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RESUMO 
Dissertação de Pós-graduação 

Programa de Pós-graduação em Ciências Biológicas: Bioquímica Toxicológica 
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil. 

Avaliação do potencial antioxidante de extratos aquoso e cetoaquoso de grãos e cascas 
do Sorgo granífero [Sorghum bicolor (L.) Moench] híbrido Guanipa 71 

AUTOR: Gerson J. Torres Salazar 
ORIENTADORA: Nilda Berenice de Vargas Barbosa 

LOCAL E DATA DA DEFESA: Santa Maria, 07 de dezembro de 2015 

O sorgo por apresentar um considerável valor nutritivo é uma importante fonte 
alimentar animal e humana na Ásia e África. Além disso, compostos fenólicos presentes no 
pericarpo de seus grãos são reconhecidos como importantes antioxidantes. Considerando 
tais propriedades, este estudo teve como objetivo obter extratos aquoso e cetoaquoso de 
grão e casca do sorgo granífero [Sorghum bicolor (L.) Moench] híbrido Guanipa 71, do 
estado Portuguesa-Venezuela, e investigar seus possíveis efeitos antioxidantes in vitro. 
Maiores rendimentos de extração foram obtidos com a acetona/água 7:3. No sorgo integral 
e nos extratos cetoaquoso foram detectados taninos condensados, mas só nos extratos 
cetoaquoso acharam-se taninos hidrolisáveis. Ainda, análises por HPLC revelaram nos 
extratos os ácidos clorogênico, caféico, gálico, elágico, e os flavonóides catequina, 
quercitrina, quercetina, rutina e luteolina. Os Extratos Cetoaquoso de Casca (ECAC) e de 
Grão (ECAG) inibiram ao radical DPPH● com IC50 (μg/mL) de 31.34 e 36.48, também 
exibiram a capacidade de reduzir Mo (VI) no ensaio da Capacidade Antioxidante Relativa 
à rutina (CAR) com IC50 (μg/mL) de 303 e 227.6 respectivamente. No teste da o-
fenantrolina os Extratos Aquoso de Grão (EAG) e de Casca (EAC) exibiram as maiores 
atividades quelante de Fe+2 de 65.09% e 59.12%. Porém, os extratos ECAG e ECAC 
exibiram os maiores percentuais redutores de Fe+3 de 42.3% e 22.9%, e inibiram a 
degradação oxidativa da 2-desoxiribose na reação de Fenton, num 17.8% e 29.6%. Em 
conjunto, os resultados mostram que os extratos exibiram potencial antioxidante via 
transferência de elétrons, quelação e scavengers de radicais, destacando-se o ECAC com o 
maior potencial. De forma geral, os dados deste trabalho contribuirão para o avanço de 
pesquisas que buscam estabelecer o potencial antioxidante in vitro de extratos naturais de 
outros híbridos de sorgo, e neste cenário indicam a relevância dos extratos do sorgo 
Guanipa 71.  
Palavras chaves: Sorgo granífero, ácidos fenólicos, flavonóides, taninos, atividade 
antioxidante. 
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ABSTRACT 

Dissertation of Master's Degree 
Graduate Course in Toxicological Biochemistry 
Federal University of Santa Maria, RS, Brazil 

Evaluation of antioxidant potential of aqueous and acetone/water extracts of grain 
and shells from grains sorghum [Sorghum bicolor (L.) Moench] hybrid Guanipa 71 

AUTHOR: Gerson J. Torres Salazar 
ODVISOR: Nilda Berenice de Vargas Barbosa 

PLACE AND DATA OF THE DEFENSE: Santa Maria, december 7th, 2015 

Sorghum for presenting a considerable nutritional value is an important animal and 

human food source in Asia and Africa. Moreover, phenolic compounds present in the 

pericarp of the grains are recognized as important antioxidants. Considering such 

properties, this study has been developed to obtain aqueous and acetone/water extracts 

from the grains and shells of grain sorghum [Sorghum bicolor (L.) Moench] hybrid 

Guanipa 71, Portuguesa state- Venezuela, in order to investigate its possible antioxidant 

effects in vitro. Higher extraction yields were obtained with acetone/water 7:3. Indeed, 

HPLC analysis detected all extracts the chlorogenic, caffeic, gallic, ellagic acids and the 

flavonoids catechin, rutin, quercitrin, quercetin, and luteolin. The shells and grains 

acetone/water extracts ECAC – ECAG, inhibited the radical DPPH● with IC50 (μg/mL) of 

31.34 and 36.48, also showed the ability to reduce Mo (VI) in the Antioxidant Capacity 

Relative to the rutin assay (CAR) to IC50 (μg/mL) of 303 and 227.6 respectively. The test 

of the -phenanthroline the grain and shells aqueous extracts EAG – EAC, exhibited the 

highest chelating activity of Fe+2 65.09% and 59.12%. However, the ECAG and ECAC 

extracts exhibited the highest percentages of reducing Fe+3 42.3% and 22.9%, and inhibited 

the oxidative degradation of 2-deoxyribose in the Fenton reaction, a 17.8% and 29.6%. 

Together, the results show that extracts exhibited antioxidant potential through electron 

transfer, radical scavengers and chelating, highlighting the ECAC with the highest 

potential. Overall, data from this work will contribute to the advancement of research 

seeking to establish the antioxidant potential of natural in vitro other sorghum hybrids 

extracts, and in this scenario indicate the relevance of sorghum Guanipa 71 extracts. 

Key words: Grains Sorghum, phenolic acids, flavonoids, tannins, antioxidant activity. 
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APRESENTAÇÃO 

No item INTRODUÇÃO, está descrito uma revisão bibliográfica sobre os temas 

abordados nesta dissertação.  

O DESENVOLVIMENTO está apresentado sobre a forma de um manuscrito, o 

qual se encontra situado no item MANUSCRITO. 

As seções Materiais e Métodos, Resultados, Discussão e conclusões encontram-se 

no próprio manuscrito e representam a parte integral deste estudo. 

Os itens CONCLUSÕES e PERSPECTIVAS são encontrados no final desta 

dissertação e apresentam interpretações e comentários gerais sobre a investigação 

desenvolvida. 

As REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS referem-se somente às citações que 

aparecem no item INTRODUÇÃO, uma vez que o manuscrito conter suas próprias 

referências. 
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1. INTRODUÇÃO 

O sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] é uma gramínea que apresenta uma ampla 

versatilidade de uso. Os principais tipos de sorgo incluem o granífero, cujo produto 

principal é o grão, amplamente usado na fabricação de rações animal; o forrageiro, cuja 

biomassa é utilizada na produção de salvado; o sorgo vassoura usado para confecção de 

vassoura e artesanatos; e o sorgo para pasto, cruzamento entre Sorghum bicolor x Sorghum 

sudanense (SAWAZAKI, E., 1998). O sorgo é originário da África sub-sahariana e 

espécies silvestres encontram-se amplamente distribuídas na África, Ásia e América. Em 

zonas semiáridas dos trópicos e sub-trópicos, o sorgo parece ser mais resistente à seca e 

pode crescer bem em diferentes tipos de solo em comparação ao milho (HARRIS K., 

1976). O quadro 1 contém a descrição taxonômica do sorgo. 

O sorgo é considerado o quinto cereal mais cultivado no mundo depois do trigo, 

milho, arroz e cevada (FAO1, 2007). A colheita desta planta como fonte de alimento é 

comum na Ásia, África, e no Hemisfério Ocidental (DYKES, L., et al. & ROONEY, W. 

L., 2005). Para o consumo humano são preferidos os grãos compridos com endosperma 

córneo e amarelo, com maior conteúdo de caroteno e xantofila, o qual aumenta seu valor 

nutritivo (VALLADARES, C. A., 2010). 

Quadro 1: Taxonomia do sorgo 
Reino: Plantae Sub-clase: Commelinidae Sub-familia: Panicoideae 
Sub-reino: Tracheobionta Grupo: Glumiflora Tribu: Andropogonea 
División: Magnoliophyta Orden: Poales Género: Sorghum 
Clase: Liliopsida Familia: Poaceae Especie: S. bicolor 
                                                             Fonte: Adaptado de (VALLADARES, C. A., 2010). 

O grão de sorgo é esférico, tem aproximadamente 4.0mm de comprimento, 3.5mm 

de largura, 2.5mm de espessura, peso de 25 a 35mg (ROONEY, L. M., et al. 1980) e é 

composto por três partes: a parte externa constituída pelo pericarpo, a média pelo tecido de 

armazenagem (endosperma) e a mais interna constituída pelo germe (embrião) (Figura 1 e 

2). Geralmente o pericarpo representa 6%, o endosperma 84%, e o germe 10% do peso do 

grão (ROONEY. L. M., & MILLER F. R., 1981; SORGHUM & MILLETS, 1995). 

                                                            
1 Food and Agriculture Organization 
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O grão de sorgo é o terceiro cereal mais importante produzido na Venezuela, depois 

do milho e do arroz (GONZÁLEZ, R. e GRATEROL Y., 2003). Seu uso é exclusivo na 

indústria de alimentação animal, principalmente na formulação de alimentos para aves e 

suínos. Seu perfil nutricional é parecido ao de outros cereais tradicionais. No entanto, este 

apresenta um menor conteúdo de pigmentos carotenóides e metabolitos secundários, como 

taninos condensados e fitatos (JARAMILLO, M., et al. 1993; GODOY, S., et al. 2005). 

Estudos feitos com diferentes cultivares do sorgo da Venezuela mostram que os níveis de 

taninos podem variar de 0,005% a 3,92% (CICCOLA, P., 1989). 

De forma geral, as propriedades benéficas do sorgo estão relacionadas com sua 

composição, principalmente devido aos compostos fenólicos concentrados no pericarpo, os 

quais incluem ácidos fenólicos (hidroxibenzóico e hidroxicinâmico), flavonóides e taninos 

condensados. Esta composição, bem como seus níveis, pode ser afetada pelo genótipo 

(DYKES, L., & ROONEY, L. W., 2006; DYKES, L., et al., & ROONEY, W. L., 2009). 

Os taninos são compostos fenólicos que apresentam solubilidade em água e peso 

molecular entre 500 e 3000 Dalton (MELLO, J. e SANTOS, S., 2001). Classicamente, 

segundo a estrutura química, os taninos são classificados em dois grupos: hidrolisáveis e 

condensados. Os taninos hidrolisáveis consistem de ésteres de ácidos gálicos e ácidos 

elágicos glicosilados formados a partir do chiquimato (HELDT, H., 1997), onde os grupos 

hidroxila do açúcar são esterificados com os ácidos fenólicos (VICKERY, M., & 

Endosperma 

Pericarpo Epicarpo 

Mesocarpo 

Endocarpo 

Camada de aleurona 

Fig. 1. Desenho esquemático de grão de 
sorgo adaptado de ROONEY, L. M., & 
MILLER, F. R., (1981). 

Fig. 2. Estrutura do grão de sorgo. Secção 
transversal, adaptado de ROONEY, L. M., 
1971. 
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VICKERY, B., 1981). Os taninos condensados ou proantocianidinas são polímeros 

produtos do metabolismo do fenilpropano (HASLAM, E., 1965; De BRUYNE, et al., 

1999). 

Modelos de estruturas com o esqueleto de flavano com um ou dois grupos OH no 

anel heterocíclico são conhecidos como flavanóis (Fig. 3). Deste modo, flavan-3,4-dioles, 

flavan-4-oles e flavan-3-oles, ou catequinas, geralmente não se encontram como estruturas 

monoméricas senão, formando parte de taninos condensados (MARCANO, D. y 

HASEGAWA, M., 1991).  

Fig. 3. Estrutura dos flavanóis ou catequinas   

Os taninos aparecem na testa com a maturidade do grão de sorgo, e podem ser 

identificados como uma capa de coloração marrom vermelho à violeta. Além da testa 

também se encontram presentes no exterior e no interior do pericarpo (HAHN, D., et al., 

1984). Os taninos hidrolisáveis e condensados se distinguem tanto por sua importância 

nutricional como por seus efeitos tóxicos (REED, J., 1995).   

O consumo de taninos condensados (polímeros proantocianidina) tem sido 

associado com efeitos negativos, principalmente devido a sua complexação com proteínas 

e frações minerais, o que provoca uma menor digestibilidade proteica e absorção de 

minerais (JANSMAN, A., 1993; JARAMILLO, M., 1991). Hagerman et al. (1998), 

sugeriram que a polaridade destes compostos é o principal indicador do tipo de associação 

que estabelecem com as proteínas, ou seja, ligação de hidrogeno ou interação hidrofóbica. 

Desta forma, os polifenóis polares formam ligações de hidrogênio enquanto os polifenóis 

não polares interações hidrofóbicas. 

As propriedades farmacológicas oriundas dos taninos ou flavonóides condensados 

têm sido, pelo menos em parte, relacionadas com três características que são comuns em 

maior ou menor grau aos dois grupos de taninos, condensados e hidrolisáveis. Estas 

incluem a capacidade de complexação com íons metálicos (SCALBERT, A., 2000; 

HURRELL, R., et al., 1998), a capacidade sequestradora de radicais livres (RICE-EVANS, 
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C., et al., 1996; SAINT-CRICQ de G. N., 1999), e a habilidade de complexar-se com 

outras macromoléculas tais como proteínas e polissacáridos (SANTOS, S., & MELLO, J., 

1999; HASLAM, E., 1998).  

Alguns estudos in vitro têm demonstrado que o sorgo exibe atividades antioxidante, 

anti-inflamatória, anti-carcinogênica, e também causa redução nos níveis de colesterol 

(BRALLEY, E. et al., 2008; DYKES, L., & ROONEY, L. W., 2006). Neste contexto, 

Franklin e colaboradores (2014) observaram em estudos in vitro que misturas de sorgo-

feijões são melhores scavengers de radical óxido nítrico que misturas compostas de milho-

soja, podendo assim contribuir de forma mais eficaz para a redução do estresse oxidativo 

(FRANKLIN, B., et al., 2014). 

As atividades biológicas exibidas pelos compostos fenólicos podem ser 

determinadas pelas suas estruturas, tamanhos e também pelas condições das reações nas 

quais participam nos sistemas biológicos (XIAO, J., et al., 2011; PRIGENT, et al., 2003). 

Também é conhecido que os efeitos destes compostos podem variar de acordo com as 

concentrações nas quais estão presentes nas células. Assim é possível que uma mesma 

molécula possa exibir efeitos anti e/ou pro-oxidante. 

A estrutura geral dos flavonóides compreende um anel A derivado da cadeia 

policétida, que segue um padrão de oxigenação meta; um anel B, derivado do ácido 

shikímico, com substituição em orto, e três átomos de carbono que ligam os anéis A e B, 

correspondentes à parte alquílica do fenilpropano. É por isso que se conhece como 

unidades C-15: C6-C3-C6, figura 4. (MARCANO, D. y HASEGAWA, M., 1991).   

           : Posições de oxigenação  

Figura 4. Estrutura geral dos flavonoides.  

Os representantes mais abundantes dos flavonóides são as flavonas (Fig.5) e os 

flavonóis (Fig. 6). Os mesmos podem estar tanto na forma livre como na forma glicosilada, 

ou seja, ligados a moléculas de açúcares, sendo normalmente glicosilados com a molécula 

de açúcar ligada ao grupo hidroxila na posição C-3 ou C-7. Esses compostos estão 
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distribuídos em todos os órgãos das plantas de uma grande variedade de gêneros e famílias, 

incluído o sorgo (ERLUND, I., 2004; HERMANN, K., 1988).  

                                                                
Fig. 5. Estrutura das flavonas.                          Fig. 6. Estrutura dos flavonóis 

Segundo Dykes et al., (2011), os principais flavonóides presentes no sorgo são 

flavonas, flavanonas e 3-desoxiantocianinas (Figura 7) (DYKES, L., PETERSON, G., 

ROONEY, W., & ROONEY, W., 2011). Dentre as 3-deoxiantocianinas destacam-se a 

luteolinidina laranja, e apigeninidina amarela (WU, X., & PRIOR, R., 2005; PALE, E., et 

al., 1997).  

                         
 

Estas antocianinas (luteolinidina e apigeninidina) possuem pequena distribuição na 

natureza (CLIFFORD, M., 2000), apresentando-se distintas das demais antocianinas, 

devido à inexistência de um átomo de oxigênio na posição C-3 (MAZZA, G., & 

BROUILLARD, R., 1987). Esta conformação da molécula de antocianina atribui maior 

estabilidade em comparação a outras antocianinas encontradas nas frutas e hortaliças 

(AWIKA, J., 2008; DYKES, L., SEITZ, L., ROONEY, W., & ROONEY, L. W., 2009). 

Elas são classificadas como fitoalexinas, uma vez que são produzidas em respostas à 

invasão de fungos ou outros estresses no sorgo (LO, S., et al., 1999; WANISKA, R., & 

ROONEY, L., 2000). De acordo com tais constatações, WU, X., & PRIOR, R., (2005) 

identificaram vários compostos 3-deoxiantocianinas em quatro variedades de sorgo, mas 

seus níveis não foram determinados. Luteolinidina e apigeninidina também se encontram 

presentes em grandes quantidades no salvado do sorgo negro (AWIKA, J., et al., 2004). 

Outros flavonóides identificados no sorgo incluem as flavanonas eriodictiol, naringerina, e 

eriodictiol glucosidados e a flavona apigenina (GUJER, R., et al., 1986; KAMBAL, A., & 

BATE-SMITH, E., 1976). 

Fig. 7. Íon flavilio: Estrutura básica das antocianinas 
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Os flavonóides são considerados potentes moléculas scavengers de espécies 

reativas, como o ânion superóxido (O2
●-) e os radicais hidroxil e peroxil (HARBORNE, J. 

B., & WILLIANS, C., A. 2000). De acordo com RATTY, A. K., & DAS, N. P., (1988) a 

eficiência antioxidante dos flavonóides está diretamente relacionada com seu grau de 

hidroxilação e diminui com a presença de açúcar invertido. Espécies reativas (ER) de 

oxigênio e nitrogênio são continuamente formadas no metabolismo normal dos tecidos 

(KATHIRIA, A., et al. 2012). Seus efeitos benéficos ou maléficos irão depender dos níveis 

em que se encontram nas células (HAMANAKA, R., & CHANDEL, N., 2010). As ER são 

muito instáveis devido à alta reatividade química, podendo induzir peroxidação lipídica, 

oxidação massiva de proteínas e danos no DNA (MATÉS, J., et al. 1999). As principais 

espécies reativas de oxigênio (EROs) incluem o radical superóxido (O2
•¯), principalmente 

formado nas células via cadeia respiratória mitocondrial; o peróxido de hidrogênio (H2O2), 

resultante da dismutação do O2
•¯; e o radical hidroxil (•OH), a espécie considerada mais 

reativa (MATÉS, J., et al. 2010). 

Os efeitos oxidantes de ER de oxigênio e nitrogênio são neutralizados pela ação de 

antioxidantes enzimáticos e não-enzimáticos. Tais defesas antioxidantes são cruciais para 

evitar e/ou diminuir o estresse oxidativo, proporcionando proteção aos sistemas biológicos 

(VALKO, M., et al, 2006). Os antioxidantes enzimáticos mais eficientes englobam as 

enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX) 

(MATES, JR, et al, 1999). Como antioxidantes não–enzimáticos destacam-se o ácido 

úrico, ácido ascórbico (vitamina C), α-tocoferol (vitamina E), carotenoides, coenzima Q, 

antioxidantes tióis como a Glutationa (GSH), Tiorredoxina (TRX) e ácido lipoico, ácidos 

fenólicos, flavonóides, e a melatonina, produto hormonal da glândula pineal (McCALL, M., 

& FREÍ, B., 1999; VALKO, M., et al, 2007). 

Inúmeros estudos voltados para o combate do estresse oxidativo, fenômeno gerado 

pelo desequilíbrio entre a produção de ER e as defesas antioxidantes nas células, apontam 

a efetividade dos antioxidantes naturais, em especial os compostos fenólicos (AWIKA, J., 

et al., 2003; ANDERSON, L., & WOLF, J., 1995). Pode-se destacar neste sentido, que a 

maioria dos estudos com enfoque em compostos fenólicos e ação antioxidante são com 

flavonóides isolados, devido à estrutura simples e a ampla distribuição nas plantas. 

Embora o sorgo apresente um alto conteúdo de compostos fenólicos, dados sobre 

o potencial antioxidante de extratos de híbridos de sorgo são escassos na literatura. De fato, 

os poucos estudos existentes com diferentes cultivares de sorgo, são in vivo e voltados para 
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o uso do mesmo na alimentação de animais em pesquisas de cunho metabólico 

(LATORRE, S. e CALDERÓN, C., 1998). Assim, o desenvolvimento de estudos in vitro 

com ênfase no potencial antioxidante são importantes para identificar e indicar a espécies 

como uma nova fonte de antioxidantes (HAENEN, G., et al., 2006). Além disso, o estudo 

in vitro das propriedades antioxidantes de extratos de sorgo pode fornecer subsídios para 

pesquisas in vivo e uso da planta para fins farmacológicos. Salienta-se ainda que pesquisas 

com o grão de sorgo são de extrema relevância, uma vez que é a parte mais amplamente 

utilizada na alimentação animal na Venezuela, e que apresenta um valor nutritivo similar 

aos de cereais tradicionais. Da mesma forma, não há dados na literatura sobre o potencial 

antioxidante da casca do grão. Este tipo de avaliação se faz importante para dar um uso 

adequado e racional a esta parte do sorgo que geralmente é descartada. 

Considerando todos os parâmetros abordados, o presente trabalho foi planejado 

para identificar os compostos bioativos presentes em extratos de grão e casca do sorgo 

granífero híbrido Guanipa 71 e investigar o potencial antioxidante dos mesmos através de 

diferentes ensaios in vitro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 
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O presente estudo tem como objetivo investigar e comparar o potencial 

antioxidante in vitro de extratos aquoso e cetoaquoso de grão e casca do sorgo granífero 

hibrido Guanipa 71. 

2.2 Objetivos específicos  

• Realizar extrações aquosa e cetoaquosa de compostos no grão e na casca do sorgo. 

• Identificar compostos bioativos no sorgo integral, e nos extratos aquoso e 

cetoaquoso do grão e da casca do sorgo. 

• Determinar e comparar o efeito antioxidante in vitro dos extratos aquoso e 

cetoaquoso do grão e casca do sorgo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. DESENVOLVIMENTO 8



 O desenvolvimento referente a esta dissertação está apresentado sobre a forma de 

um manuscrito. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussão, Conclusões e 

Referências se encontram no próprio manuscrito. 
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Resumen 

El sorgo es una importante fuente de alimento por presentar un considerable valor 

nutritivo. Además, compuestos fenólicos presentes en el pericarpio de sus granos han 
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revelados importantes antioxidantes. Considerando tales propiedades, el objetivo de este 

estudio fue obtener extractos acuoso y cetoacuoso de grano y cascara de sorgo granífero 

[Sorghum bicolor (L.) Moench] híbrido Guanipa 71, del estado Portuguesa-Venezuela e 

investigar sus posibles efectos antioxidantes in vitro. La mezcla acetona/agua 7:3 fue más 

efectiva en las extracciones. En el cereal como en los extractos cetoacuoso de grano ECAG 

y cascara ECAC se detectaron taninos condensados e hidrolizables, pero en todos los 

extractos fue detectada la presencia de catequina, rutina, quercitrina, quercetina, luteolina, 

y los ácidos clorogénico, caféico, gálico, elágico. Los ECAC y  ECAG 0.5mg/mL, 

revelaron importantes características antioxidantes, al reducir en 22.9% y 42.3% iones 

Fe+3, quelar en 47.3% y 32.4% iones Fe+2 en el ensayo de la ortofenantrolina; inhibir 

respectivamente el radical DPPH● con IC50 (μg/mL) 31.34 y 36.48; reducir  Mo (VI) 

1,33mM en el ensayo de la Capacidad Antioxidante Relativa a la rutina con IC50 (μg/mL) 

de 330 y 227.6; e inhibir en 29.60% y 17.77% la degradación oxidativa de la 2-

desoxirribosa (2-DR) en la reacción de Fenton. Los extractos acuoso de grano EAG y 

cascara EAC, fueron relevantes al quelar Fe+2 en 65.09% y 59.12%, e inhibir en 17.18% y 

10.67% la degradación de la (2-DR) en la reacción de Fenton. En conjunto, los resultados 

mostraron que los extractos exhibieron actividad antioxidante vía transferencia de 

electrones, quelante y scavengers de radicales, siendo más efectivo el ECAC. De forma 

general, este trabajo contribuye para el avance de investigaciones que buscan establecer el 

potencial antioxidante in vitro de extractos naturales de otros híbridos de sorgo, en este 

escenario se evidenció la relevancia de extractos del híbrido de sorgo Guanipa 71. 

Palabras claves: Sorgo granífero, Ácidos fenólicos, Flavonoides, Taninos, Actividad 

antioxidante. 

 

 

 

 

Abstract 
11



Sorghum is an important food source for presenting a substantial nutritional value. 

Moreover, phenolic compounds present in the pericarp of its grains have revealed 

important antioxidants. Considering such properties, this study has been developed to 

obtain aqueous and acetone/water extracts from the grains and shells of grain sorghum 

[Sorghum bicolor (L.) Moench] hybrid Guanipa 71, from Portuguesa state- Venezuela, in 

order to investigate their possible antioxidant effects in vitro. The best extracts were 

obtained after using the mixture acetone/water 7:3. Both in the cereal and the 

acetone/water extracts of grain ECAG and shell ECAC, condensed and hydrolysable 

tannins were detected, whereas in all the extracts were detected the presence of catechin, 

rutin, quercitrin, quercetin, luteolin and chlorogenic, caffeic acid, gallic, ellagic acids.  

ECAG and ECAC 0.5mg/mL, revealed significant antioxidant properties having reduced 

22.9% and 42.3% of the ions of Fe+3 and chelated 47.3% and 32.4% of the ions of Fe+2 

respectively, in the test orthophenanthroline; they inhibited the DPPH● radical with IC50 

(μg/mL) of 31.34 and 36.48 respectively; they reduced Mo (VI) 1.33 in the Relative 

Antioxidant Capacity to the rutin assay with IC50 (μg/mL) of 330 and 227.6 respectively; 

and they also inhibited the oxidative degradation of 2-deoxyribose (2-DR) in the Fenton 

reaction by 29.60% and 17.77% respectively. The aqueous extracts of EAG grain and EAC 

shell were relevant to chelating the ions of Fe+2 by 65.09% and 59.12%, and for inhibiting 

the degradation of (2-DR) in the Fenton reaction by 17.18% and 10.67% respectively. 

Overall, the results showed that the extracts exhibited antioxidant activity via electron 

transfer, radical scavenging and metal chelating activity, being more effective the ECAC. 

In general, this work contributes to the advancement in the research of seeking to establish 

the antioxidant potential of natural extracts in vitro of other sorghum hybrids; and in this 

scenario the relevance of hybrid sorghum extracts 71 Guanipa was evidenced.  

Key words: Grains Sorghum, Phenolic acids, Flavonoids, tannins, Antioxidant activity. 

  

 

 

 

1. Introducción 
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El sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] es una gramínea que presenta una amplia 

variedad de uso. El principal tipo de sorgo es el granífero, cuyo producto principal es el 

grano, ampliamente usado en la fabricación de raciones (Sawazaki, 1998). Es originaria del 

África sub-sahariana (Awika & Rooney, 2004), y se presenta como cultivo alternativo al 

consumo de los cereales de mayor producción como el arroz, maíz y cebada (Sanchez, 

2003). Aunque largamente utilizado en la alimentación animal (Ítavo, Morais, Ítavo, et al., 

2009; Menezes, Segabinazi, Brondani, et al., 2009), el sorgo es considerado alimento 

básico para millones de personas en el mundo, supliendo cerca del 70% da ingestión 

calórica diaria (Souza, Dantas, Silva, et al., 2005; Taylor, Schober & Bean, 2006). 

Algunos estudios demostraron que otros cereales como la avena, arroz y trigo, 

poseen menores concentraciones de compuestos fenólicos y baja actividad antioxidante en 

comparación con el sorgo (Farrar, Hartle, Hargrove, 2008). Por tal motivo Fardet et al., 

2008, destacan que una alimentación rica en sorgo puede prevenir enfermedades 

relacionadas con daños oxidativos, en función del contenido de polifenoles, taninos, 

antocianinas y la consecuente capacidad antioxidante del cereal (Fardet, Rock & Rémésy, 

2008). 

Estudios in vitro han probado que el sorgo exhibe importantes propiedades 

farmacológicas. Estas incluyen reducción del colesterol, actividad antioxidante, anti-

inflamatoria y anti-carcinogénica (Bralley et al., 2008; Dykes & Rooney, 2006). Estas 

propiedades son debida a los compuestos fenólicos, normalmente hallados en cultivares de 

sorgo, que incluyen derivados de ácidos hidrobenzóico e hidroxinámico; y flavonoides que 

engloban antocianinas y taninos (Awika & Rooney, 2004). Estos compuestos presentan 

elevada actividad antioxidante in vitro e in vivo y pueden contribuir significativamente con 

beneficios a la salud asociados al consumo del grano integral (Kamath, Chandrashekar y 

Rajini, 2004). 

A pesar de su abundancia en frutas y vegetales, los ácidos clorogénicos y demás 

ácidos fenólicos han sido menos estudiados en comparación con los flavonoides (D. M. de 

Oliveira e D. H. Markowicz Bastos, 2011). Los flavonoides se han revelados para actuar 

como eliminadores de diversas especies reactivas (ER), como el anión superóxido, 

radicales hidroxil y peroxil (J. B. Harborne & C. A. Willians, 2000).  

Las ER son muy inestables debido a la alta reactividad química, y en niveles 

elevados pueden inducir peroxidación lipídica, oxidación masiva de proteínas y daños en el 13



ADN (Matés et al. 1999). Las principales especies reactivas de oxígeno (EROs) incluyen el 

radical superóxido (O2
•¯); peróxido de hidrogeno (H2O2); y el radical hidroxil (•OH), la 

especie considerada más reactiva (Matés et al. 2010). 

Estudios enfocados en el combate del stress oxidativo, fenómeno generado por el 

desequilibrio entre la producción de ER y las defensas antioxidantes en las células, resaltan 

la efectividad de los antioxidantes naturales, en especial los compuestos fenólicos (Awika 

et al., 2003; Anderson & Wolf, 1995). Se puede destacar en este sentido, que la mayoría de 

los trabajos enfocados en compuestos fenólicos y acción antioxidante son con flavonoides 

aislados de material vegetal, principalmente debido a sus estructuras simples y amplia 

distribución en las plantas.  

Específicamente con sorgo, existen trabajos sobre diferentes cultivares in vivo, en 

los cuales el sorgo fue usado en forma de harina para alimentación de animales (Latorre S. 

y Calderón C. 1998). Sin embargo, estos son más enfocados en el estudio de parámetros 

metabólicos; y hay muy pocos estudios donde se investigue el potencial antioxidante de 

extractos brutos de granos de sorgos in vitro e in vivo. De igual forma, no hay datos en la 

literatura sobre el potencial antioxidante de extractos de cascaras de sorgo, lo que torna 

muy necesario su pesquisa, una vez que el sorgo es ampliamente utilizado en la 

alimentación animal en Venezuela, y porque se conoce su valor nutritivo similar a los de 

cereales tradicionales. Además el estudio sobre la actividad antioxidante de la cascara del 

sorgo podría direccionar un uso adecuado y racional a esta parte del sorgo que 

generalmente es descartada. Considerando tales aspectos, el presente trabajo tuvo como 

objetivo realizar extracciones acuosas e cetoacuosas de granos y cascaras del sorgo 

granífero usualmente usado en Venezuela (híbrido Guanipa 71), identificar los compuestos 

presentes en los extractos, e investigar el potencial antioxidante a través de ensayos in 

vitro: capacidad secuestradora de radicales libres, capacidad quelante de Fe+2, potencial 

reductor de Fe+3, y capacidad antioxidante relativa (CAR). 

 

 

 

 

 

2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 Reactivos  
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Los productos químicos fueron de grado analítico. Metanol, ácido fórmico, caféico, 

clorogénico, gálico y elágico fueron adquiridos de Merck (Darmstadt, Alemania). 

Catequina, quercetina, quercitrina, rutina, luteolina, 1,1 difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) y 

1,10 o-fenantrolina (ophe) fueron adquiridos de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, 

EE.UU). 2-Desoxi-D-ribose (2-DR) fue adquirida de Sigma Aldrich Co. (Steinheim, 

Alemania). El Molibdato de amonio fue adquirido de Labsynth LTDA (São Paulo, Brasil). 

2.2 Material vegetal e identificación de taninos  

El material vegetal sorgo granífero Guanipa 71 fue colectado en el municipio Turén 

(09º 20’ 03’’ latitud norte y 69º 07’ 21’’ longitud oeste) del estado Portuguesa - Venezuela, 

localizado a una altura de 275 metros sobre el nivel del mar, con una media anual de 27ºC, 

1395 mm de lluvia, 1975 mm de evaporación y 4.3 meses secos (García y Soto, 1976; 

Guerra M., 2008). Una muestra de sorgo con cascara (Imagen 1) fue sometida a una prueba 

simple de identificación de taninos condensados, denominada “prueba del clareamiento 

con cloro” (Waniska et al., 1992). Esta prueba consistió en mezclar una muestra de 15g del 

sorgo con 15g de KOH y 70 ml de NaOCl comercial de 2.0 – 2.5% p/p en cloro activo. La 

mezcla fue calentada en baño María a 60ºC por 10 min, con agitación ocasional. Al final 

del procedimiento los granos que contenían taninos condensados adquirieron una 

coloración marrón oscuro, mientras aquellos que no contenían taninos condensados 

adquirieron una coloración blanquecina. 

2.3 Preparación de microextractos acuosos e cetoacuosos 

Fue realizada la separación mecánica y molienda de pequeñas muestras de grano 

(Imagen 2) y cascara (Imagen 3) de sorgo, para realizar dos tipos de microextracciones: a) 

Agua, b) Mezcla extractiva de solventes 7:3 acetona/agua (Cork & Krockenberger, 1991; 

Conde et al., 1997; Lu & Foo, 1997; Hagerman et al., 1977; Hagerman, 1988). La mezcla 

acetona/agua es considerada más efectiva que los solventes alcohólicos, una vez que inhibe 

la interacción taninos–proteínas (Latorre S. y Calderón C. 1998) y porque la acetona tiene 

un mayor poder de penetración del material vegetal (M. Dauchot, 1973). Además, la 

acetona tiene la ventaja de extraer componentes hidrofílicos, como azúcares y compuestos 

fenólicos (Tappi, 1997; Sjöström & Alén, 1998; Wallis & Wearne, 1999; Thurbide & 

Hughes, 2000). 

2.4 Imágenes del material vegetal utilizado 
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En las imágenes 1, 2, y 3, se muestran los materiales vegetales utilizados para la 

realización del presente trabajo de investigación.  

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 Imagen 1. Granos de sorgo Guanipa 71 con cascara  
 
               
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 

Imagen 3. Cascaras de granos del sorgo Guanipa 71 
 

 

 

 

2.5 Pruebas fitoquímicas de reconocimiento de flavonoides, taninos y polifenoles 

Imagen 2. Granos de sorgo Guanipa 71 sin cascara 
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Fueron hechas cuatro (4) pruebas para determinar presencia/ausencia de 

flavonoides, taninos y polifenoles en los diferentes microextractos (Marcano, D. y 

Hasegawa, M., 1991):  

2.5.1 Reacción con H2SO4 concentrado: una alícuota de cada extracto se colocó en tubos 

de ensayo y se añadieron 4 gotas de ácido sulfúrico concentrado. La formación de un color 

rojizo en los extractos indicó la presencia de flavonoides. 

2.5.2 Reacción con FeCl3 2%: 1mL de cada extracto fue diluido en agua destilada en la 

proporción de 1:2. Se añadieron por las paredes del tubo dos gotas de cloruro férrico a 2%. 

El desarrollo de coloración que varía entre verde, amarillo-castaño y violeta. Fue indicativo 

de prueba positiva a flavonoides.  

2.5.3 Reacción con HCl concentrado/Δ: A 50mg de cada extracto en tubo de ensayo 

fueron añadido 1mL de HCl y se calentaron. La típica reacción de los flavan–3,4-dioles 

(catequinas) es su conversión a antocianinas por tratamiento con ácido mineral (HCl) y 

calor, lo que provoca la deshidratación seguida de la oxidación por el oxígeno del aire, 

originando la sal de flavilio de color rojo. 

2.5.4 Reacción con FeCl3 2% para taninos: Fue adicionado en 1mL de solución de cada 

extracto, 5.0mL de agua destilada y dos gotas de cloruro férrico 2%. El desarrollo de 

coloración azul indicó la presencia de taninos hidrolizables; de coloración verde la 

presencia de taninos condensados y de coloración que varía de azul para rojo la presencia 

de polifenoles. 

2.6 Preparación de los extractos de cascaras y granos de sorgo 

 En una muestra de sorgo granífero Guanipa 71, se separaron mecánicamente granos 

y cascaras, obteniendo los granos libres de cascara y otra fracción de cascaras libres. 

Seguidamente fueron molidas ambas fracciones con un molino Marconi 630/1. Luego se 

realizaron las extracciones: (a) agua destilada, b) Mezcla acetona-agua 7:3. 

(a) Muestras molidas de 185g de grano y 125.5g de cascara fueron extraídas con 

1.8L de agua destilada por un tiempo de 96 horas. Al transcurrir este tiempo se separaron 

las partes líquidas de las partes sólidas. Las partes sólidas se volvieron a extraer con 

400mL de agua por 24 horas y las partes líquidas fueron unidas y filtradas con papel filtro 

205μm. Los volúmenes resultantes fueron concentrados a un aproximado de 200mL por 
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baño María a 50°C y posteriormente fueron liofilizados con un liofilizador Enterprise II 

Terroni, obteniéndose los extractos libres de agua. 

(b) Muestras molidas de 250gr de grano y 130gr de cascara fueron extraídas con 

2.5 litros de mezcla 7:3 acetona-agua por un tiempo de 96 hs. Transcurrido este tiempo, se 

separaron las partes líquidas de la sólida. La partes sólidas se volvieron a extraer con 

400mL de mezcla extractiva por 24 horas, las partes líquidas fueron unidas y filtradas con 

papel filtro 205μm. Los volúmenes resultantes de las fracciones líquidas unidas fueron 

reducidos a cerca de 900mL por evaporación de la acetona a 61°C con un Rotavaporador 

R-3 BUCHI. Los volúmenes resultantes fueron concentrados próximos a 250mL por baño 

María a 62°C y posteriormente los extractos concentrados fueron liofilizados con un 

liofilizador Enterprise II Terroni, obteniéndose los extractos libres de agua. 

Los dos tipos de extracciones, generaron cuatro (4) extractos: Extracto Acuoso de 

Grano (EAG), Extracto Acuoso de Cascara (EAC), Extracto Cetoacuoso de Grano 

(ECAG), y Extracto Cetoacuoso de Cascara (ECAC).  

2.7 Detección y cuantificación de compuestos por HPLC-DAD 

La Cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC-DAD) se realizó con un sistema 

HPLC Shimadzu Prominencia Auto Sampler (SIL-20A) (Shimadzu, Kyoto, Japón), 

equipado con bombas alternativas Shimadzu LC-20AT conectados a un desgasificador 

DGU 20A5 con integrador CBM 20A, detector de diodos en serie SPD-M20A y software 

1.22 SP1. Los análisis cromatográficos de fase inversa se realizaron en condiciones de 

gradiente con una columna C18 (4.6mm x 150mm) rellena de partículas de diámetro 5μm; 

la fase móvil fue agua que contenía 1% ácido fórmico (A) y metanol (B), y el gradiente de 

composición fue: 13% de B hasta 10 min y se cambió para obtener 20%, 30%, 50%, 60%, 

70% , 20% y 10% B en 20, 30, 40, 50, 60, 70 y 80 min, respectivamente, con ligeras 

modificaciones del método descrito por (Pereira et al., 2014). 

Los EAG, EAC, ECAG y ECAC de sorgo se filtraron con filtro de membrana 

0.45μm (Millipore), se desgasificaron por baño ultrasónico, y se analizaron a una 

concentración de 5mg/mL. El caudal fue de 0.6 mL/min, volumen de inyección de 50μl y 

la λ eran 270nm para el ácido gálico, 280nm para catequina, 327nm para los ácidos 

clorogénico, caféico, elágico, y 365nm para la quercetina, quercitrina, luteolina y rutina. La 

fase móvil se filtró con filtro 0.45μm (Millipore) y se desgasificó por baño ultrasónico. Las 

soluciones madres de referencias estándares se prepararon en la fase móvil en un rango de 
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0.030-0.250 mg/mL para catequina, quercetina, quercitrina, luteolina, rutina; y 0.020-0.200 

mg/mL para los ácidos elágico, gálico, caféico y clorogénico. Los picos cromatográficos 

fueron confirmados mediante la comparación de su tiempo de retención (tR) con los de 

patrones de referencia y por los espectros DAD (200 a 500) nm.  

Curva de calibración para el ácido gálico: Y=13574x + 1285.9 (r=0.9998); ácido 

clorogénico: Y=11983x + 1239.4 (r=0.9996); ácido caféico: Y=11792x + 1367.8 (r=0.9999); 

catequina: Y=12605x + 1249.6 (r=0.9997); ácido elágico: Y=12658x + 1273.1 (r=0.9993); 

quercitrina: Y=13509x + 1198.9 (r=0.9998); rutina: Y=11954x + 1186.5 (r=0.9994); luteolina: 

Y=12408x + 1197.2 (r=0.9999) y quercetina: Y=13752x + 1276.8 (r=0.9998). Los análisis de 

HPLC se llevaron a cabo a temperatura ambiente y por triplicado. 

3. ENSAYOS DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE IN VITRO 

3.1 Ensayo de la Actividad secuestradora de radical libre DPPH● 

La actividad secuestradora de radical libre de los EAG, EAC, ECAG y ECAC de 

sorgo fue determinada por el método fotocolorimétrico de DPPH● (1,1, difenil-2-

picrilhidrazil), conforme J. Choi et al., (1994) con modificaciones, usando ácido ascórbico 

como antioxidante estándar. La inhibición del DPPH● por los extractos fue acompañada 

por la desaparición de la absorción del DPPH● (Brand – Williams et al., 1995), y el grado 

de cambio de color es proporcional a la concentración y potencia de los antioxidantes 

presentes.  

En placas ELISA de 96 pozos por separado, volúmenes de 20μL de disoluciones de 

ácido ascórbico y extractos por duplicado fueron resuspendidos en 80μL de etanol 95%, y 

100μL de solución etanólica del radical DPPH● 0,3mM; generando las concentraciones 

finales de ácido ascórbico y extractos de [0.005, 0.01, 0.025, 0.05, 0.1, 0.5] mg/mL. 

Después de 30 minutos de incubación a temperatura ambiente en oscuro, fueron realizadas 

las medidas de absorbancia en una (λ) de 518nm en un espectrofotómetro de UV-Visible 

TR Reader Chimadzu. En las mismas condiciones, las lecturas de absorbancia de los 

respectivos blancos de cada extracto y del ácido ascórbico, fueron realizadas con 20μL de 

disolución de cada extracto o de ácido ascórbico más 180μL de etanol al 95%, obteniendo 

concentraciones finales de [0.005, 0.01, 0.025, 0.05, 0.1, 0.5] mg/mL.  

Los resultados de los porcentajes (%) de inhibición del radical libre DPPH● fueron 

expresados como un porcentaje (%) comparado con el control, consistiendo de 100μL de 
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solución etanólica de DPPH● 0.3mM y 100μL de etanol 95%. Los porcentajes (%) de 

inhibición del radical DPPH● fueron calculados usando la siguiente fórmula: 

% inhibición de DPPH = [(Abs. Control - (Abs. Extracto – Abs. Blanco)] x 100%                                     

                                                             Abs. Control 

Abs. Control es la absorbancia de la solución de DPPH● sin extracto; Abs. Extracto es la 

absorbancia del extracto con DPPH●; Abs. Blanco es la absorbancia del extracto sin DPPH●. 

3.2 Ensayo de la Capacidad Antioxidante Relativa (CAR) 

 La capacidad antioxidante relativa (CAR) de cada extracto fue evaluada por 

duplicado utilizando el método del reactivo fosfomolibdenio, que se basa en la reducción 

del Mo(VI) a Mo(V) por el extracto y subsecuente formación del complejo verde de 

fosfato/Mo(V) en pH ácido y alta temperatura. Fueron colocados en tubos de ensayo 

2.7mL del reactivo (1000μL molibdato de amonio 4mM, 1000μL de tampón fosfato de 

sodio 28mM pH 7.4, 700μL de ácido sulfúrico 0.6M), 200μL de agua miliq y 100μL de los 

diferentes soluciones de (ECAC, EAC, ECAG y EAG) en las concentraciones de 0.75, 1.5, 

3.0 y 7.5mg/mL, para general las concentraciones finales de 0.025, 0.05, 0.1 y 0.25mg/mL. 

Los tubos fueron parcialmente cerrados y colocados en baño María a 95°C durante 90 

minutos. Después de enfriamiento las lecturas de absorbancia fueron hechas en 

espectrofotómetro UV/Visible TR Reader Chimadzu a una λ de 695nm. Los blancos de los 

diferentes extractos en las concentraciones previamente establecidas se realizaron de la 

misma forma, con la excepción de que el volumen de 1000μL de molibdato de amonio 

4mM fue sustituido por agua miliq. Como referencia, se utilizó una solución del 

compuesto rutina en la concentración de 0.25mg/mL como un 100% de la actividad 

antioxidante. Para efecto de cálculo de la actividad antioxidante relativa fue utilizada la 

siguiente fórmula de acuerdo con (Prieto P. & Aguilar M., 1999). 

Cap. Antiox. Rel. a la rutina (%) =  (Abs. Extracto – Abs. Blanco extracto)  x  100%   
                                                           (Abs. Control rutina – Abs. Blanco rutina) 

Abs. Extracto es la absorbancia del extracto con el reactivo de molibdato; Abs. Blanco extracto 

es la absorbancia del extracto sin el reactivo de molibdato; Abs. Control rutina es la absorbancia de 

la rutina con el reactivo de molibdato; Abs. Blanco rutina es la absorbancia de la rutina sin el 

reactivo de molibdato.  
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3.3 Ensayo de Actividad quelante de ion Fe+2 y Poder reductor de ion Fe+3 

La capacidad de los extractos en quelar (Fe2+) o reducir Fe3+ fue determinada a 

través del ensayo de la 1,10 o-fenantrolina (ophe), según el método de Minnoti y Aust, 

(1987) con algunas modificaciones. El ensayo se basó en la reacción de Fe2+ libre con (o-

phe) para formar un complejo naranja-rojizo llamado con frecuencia ferroína (ph)3Fe+2, el 

cual fue medido por lecturas de absorbancia a 510nm (Minnoti & Aust, 1987). 

Alícuotas de 1000μL EAG, EAC, ECAG y ECAC fueron mezcladas por separado 

con ion Fe2+ generado in vitro usando una solución de FeSO4 1000μM, y con ion Fe3+ 

generado in vitro usando una solución de FeCl3 1000μM, en oscuro y ambiente refrigerado. 

Después fueron extraídos de las mezclas, volúmenes de 40μL en los tiempos (0, 2.5, 5, 10, 

20, 30, 45, 60, 75, 90) minutos para llevar a cabo la reacción en placas ELISA de 96 pozos 

con agua miliq, Tris-HCl 0.1M pH 7.4, y o-phe 300μM, obteniendo concentraciones 

finales de los extractos de (0.5 y 0.1) mg/mL, 100μM de ion Fe2+ y/o 100μM de ion Fe3+. 

Las absorbancias fueron medidas en un espectrofotómetro UV/Visible TR Reader 

Chimadzu a una λ 510nm, y los controles consistieron en sistemas similares en donde las 

alícuotas de los extractos fueron sustituidas por agua miliq. Para evaluar la estabilidad de 

los quelatos formados y verificar el potencial reductor de Fe+3 de los extractos, a los 90 

min a cada sistema de reacción se añadió ácido ascórbico 0.1050M para obtener una 

concentración final de 0.005M, y fue medida la absorbancia (1) hora después. 

Los porcentajes (%) de actividad de quelación de Fe+2 de los extractos fueron 

expresados como porcentaje comparado con controles constituidos de agua miliq, Tris-HCl 

0.1M pH 7.4, o-phe 300μM, e ion Fe+2. Los porcentajes de poder reductor de Fe+3 fueron 

expresados como un porcentaje comparado con los controles de Fe+2. Los porcentajes de 

actividad de quelación y reducción fueron calculados usando las siguientes fórmulas: 

Actividad Quelación Fe+2 (%)t(min) = (Abs. Control Fe
+2 – Abs. Extracto Fe

+2) x 100% 
                                                                          Abs. Control Fe

+2 

Poder Reductor Fe+3 (%)t(min) = (Abs. Extracto Fe
+3 – Abs. Control Fe

+3) x 100% 
                                                                                Abs. Control Fe

+2
 

Abs. Control Fe+2 es la absorbancia de la o-phe con Fe+2 sin extracto, Abs. Extracto Fe+2 es 

la absorbancia del extracto con o-phe y Fe+2, Abs. Control Fe+3 es la absorbancia de la o-phe 

con Fe+3 sin extracto, Abs. Extracto Fe+3 es la absorbancia del extracto con o-phe y Fe+3. 

 

21



3.4 Ensayo de la degradación oxidativa de la 2-Desoxy –D-ribosa (2-DR)  

 La inhibición de la degradación de la 2-DR in vitro, fue determinada de acuerdo a 

la metodología de J.M. Gutteridge (1981), basada en la cuantificación del principal 

producto de esta degradación, el malonildialdehído MDA, un compuesto de tres carbonos 

formado a partir del ataque del radical hidroxil a la 2-DR (Cheeseman et al., 1988). 

 El MDA formado a partir de la degradación de la 2-DR fue detectado y 

cuantificado espectrofotométricamente en medio ácido a través de la adición de ácido 

tiobarbitúrico (TBA) que, después de calentamiento, forma un cromóforo (MDA-TBA2) 

con pico de absorción en 532nm e coeficiente de absortividad molar (ε) 14.900M-1cm-1 

(J.M. Gutteridge 1985; Gutteridge JM 1981). La formación de aductos en medio ácido está 

probablemente iniciada por el ataque nucleofílico que implica el carbono 5 del TBA y el 

carbono 1 del MDA seguido de la deshidratación y posterior reacción del intermediario 

aducto 1:1 con una segunda molécula de TBA (D. R. Janero, 1990). 

 Acorde a la metodología, en sistemas separados el radical hidroxilo fue generado 

por las siguientes condiciones pro-oxidantes: i) H2O2, ii) FeSO4 y iii) H2O2 más FeSO4. En 

breve, por separado y en duplicado la 2-DR (3 mM) se pre-incubó a temperatura ambiente 

durante 20 min con tampón de fosfato de potasio 50 mM (pH 7.4) en las tres condiciones 

pro-oxidantes: i) 0.05 mM FeSO4, ii) 1 mM H2O2 y iii) 1 mM H2O2 más 0.05mM FeSO4. 

Después se incubaron a 37 °C durante 60 minutos, en ausencia y presencia de los extractos 

en concentraciones finales de (0.025, 0.05, 0.1 y 0.25 mg/mL). Las reacciones se 

detuvieron mediante la adición de ácido tricloroacético (TCA) 2.8% y de (TBA) 0.8%. 

Después, los medios de reacción se calentaron durante 20 min a 100 °C. La absorbancia se 

determinó en un espectrofotómetro UV/Visible TR Reader Shimadzu a una λ 532 nm y los 

resultados se expresaron como porcentaje de protección contra la degradación oxidativa en 

función de los controles, a raíz de la ecuación de (Mauricio Â. Q. 2006). 

Protección 2-DR (%) Pro-oxidante = [(Abs. Control – (Abs. Extracto – Abs. Blanco)] x 100% 
                                                                               Abs. Control 

Abs. Control es la absorbancia de la 2-DR con el pro-oxidante sin extracto, Abs. Extracto 

es la absorbancia de la 2-DR con pro-oxidante con extracto y Abs. Blanco es la absorbancia 

del pro-oxidante con extracto sin 2-DR. 
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3.4.1 Ensayo del mecanismo antioxidante en la degradación oxidativa de la (2-DR) 

Utilizando el ensayo de variación de concentración de la 2-DR (3mM, 3.5mM, 

4.0mM) según Mauricio Â. (2006), se determinó si el mecanismo de acción antioxidante 

de los extractos era quelante de metal (Fe+2) o secuestrador de radicales hidroxil. En este 

ensayo cuando el porcentaje de protección permanece constante en la medida que se 

aumenta la concentración de molécula alvo (en este caso, 2-DR), el antioxidante es del tipo 

quelante, esto es, él se acompleja al metal e inhibe la formación del radical hidroxil OH●. 

Cuando el porcentaje de protección disminuye a la medida que se aumenta la 

concentración de la molécula alvo 2-DR, el antioxidante es del tipo secuestrador, ya que 

está compitiendo con la molécula alvo por el radical hidroxil. Luego, con el aumento de la 

molécula alvo ocurre una disminución en el porcentaje de protección (Mauricio Â. 2006). 

 De conformidad, la degradación oxidativa de la 2-DR fue generada por la 

condición pro-oxidante iii), en la cual el radical hidroxil es formado a partir de la reacción 

de Fenton. Tres experimentos fueron hechos, el primero con la concentración de 2-DR 

3.0mM, un segundo con 2-DR 3.5mM, y el tercero con 2-DR 4.0mM. La protección de la 

2-DR fue calculada a raíz de la ecuación de (Mauricio Â. Q. 2006). 

Protección de la 2-DR (%) = [(Abs. (H2O2 + Fe+2) Control – (Abs. Extracto – Abs. Blanco)]x100% 
                                                          Abs. (H2O2 + Fe+2) Control 

Abs. (H2O2 + Fe+2) Control es la absorbancia de la 2-DR con (H2O2 + Fe+2) sin 

extracto; Abs. Extracto es la absorbancia de la 2-DR con (H2O2 + Fe+2) con extracto; Abs. 

Blanco es la absorbancia del (H2O2 + Fe+2) con extracto sin 2-DR. 

3.5 Análisis Estadístico  

 Los resultados son expresados como media ± S.E.M. Los análisis estadísticos se 

realizaron usando un análisis de dos-vía de varianza (ANOVA), seguido por prueba de 

Turkey's de múltiples comparaciones, utilizando el programa GraphPad Prism 6.0. Las 

diferencias se consideraron significativas cuando p < 0.05. 

 

 

 

 

 
23



4. RESULTADOS 

4.1 Rendimiento de las extracciones e identificación de taninos, polifenoles y 

flavonoides en los extractos del sorgo Guanipa 71 

A través de la “prueba del clareamiento con cloro” se pudo detectar la presencia de 

taninos condensados en muestras del híbrido de sorgo Guanipa 71 con cascara (Cuadro 1). 

Según lo observado en el Cuadro 2, fue detectada la presencia de flavonoides en los 

extractos de grano y cascara del sorgo Guanipa 71. Dentro de estos flavonoides detectados 

en los extractos, se discriminó la presencia de catequina. Fue detectada la presencia de 

polifenoles, taninos condensados e hidrolizables en los ECAG y ECAC. Sin embargo, los 

resultados de las pruebas de polifenoles, taninos condensados e hidrolizables fueron 

negativos para los EAG y EAC. De acuerdo con los resultados mostrados en el cuadro 3, se 

observó que fue obtenido un mayor porcentaje de rendimiento en las extracciones con la 

mezcla de acetona/agua 7:3, los resultados también revelaron que tanto en la extracción 

acuosa como en la cetoacuosa, el material de cascara reportó mayores porcentajes (%) de 

rendimiento que el material de grano.  

4.2 Análisis de HPLC-DAD 

La técnica de HPLC reveló la presencia de ácido gálico (tR = 12.35 min; pico 1), 

catequina (tR = 15.07 min; pico 2), ácido clorogénico (tR = 20.11 min; pico 3), ácido 

caféico (tR = 24.81 min; pico 4), ácido elágico (tR = 33.98; pico 5), rutina (tR = 40.56 min; 

pico 6), quercitrina (tR = 50.13 min; pico 7), quercetina (tR = 52.17 min; pico 8) y luteolina 

(tR = 60.12 min; pico 9) (Fig. 1 y Tabla 1 y 2) en los extractos de (grano y cascara) del 

hibrido de Sorgo Guanipa 71.  

 En la tabla 1 referente a las extracciones acuosas, muestra que el (EAG) exhibió 

mayor concentración en (mg/g) de ácido caféico (29.14 ± 0.01) y rutina (21.58 ± 0.03). En 

el (EAC) los compuestos mayoritarios en (mg/g) fueron la rutina (31.87 ± 0.02), ácido 

caféico (23.01 ± 0.03), ácido clorogênico (22.95 ± 0.01) y luteolina (22.67 ± 0.03). Los 

datos de la tabla 2, referente a las extracciones cetoacuosas, muestran que el (ECAG) 

exhibió mayor concentración en (mg/g) de ácido gálico (21.79 ± 0.01) y quercetina (16.27 

± 0.02). En el (ECAC) los compuestos mayoritarios en (mg/g) fueron el ácido caféico 

(23.05 ± 0.01), ácido gálico (15.49 ± 0.03), y quercetina (15.32 ± 0.02). Todos los valores 

fueron expresados como la (Media ± SD). 
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4.3 Actividad secuestradora de radical libre DPPH● 

La inhibición del radical libre DPPH● es acompañada por la disminución de su 

absorbancia por la acción de un antioxidante (AH) o una especie radical (R●). De igual 

forma el grado de cambio de color es proporcional a la concentración y potencia de los 

antioxidantes. 

Los resultados de la evaluación cuantitativa de la actividad antioxidante de los 

EAG, EAC, ECAG, ECAC de sorgo, y del control positivo ácido ascórbico, están 

representados en la figura 2. Tales resultados muestran que todos los extractos presentaron 

actividad secuestradora del radical DPPH●, por medio de la regresión no linear de las 

curvas se reveló que el EAG fue el menos efectivo con un IC50 430.3μg/mL, seguido por el 

EAC con un IC50 481μg/mL. Por otro lado, el ECAC exhibió un mayor potencial de IC50 

31.34μg/mL, seguido del ECAG de IC50 36.48μg/mL. El ácido ascórbico alcanzó una 

mayor actividad secuestradora con un IC50 5.52μg/mL. 

El análisis estadístico por ANOVA de dos vías, seguido del test de múltiples 

comparaciones, reveló que las actividades secuestradoras de los ECAC y ECAG fueron 

estadísticamente superiores a la de los EAC y EAG. El orden decreciente de la actividad de 

inhibición de radical libre DPPH● de los extractos de sorgo, fue el siguiente:                                   

IC50 μg/mL Ác. Asc.   >  ECAC   >  ECAG   >  EAG  > EAC 

4.4 Capacidad Antioxidante Relativa (CAR) 

El método de complejación por el fosfomolibdeno, es una manera simple y barata 

de evaluar la CAR de una mezcla compleja de compuestos, como es el caso de extractos 

obtenidos de plantas. La solución inicial de la prueba es amarilla, tornándose verde a 

medida que la solución de fosfato de molibdeno se reduce. Este método posee la ventaja de 

evaluar la capacidad antioxidante tanto de componentes lipofílicos como de hidrofílicos. 

La observación de la formación del complejo verde de fosfato/Mo(V) 

característico de la reducción del Mo (VI), reveló que los extractos exhibían CAR. 

Observación que se confirmó con los resultados de la evaluación cuantitativa de la CAR de 

los EAC, EAG, ECAC y ECAG, representados en la figura 3. 

La regresión no linear de las curvas reveló que el ECAG fue más efectivo con un 

IC50 227.6 μg/mL, seguido del ECAC con un IC50 303μg/mL. El EAC fue el tercero con un 

de IC50 1439 μg/mL, y el EAG exhibió la menor CAR con IC50 36.48μg/mL.  
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El análisis estadístico por ANOVA de dos vías, seguido del test de múltiples 

comparaciones, reveló que los ECAC y ECAG fueron estadísticamente superiores en CAR, 

que los EAG y EAC. El orden decreciente de CAR de los extractos de sorgo, fue el 

siguiente:               IC50 μg/mL : ECAG > ECAC > EAC > EAG 

4.5 Actividad quelante de ion Fe+2 y Poder reductor de ion Fe+3
  

La actividad quelante y reductora de los diferentes extractos fue evaluada por la 

capacidad de los mismos en quelar Fe+2 y reducir Fe+3 respectivamente, a través del ensayo 

de la o-phe. Los datos de las figuras 4A, 4B, 4C y 4D son referentes a los efectos de los 

ECAC, EAC, ECAG y EAG en concentraciones de 0.1 e 0.5 mg/mL. El análisis estadístico 

por ANOVA de dos vías, seguido del test Tukey´s de múltiple comparaciones de los 

resultados, mostró que los extractos fueron efectivos en quelar Fe+2 con mayor poder en la 

concentración de 0.5mg/mL. También reveló que las actividades quelantes de los EAC y 

EAG (0.5mg/mL) fueron cinéticamente mayores por observarse un descenso de las 

absorbancias más rápidos que la de los ECAC y ECAG. Sin embargo, se evidenció que los 

ECAC y ECAG formaron quelatos termodinámicamente más estables, comportamiento 

sustentado por el menor aumento de la absorbancia del quelato ferroína (ph)3Fe+2 al ser 

añadido el ácido ascórbico, en relación a los controles de Fe+2 en 150min. 

Con relación al poder reductor (lecturas abajo en las figuras 4A y 4C), el análisis 

estadístico de los resultados muestra que solamente los ECAC y ECAG exhibieron 

actividades reductoras. Este efecto aumentó significativamente a partir de 45 minutos en la 

concentración de 0.1mg/mL en el caso del ECAC (figura 4A), y en el caso del ECAG (Fig. 

4C) el efecto del poder reductor aumentó significativamente a partir de 45 minutos en las 

dos (2) concentraciones testadas. No obstante, el aumento de la absorbancia después de 

añadir el ácido ascórbico, evidenció que los extractos redujeron parcialmente la totalidad 

de Fe+3 presente, en relación a los controles de Fe+2 en 150min. 

En términos comparativos se observó que los EAG y EAC presentaron actividad 

quelante cinéticamente mayor que los ECAG y ECAC. Por otro lado, los ECAG y ECAC 

exhibieron mayor poder reductor, y formaron quelatos termodinámicamente más estables.  

La tabla 3. Presenta los porcentajes de actividad de quelación de los extractos 

0.5mg/mL hasta 90 minutos, observándose el siguiente orden de quelación:              

EAG > EAC > ECAC > ECAG 
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 La tabla 4. Presenta los porcentajes de potencial reductor de los extractos 

0.5mg/mL hasta 90 minutos, observándose el siguiente orden de reducción: 

ECAG > ECAC > EAC > EAG 

4.6 Degradación oxidativa de la 2-Desoxy-D-ribosa (2-DR) 

 La protección debida a los extractos contra la degradación oxidativa de la 2-DR, 

fue determinada por la metodología basada en la detección indirecta de aldehídos, 

principalmente el MDA. El MDA formado a partir de la degradación de la 2-DR, fue 

detectado y cuantificado en medio ácido a través de la adición (TBA) que, después de 

calentamiento, forma un cromóforo (MDA-TBA2) con pico de absorción en 532nm.  

 En las figuras (A) EAC, (B) ECAC, (C) EAG, y (D) ECAG, Se observó que los 

extractos exhibieron una importante protección contra la degradación de la 2-DR generada 

por H202 1mM, pero el análisis estadístico por ANOVA de dos vías, seguido del teste 

Tukey's de múltiples comparaciones, reveló que en las concentraciones de (0.25, 0.5) 

mg/mL los ECAC (B) y EAG (C) exhibieron una significativa mayor protección que los 

EAC (A) y ECAG (D). 

 En el sistema oxidativo de Fe+2 50μM de la 2-DR, los EAC, ECAC, EAG, y 

ECAG, confirieron una creciente protección contra la degradación oxidativa de la 2-DR 

conforme se aumentó las concentraciones de los mismos, a su vez los ECAC, EAG, y 

ECAG, según el análisis estadístico fueron estadísticamente más protectores que el EAC, 

mas no se observó diferencia significativa entre las protecciones conferidas por los ECAC, 

EAG, y ECAG. 

 Respecto a la degradación oxidativa de la 2-DR por la reacción de Fenton (Fe+2 

50μM + H202 1mM), los ECAC y ECAG se mostraron más efectivo en proteger la 2-DR 

que los EAC y EAG que se caracterizaron por conferir baja protección a la 2-DR. Por otro 

lado, el análisis estadístico de los resultados reveló que la protección conferida por el 

ECAC fue significativamente superior a la del ECAG. 

 La protección conferida a la 2-DR por los extractos, fue estadísticamente inferior 

en el sistema Fenton que en los sistemas oxidativos de Fe+2 y H202 por separados. 

 Al considerar el análisis estadístico global de los resultados de la figura 5, se 

observó que el ECAC fue más efectivo en inhibir la degradación de la 2-DR en los tres 
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sistemas oxidativos. No obstante, considerando el análisis estadístico de los resultados se 

pudo establecer el siguiente orden de actividad protectora de los extractos. 

ECAC > EAG ≈ ECAG > EAC 

4.6.1 Mecanismo antioxidante en la degradación oxidativa de la (2-DR) 

  Con el fin de determinar si la protección exhibida por los extractos en el sistema 

Fenton envolvió el poder quelante o la acción scavenger, se realizó el ensayo de variación 

de la concentración de la 2-DR. Para este ensayo se consideraron los ECAC y ECAG, 

porque fueron los que exhibieron mayores porcentajes (%) de protección ante el sistema 

Fenton. En conformidad se evaluó la acción protectora de los extractos en la 2-DR en 

sistemas de degradación oxidativa con Fe+2/H2O2 en concentraciones fijas, variando la 

concentración de la molécula alvo 2-DR (3.0, 3.5, 4.0) mM, y realizando comparaciones 

entre los niveles de protección de las mismas concentraciones de los extractos por cada 

sistema de reacción. 

 El análisis estadístico por ANOVA de dos vías, seguido del test Turkey's de 

comparaciones múltiples de los resultados de las figuras (6A) ECAC y (6B) ECAG, reflejó 

que al variar las concentraciones de la molécula alvo 2-DR, los porcentajes (%) de 

protección de la 2-DR conferida por los ECAC y ECAG por cada concentración, 

permaneció significativamente constante. Es probable que el conjunto de compuestos 

presentes en los dos extractos actuaron como un antioxidante del tipo quelante, esto es, se 

dió la complejación al metal e inhibiendo consecuentemente la formación del radical 

hidroxil.  

 En la tabla 5, el resumen de los valores de IC50 y porcentajes (%) de actividad 

antioxidante revelada a través de los ensayos realizados, demostró que los ECAG y ECAC 

exhibieron mayores potenciales antioxidantes que los EAG y EAC. Entre los extractos 

cetoacuosos, el ECAC en términos generales fue más eficaz como agente antioxidante que 

el ECAG. En cuanto a los extractos acuosos, el EAG exhibió globalmente mayor potencial 

antioxidante que el EAC. En conclusión el orden global de potencial antioxidante de los 

extractos fue el siguiente: 

ECAC > ECAG > EAG > EAC 
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5.- DISCUSIÓN y CONCLUSIONES 

Varios estudios epidemiológicos y clínicos han demostrado la importancia de los 

fitoquímicos, compuestos fenólicos -como ácidos fenólicos, flavonoides, taninos, lignanos 

y quinonas, entre otros- en la prevención de diferentes tipos de patologías, especialmente 

las de carácter oxidativo (Thomasset S. C, et al, 2007; Mikkelsen T. B, et al, 2006). 

Consecuentemente, la relevancia de pesquisas enfocadas en el uso de alimentos con 

fitoquímicos que podrían funcionar como componentes nutracéticos aumentó 

considerablemente en las últimas décadas (Gülçin, Huyut, Elmastas, 2010). En este 

contexto, el presente trabajo fue realizado para identificar los compuestos bioactivos 

presentes en extractos de grano y cascara del sorgo granífero híbrido Guanipa 71 e 

investigar el potencial antioxidante de los mismos a través de diferentes ensayos in vitro. 

En general, el conjunto de ensayos experimentales reveló la presencia de diferentes 

compuestos fenólicos en la composición de los extractos y propiedades antioxidantes de 

los mismos, como por ejemplo capacidad scavenger de radical, reductoras y quelantes de 

iones ferroso. 

La detección de taninos condensados en el cereal integral del sorgo, de taninos 

condensados e hidrolizables en los extractos cetoacuoso de cascara y grano, al igual que en 

otros trabajos, confirman que sorgos venezolanos poseen taninos condensados entre sus 

metabolitos secundarios (Jaramillo, M., et al., 1993; Ciccola, P., 1989). La detección de 

taninos condensados en las muestra integrales de sorgo, a través de la “prueba del 

clareamiento con cloro” tiene una relevante importancia en el momento de colectar el 

material vegetal, una vez que ésta nos permite discriminar y seleccionar entre sorgos con 

presencia o ausencia de taninos condensados entre sus metabolitos secundarios, de acuerdo 

al objetivo de la investigación. La presencia de catequinas en los extractos también reveló 

la presencia de taninos, una vez que catequinas en extractos naturales no son halladas 

como estructuras monoméricas sino, asociadas a taninos, (Marcano, D. y Hasegawa, M., 

1991). Estas moléculas de catequina pudieron ser escindidas de moléculas de taninos 

durante el proceso de extracción. 

Las pruebas de reconocimiento de polifenoles y flavonoides, permitieron obtener 

resultados sobre el tipo de compuestos bioactivos presentes en los extractos del sorgo, en 

especial de flavonoides, y de esta forma se tuvo la noción de que compuestos estándares 

podrían considerarse en el análisis de HPLC-DAD.  
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Mayores rendimientos de extracción obtenidos con la mezcla acetona/agua 7:3, 

confirmaron a esta mezcla como la mejor opción de extracción. Eso pode estar relacionado 

con el hecho de que la acetona es un solvente dipolar que no forma estructuras asociadas, 

esto porque la carga positiva en su dipolo no reside en un átomo de hidrógeno, lo que le 

impide formar puentes de hidrógeno, al contrario del agua que por ser un solvente polar 

prótico tiene la capacidad de acoplarse mediante la formación de puentes de hidrógeno 

(Cortez D., 2012). Otro factor que pudo contribuir al rendimiento de la extracción 

cetoacuosa, es que la acetona tiene mayor capacidad de infiltrar el material vegetal. Se 

clasifica la capacidad de infiltrar de los solventes, conforme a valores en aumento de la 

tensión superficial (dinas/cm) y a valores decrecientes de viscosidad (centipoise) (M. 

Dauchot, 1973). Considerando la baja viscosidad y la tensión superficial media, las 

acetonas son en general clasificadas como infiltrantes (L. Masschelein–Kleiner, 2004). No 

obstante, análisis de HPLC en los extractos revelaron compuestos en común, quercetina, 

quercitrina, luteolina, catequina, rutina, ácidos gálico, elágico, caféico y clorogénico. La 

realización de los dos tipos de extracciones permitió determinar cuál de ellas reportaba un 

mayor porcentaje (%) de rendimiento, y así, usar la misma para futuros trabajos con otros 

cultivares de sorgo. 

 Las mayores concentraciones de compuestos hábiles en transferir electrones, 

como quercetina, ácidos gálico y elágico, encontradas en los ECAC y ECAG podrían 

justificar sus mayores niveles de inhibición del radical DPPH●,  y de reducción de Mo (VI) 

y Fe+3. El ácido elágico hidratado y el ácido gálico, poseen el grupo pirogalol en presencia 

de estructuras π-conjugadas que confieren mayor oxidabilidad para reducir iones metálicos 

e inhibir DPPH● por transferencia de protones, formando a la vez quinonas que pueden ser 

estabilizadas por resonancia (Rice-Evans, Miller & paganga, 1996). La estructura π-

conjugada que permite la deslocalización de electrones, y el grupo catecol en el anillo B, 

favorecen el potencial de reducción de la quercetina, esta estructura probablemente activa 

el mecanismo de donación de un electrón y liberación de un protón, resultando en la 

formación de una semiquinona, la cual puede donar otro electrón y liberar otro protón para 

formar una quinona (Lopes, et al., 1999; Ananth Sekher. P., et al., 2001). Los protones 

liberados inhiben al DPPH● y los electrones reducen Mo (VI) y Fe+3. Interesantes estudios 

in vitro, postulan la quercetina como el flavonoide con el mayor poder secuestrador de 

especies reactivas de oxígeno (Heijnen, C. G., 2002). Bajos niveles de rutina y quercitrina, 

que poseen sus C-3 glicosilado, y del compuesto luteolina que no posee el grupo 3-OH, 
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parecen ser factores que suman una débil acción secuestradora a la quercetina y a los 

ácidos gálico y elágico en los ECAC y ECAG (Rice-Evans, Miller & paganga, 1996). 

Mayores niveles de catequina en los ECAC y ECAG parecen no contribuir a la inhibición 

de DPPH●, por no presentar el grupo 4C=O, ni el enlace doble C2-C3, para promover la 

deslocalización de electrones entre los anillos A y B, causando una menor actividad 

secuestradora (Rice-Evans et al., 1996).                                  

 Mayores porcentajes (%) de quelación de Fe+2 fueron observados por los EAC y 

EAG. Los resultados del EAC podrían explicarse por sus mayores concentraciones de los 

compuestos rutina, luteolina, ácidos caféico y clorogénico; mientras que en el caso de los 

resultados del EAG podrían ser debido a los compuestos mayoritarios rutina, quercitrina, y 

los ácidos caféico y clorogénico. Estos compuestos presenta en su estructura química el 

grupo catecol que favorece la completa acomplejación de iones Fe+2. En el caso de la 

rutina, su actividad antioxidante es mejorada cuando esta está acomplejada a iones 

metálicos (Afanas´eva, et al., 2001). La formación del complejo entre catecol y un ion 

metálico provocaría una disminución en el pKa de hidrógeno del segundo hidroxilo 

fenólico y, con eso, favorecería la completa acomplejación Fe-catecol (Pardo-Abreu G. L., 

et al., 2006). Teóricamente la quercetina posee tres posibles sitios de quelación del ion 

Fe+2; el grupo catecol del anillo B, el grupo 3-OH con el 4 C=O, y 4 C=O con el grupo 5-

OH (Leopoldini, M, et al., 2004b). Esta capacidad quelante de los EAC y EAG del sorgo 

granífero híbrido Guanipa 71, podría orientar hacia nuevas estrategias alimenticias para 

evitar la sobrecarga de iones Fe+2 y la consecuente generación de radicales libres (Robak 

J., 1985). La baja actividad reductora de estos extractos, puede explicarse por sus bajos 

niveles de quercetina, ácidos gálico y elágico. Mientras que las actividades quelantes de 

Fe+2 de los ECAC y ECAG podrían justificarse en parte por el efecto sinérgico de los 

niveles de, catequina, rutina, quercitrina, luteolina, ácidos caféico y clorogénico. 

 Los quelatos formados entre el ion Fe+2 y los compuestos presentes en los EAC y 

EAG fueron cinéticamente favorecidos por disminuir más rápidamente la absorbancia 

característica del quelato ferroína (ph)3Fe+2. Sin embargo, los quelatos formados entre el 

ion Fe+2 y los compuestos presentes en los ECAC y ECAG, ocasionaron un menor 

aumento de la absorbancia del quelato ferroína, al ser añadido el ácido ascórbico a los 90 

minutos de iniciado el ensayo, esto evidenció que los quelatos formados tenían mayores 

estabilidades termodinámicas, y consecuentemente energías de estabilización superiores a 
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la del quelato ferroína de alta energía de estabilización de campo cristalino (EECC) 

(Shriver, A., 2003).  

El Hierro puede encontrarse en dependencia de las características de los organismos 

de cada individuo, en concentraciones que varían entre 35 a 50mg/Kg, en forma funcional 

como hemoglobina, mioglobina, citocromos, enzimas con complejos de sulfuro de hierro y 

otras Fe-dependientes (Hermes-Lima, M., 2004; Manjunatha H, Srinivasan K., 2006). El 

Fe tiene la capacidad única de alterar su equilibrio redox en respuesta a ligandos, que hace 

que sea esencial para diversos procesos celulares (Kruszewski M., 2003). Por tales razones 

las células mantienen la concentración de hierro libre a un nivel mínimo requerido para 

evitar los efectos tóxicos de su exceso. Sin embargo, en algunas situaciones se altera su 

equilibrio y los resultados de su sobrecarga que se asocia con el estrés oxidativo que 

induce varios problemas de salud (Goodman LS, & Gilman A., 2006). Antes estos 

desequilibrios el cuerpo carece de medios efectivos para excretar excesos de hierro y por lo 

tanto el interés en desarrollar agentes quelantes capaces de formar complejos con hierro y 

promover su excreción (Liu ZD, & Hider RC. 2002; Birch N, et al., 2006). La interesante 

capacidad de los extractos acuoso y cetoacuoso del sorgo Guanipa 71 para quelar iones 

Fe+2 in vitro, reveló la noción de que este cereal podría actuar como un alimento que 

además de energéticamente suplir al consumidor, sume una acción de control sobre los 

niveles de Fe+2 en el organismo. 

 La donación sinérgica de electrones de los niveles de quercetina, ácidos gálico y 

elágico, presentes en el ECAC, podría explicar la mayor inhibición de degradación 

oxidativa de la 2-DR frente al H2O2, en comparación al EAC. Este mecanismo genera 

especies radicalares que son estabilizadas por formación de semiquinonas y quinonas para 

prevenir las reacciones en cadena de radicales (Wright, J.S., et al., 2001; Leopoldini M. et 

al., 2004a; Leopoldini M. et al., 2004b). El EAG con mayor nivel de ácido elágico exhibió 

una mayor inhibición de degradación oxidativa de la 2-DR, que el ECAG con mayores 

niveles de ácido gálico y quercetina. Esto podría deberse a los mayores niveles de ácidos 

clorogénico y caféico, que al disociarse neutralizarían radicales ●OH por la vía de 

formación de enlaces covalentes entre los átomos de oxígeno de carga negativa y átomos 

de oxígeno del ●OH, formando peroxiácidos R(C=O)OOH. Para la formación del ●OH, un 

posible mecanismo pudo ser que del 21% de O2 atmosférico (Halliwell B, & Gutteridge J; 

2007), una pequeña fracción energéticamente excitada e inestable (oxígeno singlete 1O2 

con dos electrones apareados en los orbitales antienlazantes π* 2p) (Halliwell B., 2006), 
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fue reducida debido al favorable potencial de reducción (-0.33volt) para formar el anión 

O2
●-, y luego la reacción de Haber-Weiss en la que el O2

●- y H2O2 promueven la formación 

del radical ●OH (F. Haber & J. Weiss, 1932; WH Koppenol, 2001). Por ser pequeña la 

fracción de oxígeno singlete, es generada una baja concentración de O2
●- que a su vez se 

comporta como reactivo limite en la reacción con el H2O2, limitando la formación de ●OH. 

Esto explicaría la mayor protección de la 2-DR en el sistema de H2O2 que en el sistema de 

Fenton con mayor concentración de ●OH formada por la reacción directa del Fe+2 y H2O2. 

De igual forma este mecanismo podría justificar los mayores niveles de protección 

conferidos por los EAC, ECAC, EAG, y ECAG a la 2-DR en el sistema de degradación 

por Fe+2.  

 La inhibición de degradación oxidativa de 2-DR por los EAC, ECAC, EAG y 

ECAG frente a la acción del Fe+2, guardó una importante correlación de pendiente positiva 

con el aumento de la concentración de cada extracto. Tales datos indican una acción 

antioxidante por vía de quelación de iones Fe+2, previniendo que éstos participen en la 

generación de radicales libres (Leopoldini M. et al., 2004a; Leopoldini M. et al., 2004b; 

Jovanovic, S., et al., 1998). Un posible mecanismo para la formación del ●OH podría partir 

de la reacción de auto-oxidación del Fe+2 para producir radicales O2
●- que al combinarse 

con protones del medio reaccionar formarían H2O2; la fracción de Fe+2 sin oxidar 

reaccionaría con el H2O2 formado, produciendo el radical ●OH (Hermes-Lima M., 2004; 

Fenton H., 1894; Azzi A. et al., 2004). El radical ●OH con constantes de reacción con otras 

moléculas que varían de 107 y 109 M-1.S-1, oxidaría con facilidad a la 2-DR (Halliwell B, 

2006; Genestra M, 2007). 

 Niveles constantes de protección de la 2-DR al variar su concentración frente a 

concentraciones fijas de Fe+2/H2O2, podrían reconfirmar en términos generales que el 

conjunto de compuestos presentes en los ECAC y ECAG actuaron como un antioxidante 

del tipo quelante de Fe+2 previniendo de ese modo la formación de H2O2 y ●OH. No 

obstante, tal mecanismo quelante no excluye una componente secuestradora de radicales 

libres, hecho evidenciado por otros autores (Andrade RG, et al., 2006; South PK, & Miller 

DD, 1998). Además, quelatos formados podrían ser capaces de secuestrar O2
●- (Mahal HS, 

et al., 2005). Se ha demostrado que la actividad antioxidante de la rutina, es mejorada 

cuando esta está acomplejada a iones metálicos (Afanas´eva, et al., 2001). 

 En conclusión, el conjunto de resultados obtenido en este trabajo muestran que los 

extractos de grano y cascara del genotipo de sorgo granífero [Sorghum bicolor (l.) 
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Moench] híbrido Guanipa 71, exhibieron elevadas actividades antioxidante in vitro, las 

cuales fueron confirmadas  a través de la capacidad secuestradora de radical libre DPPH●, 

la actividad quelante de ion Fe+2, poder reductor de ion Fe+3, capacidad de inhibir la 

degradación oxidativa de la (2-DR), y la Capacidad Antioxidante Relativa (CAR). Tales 

propiedades tornan el sorgo granífero una planta promisoria para ser evaluada en estudios 

antioxidantes in vivo, y perfilan el uso de granos y cascaras del cereal integral en 

alimentación humana con importantes propiedades antioxidantes, a pesar de que taninos 

condensados fueron confirmados entre sus metabolitos secundarios. 

 La cascara del sorgo al igual que la cascara de otros cereales tradicionales, es 

comúnmente desechada en el proceso de producción de alimentos humano y animal. Sin 

embargo, este trabajo reveló compuestos bioactivos en sus extractos acuosos y 

cetoacuosos, entre los cuales figuraron los flavonoides y ácidos fenólicos que le 

confirieron relevante actividad antioxidante in vitro, estos resultados tornan a cascara de 

sorgo como un importante material vegetal a ser considerado en la producción de 

alimentos humano.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

34



6. FIGURAS 

  Cuadro 1.  Identificación de taninos condensados en el sorgo integral. 
Sorgo granífero [Sorghum bicolor (L.) Moench] 

híbrido Guanipa 71 
“Prueba del clareamiento con 

cloro” 
(Waniska et al., 1992). Positiva (+) (color marrón) 

 

  Cuadro 2. Reconocimiento de polifenoles, flavonoides y taninos 
Extracto acetona/agua Extracto acuoso 

Reacción Grano Cascara Grano Cascara 
H2SO4 conc. Flavonoides + + + + 
FeCl3 2% Flavonoides + + + + 
HCl conc./Δ (catequinas) + + + + 
FeCl3 2%   (Polifenoles) + + - - 
FeCl3 2% (Taninos condensados)  + + - - 
FeCl3 2% (Taninos hidrolizables) + + - - 

 Prueba positiva = +       Prueba negativa = -    

  Cuadro 3. Porcentajes (%) de rendimiento de las extracciones 
Extracción acetona/agua Extracción acuosa 

Muestra 
Material 

total m(g) 
m(g) 

extracto 
% (m/m) 

Rend. 
Material 

total m(g) 
m(g) 

extracto 
% (m/m) 

Rend. 
Grano 285 11.05 3.87 185 4.92 2.66 
Cascara 130 7.94 6.1 125.5 4.63 3.69 

Rend. = Rendimiento. 
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S. granífero bicolor hibrido Guanipa 71 
(grano) extracto acuoso 

S. granífero bicolor hibrido Guanipa 71 
(cascara) extracto acuoso 

  

S. granífero bicolor hibrido Guanipa 71 
(grano) extracto acetona/agua 

S. granífero bicolor hibrido Guanipa 71 
(cascara) extracto acetona/agua 

 

Figura 1 – Perfil representativo de la cromatografía líquida de alta eficiencia del 
hibrido de Sorgo granífero bicolor Guanipa 71. EAG (a), EAC (b), ECAG (c) y ECAC 
(d). Ácido gálico (pico 1), catequina (pico 2), ácido clorogénicos (pico 3), ácido caféico 
(pico 4), ácido elágico (pico 5), rutina (pico 6), quercitrina (pico 7), quercetina (pico 8) 
y luteolina (pico 9).  
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  Tabla 1. Composición fenólica de los EAG y EAC del Sorgo granífero Guanipa 71. 
Compuestos Acuoso (grano) mg/g Acuoso (cascara) mg/g 
Ácido gálico 6.23 ± 0.01 a 16.07 ± 0.02 a 
Catequina 1.98 ± 0.03 b 3.14 ± 0.01 b 
Ácido clorogénico 6.47 ± 0.02 c 22.95 ± 0.01 c 
Ácido caféico 29.14 ± 0.01 d 23.01 ± 0.03 c 
Ácido elágico 15.67 ± 0.01 e 8.62 ± 0.01 d 
Rutina 21.58 ± 0.03 f 31.87 ± 0.02 e 
Quercitrina 15.69 ± 0.01 e 9.94 ± 0.03 f 
Quercetina 6.42 ± 0.01 a 3.08 ± 0.01 b 
Luteolina 9.87 ± 0.02 g 22.67 ± 0.03 c 
Resultados son expresados como media ± desviación estándar (SD) de tres 
determinaciones. Promedios seguidos por letras diferentes difieren por la prueba de 
Tukey en p <0.05. 

  Tabla 2. Composición fenólica de los ECAG y ECAC del Sorgo granífero Guanipa 71. 
Compuestos Acetona/agua (grano) mg/g Acetona/agua (cascara) mg/g 
Ácido gálico 21.79 ± 0.01 a 15.49 ± 0.03 a 
Catequina 9.36 ± 0.01 b 9.28 ± 0.02 b 
Ácido clorogénico 3.07 ± 0.02 c 9.31 ± 0.01 b 
Ácido caféico 14.39 ± 0.01 d 23.05 ± 0.01 c 
Ácido elágico 3.18 ± 0.03 c 13.27 ± 0.03 d 
Rutina 9.12 ± 0.01 b 13.29 ± 0.01 d 
Quercitrina 13.95 ± 0.01 d 5.12 ± 0.01 e 
Quercetina 16.27 ± 0.02 e 15.32 ± 0.02 a 
Luteolina 5.03 ± 0.03 f 5.17 ± 0.01 e 
Resultados son expresados como media ± desviación estándar (SD) de tres 
determinaciones. Promedios seguidos por letras diferentes difieren por la prueba de 
Tukey en p <0.05.  
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Figura 2. Gráfico de la actividad secuestradora de radical libre de los EAC    , ECAC ɸ, 
EAG  , ECAG Δ de sorgo, medida por el ensayo del radical libre 1,1- Diphenyl – 2 
picryhidrazyl (DPPH●). Ácido ascórbico     fue usado como control positivo. 

Los valores son expresados como las medias ± S.E.M. (n=11) [Regresión no linear de las 
transformadas de las curvas, ANOVA de dos-vía, seguido del test multiple comparisons. 
Fue usado el programa GraphPad Prism 6.0]. 
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Figura 3. Efecto en la reducción del Mo (VI) a Mo (V) de los EAC □, EAG   , ECAC ○ y 
ECAG Δ de sorgo. 

Los valores son expresados como las medias ± S.E.M. (n=6) [Regresión no linear de las 
transformadas de las curvas, ANOVA de dos-vía, seguido del test multiple comparisons, 
fue usado el programa GraphPad Prism 6.0]. 
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Figura 4. Efecto de los ECAC (A), EAC (B), ECAG (C) y EAG (D), sobre la absorbancia 
en los sistemas de reacción (Fe+2 100μM /o-fenantrolina 15μM) y (Fe+3 100μM /o-
fenantrolina 15μM).  

0.5 mg/mL de extracto + Fe+2 ● 0.5 mg/mL de extracto + Fe+3 Δ 
0.1 mg/mL de extracto + Fe+2     0.1 mg/mL de extracto + Fe+3 □ 
Control Fe+2 ▲ Control Fe+3 ▼ 

Los valores son expresados como las medias ± S.E.M. (n=11) [ANOVA de dos-vía, 
seguido del test Tukey´s de múltiples comparaciones. Fue usado el programa GraphPad 
Prism 6.0]. 
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   Tabla 3. Porcentajes (%) de quelación de los extractos.  
 (%) quelación Fe+2 / Tiempo (min) Ac. Asc.

Amostra (0.5mg/mL) 2.5 5 20 30 45 60 75 90 150 
ECAC 22.267 30.935 37.635 39.839 45.551 46.124 46.918 47.336 28.049 

EAC 20.315 25.827 38.246 44.492 48.860 53.438 55.708 59.115 9.686 

ECAG 12.989 17.231 22.984 26.794 28.326 29.404 32.416 32.402 26.697 

EAG 22.876 33.021 46.409 54.325 58.524 62.267 63.966 65.091 48.998 
 
Ordem de atividade de quelação: 

EAG (65.09%) > EAC (59.12%) > ECAC (47.34%) > ECAG (32.40%) 

 
    Tabla 4. Porcentajes (%) de reducción de los extractos. 

 (%) reducción Fe+3/ Tiempo (min)  Ac. Asc 

Amostra (0.5mg/mL) 2.5 5 20 30 45 60 75 90 150 
ECAC 19.338 19.970 23.359 22.602 23.817 25.131 24.292 22.903 22.579

EAC 3.439 3.973 3.454 3.875 4.910 7.770 7.262 8.803 43.566

ECAG 33.001 31.789 38.918 41.223 42.324 41.310 39.858 42.252 26.092

EAG -1.680 1.713 1.904 2.495 -0.586 -2.906 -2.519 -1.529 30.128
 
Ordem do potencial redutor:  

ECAG (42.25%) > ECAC (22.91%) > EAC (8.8%) > EAG (-1.53%) 
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Figura 5. Porcentaje (%) de protección de la 2-DR de los EAC (A), ECAC (B), EAG (C) 
y ECAG (D) de sorgo, en tres sistemas de degradación in vitro: H2O2 1mM-Ext     ; Fe+2 

50μM-Ext      ; Fe+2 50μM + H202 1Mm-Ext      . 

Los valores son expresados como las medias ± S.E.M. (n=8) [ANOVA de dos-vía, seguido 
del test Tukey´s multiple comparisons. Fue usado el programa GraphPad Prism 6.0]. 

ab: Protección significativamente mayor en la comparación de los extractos A y B, entre 
sistema oxidativo similar de igual concentración. 

Las letras en minúscula definen los extractos que son comparados. 
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Figura 6. Porcentaje (%) de protección de la 2-DR por los ECAC (A) y ECAG (B) de 
sorgo, en la degradación oxidativa generada por la reacción de Fenton in vitro Fe+2 50μM 
+ H202 1mM, en concentraciones (3.0mM, 3.5mM, 4.0Mm) de 2-DR.  

Los valores son expresados como las medias ± S.E.M. (n=4) [ANOVA de dos-vía, seguido 
del test Tukey´s multiple comparisons. Fue usado el programa GraphPad Prism 6.0]. 
  

Tabla 5. Resumen de los valores de IC50 y porcentajes (%) de actividad antioxidante. 

Ensayo EAG EAC ECAG ECAC 

IC50 DPPH● (μg/mL) 430.3 481 36.48 31.34 

IC50 CAR (μg/mL) 3010 1439 227.6 303 

Ophe (%) quelación 90min. 65.09 59.12 32.40 47.34 

Ophe (%) reducción 90min. -1.53 8.8 42.25 22.91 

H2O2 38.96 28.91 30.27 40.57 

Fe+2 38.08 27.27 39.53 41.58 
2-DR (%) 
protección 

H2O2 + Fe+2 17.18 10.67 17.77 29.60 
• En los ensayos de la ophe y 2-DR, la concentración de los extractos fue 

0.5mg/mL. 
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8. CONCLUSÕES 

Com a realização do presente trabalho, conclui-se: 

• Os maiores rendimentos de extração foram obtidos com a mistura acetona/água 7:3. 

Nos dois tipos de extrações, a casca rendeu maiores porcentagens (%) de 

rendimento que o material de grão.  

• Presencia de taninos condensados no cereal integral do sorgo Guanipa 71, de 

catequina nos extratos aquoso e cetoaquoso da casca y grão, como também taninos 

hidrolisáveis nos extratos cetoaquoso de casca e grão do sorgo confirmaram estes 

tipos de compostos entre seus metabolitos secundários. Porém, em todos os extratos 

do sorgo foram identificados por HPLC os compostos comuns, quercetina, rutina, 

quercitrina, luteolina, catequina, ácidos gálico, elágico, caféico e clorogênico. 

• Segundo a análise estatística dos resultados, os ECAC e ECAG foram mais efetivos 

em inibir o radical DPPH●, e reduzir Mo (VI) e Fe+3, em comparação aos EAC e 

EAG. Por outro lado, os EAC e EAG apresentaram maior atividade quelante de 

Fe+2. Os ECAC y EAG causaram uma significativa maior inibição da degradação 

oxidativa da 2-DR frente ao H2O2, em comparação ao EAC y ECAG. Tanto para o 

grão como para a casca, o efeito inibitório dos extratos foi estatisticamente mais 

proeminente nos sistemas com H2O2 e Fe+2 que no sistema de Fenton. Níveis 

estatisticamente constantes de proteção da 2-DR ao variar a concentração da 

mesma (2-DR), contra concentrações fixas de Fe+2/H2O2 (Fenton), revelaram em 

termos gerais que o conjunto de compostos presentes nos ECAC y ECAG atuaram 

como antioxidantes via quelante de Fe+2, prevenindo deste modo a formação de 

H2O2 e ●OH. 
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9.- PERSPECTIVAS 

 Projeta-se realizar: 

• Pesquisas sobre a capacidade antioxidante de extratos do híbrido de sorgo Guanipa 

71 y outros híbridos em modelos experimentais in vivo tais como a Drosophila 

melanogaster ou ratos. 

• Estudos sobre controle de concentração de ferro em organismos in vivo por meio de 

dietas a base de diversos extratos de cultivares de sorgo. 

• Compilação de estudos pré-clínicos e clínicos sobre ingestão de alimentos baseado 

em cultivares de sorgo e níveis de Fe+2 livre e sérico em humanos.  

• Meta-analises de estudos de ingestão de cultivares de sorgo como fonte alimentar e 

patologias associadas ao controle de níveis de íons ferroso livre em humanos. 
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