GE de cebada, GE de trigo y trigo refinado, se
obtuvo una disminucién significativa del pH del CC en los sujetos alimentados con la dieta a
base de GE de cebada (Bird y col., 2008). En otra investigacion realizada en humanos
evaluando el efecto del consumo de harina de GE de centeno y de trigo en comparacion con
alimentos bajos en fibra, se encontré un pH ligeramente menor en los sujetos alimentados con
las dietas de alto contenido de fibra. Se asoci6 este pH mds bajo a la produccién de butirato
proveniente del consumo de la dieta de GE de centeno (MclIntosh y col., 2003). Ademads, se
destac6 que el butirato es fuente principal de energia para el mantenimiento de los colonocitos
normales y se consideré un agente anti-cancerigeno, debido a su capacidad para inducir la
apoptosis de las células del colon mutadas (MclIntyre y col., 1993; Csordas, 1996). Sumados a
lo anterior, existe basta evidencia cientifica que en humanos el consumo de fibra de GE
disminuye el pH (Bird y col., 2008; Adam y col., 2001; Adam y col., 2003; MclIntosh y col.,
2003). Un pH bajo reduce la formacién de compuestos toxicos tales como amoniaco, aminas
y compuestos fendlicos de la degradacion de péptidos y disminuye la actividad de las enzimas
bacterianas no deseadas (McNeil, 1984; Topping y Clifton, 2001; Lupton, 2004; Slavin,
2013b).

En el CC de los animales se manifiesta el consumo de PF aportado por cada dieta,
siendo mayor el contenido de PF en las ratas alimentadas con dietas con GE de sorgo que con
la dieta C. Sin embargo, esto no se reflejo en el poder reductor, ya que no existié diferencia
significativa entre los lotes (Tabla IV .4.3).

Respecto al contenido de sIgA, el mayor valor se obtuvo para el lote SRE, seguido del
C y por tultimo el SBE (Tabla IV.4.3). Se podria decir que sé6lo el consumo de GE de SRE
produjo (a través del contenido de sIgA) un beneficio en la funcién inmune de la mucosa,

mientras que fue llamativa la disminucién de sIgA en el lote que consumié SBE. Una
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investigacion en la que se alimento a ratas con dietas sin fibra y con un 15 % de fibra bruta de
remolacha azucarera, mostré un aumento significativo de la sIgA en las que consumieron

fibra de remolacha azucarera (Nakamura y Sonoyama, 2012).

Iv.4.2.3. Enzimas cecales

Respecto a la enzima cecal Mucinasa, no hubo cambios significativos por el consumo
de las dietas de GE de sorgo (p: 0,7063), siendo los valores hallados para la dieta C: 100,87 +
3,49, SBE: 97,35 + 2,63 y SRE: 97,00 + 2,12. Este hecho ya habia sido observado en un
trabajo realizado por Shiau y Chang (1983), donde se alimentaron ratas con una dieta libre de
fibra, con goma guar, pectinas, carrageninas y celulosa en 5 y 15 %, donde la unica dieta que
redujo significativamente el contenido de Mucinasa, en relacién a la dieta libre de fibra, fue la
que poseia 15% de goma guar (30,4 + 6,4 vs 4,3 £ 1,1 nanomol azicar reductor/min dia).
Tebib y col. (1996) evaluaron cambios en la actividad de Mucinasa en ratas alimentadas con
dietas que contenian mondmeros y polimeros de taninos de uvas, y no observaron efectos
significativos en dicha actividad en el CC respecto al C (11,5 £ 1,2; 10,3 £ 1,7 y 10,7 £ 1,9
mmol/ min/ g heces, respectivamente). Al contrario, Shiau y Ong (1992) observaron que la
actividad especifica y total de Mucinasa fue mayor en ratas alimentadas con dieta C sin fibra
y con 15% de agar, intermedia en ratas alimentadas con mezcla de agar y celulosa, y baja en
las alimentadas con dieta de celulosa 15% (502,27 + 20,14; 511,21 + 31,20; 418,71 £ 18,53 y
342,83 + 21,62 mmol glucosa/min mg N, respectivamente). De los trabajos analizados se
desprende que se observé un descenso significativo de la Mucinasa en dietas con 15% de
fibra.

En la Figura IV.4.1 se presentan los resultados para la enzima B-Glucosidasa, que se
redujo significativamente en los animales alimentados con dietas de GE de sorgo, en relacion
a la C (p: 0,0407). Asimismo, ratas alimentadas con maiz tuvieron un descenso de la [-
Glucosidasa (Nile y Park, 2014). Ademds, en un estudio donde se alimentaron pavos con GE
de trigo molido se observé un descenso de la enzima B-Glucosidasa en relacién a una dieta sin
GE (7,92 vs 5,9 mol/h g) (Zdunczyk y col., 2013). Otros estudios muestran los efectos de
diferentes carbohidratos sobre esta enzima. Asi, Rowland y Tanaka (1993) observaron que
ratas alimentadas con flora microbiana humana, con wuna dieta con 5% de
galactooligosacaridos presentaron una aumento de esta enzima en relacion a la dieta C (de

0,89 + 0,37 a 2,05 = 1,05 umol/ h/mg proteina). En otro estudio, ratas Wistar machos adultas
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fueron alimentadas con dietas que contenian celulosa (2,5, 5 y 10%) y FOS fermentables (2,5,
Sy 10%) y se observé que la dieta con FOS al 10% redujo significativamente la [-
Glucosidasa, cuyo valor fue de 0,05 U/g CC (Jurgonski y col., 2008; Bielecka y col., 2002).

También hay estudios que muestran el efecto de compuestos fendlicos. En este
sentido, en ratas alimentadas con dietas que contenian mondémeros y polimeros de taninos de
uvas, no se observd diferencia significativa para B-Glucosidasa cuando se expresé como
mmol /min/g heces, pero se encontré una reduccion significativa de la enzima respecto al C,
al expresarla por el nitrégeno cecal (406,0 = 51,0 vs 280,0 £ 29,0 mmol/ min/ g N,
respectivamente) (Tebib y col., 1996). Una investigacion realizada por Kosmala y col. (2014)
analizo los efectos de extractos polifendlicos de fresas con dos métodos de extraccion (agua y
alcohol) en dietas con fibra de celulosa o FOS, sobre el tracto GI de ratas de 4 semanas de
edad. La actividad de la B-Glucosidasa fue menor en las ratas alimentadas con FOS (1,40
umol/ h / g Heces).

La reduccién de la actividad de la B-Glucosidasa en el lumen colénico indicaria una
posible proteccién para el organismo. Es posible entonces que la incorporacién de fibra a
través de dietas con GE pueda disminuir la activacién bacteriana de pro-carcindégenos
dietéticos, evitando asi la exposicion de las células del colon a los mutdgenos luminales

(Prizont, 1984; Pool-Zobel y col., 2002).

3,5
a D S-Glucosidasa

2,5
S-Glucuronidasa

1,5 a
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(nmol p-nitrofenol/g CC/ hora)
=

C SBE SRE
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Figura IV.4.1: Actividad de B-Glucosidasa y B-Glucuronidasa en contenido cecal.
Media + SEM (n=8). Letras diferentes indican diferencias significativas entre las muestras (p
< 0,05). Dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco integral extrudido (SBE) y dieta a base
de sorgo rojo integral extrudido (SRE).
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De manera similar, la B-Glucuronidasa se redujo significativamente en los animales
alimentados con las dietas con sorgo y ain mds con SRE (p: 0,0000) (Figura IV.4.1). Esto
también fue reportado en la investigacion de Zdunczyk y col. (2013), donde se alimentaron
pavos con GE de trigo y se observé un descenso de esta enzima en relacion a una dieta sin GE
(15,5 vs 8,9 mol/h g).

También hay estudios que reportan el efecto beneficioso de la fibra en la reduccién de
esta actividad enzimadtica. Shiau y Chang (1983) observaron que en ratas alimentadas con una
dieta libre de fibra, con goma guar, pectinas, carrageninas y celulosaen 5y 15 %, la actividad
especifica de esta enzima fue mds alta en el grupo sin fibra, y mds baja en el caso de dietas
con pectina al 15% (894 + 207, 112 + 32 mmol p-nitrofenol/ min mg N, respectivamente).
Jurgonski y col. (2008) alimentaron ratas Wistar machos adultas con dietas que contenian
celulosa (2,5, 5 y 10%) y FOS fermentables (2,5, 5 y 10%) y se obtuvo que FOS al 10%
redujeron significativamente la B-Glucuronidasa siendo su contenido de 0,17 U/g CC. Los
mismos resultados ya habian sido reportados por Bielecka y col. (2002). Rowland y Tanaka,
(1993) observaron que en ratas con flora microbiana humana, la administraciéon de 5% de
galactooligosacaridos produjo una reduccion significativa de la actividad de B-Glucuronidasa
en relacién a la dieta C (2,53 £ 0,58 y 4,08 £ 0,56 umol/ h/ mg proteina, respectivamente).
Muiltiples trabajos demuestran que la fibra aportada en forma de FOS, oligoglicanos o inulina
reducen la actividad de la B-Glucuronidasa y aumentan simultdneamente la produccién de
AGCC cecal (Roberfroid, 2005; Zdunczyk y col., 2006; Jurgonski y col., 2008; Kosmala y
col., 2014).

También se ha informado el efecto de compuestos fendlicos y su combinacién con
fibra. De forma similar a la enzima B-Glucosidasa, cuando las ratas fueron alimentadas con
dietas que contenifan taninos de uvas, se observd una reduccion significativa en aquellas
alimentadas con mondémeros y ain mds si eran polimeros (101,5 + 10,8; 72,5 + 6,0 y 62,0 +
5,0 mmol/ min/ g N, respectivamente), no observidndose diferencias si los resultados eran
expresados en relacion a las heces (Tebib y col., 1996). Kosmala y col. (2014) analizaron los
efectos de extractos de agua y de alcohol de PF de fresas en dietas con fibra de celulosa o
FOS, sobre el tracto GI de ratas de 4 semanas de edad. Ambos extractos redujeron la actividad
de B-Glucuronidasa, siendo de mayor efecto los PF extraidos con agua (7,59 vs 9,20 umol / h /
g), aunque la actividad fue menor en las ratas alimentadas con FOS (7,70 umol / h / g).

Ademds, existié un efecto significativo de la interaccion fibra-PF. Zdunczyk y col. (2006)
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reportaron que el extracto de flavonoides aplicado como un suplemento dietético disminuyo la
actividad cecal de B-Glucosidasa en ratas.

Una disminucion en la actividad de la enzima B-Glucuronidasa se considera positivo
en términos de proteccion contra el cancer debido a que la enzima libera compuestos toxicos
de algunos xenobiéticos en el colon (Lhoste y col., 2001; Goiii y col., 2005).

La B-Glucosidasa y B-Glucuronidasa convierten pre-carcindgenos en carcindgenos,
con lo que la disminuciéon de su actividad podria jugar un papel importante en la
carcinogénesis del colon (Rowland, 1988; Justil y col., 2010). Sin embargo, teniendo en
cuenta lo antes mencionado, se evidencia que estas actividades enzimdticas son afectadas de
manera diferente de acuerdo al componente evaluado y a la combinacién de los mismos.
Asimismo, si bien se observan efectos de las diferentes dietas, la forma de expresion de los

resultados complica las comparaciones entre estudios.

IV4.24.
distal de ratas

Actividad proliferativa y apoptosis de la mucosa del colon proximal y

La actividad proliferativa y la apoptosis de la mucosa del colon se evaluaron para
estudiar la influencia de los SBE y SRE en el equilibrio entre la proliferacion celular y la

pérdida de células (Tabla IV .4.4).

Tabla I'V.4.4: Profundidad de las criptas (cells/Hemicryts), antigeno nuclear de células
proliferantes (PCNA) (%) y Apoptosis (TUNEL) (%) en colon proximal y distal de ratas
alimentadas con dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco integral extrudido (SBE) y

dieta a base de sorgo rojo integral extrudido (SRE).

Dietas - Profundidad de LI-PCNA TUNEL
Zonas del colon las criptas (%) (%)
(célula/hemicripta)
C proximal 32,17 +1,56" 46,07 +3,17° 0,66 +0,12°
SBE proximal 30,38 + 0,94 58,56 + 1,69° 1,11 £0,25"
SRE proximal 28,19 + 1,09° 35,69 + 1,68 0,83 +£0,08"
C distal 35,67 + 1,44° 40,60 £2,29° 0,68 £0,17°
SBE distal 35,64 + 1,05 71,14 £2,65  3,13+0,25"
SRE distal 33,04 + 1,00 42,40+1,75"  0,81+0,12°
p 0,0005 0,0000 0,0007
Media + SEM (n=8). Letras diferentes indican diferencias significativas entre las muestras (p
<0,05).
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Respecto a la profundidad de las criptas, las porciones distales mostraron en general
mayor nimero de células que las proximales. A su vez, en las porciones distales no hubo
diferencias entre los lotes alimentados con diferentes dietas, pero el colon proximal de
animales alimentados con SRE presenté menor valor que el C.

El PCNA se determina a través de una técnica inmunohistoquimica que detecta una
proteina que se expresa en las células que estan en divisiéon. El PCNA funciona como cofactor
de la ADN polimerasa delta, tanto en la fase S del ciclo celular como asi también en la
sintesis de ADN asociado con los mecanismos de reparacion en caso de dafno. Los niicleos
marcados se encuentran normalmente en la mitad inferior de las criptas, que es la zona de
células en proliferacion (Figura IV.4.2). Teniendo en cuenta cada una de las dos zonas del
colon evaluadas, los animales que consumieron dieta de SBE presentaron mayores valores de
%LI-PCNA en las zonas proximal y distal en relacién al C y a SRE y ademds, SRE proximal
fue menor en relacién al C. En una investigacion realizada en ratas Wistar de 215 g que
fueron alimentadas durante 4 semanas con una dieta C y una dieta con fibra antioxidante de
uva, para evaluar los efectos de la FD y los PF sobre la mucosa del colon, se observaron
valores de PCNA alrededor del 50-60% (rango cercano al de la presente investigacion), tanto

para el lote C como el lote experimental, sin ser diferentes (Lopez-Oliva y col., 2013).

PCNA
Colon Proximal

PCNA
Colon Distal

Figura IV.4.2: PCNA en colon proximal y distal de ratas alimentadas con dieta control (C),
dieta a base de sorgo blanco integral extrudido (SBE) y dieta a base de sorgo rojo integral
extrudido (SRE).
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Por otra parte, en los animales las células apoptdticas se encuentran normalmente en la
parte superior de las criptas del epitelio del colon. A nivel proximal no hubo diferencias entre
los lotes, pero el colon distal de las ratas alimentadas con SBE present6é el mayor nimero de
células apoptéticas, tal como se determina por las células TUNEL positivas en comparacion
con el resto de los grupos (Tabla 1V.4.4 y Figura IV.4.3). En el trabajo realizado con fibra AO
de uvas mencionado anteriormente, el % de TUNEL se redujo en respecto al C de 1,5 a 0,8

(Lopez-Oliva y col., 2013).
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Figura I'V.4.3: TUNEL en colon proximal y distal de ratas alimentadas con dieta control (C),
dieta a base de sorgo blanco integral extrudido (SBE) y dieta a base de sorgo rojo integral
extrudido (SRE).

El epitelio de la superficie del colon estd en contacto constante con sus contenidos, por
lo que los componentes de la dieta que no se absorben en el intestino delgado determinan la
composicion del contenido colénico y pueden dafiar las células epiteliales de la superficie,
causando la muerte celular temprana. Esto inicia la proliferacién compensatoria para
mantener la homeostasis celular en las criptas. La hiperproliferacion en criptas del colon se
considera como un marcador de riesgo para el céncer de colon. Sin embargo, el
mantenimiento de la homeostasis de células de la cripta no sélo depende de la proliferacion
celular sino también de la pérdida de células. En el colon, la pérdida de células es debida a la
exfoliacion y a la apoptosis intraepitelial. La inhibicion de la apoptosis se asocia con la

supervivencia celular, pero también se asocia con la tumorigénesis.

151



El SRE indujo una disminucién de la proliferaciéon de colonocitos pero no parece
afectar significativamente a la muerte celular en la mucosa del colon proximal y distal (Tabla
IV.4.4). El aumento de la renovacion celular puede incrementar el riesgo de mutaciones y
conducir a un mayor riesgo de desarrollar cancer colorrectal. E1 SRE podria ser un posible
candidato para proteger contra la tumorigénesis colorrectal. El SBE gener6 una
hiperproliferaciéon y aumento de la apoptosis de las células epiteliales del colon distal,
generando un equilibrio entre la proliferacion y la muerte celular epitelial, para mantener la
homeostasis del tejido.

Se han documentado efectos positivos del consumo de sorgo en la prevencion del
céncer (Awika y col., 2004). Turner y col. (2006), alimentaron ratas con salvado de sorgo
negro (que contiene antocianinas) y sorgo marrén (que contiene taninos) y observaron una
reduccidn de la carcinogénesis de colon en las ratas que consumieron ambos tipos de sorgo al
compararlas con la dieta C de celulosa, reportando que ello fue consecuencia de la actividad
antioxidante del sorgo que redujo el estrés oxidativo involucrado en el desarrollo del cancer
de colon. Devi y col. (2011), considerando la actividad antiproliferativa de algunas
antocianinas en ciertas células neopldsicas, evaluaron la actividad inhibidora del SRE para
terapia del cdncer de mama. Los resultados demostraron claramente que las antocianinas del
SRE indujeron actividad antiproliferativa significativa en las células de cdncer de mama. Van
Rensburg (1981) informd que el consumo de sorgo correlaciond consistentemente con baja
incidencia de cdncer de es6fago en diversas partes del mundo (Africa, Rusia, India, China,
Irdn). Al tratar de explicar este fendmeno, el investigador propuso (con considerable
evidencia) que las deficiencias de nutrientes fueron responsables de la alta incidencia de
céncer de esofago, y que el consumo de sorgo y mijo disminuyeron el riesgo de cdncer de
es6fago. Chen y col. (1993) reportaron resultados similares para este tipo de cancer. El
consumo de otros alimentos como vino, té, carnes, verduras, trigo 0 maiz no contribuyen de
manera significativa a la mortalidad por cidncer de es6éfago. Gémez-Cordoves y col. (2001)
mostraron que los taninos de sorgo tenian actividad anticancerigena contra células de
melanoma humano. Es importante comentar que la actividad anti-cancerigena se atribuye al
acido ferdlico, principalmente por su CAO que neutraliza los radicales libres que estdn
implicados en la etiologia del céncer, y por su capacidad de estimular enzimas citoprotectoras

(Kawabata y col., 2000; Barone y col., 2009).
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IV.4.2.5. Actividades de enzimas relacionadas con el estado inflamatorio y

antioxidante en colon proximal y distal de ratas

En la Tabla IV.4.5 se presentan los resultados para las enzimas COX-2, iNOS,
CuZnSOD, MnSOD vy Catalasa (CAT) en colon proximal y distal de ratas alimentadas con
dieta C, SBE y SRE.

Tabla IV.4.5: Actividades de enzimas en colon proximal y distal de ratas alimentadas con
dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco integral extrudido (SBE) y dieta a base de
sorgo rojo integral extrudido (SRE).

Dietas - COX-2 iNOS CuZnSOD MnSOD CAT
Zonas del colon (PD) (PD) (PD) (PI) (PI)
C proximal 1,14 +024* 1,00+£0,27° 3,38+026° 1,63+0,26" 3,13+0,30
SBE proximal 1,00 +0,27° 1,63+0,18" 1,88+0,23" 0,13+0,13* 3,38+0,26™
SRE proximal  125+0,25 2,00+033° 225+0,16° 2,13+0,44" 3,50+0,19™
C distal 0,88 +0,23* 1,13+0,30® 338+026° 1,63+0,32" 1,88+0,44"
SBE distal 0,63 +0,26" 1,88+0,30 0,75+025  038+0,26"° 3,63+0,18"
SRE distal 0,75+0,25* 1,38 +0,38"™ 1,00+027° 2,25+0,31° 4,13 +0,23¢
p 0,4837 0,1845 0,0000 0,0002 0,0030

Media + SEM (n=8). Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas entre
las muestras (p < 0,05). PI: puntaje de inmunorreactividad.

En la expresiéon del mediador inflamatorio COX-2 no hubo diferencias significativas
entre las dietas (Tabla IV.4.5). En colon, la enzima COX-2 presenté una inmunotincién muy
débil en el citoplasma de las células epiteliales, a lo largo del eje de las criptas coldnicas,
afectando los compartimentos basales, medios y luminales de las criptas (Tabla IV.4.4). La
inmunotinciéon de COX-2 se observo en el citoplasma, en las regiones peri-nucleares de
colonocitos y en el tejido intersticial, con tincién variable en los nicleos. Se observé una
tincion adicional, tanto en la ldmina muscular propia, en las células endoteliales y del musculo
liso vascular, como en los adipocitos. Nie y col. (2007), observaron una reduccién en la
expresion de COX-2 al utilizar un extracto polifenélico de avena. En otra investigacion
realizada en ratas se observd que el arroz integral y el salvado de arroz redujeron

significativamente la COX-2 en colon (Li y col., 2011).
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Figura IV.4.4: Inmunotincién de la enzima COX-2 en colon proximal y distal de ratas
alimentadas con dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco integral extrudido (SBE) y
dieta a base de sorgo rojo integral extrudido (SRE).

La expresion del mediador inflamatorio iNOS present6 diferencias significativas en la
dieta con SRE en la zona proximal, siendo mayor al C distal y proximal (Tabla IV.4.5). En la
seccion del colon proximal, el SRE indujo més tincién immunopositiva de iNOS segtn lo
indicado por el color marrén. Sin embargo, en la secciéon de colon distal no se observaron
diferencias significativas entre las dietas. Curiosamente, la localizacién de iNOS fue irregular

a lo largo de la superficie del epitelio en las secciones del colon distal (Figura IV .4.5).

iNOS
Colon Proximal

iNOS
Colon Distal

FiguralV.4.5: Inmunotincién de la enzima iNOS en colon proximal y distal de ratas
alimentadas con dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco integral extrudido (SBE) y
dieta a base de sorgo rojo integral extrudido (SRE).
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La expresion de iNOS en el epitelio del colon normal es probable que ocurra en
respuesta a factores luminales, tales como lipopolisacdridos bacterianos, que son sustancias
generadas localmente que inducen iNOS.

En un estudio donde se alimentaron ratas con una dieta de salvado de arroz
fermentado, COX-2 e iNOS disminuyeron en la mucosa del colon, lo que llevé a concluir que
el salvado de arroz indujo un ambiente anti-inflamatorio que ayuddé a proteger contra la
tumorigénesis (Phutthaphadoong y col., 2010). Cabe mencionar que se considera que el 4cido
ferulico posee propiedades anti-inflamatorias (Fardet, 2010).

El sistema enzimdtico antioxidante, que incluye las enzimas GSH-dependientes, es un
importante mecanismo de defensa contra el estrés oxidativo. El sistema antioxidante
conformado por la SOD/CAT actda en altas concentraciones de H,O, y el sistema GPx/GR lo
hace a bajas concentraciones (Cisneros Prego, 1995). Se determiné la inmunolocalizacién de
CuZnSOD, MnSOD, CAT, GPx y GR en los extremos proximal y distal de la mucosa del
colon.

En secciones transversales de colon del grupo C, la inmunolocalizacién de la enzima
CuZnSOD confirmé un alto nivel de expresion basal en ambas zonas (proximales y distales)
(Tabla IV.4.5). La inmunotincién mostré una tincion intensa a lo largo del eje de las criptas
colonicas en el citoplasma de las células epiteliales, afectando los compartimentos basales,
medios y luminales de las criptas y también en los nicleos y citoplasmas de las células
intersticiales  (Figura 1IV.4.6). La inmunorreactividad de CuZnSOD disminuy6
significativamente para las dietas con sorgo, especialmente en la zona distal. Esto pareceria
indicar que ambos sorgos inducen una menor capacidad de dismutacién de O,” a H,O; en la
mucosa del colon, en comparacion con las ratas C. Esta enzima cataliza la dismutacion de Oy~
con la consecuente produccion de H,O», y la reduccién de su actividad puede resultar de una
disminucién de la produccién de O,". En forma similar se determiné la inmunolocalizacién
con anticuerpos de la enzima MnSOD, y se observé que fue significativamente menor para el
SBE proximal y distal, no halldndose diferencia entre las dietas C y SRE (Tabla IV.4.5 y
Figura IV.4.7). Esta enzima SOD tiene la misma funcién que la CuZnSOD (pero difieren en
su localizacién), con lo que se puede decir que la dieta con SBE induce menor dismutacién de
0O, a H,O; en la mucosa del colon, en comparacién con las ratas alimentadas con dietas C y

SRE, o que en esta dieta hay una produccién disminuida de Oy".
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RESULTADOS Y DISCUSION

CuZnSOD
Colon Proximal

CuZnSOD
Colon Distal

Figura I'V.4.6: Inmunotincién de la enzima CuZnSOD en colon proximal y distal de ratas
alimentadas con dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco integral extrudido (SBE) y
dieta a base de sorgo rojo integral extrudido (SRE).
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C SBE SRE

Figura I'V.4.7: Inmunotincién de la enzima MnSOD en colon proximal y distal de ratas
alimentadas con dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco integral extrudido (SBE) y
dieta a base de sorgo rojo integral extrudido (SRE).
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Todos los lotes tuvieron semejante CAT en colon proximal, pero las dietas de GE de
sorgo indujeron mayor contenido de CAT en la zona distal que el C (Tabla IV.4.5). Esto se
manifestd principalmente para SRE en la intensa tincion localizada en la parte superior, la
zona media e inferior de las criptas (Figura IV.4.8). Esta induccién de la CAT podria ser un

importante mecanismo por el que es posible reducir el H O, en la mucosa coldnica.

CAT

Colon Distal Colon Proximal

CAT

Figura I'V.4.8: Inmunotincién de la enzima Catalasa (CAT) en colon proximal y distal de
ratas alimentadas con dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco integral extrudido (SBE)
y dieta a base de sorgo rojo integral extrudido (SRE).

La GR fue significativamente mayor en las zonas proximal y distal para ambos sorgos
en relacion al C y ademds, en el colon de SBE fue mayor que en el de SRE (Figura 1V .4.9a).
Esto se observé a lo largo del eje de las criptas del colon en el citoplasma y nucleos de
colonocitos, como asi también en algunas células intersticiales (Figura IV.4.10). Se podria
sugerir que los sorgos mejoran la capacidad de reduccion de GSSG a GSH en la mucosa

colonica.
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La inmunorreactividad de GPx fue muy débil en todos los grupos. La GPx se localiz6
en el citoplasma de colonocitos a lo largo del eje de las criptas del colon (Figura IV.4.9b).
Sélo la mucosa del colon distal de ratas alimentadas con SBE mostré una inmunorreactividad
alta o moderada, mientras que el resto de las dietas no presentaron diferencias significativas

(Figura IV.4.11).
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Figura IV.4.9: Enzimas Glutation Reductasa (GR) y Glutation Peroxidasa (GPx) en colon
proximal y distal de ratas alimentadas con dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco
integral extrudido (SBE) y dieta a base de sorgo rojo integral extrudido (SRE).
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Figura I'V.4.10: Inmunotincién de la enzima Glutation Reductasa (GR) en colon proximal y
distal de ratas alimentadas con dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco integral
extrudido (SBE) y dieta a base de sorgo rojo integral extrudido (SRE).

GPx
Colon Proximal

GPx
Colon Distal

Figura I'V.4.11: Inmunotincién de la enzima Glutation Peroxidasa (GPx) en colon proximal y
distal de ratas alimentadas con dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco integral
extrudido (SBE) y dieta a base de sorgo rojo integral extrudido (SRE).

En la Tabla IV.4.6 se muestran los cocientes SOD/CAT y GR/GP. La actividad de
cada enzima individual puede ser tan critico en la defensa antioxidante como el balance de

actividades de enzimas que actdan secuencialmente para eliminar las especies reactivas del O;

(Li y col., 2000).
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En relacién al C, las ratas alimentadas con SRE presentaron similar actividad de la
enzima MnSOD y menor actividad de la CuZnSOD, junto con la CAT elevada sélo en la zona
distal. Ademads, la GPx no se modific6 y GR aument6. Esto indicaria que la produccién de
O;" se encuentra disminuida o similar al C y que la cantidad que se produce de H,O, seria
degradada via CAT (aumentada a nivel distal). Ademds, el hecho de que GR esté aumentada
implicaria un estado reductor, como puede deducirse de la relacion GR/GPx (2 veces mayor
que el C en colon proximal y distal) (Tabla IV.4.6).

En el caso de los animales alimentados con dieta SBE, en relacion al C se observé que
las enzimas SOD estaban disminuidas, que la CAT y la GPx estaban aumentadas en la zona
distal y la GR estaba aumentada en ambas zonas, dando lugar a un comportamiento similar a
la dieta con SRE en lo referente a la produccion del O, y de H,O,. Ademads, habria un estado
reductor, como puede deducirse de la relacion GR/GPx (aproximadamente 3 veces mayor que

el C en colon proximal y distal) (Tabla IV.4.6).

Tabla IV.4.6: Cocientes CuZnSOD/CAT, MnSOD/CAT y GR/GP en colon proximal y distal
de ratas alimentadas con dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco integral extrudido
(SBE) y dieta a base de sorgo rojo integral extrudido (SRE).

CuZnSOD/CAT  MnSOD/CAT GR/GPx

C proximal 1,08 0,52 1,00
SB proximal 0,56 0,04 3,27
SR proximal 0,64 0,61 2,38
C distal 1,80 0,87 0,57
SB distal 0,21 0,10 1,59
SR distal 0,24 0,54 1,10

Por otra parte, la relacion CuZnSOD: CAT y MnSOD: CAT fueron en general mds
bajas en las dietas con sorgo que en el C, tanto en zona proximal como distal (Tabla 1V .4.6),
por lo que se podria decir que existe un mejor estado de proteccion antioxidante. En el trabajo
realizado con una dieta con fibra antioxidante de uva, reportaron bajas relaciones SOD:CAT
en colon, lo que indica una mejora de la CAO (L6pez-Oliva y col., 2013). Otra investigacion
donde se alimentaron ratas Wistar con jugo de uva orgdnico se observaron también bajas
relaciones SOD: CAT en higados, sugiriendo un mejor estado de proteccidon antioxidante

(Dani y col., 2008).
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En la Tabla IV.4.7 se presentan los resultados para el factor de transcripcion Nrf2 y

NF-«B en colon proximal y distal de ratas alimentadas con dieta C, con SBE y SRE.

Tabla IV.4.7: Factores NrF2 y NF-kB en colon proximal y distal de ratas alimentadas con
dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco integral extrudido (SBE) y dieta a base de
sorgo rojo integral extrudido (SRE).

Dietas - NrFk2 NF-kB
Zonas del colon (%) (%)

C proximal 9,75 +1,93* 1,38 £ 0,65"
SBE proximal 70,75 £ 2,06° 3,50 £2,04°
SRE proximal 9,38 +2,20" 2,63 +0,68"
C distal 8,75 £2,25° 2,13+1,16"
SBE distal 7,75 +1,53* 8,38 +3,04"
SRE distal 2500+2,58" 0,50 +0,27°
p 0,0000 0,0852

Media = SEM (n=8). Letras diferentes indican diferencias significativas entre las muestras (p
< 0,05). Dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco integral extrudido (SBE) y dieta a base
de sorgo rojo integral extrudido (SRE).

El factor de transcripcion Nrf2 en colon proximal fue mayor para SBE y en colon
distal fue mayor para el SRE (Tabla IV.4.7 y Figura IV.4.12). Esto permitiria inferir que con
esas dietas y en esas regiones del colon serfa mayor la expresion de genes de enzimas

destoxificantes.

Nri2
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Figura I'V.4.12: Inmunotincién del factor NrF2 en colon proximal y distal de ratas
alimentadas con dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco integral extrudido (SBE) y
dieta a base de sorgo rojo integral extrudido (SRE).
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El factor NF-xB solo fue significativamente mayor para el SBE en la region distal
(Tabla 1V.4.7 y Figura 1V.4.13). Esto no seria beneficioso ya que en términos generales la

sobreactivacion de NF-«B se relaciona con inflamacién y cancer (Echeverri y col., 2008).
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Figura IV.4.13: Inmunotincién del factor NF-xB en colon proximal y distal de ratas
alimentadas con dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco integral extrudido (SBE) y
dieta a base de sorgo rojo integral extrudido (SRE).

1V.4.3. Efecto del consumo de las dietas de sorgo integral extrudido en el estado

oxidativo a nivel hepatico

En la Tabla IV .4.8 se presentan los resultados del peso de los higados de los animales

que consumieron las diferentes dietas.

Tabla I'V.4.8: Peso de los higados y peso del higado en relacién al peso corporal (PC) de
ratas alimentadas con dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco integral extrudido (SBE)
y dieta a base de sorgo rojo integral extrudido (SRE).

Peso del Higado  Peso Higado/

Dietas () 100 g PC
C 13,94 +£0,29"  4,42+0,19°
SBE 10,77 £ 0,30 3,21 +0,10°
SRE 12,92 +0,50° 4,16 +0,18°
p 0,0008 0,0001

Media + SEM (n=8). Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas entre
las muestras (p < 0,05).
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Las ratas alimentadas con SBE presentaron higados significativamente mds pequefios
que las demads, incluso al expresarlo por el peso de los animales (Tabla IV .4.8).
En la Tabla IV.4.9 se presentan los resultados de malondialdehido (MDA) y poder

reductor en los higados de las ratas alimentadas con las diferentes dietas.

Tabla I'V.4.9: Contenido de malondialdehido (MDA) y poder reductor en higado de ratas
alimentadas con dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco integral extrudido (SBE) y
dieta a base de sorgo rojo integral extrudido (SRE).

Dietas MDA Poder Reductor

(nmol/ 100 mg PR) (mg AA/g PR)
C 19,00 + 1,82° 20,88 +2,00"
SBE 30,88 + 1,47° 35,74 +2,39°
SRE 20,90 + 3,14° 42,00 £ 1,13°
p 0,0001 0,0000

Media + SEM (n=8). Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas entre
las muestras (p < 0,05).

Con relacién al marcador bioquimico de peroxidacion lipidica medido a través de las
sustancias reactivas al TBA y expresados como MDA, se observé que los animales que
consumieron la dieta de SBE presentaron valores mayores, indicando estrés oxidativo
aumentado respecto al C. Albarracin y col. (2014) observaron un menor contenido de MDA
hepatico en ratas alimentadas con una dieta de maiz entero extrudido en relacion a una dieta C
(22,94 £ 0,66 vs 12,51 £ 0,58 nmol /100 mg proteina). Sing-Chung y col. (2011) observaron
en ratas tratadas con 1,2-dimetilhidrazina para inducir carcinogénesis, que el consumo de
arroz integral, salvado de arroz o arroz pulido cocido no tuvo efectos significativos en el
contenido de sustancias reactivas al TBA (TBARS) en higado. Asimismo, existen estudios
que establecieron que el consumo de diferentes variedades de cereales, particularmente
aquellos ricos en antocianinas, tienen efectos sobre algunos marcadores del estrés oxidativo
(Xia y col., 2003). La mayor parte de los numerosos estudios en animales que han medido
TBARS plasmaticos o tisulares han reportado disminuciones por la administracién de té o de
PF (Frei y Higdon, 2003). Sin embargo, la utilidad del ensayo TBARS como una medida de la
peroxidacion de lipidos in vivo es cuestionable debido a su falta de especificidad para MDA
en muestras bioldgicas (Janero, 1990).

Respecto al poder reductor, se observé que fue menor en el C, intermedio para SBE
y mds elevado para SRE (Tabla IV.4.9). Esto permite inferir una relacion entre el contenido

de PF de las dietas y la capacidad reductora a nivel hepatico.
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En la Tabla IV.4.10 se presentan los resultados para la enzima CAT y para GSH,
GSSG vy la relacién entre ellos, en los higados de ratas alimentadas con las dietas C y

experimental.

Tabla IV.4.10: Actividad de Catalasa (CAT), glutatiéon reducido (GSH) y oxidado (GSSG) y
relacion GSH/GSSG en higado de ratas alimentadas con dieta control (C), dieta a base de
sorgo blanco integral extrudido (SBE) y dieta a base de sorgo rojo integral extrudido (SRE).

Dietas <um§f:§ PR) (ug Ggég T.H) (g Ggssgg T.H) COSH/GSSG
C 879+0,07°  131.82+885  1039,14£5961° 0,14 % 0,02°
SBE 886+024" 1557942174 548,55+47,65 041 0,06
SRE 864038  170.96+2086° 64095+71,55 0,44 %006
p 0,8264 0,4036 0,0008 0,0630

Media + SEM (n=8). Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas entre
las muestras (p < 0,05).
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Figura I'V.4.14: Actividad de las enzimas Glutation Reductasa (GR) y Peroxidasa (GPx) en
tejido hepdtico de ratas alimentadas con dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco
integral extrudido (SBE) y dieta a base de sorgo rojo integral extrudido (SRE).

El higado es el principal 6rgano desintoxicante en el cuerpo, y como tal, posee una alta
tasa metabdlica y se somete a muchos compuestos potencialmente causantes de estrés
oxidativo. En consecuencia, el correcto balance del sistema de defensa antioxidante hepatico
es de gran importancia para el mantenimiento de la salud. El higado también estd implicado

en el metabolismo de PF, los que llegan a él a través de la vena porta, después de la absorcion
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en la mucosa intestinal. Por lo tanto, los potenciales efectos beneficiosos de los PF
alimentarios tendrian lugar principalmente en el higado. Los componentes cruciales del
sistema de defensa antioxidante en el cuerpo son enzimas antioxidantes celulares (CAT, SOD,
GR y GPx) y glutatiéon (GSH), que estdn implicados en la reduccién de especies reactivas del
oxigeno y perdxidos producidos en el organismo, asi como en la desintoxicacidn de ciertos
compuestos de origen exdgeno, jugando un papel principal en el mantenimiento de un estado
redox equilibrado (Alia y col., 2003).

En relacion al contenido de la enzima CAT hepdtica, no se observaron diferencias
significativas entre las dietas (Tabla IV.4.10). En la investigacion antes mencionada realizada
por Sing-Chung y col. (2011) tampoco se observaron efectos significativos sobre CAT
hepatica por el consumo de arroz integral, salvado de arroz o arroz pulido cocido,
encontrandose los valores entre 1,08 y 1,52 U/ug prot. Alia y col. (2003) evaluaron los efectos
in vivo de una dieta rica en antioxidantes y FD de uvas (semillas y piel) en ratas adultas
estresadas y no estresadas, no observando diferencias en el contenido de CAT por las dietas
(9,65 = 1,71 Ul/g higado. (Lin y col. (1998) evaluaron en ratas Wistar machos adultas el
efecto antioxidante de una dieta con 2,5% de té verde. Observaron una mejora de la actividad
de CAT en el higado respecto al C (262,5 + 14,6 vs 348,2 + 34,5 nmol de H,O, consumida/
mg prot. min). Resultados similares ya se habian observado para té verde, adjudicando los
resultados a la presencia de PF (Bu-Abbas y col., 1995).

Analizando las diferentes dietas y los marcadores de estrés oxidativo, se observé que
los animales que consumieron dietas de GE de sorgo no presentaron diferencias significativas
de CAT, GPx, GSH, respecto a la dieta C, pero presentaron menor contenido de GSSG y por
tanto, mayor relacion de GSH/GSSG, lo que indicaria un estado reductor. Tampoco hubo
diferencias en cuanto a las actividades de GPx, pero los animales que consumieron la dieta
con SRE presentaron mayor nivel de GR hepética. Cabe destacar que muchos investigadores
proponen que un elevado cociente GSH/GSSG puede prevenir los efectos nocivos del
agotamiento de GSH (Zhang y Forman, 2012; Circu y Aw, 2012). Por lo tanto, la dieta a base
de SRE ejerceria un mayor efecto reductor en el estado redox general, dados por la relacién
GSH/GSSG y la mayor actividad de GR. Esto seria coincidente con el mayor poder reductor
encontrado en higado, aunque no se manifesté en un menor contenido de MDA, inclusive en
la dieta a base de SBE el MDA fue mayor al C.

Se ha planteado que los PF pueden reducir la formacién de especies reactivas y en

consecuencia disminuir la actividad antioxidante enzimas (Landete, 2012; Fardet, 2010;
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Manach y col., 2005). Al respecto, hay resultados diferentes reportados en la bibliografia. En
el estudio realizado por Alia y col. (2003) para evaluar los efectos de una dieta rica en
antioxidantes y FD a partir de la semilla y piel de uvas, en ratas adultas estresadas y no
estresadas, no hubo diferencias en el contenido de GR, pero si para GPx, siendo mayor en la
dieta con semillas de uva en ratas no estresadas (184,87 + 13,93 mU/mg prot). Lin y col.
(1998) reportaron que ratas Wistar macho alimentadas con 2,5% del té verde, no presentaron
efectos significativos en el GSH hepatico respecto al C (268,7 £ 12,6 y 224,8 + 24,2 nmol/mg
prot, respectivamente). Da Silva y col. (2014) alimentaron ratas Wistar machos adultas con
una dieta C y otra con agregado de cdscara maracuyd, con el fin de evaluar el efecto de la
fibra y PF presentes en el fruto. Sin embargo, no observaron diferencias en la actividad de las
enzimas antioxidantes (GR y GPx) y el contenido de grupos tiol (GSH). Esto fue explicado

por el corto periodo de ingestion de la cdscara, o por la baja dosis de PF evaluadas.

I1V.4.4. Efecto del consumo de las dietas de grano entero de sorgo extrudido en el

estado oxidativo a nivel plasmatico.

En la Tabla IV.4.11 se muestran el contenido de MDA y poder reductor plasmatico de

ratas alimentadas con las distintas dietas.

Tabla IV.4.11: Contenido de malondialdehido (MDA) y Poder Reductor en plasma de ratas
alimentadas con dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco integral extrudido (SBE) y
dieta a base de sorgo rojo integral extrudido (SRE).

Dietas MDA Poder Reductor
(umol/ g PR) (mg AA/g PR)

C 57,20 +4,19° 1,42 £0,06"

SBE 66,74 + 1,89 1,66 + 0,06°

SRE 66,54 + 247" 2,25 +0,06°

p 0,1355 0,0000

Media + SEM (n=8). Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas entre
las muestras (p < 0,05).

No se observaron diferencias significativas en el contenido de MDA plasmético de los
animales que consumieron las diferentes dietas. De de igual forma, Albarracin y col. (2014)
no reportaron diferencias entre el lote alimentado con maiz extrudido o con la dieta C (39,20
+ 3,23 y 47,01 = 2,66 umol/ g prot, respectivamente). También Sing-Chung y col. (2011)

encontraron que el consumo de arroz integral, salvado de arroz o arroz pulido no tuvo efectos
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significativos en el contenido de sustancias reactivas al TBA (TBARS) en plasma de animales
(Ratas F344) tratados con 1,2-dimetilhidrazina para inducir carcinogénesis. Fardet y col.
(2007) no encontraron diferencias significativas en el contenido de MDA en plasma de ratas
adultas alimentadas con harina de trigo entera y refinada (3,9 + 0,1 y 3,9 + 0,1 umol/L,
respectivamente). La falta de efectos en el MDA plasmadtico también fue reportado en un
estudio realizado sobre mujeres que consumieron suplementos dietéticos de salvado de trigo
(Lewis y col., 1996) y en cerdos alimentados con salvado de trigo (Rezar y col., 2003). Rezar
y col. (2003) plantearon que los efectos antioxidantes de los cereales integrales pueden
observarse mds facilmente en animales en condiciones pro-oxidativas.

Sin embargo, la mayor parte de los numerosos estudios en animales que han medido
TBARS plasméticos o tisulares han reportado disminuciones significativas con el consumo de
té o PF (Frei y Higdon, 2003). Asi, Oyarzdbal Yera y col. (2010) alimentaron ratas Wistar
machos (150-200 g de peso corporal) con policosanol (mezcla de alcoholes alifdticos
primarios superiores obtenida de la cera de cafia de azicar) y con el extracto de semillas de
uva (ESU). Evaluaron el afecto antioxidante midiendo MDA en plasma, y reportaron una
disminucion intermedia de las dietas con policosanol y con ESU y mayor con la combinacién
de ambos, en relacion a la dieta C (C: 76,22 + 6,27, Policosanol: 56,51 + 4,04, ESU: 52,23 +
4,77, Policosanol+ESU: 43,23 + 3,60 umol/ g prot.).

Respecto al poder reductor en plasma, se observaron diferencias significativas entre
todas las dietas, correspondiendo el valor mds bajo a las alimentadas con la dieta C,
intermedia para las que consumieron SBE y mayor para SRE. Sin embargo, esto no se reflejo
en una reduccién del MDA plasmadtico, como se coment$ anteriormente.

La dieta a base de SRE presenté mayor poder reductor en higado y plasma, aunque no
se manifesté en un menor contenido de MDA. En los animales que consumieron la dieta a
base de SBE, el MDA hepaitico fue mayor al C, aunque su poder reductor hepdtico y
plasmético fueran mayores. Seria posible que la baja biodisponibilidad de los compuestos
fendlicos haga que sus principales efectos se vean a nivel colonico, no observdndose efectos a
nivel sistémico, que dependerian de la absorcion de los PF o sus metabolitos activos. También
otros investigadores adjudicaron la falta de efecto antioxidante del GE a su reducida

biodisponibilidad (Adom y Liu, 2002).
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IV.4.5. Efecto del consumo de las dietas de sorgo integral extrudido en el perfil
lipidico

En las Figuras IV.4.15 y IV.4.16 se presentan los lipidos hepaticos y plasmaticos, de

los animales alimentados con las diferentes dietas.
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Figura I'V.4.15: Colesterol y triglicéridos (TG) hepaticos de ratas alimentadas con
dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco integral extrudido (SBE) y dieta a base de
sorgo rojo integral extrudido (SRE).

Respecto al contenido de colesterol y TG (Figura IV.4.15) no hubo diferencia
significativa entre las ratas alimentadas con sorgo y la dieta C (p: 0,1049 y p: 0,2287,
respectivamente). Similarmente, Fardet y col. (2007) no encontraron diferencias significativas
cuando estudiaron dietas a base de harina de trigo entera y refinada en ratas adultas, respecto a
colesterol hepético (2,82 + 0,05 y 2,87 + 0,09 mmol/g) y TG (13,88 + 0,78 y 12,16 + 0,39
mmol/g). Tong y col. (2014) evaluaron una alimentacidon con arabinoxilanos de salvado de
trigo, glucanos de avena y una dieta C en hamsters hipercolesterolémicos y no se observaron
diferencias significativas en los lipidos hepaticos. Sin embargo, Albarracin y col. (2014)
observaron que el consumo de maiz entero extrudido no tuvo efectos sobre el colesterol
hepético, pero disminuy¢ significativamente el contenido de TG en relacién al C. Adam y col.

(2003) estudiaron el consumo de una dieta C y dietas con harina de trigo integral y pan
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integral (con niveles de FDT de 0, 9,8 y 10,1%, respectivamente) en ratas adultas de 140 g de
peso. Observaron que el colesterol hepatico se redujo notablemente en las ratas alimentadas
con las respectivas dietas con fibra respecto al C (47,5% y 54%, respectivamente), como asi
también para TG (32% y 39%, respectivamente).

Respecto a los lipidos presentes en plasma (Figura IV.4.16), los TG fueron diferentes
significativamente (p: 0,0000) para todas las dietas, siendo mayor el contenido para la C,
intermedio para SBE y menor para SRE, pero para colesterol no hubo diferencia entre las

dietas (p: 0,1850).
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Figura I'V.4.16: Lipidos plasmaticos (colesterol y triglicéridos) de ratas alimentadas
con dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco integral extrudido (SBE) y dieta a base de
sorgo rojo integral extrudido (SRE).

Otros estudios muestran efectos variables, segtin se centren en efectos de fibra o grano
entero o de los PF. En el caso de ratas alimentadas con una dieta a base de maiz entero
extrudido, Albarracin y col. (2014) no observaron diferencias significativos en los TG
plasméticos entre la dieta C y la de maiz (0,75 = 0,15 y 0,74 + 0,08 g/L). Adam y col. (2003)
observaron que los TG plasmaticos y el colesterol se redujeron en una dieta con pan integral
en relaciéon a dietas C y dietas con harina de trigo integral (1,18, 1,77 y 1,45 g/L,

respectivamente para TG; 0,71, 1,00 y 0,78 g/L, respectivamente para colesterol). Tong y col.
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(2014) reportaron, en hdmster hipercolesterolémicos alimentados con arabinoxilanos de
salvado de trigo, glucano de avena y dieta C, que s6lo los primeros redujeron el colesterol
plasmético total (2,59, 2,52 y 2,85 g/L, respectivamente) y no observaron diferencias para TG
(2,57, 3,11 y 3,40 g/L, respectivamente).

En la investigacion donde se alimentaron ratas Wistar machos con dieta C y dieta con
2,5% del té verde se observo un descenso significativo de TG de 1,3 a 1,0 g/L y de colesterol
de 1,3 a 1,0 g/L (Lin y col., 1998). Estudios previos han mostrado consistentemente que
extractos de sorgo disminuyen los niveles de colesterol por la reduccion de la sintesis hepéatica
y aumento de la excrecién en las heces (He y col., 2007; Kim y col., 2010; Chung y col.,
2011), por lo que se sugiere que el extracto de sorgo puede tener componentes bioactivos que
ejerzan un efecto beneficioso sobre el perfil lipidico en sangre en seres humanos (Kim y col.,
2010;). Cabe mencionar que en la presente investigacion se trabajé con el GE de sorgo y no

con extractos.

IV.4.6. Efecto del consumo de las dietas de sorgo integral extrudido en la
biodisponibilidad del Ca

IvV4.6.1. Absorcion aparente de Ca

La absorciéon de Ca depende de la concentracion de Ca luminal y ademads, de la edad
del individuo, alcanzando el mdximo de absorcién al tiempo de destete y luego comienza a
disminuir hasta llegar a los valores mds bajos en la madurez (Pansu y col., 1983). Por esto, los
animales en los que se realizaron los ensayos tenfan similar edad y peso, y las dietas fueron
suministradas con la misma proporcion de Ca.

Se analiz6 la ingesta, la excrecion y la absorcion aparente de Ca (Figura IV.4.17).
Se observé que la ingesta de Ca fue mayor para la dieta C, dado que estos animales tuvieron
mayor ingesta total. Por otro lado, el lote que consumié SRE presenté mayor excrecion y
menor absorcion aparente que el SBE y el C. El hecho de que la tasa de Abs aparente sea
similar entre la dieta C y la de SBE y menor para la de SRE, indicaria que el menor pH de las
dietas de GE de sorgo extrudido no fue suficiente para favorecer la absorcion del Ca frente a
los inhibidores, tales como el AF y los PF, mayores en SRE que en SBE.

Albarracin y col. (2014) encontraron que la ingesta y la excrecion de Ca fue mayor en
la dieta C, en relacién a la dieta con GE de maiz extrudido, pero la absorcién aparente fue

semejantes (C: 71,10 £ 1,11, GE maiz extrudido: 75,10 + 2,15). Multiples investigaciones
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indican que los polisacaridos y oligosacaridos pueden mejorar el estado dseo a través de su
influencia en la absorcion y retencién mineral. Asi, una dieta con FOS puede mejorar la
absorcion de Ca (Coudray y col., 2003), la inulina-FOS puede aumentar la retencién del Ca
(Zafar y col., 2004) y la polidextrosa aumentar la abosrcién aparente (Albarracin y col.,
2014).

Sin embargo, en el presente trabajo no se encontré un efecto beneficioso del consumo
de GE de sorgo sobre la absorcion del Ca, como si se observé en otros trabajos (Coudray y

col., 1997; Lopez y col., 2000; Lopez y col., 2001;).
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Figura IV.4.17: Ingesta Diaria de Ca (Ingesta de Ca), Excrecion fecal diaria de Ca
(Excrecion de Ca) y Absorcion Aparente de Ca (% Abs. ap. Ca) en ratas alimentadas con
dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco extrudido (SBE) y dieta a base de sorgo rojo
extrudido (SRE).

IV.4.6.2. Contenido y densidad mineral
Es importante considerar que las medidas de la absorcién pueden evidenciar cambios
en el metabolismo del Ca a corto plazo. Por tal motivo, para evaluar una incidencia por un
periodo mayor, se utilizan medidas de Ca en huesos, densidad de los huesos, y/o resultados
histolégicos que permiten demostrar el impacto de una dieta (Weisstaub y col., 2013) y que
miden la utilizacién del mineral, o sea su biodisponibilidad. Para evaluar la eficacia de los

alimentos funcionales, a través de la DMO, el periodo de intervencion tiene que ser mucho
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mads largo que para el caso de la evaluacion de los pardmetros del metabolismo Ca (Weaver y
col., 2002).

En la Tabla IV.4.12 se presentan los resultados para contenido mineral total y
densidad mineral total, y en la Tabla IV.4.13 las densitometrias de distintos huesos de los

animales, al tiempo final de la experiencia (Tf=60 dias).

Tabla I'V.4.12: Contenido Mineral Total (CMT y CMT t60), Densidad Mineral Total t60
(DMT t60), de ratas alimentadas con dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco integral
extrudido (SBE) y dieta a base de sorgo rojo integral extrudido (SRE).

Dietas CMT CMT t60 DMT t620
(mg) (mg/gPC) _ (mg/em?)
C 4051,75 +£204,35% 11,79 £ 0,46 259,75 +2.09°
SBE 409925 + 313,21 12,78 £ 0,30 265,50 + 1,27°
SRE 3962,38 + 174,45° 12,14 + 0,44 262,38 +1,80°
p 0,9243 0,3153 0,1473

Media + SEM (n=8). Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas entre
las muestras (p < 0,05).

Tabla 1V.4.13: Densidad Mineral de la Columna (C-DM t60), del Fémur (F-DM t60), del
Fémur distal (Fd-DM t60), de la Tibia (T-DM t60) y de la Tibia proximal (Tp-DM t60)
(mg/cmz) de ratas alimentadas con dieta control (C), dieta a base de sorgo blanco integral
extrudido (SBE) y dieta a base de sorgo rojo integral extrudido (SRE).

Dietas C-DM tg() F-DM tg() Fd-DM t260 T-DM tg() Tp-DM t260
(mg/cm’) (mg/cm’) (mg/cm’) (mg/cm’) (mg/cm’)

C 242,50 +4,60° 259,25 +7,85" 252,50+ 544" 223,50+295" 219,50+5,70°
SBE 232,00 +£2,38" 272,63 +4,66" 25238 +£328" 216,13 +2.33" 218,38 +3,95°
SRE 241,38 £5,81°  265,75+7,65° 256,86 +8,53" 221,86+ 1,64 230,50 +4,68"

p 0,2648 0,5016 0,8659 0,1223 0,1707

Media + SEM (n=8). Letras diferentes indican diferencias significativas entre las muestras (p

<0,05).

Se puede observar que el CMT y el CMT en funcién del peso corporal (CMT t60) no
presentaron diferencias significativas entre los lotes (Tabla IV.4.12).

Cuando el CMT se expresa por dreas, se obtiene la denominada densidad mineral dsea
(DMO), que es un fuerte biomarcador que indica la tendencia a la fractura porque representa
un 70% de la resistencia del hueso, por lo cual se tiende a equiparar la resistencia 6sea con la
DMO, puesto que la disminucién de la misma se asocia fuertemente a la aparicién de

fracturas (Sosa y col., 2001).
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La DMO se suele determinar en regiones de interés, como ser la columna (C-DM t60),
el fémur (F-DM t60), el fémur distal (Fd-DM t60), la tibia (T-DM t60) y la tibia proximal
(Tp-DM t60). Estas zonas son representativas Oseas, ademds de ser lugares de fractura
frecuente asociados con osteoporosis (Maestro Ferndndez y col., 2010; Lopez-Herradén y
col., 2014).

Al igual que en CMT, la DMT y la DMO en los distintos huesos en que se midié no
presentaron diferencias significativas entre las dietas (Tabla IV.4.13).

En la investigacion de Albarracin y col. (2014), se observé un aumento significativo
del CMT en ratas alimentadas con un 5% de polidextrosa, seguido por GE de maiz extrudido,
en relacion a la dieta C (17,1 £0,7; 15,2 £ 0,5y 11,7 £ 0,6, respectivamente) pero la DM en
fémur, columna y tibia fue mayor sélo para los animales con dieta con polidextrosa. Se puede
decir que el consumo de GE de sorgo extrudido administrado en las dietas no ejercié un
efecto beneficioso sobre el contenido o densidad mineral dsea en relacion a los animales C.
Cabe destacar que los animales que consumieron sorgo tuvieron menor ingesta de alimento y

de Ca que el C, sin embargo los valores de contenido y densidad mineral no fueron diferentes.

IV.4.6.3. Estudio del Volumen Oseo en la Tibia Derecha

En la Figura IV.4.18 se presentan los resultados del volumen 6seo (VO) medidos en la

tibia de los animales alimentados con las diferentes dietas.
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Figura I'V.4.18: Volumen 6seo (VO%) en ratas alimentadas con dieta control (C),
dieta a base de sorgo blanco extrudido (SBE) y dieta a base de sorgo rojo extrudido (SRE).
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Los pardmetros estaticos de formacion ésea muestran el porcentaje de osteoblastos y el
grosor del osteoide localizados en el perimetro de las trabéculas dseas. Entre los mads
importantes se halla la determinacién del VO (Veldsquez-Forero, 2009). Se observé que los
animales alimentados con las dietas de GE de sorgo extrudido presentaron menor VO%, que
los alimentados con la dieta C. Cabe recordar que estos animales presentaron menor peso
corporal y ganancia de peso que el lote C.

En una investigacion en la que se aliment6 ratas machos de 42 dias de edad hasta los
60 dias con una dieta C y una dieta con 5% de FOS, se observé un aumento del VO en el

fémur (Takahara y col., 2000).

1V.4.6.4. Estudio de la composicion ésea en el Fémur Derecho

El hueso del fémur es un tejido 6seo representativo del hueso cortical, debido a que
estd sujeto a remodelacidn continua, e incluso es un pardmetro representativo de la fuerza del
hueso, asociado con el riesgo a posibles fracturas (Coudray y col., 2001; Maestro Ferndndez y
col., 2010).

Los resultados de la composicion 6sea del fémur derecho de las ratas al final de la
experiencia (Tf=60 dias) se presentan en la Tabla IV.4.14. Del analisis se desprende que el
contenido de cenizas fue significativamente menor en los fémures de las ratas alimentadas con
la dieta C y el contenido organico (CO) fue mayor para el mismo lote, por lo que la relacién
cenizas/CO de los animales que consumieron las dietas con GE de sorgo fue mayor que en C,
lo cual indicaria que en estos animales hay una mayor deposicién mineral en la matriz de

coldgeno del hueso que en el C.

Tabla IV.4.14: Composicion 6sea del fémur derecho: Cenizas, Contenido Orgédnico (CO),
relacion Cenizas/CO, Calcio (Ca), Fésforo (P) y relaciéon Ca/P de ratas alimentadas con dieta
control (C), dieta a base de sorgo blanco integral extrudido (SBE) y dieta a base de sorgo rojo

integral extrudido (SRE).

Dietas Cenizas CO Cenizas/CO Ca P Ca/P

(mg/100g)  (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g)  (mg/100g)  (mg/100g)
C 55,02 +0,33* 44,98 +0,33" 1,01 +0,15* 23,22+0,57° 12,06 +0,31° 1,93 0,07
SBE 59,23 +0,19" 40,77 +0,19° 1,45+001° 21,73+0,76° 9,06 +0,17° 2,40 +0,06"
SRE 59,48 £0,18" 40,52 +0,18" 1,47 +0,01° 14,42+0,73" 7,98+0,27* 1,81 +0,08"
P 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Media + SEM (n=8). Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas entre
las muestras (p < 0,05).
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El contenido de Ca y P en fémur fue menor para los animales alimentados con la dieta
de SRE en relacion a las otras dos dietas. El contenido de P fue intermedio para los animales
que consumieron SBE y mayores para la dieta C. Sin embargo, la relaciéon Ca/P en el fémur
fue significativamente mayor para los animales alimentados con SBE. El hueso es un tejido
formado en una pequefia parte de su volumen por células (2-5%) y en una gran parte por
materia no viva (95-98%), constituida aproximadamente en la misma proporcién de materia
proteica (coldgeno) y de materia mineral (principalmente Ca y P) (Heaney y col., 2002). El Ca
y el P deben estar disponibles en cantidades suficientes para que la mineralizacion Osea sea
adecuada. La relacion Ca/P del hueso en individuos adultos en estado saludable posee un
valor aproximado a 2 (Zaichicka y Tzaphlidou, 2002 y 2003). En este estudio, esta relacion
fue mayor a 2 en las ratas alimentadas con dietas SBE.

Los resultados del estudio de la biodisponibilidad de Ca ponen de manifiesto que si
bien la dieta de SRE tuvo menor absorcion aparente de Ca y los lotes alimentados con GE de
sorgo extrudido presentaron menor ingesta de Ca, esto no impacté de forma negativa en la
salud 6sea, medidas a través del CMT, la DMT y DM en distintos huesos. Sin embargo, se
observaron diferencias con el C en cuanto al contenido de cenizas, materia organica y P, lo
que implicaria cierto desbalance en el metabolismo de estos minerales. Adicionalmente, el
contenido de Ca fue menor en el lote SRE, relacionado con la menor absorcién aparente de

este mineral.

IV.4.7. Conclusiones parciales

e La ingesta de los animales alimentados con GE de sorgo extrudido fue menor,
probablemente debido al efecto de saciedad de la fibra de GE. Esto estuvo
aparejado con menor ganancia de peso de estos animales, aunque la eficiencia de la
dieta no presento diferencias con el C.

e A nivel intestinal, no se observaron cambios en el tamafo del ciego, pero el
consumo de alimentos a base de SBE y SRE redujeron el pH cecal, lo cual puede
ser atribuido a la fermentacion de la fibra de los GE con la consecuente producciéon
de AGCC.

e Respecto al contenido cecal, se observd mayor concentraciéon de PF en los lotes

alimentados con GE de sorgo, aunque esto no se reflejé en un aumento del poder
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reductor. Ademds, las actividades de B-Glucosidasa y B-Glucuronidasa fueron
menores que en el C, particularmente en SRE, pero no hubo diferencias en
Mucinasa por el consumo de estas dietas. La dieta con SBE redujo el contenido de
sIgA, mientras que el SRE lo aumentd en relacion al C. Todo esto manifiesta el
efecto beneficioso a nivel intestinal del consumo de GE de sorgo, siendo mds
marcado en los animales que consumieron SRE.

Los estudios inmunohistoquimicos en el colon indican que el SRE indujo una
disminuciéon de la proliferacion de colonocitos a nivel proximal (menor
profundidad de las criptas y LI-PCNA), pero no parecié afectar significativamente
a la muerte celular en la mucosa del colon. El SBE gener6 una hiperproliferacion
(asociado con mayor riesgo de céncer) proximal y distal y aumento de la apoptosis
de las células epiteliales del colon distal. E1 SRE podria tener efectos protectores
contra la tumorigénesis colorrectal.

Respecto a la actividad antioxidante en colon, en relaciéon al C, las ratas
alimentadas con SRE presentaron similar actividad de la enzima MnSOD y menor
actividad de la CuZnSOD, junto con la CAT elevada s6lo en la zona distal.
Ademds, la GPx no se modificé y GR aumentd. Esto indicaria que la produccion de
O;" se encuentra disminuida o similar al C y que la cantidad que se produce de
H,0; seria degradada via CAT (aumentada a nivel distal). Ademads, el hecho de que
GR esté aumentada implicaria un estado reductor, como puede deducirse de la
relacion GR/GPx, 2 veces mayor que el C en colon proximal y distal.

En el caso de los animales alimentados con dieta SBE, en relacidn al C, se observo
que las enzimas SOD estaban disminuidas, que la CAT y la GPx estaban
aumentadas en la zona distal y la GR estaba aumentada en ambas zonas, dando
lugar a un comportamiento similar a la dieta con SRE en lo referente a la
produccion del Oy y de H,O,. Ademds, habria un estado reductor, como puede
deducirse de la relacion GR/GPx (aproximadamente 3 veces mayor que el C en
colon proximal y distal).

El factor de transcripcion Nrf2 aument6 en el colon de los animales alimentados
con las dietas de GE de sorgo, esto permitiria inferir que con esas dietas y en esas
regiones del colon, seria mayor la expresion de genes de enzimas destoxificantes,
pero para el SBE el factor NF-xB fue mayor, lo cual en principio no seria

beneficioso ya que se relaciona con inflamacidn, por lo que se necesitarian otros

176



estudios para investigar esto. En forma general se podria decir que la dieta con SRE
manifesté mayores beneficios que con SBE.

En cuanto a los marcadores de estrés oxidativo a nivel hepético, se observé que los
animales que consumieron dietas de GE de sorgo no presentaron diferencias
significativas de CAT, GPx, GSH, respecto a la dieta C, pero presentaron menor
contenido de GSSG y por tanto, mayor relacion de GSH/GSSG, lo que indicaria un
estado reductor. Tampoco hubo diferencias en cuanto a las actividades de GPx,
pero los animales que consumieron la dieta con SRE presentaron mayor nivel de
GR hepdtica. La dieta a base de SRE ejerceria un mayor efecto reductor en el
estado redox general, dados por la relacion GSH/GSSG y la mayor actividad de
GR. Esto serfa coincidente con el mayor poder reductor encontrado en higado,
aunque no se manifestd en un menor contenido de MDA, inclusive en la dieta a
base de SBE el MDA fue mayor al C.

A nivel plasmatico el poder reductor fue mayor en las ratas alimentadas con GE de
sorgo extrudido, sin embargo, esto no se reflej6 en una reduccién del MDA
plasmético, coincidiendo con lo observado en higado. Seria posible que la baja
biodisponibilidad de los compuestos fendlicos haga que sus principales efectos se
vean a nivel colénico, no observiandose efectos a nivel sistémico, que dependerian
de la absorcion de los PF o sus metabolitos activos.

Respecto al contenido de colesterol y TG hepaticos no hubo diferencia significativa
entre las ratas alimentadas con sorgo y la dieta C, como tampoco en el colesterol
plasmatico. Sin embargo, los TG plasmaticos fueron menores en los lotes
alimentados con sorgo, particularmente con SRE.

Si bien la dieta de SRE tuvo menor absorcién aparente de Ca y los lotes
alimentados con GE de sorgo extrudido presentaron menor ingesta de Ca, esto no
impacté de forma negativa en la salud 6sea, medidas a través del CMT, la DMT y
DM en distintos huesos. Sin embargo, se observaron diferencias con el C en cuanto
al contenido de cenizas, materia orgdnica y P, lo que implicaria cierto desbalance
en el metabolismo de estos minerales. Adicionalmente, el contenido de Ca fue
menor en el lote SRE, relacionado con la menor absorcion aparente de este mineral.
En términos generales, se observé que la dieta con SRE fue mds beneficiosa que el

SBE en los distintos aspectos estudiados. Debido a que una de las principales
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diferencias entre los sorgos es el contenido de PF, se podria adjudicar a éstos el

efecto beneficioso.
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V. CONCLUSIONES FINALES

Los 28 hibridos de sorgo analizados se clasificaron como bajos en taninos o sin
taninos condensados, con lo cual son aptos para consumo humano. Todos presentaron una
composicion similar a la informada en otras investigaciones respecto a PR, EE, CZ, PFT, PF
Lib, PF Lig, AF y minerales (Fe, Zn, Ca, Cu, K, Mg, Na y P). De las determinaciones
quimicas realizadas se observé que presentaron distribucién normal: PR, EE, CZ, AF, Fe, Zn,
Ca, Cu, K, Mg, Na y P. Hubo diferencias en los contenidos de Fe, Zn, Na, AF, Cu, y P acorde
a si procedian de SB o SR, siendo los 3 primeros mayores en SB. Opuestamente, no
presentaron distribuciéon normal PFT, PF Lib y PF Lig y ademds presentaron diferencias
acorde a si provenian de SB o SR. Al analizar sus medianas, todas fueron mayores para los
SR, lo que es de esperar ya que los sorgos con testa pigmentada poseen mds PF. Los
contenidos de PF Lig fueron, en todos los casos, mayores a PF Lib.

Respecto a las caracteristicas fisicas, los valores hallados de RM, DA, PH y %F
estuvieron en los rangos reportados en la bibliografia y s6lo presentaron distribucién normal:
RM y DA, que no fueron diferentes segin el color de los hibridos. El PH y %F no presentaron
distribucién normal y el primero present6 diferencia acorde al color del hibrido, siendo mayor
en SR.

De los 28 hibridos analizados no todos presentaron aptitud para el popeado. E1 VA, R
y AP presentaron distribucién normal, y solo el R de popeado a 250°C - 18 % H presentd
diferencia acorde al color de los hibridos, siendo mayor para los SB. En la condicién de
250°C - 18% H se obtuvieron mayores VA (10-19 cm3/g) y R (62 y 95%) de popeado.
Mientras mds duro fue el grano (mayor RM, PH, DA y contenido proteico, y menor %F),
mayor fue el VA del popeado, y el R se relacion6 en forma inversa con el color. Se creé el
parametro AP, para poder predecir la aptitud para el popeado de granos de sorgo. A través de
la determinacién de RM vy el color es posible predecir la AP que tendrédn el 71% de los casos,
y si es mayor o igual a 9, la muestra seria apropiada para popear.

Los productos popeados del hibrido SB1 a 250°C - 18% H y del hibrido SR7 a 250°C -
14% H, permitieron obtener las mejores caracteristicas para la elaboracion de “palomitas de
sorgo”, aptas para consumo humano y que permite incluir a la poblacion celiaca. Del analisis
de estas muestras se desprende que el proceso de popeado no afecté significativamente PR y
EE, pero las CZ y la FDT se redujeron, y el contenido de almidén gelatinizado fue mayor en

SBP, por lo que fue la muestra con mayor GC. Todos los minerales se redujeron por el
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popeado, ademads la DFe aument6 luego del popeado y la DZn se redujo y la de DCa no varid.
La DPR aument6 8 y 9 % y la LD disminuy6 24 % y 16%, para SBP y SRP, respectivamente.
Se generd una reduccién del contenido de PF Lib y PF Lig, AF y CAO, pero las harinas
precocidas integrales obtenidas por popeado pueden considerarse una fuente importante de
antioxidantes.

Se realiz6 la extrusion, con distintas H de muestra (14, 16,5 y 19%) y T de extrusién
(164, 182 y 200°C), de los hibridos SB5 y SR14. El SR alcanz6 un mayor GC que el SB, con
mayores valores de CEEM, VE, E, S y G% y con predominio de gridnulos totalmente
destruidos, generando menor capacidad de AA, mientras que en el SBE predominaron los
granulos cocidos sin destruir, dando como resultado mayor AA y menores valores de CEEM,
VE, E, S y G%. La muestra de mayor dureza sensorial fue la de menor GC obtenida a 164°C -
19% H, tanto para SB como para SR, y por su parte las mds blandas fueron las obtenidas a
200°C - 19% H para el caso de SB, y a 200°C - 14% H para el SR, de mayor GC. El aumento
de la H de extrusion produjo una reduccidn significativa de la Pérdida de F, de los PF y de la
CAO. El aumento de T generé un aumento en la Pérdida de AF y una disminucién en el
contenido de PF para SB.

A partir de los extrudidos es posible elaborar distintos tipos de alimentos. Para obtener
una harina precocida para preparar mezclas instantdneas de sopas tipo crema y papillas con
buenas propiedades de hidratacion, la condiciéon adecuada seria a 200°C - 14% H. Si se desea
obtener un producto tipo snacks con buenas caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales la
condicion de extrusion adecuada seria a 182°C - 14% H. Si el resto de las materias primas
utilizadas son sin TACC, seria posible elaborar alimentos con sorgo integral extrudido para
toda la poblacidn, incluyendo a la celiaca.

Se evaluaron las harinas precocidas de las muestras selectas para obtener un expandido
tipo snack. Se observé que el proceso de extrusion no afectd significativamente al contenido
de ninglin macronutriente y que el almidon gelatinizado fue mayor en SRE. El contenido de
Fe varié luego del proceso, aumentando en ambos tipos de sorgo y la DFe aument6
significativamente luego de la extrusion, la de DZn disminuyé y la DCa no varié. La DPR
aumento luego de la extrusion (15 y 25 %) y la LD se redujo (20 y 31 %) para SBE y SRE. Se
generd una reduccion del contenido de PF Lib y PF Lig, AF y CAO, sin embargo, las harinas
precocidas integrales obtenidas por extrusion pueden considerarse una fuente importante de

antioxidantes.
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Se evalué el contenido de compuestos fendlicos (4cidos cafeico, p-cumadrico, ferdlico
y sindpico) con hidrdlisis 4cida previa de los extractos polifendlicos. En los extractos de PF
Lib y Lig el SR present6 la mayor cantidad de compuestos fendlicos. En los extractos de PF
Lib de los sorgos nativos y extrudidos, el dcido cafeico fue el fenol que se hall6 en mayor
cantidad y en los extractos de PF Lig fue el 4dcido p-cumarico (exceptuando el ferdlico, que no
es conveniente medirlo en hidrélisis dcida). Posterior a la extrusion se redujeron todos los
compuestos fendlicos en ambos tipos de sorgo, pero el SRE sufri6 las mayores reducciones,
aunque siguid teniendo la mayor cantidad.

El descascarado produjo una reduccion significativa de los macro y micronutrientes y
la extrusion de las muestras de sorgo descascarado permitié confirmar que el SB es mds duro
y requiere condiciones mds severas que el SR para alcanzar similar GC. La extrusion de las
muestras descascaradas no afectd significativamente al contenido de ninglin macronutriente,
al igual que la extrusién de la los sorgos integrales. El contenido de AF y PFT y la CAO
fueron menores en las muestras de sorgos descascarados extrudidos, como consecuencia de
las reducciones ocasionadas por ambos procesos (descascarado y extrusion).

Comparando ambos procesos, se observé que el popeado generd reduccion de CZ,
FDT y minerales, y mayores pérdidas de CAO, mientras que la extrusién aumenté en mayor
medida la DFe y DPR. El sorgo con mayor GC en popeado fue el SBP (90%) y en extrusion
fue el SRE (82%).

Fue posible, por ambos proceso tecnolégicos de expansion (popeado y extrusion),
obtener productos a partir de sorgos integrales aptos para consumo humano y con
posibilidades de utilizacion para elaborar alimentos sin TACC.

Respecto a la evaluacion in vivo utilizando un modelo fisiolégico de ratas en
crecimiento se observo que la ingesta de los animales alimentados con GE de sorgo extrudido
fue menor, probablemente debido al efecto de saciedad de la fibra de GE como fue observado
en otros estudios. Esto llevé a una menor ganancia de peso de estos animales.

Al estudiar pardmetros indicadores de la salud coldnica, se observé que el consumo de
alimentos a base de SBE y SRE redujo el pH cecal, lo cual puede ser atribuido a la
fermentacion de la fibra de los GE con la consecuente producciéon de AGCC. Las actividades
de B-Glucosidasa y B-Glucuronidasa fueron menores que en el C, particularmente en SRE.
Ademds, la dieta con SRE aumentd el contenido de sIgA en relaciéon al C. Todo esto
manifiesta el efecto beneficioso a nivel intestinal del consumo de GE de sorgo, siendo mds

marcado en los animales que consumieron SRE. Los estudios inmunohistoquimicos en el
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colon indicaron que el SRE indujo una disminucién de la proliferacion de colonocitos a nivel
proximal, pero no parecié afectar a la muerte celular en la mucosa del colon por lo que podria
tener efectos protectores contra la tumorigénesis colorrectal. Los resultados con SBE fueron
menos claros, en estos aspectos.

Respecto a la actividad antioxidante en colon, las ratas alimentadas con SRE
presentaron indicadores de una produccién de O, disminuida o similar al C, sugiriendo que
la cantidad que se produce de H,O, seria degradada via CAT, aumentada a nivel distal.
Ademds, la relacion GR/GPx fue 2 veces mayor que el C en colon proximal y distal,
indicando un estado reductor. En el caso de los animales alimentados con dieta SBE, se
observo un comportamiento similar a la dieta con SRE en lo referente a la produccién del O,”
y de H2O,. Ademds, habria un estado reductor, como puede deducirse de la relaciéon GR/GPx,
aproximadamente 3 veces mayor que el C en colon proximal y distal. Ademds, el factor de
transcripcion Nrf2 aument6 en el colon de los animales alimentados con las dietas de GE de
sorgo, esto permitiria inferir que con esas dietas y en esas regiones del colon, seria mayor la
expresion de genes de enzimas destoxificantes. En forma general se podria decir que la dieta
con SRE manifesté mayores beneficios que con SBE.

En cuanto a los marcadores de estrés oxidativo a nivel hepdtico, se observé que los
animales que consumieron dietas de GE de sorgo no presentaron diferencias significativas de
CAT, GPx, GSH, respecto a la dieta C, pero presentaron menor contenido de GSSG y por
tanto, mayor relacion de GSH/GSSG, lo que indicaria un estado reductor. Tampoco hubo
diferencias en cuanto a las actividades de GPx, pero los animales que consumieron la dieta
con SRE presentaron mayor nivel de GR hepatica. La dieta a base de SRE ejerceria un mayor
efecto reductor en el estado redox general, dados por la relacion GSH/GSSG y la mayor
actividad de GR. Esto seria coincidente con el mayor poder reductor encontrado en higado,
aunque no se manifesté en un menor contenido de MDA, inclusive en la dieta a base de SBE
el MDA fue mayor al C.

A nivel plasmatico el poder reductor fue mayor en las ratas alimentadas con GE de
sorgo extrudido, sin embargo, esto no se reflej6 en una reducciéon del MDA plasmatico,
coincidiendo con lo observado en higado. Seria posible que la baja biodisponibilidad de los
compuestos fendlicos haga que sus principales efectos se vean a nivel coldnico, no
observindose efectos a nivel sistémico, que dependerian de la absorcién de los PF o sus

metabolitos activos.
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Respecto al perfil lipidico para el contenido de colesterol y TG hepéticos no hubo
diferencia significativa entre las ratas alimentadas con sorgo y la dieta C, como tampoco en el
colesterol plasmdtico. Sin embargo, los TG plasmdticos fueron menores en los lotes
alimentados con sorgo, particularmente con SRE.

En cuanto a la biodisponibilidad del Ca que tiene en cuenta la absorcién y utilizacién
del mineral, si bien la dieta de SRE tuvo menor absorcién aparente de Ca y los lotes
alimentados con GE de sorgo extrudido presentaron menor ingesta de Ca, esto no impactd de
forma negativa en la salud 6sea, medidas a través del CMT, la DMT y DM en distintos
huesos. Sin embargo, se observaron diferencias con el C en cuanto al contenido de cenizas,
materia orgénica y P, lo que implicaria cierto desbalance en el metabolismo de estos
minerales. Adicionalmente, el contenido de Ca fue menor en el lote SRE, relacionado con la
menor absorcion aparente de este mineral. Esto es indicativo de que la biodisponilidad del Ca
seria menor a partir de una dieta con SER.

En términos generales, se observo que la dieta con SRE fue mds beneficiosa que el SBE
en los distintos aspectos estudiados. Debido a que una de las principales diferencias entre los
sorgos es el contenido de PF, se podria adjudicar a éstos el efecto beneficioso o la menor

biodisponibilidad del Ca frente al SBE.

En conclusion, el estudio de las caracteristicas fisicoquimica y nutricionales
permitié por un lado caracterizar cultivares argentinos de sorgo rojo y blanco aptos
para el consumo humano. Se definié un indicador de la aptitud para el popeado que sera
util en la eleccion de variedades para obtener “palomitas de sorgo”.

Se estudiaron y definieron condiciones de trabajo en tecnologias de expansion
como el popeado y la extrusion de granos enteros de sorgo que permitiran obtener
alimentos e ingredientes de grano entero aptos para celiacos, con buenas propiedades
fisicoquimicas y sensoriales.

Los extrudidos manifestaron interesantes propiedades antioxidantes a nivel
colonico, principalmente por el consumo de SRE, lo cual se adjudica al mayor contenido
de PF.
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