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RESUMO

MARTINEZ, Oscar David Medina, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
dezembro de 2017. Farinha mista de sorgo e quinoa: qualidade proteica
e potencial antioxidante in vivo. Orientadora: Ménica Ribeiro Pirozi.
Coorientadores: Frederico Augusto Ribeiro de Barros e Hercia Stampini
Duarte Martino.

O crescente movimento de consumidores dedicados a “vida saudavel”,
assim como o aumento de doencas crénicas nio transmissiveis relaciona-
das a ma nutricdo, tem aumentado o interesse por fontes alternativas e por
produtos alimenticios com alegac¢des funcionais. Neste contexto, o sorgo e a
quinoa se apresentam como uma possibilidade de consumo aos cereais
convencionais, em funcao do elevado teor de proteina presente na quinoa e
da elevada capacidade antioxidante do sorgo, além do conteudo de fibra
alimentar e auséncia de gluten. O presente trabalho teve como objetivo
avaliar a qualidade proteica e a capacidade antioxidante de farinha mista de
sorgo e quinoa in vivo. Foram avaliadas a capacidade antioxidante e a
composi¢cao centesimal de farinhas de graos de sorgo e quinoa cruas e
farinhas de grdos submetidos ao tratamento térmico em estufa com
circulagdo de ar (105°C/30 min), ndo tendo sido observadas diferencas
significativas. O experimento foi dividido em duas partes. No primeiro
avaliou-se a qualidade proteica in vivo da farinha de sorgo, de quinoa e da
mistura de farinhas sorgo/ quinoa, numa proporc¢éo 1:1. O sorgo diferiu (p <
0,05) dos grupos de quinoa e sorgo/quinoa para ganho de peso, coeficiente
de eficiéncia alimentar (CEA), coeficiente de eficiéncia proteica (PER), razdo
proteica liquida (NPR) e digestibilidade verdadeira (DV), por seus menores
valores, outorgando-lhe uma baixa qualidade proteica. Constatou-se que a
quinoa possui alta qualidade proteica, com valores de PER acima de 2,0 e
uma digestibilidade verdadeira de 81,46%, sendo superior aos grupos sorgo
e sorgo/quinoa (p < 0,05). A mistura fez com que a qualidade proteica da
dieta contendo sorgo aumentasse, apresentando valores similares aos da
quinoa para o consumo alimentar e o ganho de peso (p = 0,05), superiores
ao do sorgo (p < 0,05). Na segunda parte do experimento, avaliou-se o

potencial antioxidante in vivo ao estresse oxidativo em ratos Wistar, adultos.



Durante trés semanas, cinco grupos de animais receberam as dietas
(caseina, sorgo, quinoa e sorgo/quinoa). Depois dos 21 dias (42 dias de
idade), os animais dos grupos sorgo, quinoa e sorgo/quinoa receberam
fluoreto de sddio na agua para beber, numa concentracdo de 600 ppm,
durante sete dias. O grupo 1 (controle negativo) recebeu agua destilada e a
dieta de caseina e o grupo 2 (controle positivo) recebeu agua com NaF e a
dieta de caseina. Apds uma semana, nenhuma alteracdo no estresse
oxidativo foi evidenciada nos animais dos grupos que receberam fluoreto de
sédio pela medida de superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
malondialdeido (MDA) (p = 0,05). O sorgo e a quinoa continuaram a manter
o equilibrio metabdlico, e nao foi observada alteracdo do estresse oxidativo
nos animais do grupo-controle positivo. O MDA n&o foi afetado e houve
aumento da capacidade antioxidante para os grupos sorgo e sorgo/quinoa,
mas esse aumento ndo demandou um incremento das enzimas SOD e CAT.
Os resultados evidenciam que a mistura da quinoa com o sorgo melhorou a
qualidade proteica da quinoa, o que mostra sua contribuicdo aos

aminoacidos limitantes do sorgo.



ABSTRACT

MARTINEZ, Oscar David Medina, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
December de 2017. Mixed sorghum and quinoa flour: protein quality and
antioxidant potential in vivo. Advisers: Ménica Ribeiro Pirozi. Co-Advisers:
Frederico Augusto Ribeiro de Barros and Hercia Stampini Duarte Martino.

The growing movement of “healthy living” consumers, as well as the rise in
chronic noncommunicable diseases related to malnutrition, has increased
interest in alternative sources and food products with functional claims. In this
context, sorghum and quinoa present as a possibility of consumption to the
conventional cereals due to the high protein content present in the quinoa,
high antioxidant activity in sorghum besides the alimentary fiber content and
absence of gluten. The present work aims to evaluate the protein quality and
capacity of mixed flour of sorghum and quinoa in vivo. It was evaluated the
antioxidant capacity and centesimal composition of flours of raw sorghum
and quinoa grains and grain flours submitted to heat treatment in an oven
with air circulation (105 °C/30 min) and no significant differences were
observed. The experiment was divided into two parts. In the first one, the in
vivo protein quality of sorghum flour, quinoa and sorghum/quinoa flour
mixture was evaluated in a 1: 1 ratio. Sorghum differed (p < 0.05) with quinoa
and sorghum/quinoa groups for weight gain, food efficiency coefficient (CEA),
protein efficiency ratio (PER), net protein ratio (NPR), true digestibility DV)
with the lowest values granting a low protein quality. It was observed that the
quinoa has a high protein quality with PER values above 2.0 and a true
digestibility of 81.46%, being superior to the sorghum and sorghum/quinoa
groups (p <0.05). The mixture caused the protein quality of the sorghum-
containing diet to increase, presenting values similar to those of quinoa for
food consumption and weight gain (p = 0.05) higher than that of sorghum (p
<0.05). In the second part of the experiment the antioxidant potential in vivo
to oxidative stress in adult Wistar rats was evaluated. During 3 weeks, 5
groups of animals received diets (casein, sorghum, quinoa and sorghum /

quinoa), after 21 days (42 days of age) the sorghum, quinoa, sorghum /

Xi



quinoa groups received sodium fluoride in water for drink at a concentration
of 600 ppm for 7 days. Group 1 (as negative control) received distilled water
and casein diet and group 2 (as positive control) water with NaF and casein
diet. After one week, no change in oxidative stress was observed in all
groups receiving sodium fluoride by the measurement of Superoxide
dismutase (SOD), Catalase (CAT), and malondialdehyde (MDA) (p=0.05).
Sorghum and quinoa continued to maintain metabolic balance, and no
change in oxidative stress was observed in the animals in the positive control
group. MDA was not affected and there was an increase in antioxidant
capacity for the sorghum and sorghum / quinoa groups, but the increase did
not require an increase of the SOD and CAT enzymes. The results show that
the mixture of quinoa and sorghum improved the protein quality of the quinoa

while showing the limiting amino acids of the sorghum.
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1 INTRODUGAO

O sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] é uma grande fonte de calorias e
proteinas em muitos paises da Africa, Asia e América Central, onde é cultivado
devido a sua adaptabilidade a condicbes semiaridas e aridas e a altas tempe-
ratura. Porém, sua utilizacdo €& basicamente em ragdes para aves, suinos e
ruminantes, como substituicdo parcial ou total do milho, com vantagens econé-
micas (FARRAR et al., 2007; EMBRAPA, 2012; STEFOSKA-NEEDHAM et al.,
2015). O sorgo apresenta também vantagens para o uso na alimentacao
humana, por ndo possuir gluten e pelo fato de seus compostos fendlicos
(acidos fendlicos, flavonoides e taninos) proporcionarem-lhe uma elevada
capacidade antioxidante, o que contribui para a eliminacdo dos radicais livres
no organismo e, consequentemente, para a promo¢ao da saude, prevenindo
doencgas cronicas nao transmissiveis (AWIKA; ROONEY, 2004a; AWIKA;
ROONEY; WANISKA, 2004; FARRAR et al., 2007; STEFOSKA-NEEDHAM et
al., 2015). No entanto, uma restricdo nutricional para o uso do sorgo como
alimento humano € sua baixa qualidade proteica, devido a presenca de
aminoacidos limitantes.

A quinoa (Chenopodium quinoa Willd) é um pseudocereal pertencente a
familia Chenopodiaceae, originaria dos Andes da América do Sul. Reconhecida
pela sua diversidade genética, possui adaptabilidade a diferentes solos, a
condigbes de escassez de agua e a alta salinidade. A elevada qualidade
proteica da quinoa, com todos os aminoacidos essenciais e sem presenca de
gluten, outorga-lhe um excelente valor nutritivo, além de ela ser rica em acidos
fendlicos e flavonoides (PASKO et al., 2008, 2009; CARRASCO-VALENCIA et
al., 2010; ROJAS et al., 2011; VALCARCEL-YAMANI; LANNES, 2012; ARNEJA;
TANWAR; CHAUCHAN, 2015).

Diversos estudos in vivo mostram que o sorgo possui baixa qualidade
proteica, o que pode estar ligado a compostos fendlicos, como taninos. Estes
se complexam com as proteinas, evitando sua digestdo e sua posterior absor-
¢ao, além de os aminodacidos limitantes como treonina, triptofano e lisina tam-
bém o afetarem. A alta capacidade antioxidante dos compostos fendlicos pro-
venientes do sorgo pode estar associada a redugao do risco de doengas cro-

nicas nao transmissiveis, como as cardiovasculares, o diabetes, a obesidade e



o cancer (AWIKA; ROONEY, 2004b; DYKES et al., 2006; MORAES; NATAL et
al., 2012; MORAES; QUEIROZ et al., 2012; ALTHWAB et al., 2015; KHAN et
al., 2015; STEFOSKA-NEEDHAM et al., 2015).

Estudos in vivo mostraram que a quinoa possui uma boa qualidade
proteica, superior a de outros cereais, 0 que pode ser atribuido ao teor de
proteina e a distribuicdo de aminoacidos essenciais. Por ser isenta de gluten,
ela pode ser adicionada a uma variedade de produtos alimenticios
(RANHOTRA et al., 1993; RUALES; NAIR, 1993; ALVES; ROCHA; GOMES,
2008; ARNEJA; TANWAR; CHAUCHAN, 2015).

O crescente movimento de consumidores dedicados a “vida saudavel’
tem alavancado o interesse comercial no sentido de tornar os produtos ali-
menticios com alegagdes funcionais mais acessiveis, portanto, € importante
produzir alimentos que contenham concentragdes significativas de fitoquimicos
e alta qualidade proteica, por serem correlacionados a beneficios a saude e
terem custo relativamente baixo. O sorgo possui elevado teor de compostos
fendlicos, como, por exemplo, os taninos condensados, que tém alta capaci-
dade antioxidante, porém sua qualidade proteica € baixa, pelo fato de forma-
rem complexos com os carboidratos, principalmente proteinas, ao contrario da
quinoa, cujo teor de proteina € alto e tem todos os aminoacidos essenciais.
Quando as propriedades do sorgo e da quinoa sdo combinadas, dois graos
com vantagens nutricionais e agronémicas, obtém-se uma farinha com poten-
cial para melhorar a saude e de baixo custo.

A hipotese do trabalho baseia-se na premissa de que a combinagao do
sorgo com a quinoa aumenta a qualidade proteica e a capacidade antioxidante
da mistura, o que representa uma vantagem para seu uso na alimentacao
humana, uma vez que ajuda a reduzir os radicais livres e os parametros rela-
cionados ao estresse oxidativo. O presente trabalho teve como objetivo avaliar
a qualidade proteica e a capacidade antioxidante de farinha mista de sorgo e

quinoa in vivo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sorgo

O sorgo, planta da familia Poaceae, espécie sorgo [Sorghum bicolor (L.)
Moench], esta entre os cinco cereais mais cultivados no mundo, ficando atras
do arroz, do trigo, do milho e da cevada, que sdo os principais graos na dieta
humana (EMBRAPA, 2008). Por ser uma cariopse nhua, a presenca de
compostos fendlicos com altos niveis de taninos funciona no grdo como defesa
quimica ao ataque de passaros, patdogenos e outros competidores. No emtanto,
sua digestibilidade é reduzida, pelo fato de esses compostos formarem comple-
Xxos com carboidratos e principalmente com proteinas, e sua palatabilidade
também é baixa (ROSTAGNO; ALBINO; TOLEDO, 2001; EMBRAPA, 2012).
Segundo Farrar et al. (2007), o farelo de sorgo, quando comparado com o de
outros cereais, tem propriedades muito superiores na inibicdo dos processos
nao enzimaticos, reduzindo a glicagao, a incidéncia de doengas cronicas e as
complicacdes diabéticas, como neuropatia e doencgas cardiovascularres, além
de reduzir o envelhecimento prematuro.

O sorgo tem sido pesquisado como uma cultura alternativa ao arroz, ao
milho, ao trigo e a cevada, por possuir elevado conteudo de proteina bruta,
além de conter compostos fendlicos, como acidos fendlicos, flavonoides e
quantidades variaveis de taninos hidrolisaveis e condensados (ROSTAGNO;
ALBINO; TOLEDO, 2001; ANTUNES et al., 2007; CORDER, 2015). Por sua
versatilidade e facilidade de produgao, esse grao é utilizado como principal
fonte de amido em grande parte dos paises em desenvolvimento, principal-
mente da Africa, Asia e América Central, enquanto nos demais paises, como
Estados Unidos, Australia e América do Sul, o cereal é utilizado basicamente
na alimentacdo animal, além de servir como matéria-prima para a producao de
alcool anidro, bebidas alcodlicas, colas, tintas, vassouras, producdo de amido,
Oleo comestivel, entre outros (ROONEY; LLOYD., 2007; QUEIROZ et al., 2011;
CORDER, 2015; STEFOSKA-NEEDHAM et al., 2015). Por ser um alimento
livre de gluten, pode ser uma alternativa viavel para substituir o trigo na

elaboragao de produtos destinados a celiacos (QUEIROZ et al., 2014).



No Brasil, ndo se tem por habito o consumo de sorgo como alimento
humano, pois o cereal € cultivado, principalmente, visando a producdo de graos
para suprir a demanda das industrias de ragao animal. Como forragem, o sorgo
pode ser considerado uma cultura marginal ao milho, porém seu prego é cerca
de 20% menor, devido aos custos de producgao, tanto no Brasil quanto no resto
do mundo. A utilizagdo do sorgo como alimento exige mudanga de habitos que
estdo arraigados nos consumidores, que por desinformagdo consideram de
baixa qualidade os produtos que contém esse cereal como componente. No
entanto, ja esta provado cientificamente que as qualidades nutricionais do sorgo
sdo semelhantes as do milho (QUEIROZ et al.,, 2009; MAY et al.,, 2011;
EMBRAPA, 2012; CORDER, 2015).

2.1.1 Composicao quimica

O sorgo é semelhante ao milho em relagdo a sua composi¢ao quimica e
ao seu valor nutricional, tendo como componentes principais: amido, proteinas,
lipidios, polissacarideos nado amilaceos e fitoquimicos, como compostos
fendlicos, fitoesterois e policosanol (ANTUNES et al., 2007; QUEIROZ et al.,
2009; CONCEICAO et al., 2009; EMBRAPA, 2012; STEFOSKA-NEEDHAM et
al., 2015). O sorgo também contém fibra alimentar, amido resistente e micro-
nutrientes, incluindo vitaminas, minerais e ceras (STEFOSKA-NEEDHAM et al.,
2015).

Os carboidratos sao o principal macronutriente do sorgo, correspon-
dendo a aproximadamente 83,66% do cereal (USDA, 2014). Antunes et al.
(2007) avaliaram 33 gendtipos de sorgo e encontraram variagao de 62,15 a
78,74% de amido, apresentando uma média de 72,98% entre os cultivares.

A proteina do sorgo representa 11% do grao (USDA, 2014), sendo sua
qualidade reduzida pelos compostos fendlicos, como os taninos, uma vez que
esses se complexam com as proteinas, diminuindo sua digestibilidade e redu-
zindo seu valor nutricional (DUODU et al., 2003; MORAES; QUEIROZ; et al.,
2012). O sorgo também tem baixos niveis de aminoacidos essenciais, como
lisina, triptofano e treonina (KHALIL et al., 1984; BADI et al., 1990; USDA,
2014).



Tabela 1 — Composigado quimica média de graos de sorgo em base seca

Fonte Proteina Lipidios Carboidratos Cinzas Alil:rig:tar
Martino et al. (2012) BRS305 11,55 2,97 70,92 1,51 13,05
Ebadi et al. (2011) 13,82 3,88 69,57 2,94 9,79
USDA (2016) 12,12 3,95 74,64 1,63 7,65
nagace, é%%‘z).';/'\a' e 12,1 3,32 67,7 1,87 21,01
Antunes et al. (2007) 9,85-18,28  1,58-3,68 62,5-78,4 1,08-3,07
Mami-Soualem et al. (2013) 13,03 4,67 59,08 2,22 21

As variedades de sorgo vém em uma ampla gama de cores, descritas
como branco, creme, amarelo, laranja, bronze, vermelho, marrom, dentre
outras (ROONEY; MILLER, 1982; BALOTA, 2012). A cariopse é composta de
trés partes principais: o revestimento externo (pericarpo), o tecido de arma-
zenamento (endosperma) e o embrido (gérmen) (MILLER, 1982; ROONEY;
MURTY, 1982). Em geral, o endosperma representa 80-86% de todo o gréo, o
germe de 7-12% e o pericarpo apenas 5-9,3% (HAIKERWAL; MATHIESON,
1971; BEMILLER; WHISTLER, 2009). A cor do grdo de sorgo pode variar
devido a fatores ambientais e genéticos, pela cor e espessura do pericarpo,
pela presenca de testa e pela textura e cor do endosperma (ROONEY et al.,
1980, citados por ROONEY; MILLER, 1982; SEDGHI et al., 2012). Segundo
Hahn e Rooney (1985), os cultivares de sorgo podem ser divididos em trés
categorias, com base em sua genética e no conteudo de tanino: Tipo | - sorgo
nao tem uma testa pigmentada e contém baixos niveis de fendis; Tipo Il —
sorgo tem uma testa pigmentada que contém taninos condensados; e Tipo Ill —
sorgo contém tanino tanto na testa quanto no pericarpo.

O sorgo possui uma série de compostos fendlicos que |he proporcionam
elevada capacidade antioxidante. Esses compostos podem ser divididos em
trés categorias principais: acidos fendlicos, flavonoides e taninos condensados
(DUODU et al., 2003). Os compostos fendlicos do sorgo exibem alta
capacidade antioxidante, por sua capacidade de eliminar os radicais livres no
organismo, contribuindo, assim, para a prevencdo de doengas crbnicas nao
transmissiveis, como as cardiovasculares, o diabetes, a obesidade e o céancer
(AWIKA; ROONEY; WANISKA, 2004; FARRAR et al., 2007; KHAN et al., 2015;
STEFOSKA-NEEDHAM et al., 2015). O grau de capacidade antioxidante esta



correlacionado com o conteudo de compostos fendlicos em um cultivar de
sorgo especifico, que, por sua vez, € influenciado pelo seu gendtipo e o
ambiente de crescimento (DYKES et al., 2006).

Os niveis de compostos fendlicos do sorgo, embora sejam determinados
por fatores genéticos e pelos métodos de processamento, podem também ter
suas concentracdes alteradas pelo processo de decorticacdo, que pode levar a
reducao de fendis totais, de taninos e da capacidade antioxidante de cultivares
de sorgo, por causa da remocao do pericarpo e da testa, locais onde se
concentram os polifendis (DLAMINI; TAYLOR; ROONEY, 2007). Segundo
Dykes et al. (2005), variedades de sorgo com genes dominantes B1B2 tém
maior capacidade antioxidante, especialmente as variedades com o gene S
dominante, ja que apresentam uma testa pigmentada e um pericarpo grosso,
contendo niveis mais altos de compostos fendlicos. Os genes R, Y, B1,B2 e S
sdo conhecidos por controlar a cor e a pigmentagéo do pericarpo e da testa. Os
genes R e Y determinam a cor do pericarpo e 0os genes B1 e B2 controlam a
presenca de pigmentacdo na testa (ROONEY; MILLER, 1982; HAHN;
ROONEY, 1985), como também a presenga de taninos condensados, quando
sdo dominantes (DYKES et al., 2006). O fato de algumas variedades de sorgo
produzirem grandes quantidades de taninos faz dele unico entre os cereais. No
entanto, nem todas as variedades contém taninos condensados (HAHN;
ROONEY, 1985; DYKES et al., 2005).

Os taninos encontrados no sorgo sdo do tipo condensado, também co-
nhecidos como proantocianidinas ou procianidinas, os quais possuem alto peso
molecular (DYKES; ROONEY, 2006). Nos gendtipos do sorgo que possuem
taninos observa-se uma alta capacidade antioxidante in vitro (HAGERMAN et
al., 1998; AWIKA; ROONEY; WANISKA, 2004; KHAN et al., 2015). A presencga
de taninos em grao de sorgo pode reduzir seu valor nutritivo e diminuir sua
energia metabolizavel, pois eles se ligam as proteinas, aos carboidratos e a
outros nutrientes, limitando o valor nutricional dos alimentos e diminuindo sua
digestibilidade (BARROS; AWIKA; ROONEY, 2012; DUNN et al., 2015), além
de afetar a palatabilidade.

Os acidos fendlicos consistem em duas classes: os acidos hidroxiben-
zoico e hidroxicinamico. Os acidos hidroxibenzoico sdo diretamente derivados

do acido benzoico e incluem galico, p-hidroxibenzoico, vanilico, siringico e



acidos protocatecoico, entre outros. Os acidos hidroxicinamicos tém uma
estrutura C6-C3 e incluem cumarico, cafeico, ferulico e acidos sinapicos
(DYKES; ROONEY, 2006). Geralmente, os niveis de acidos fendlicos do sorgo
sdo compativeis com os de outros cereais (AWIKA; ROONEY, 2004).

O sorgo apresenta vantagens para o uso na alimentagdo humana, pois
seus graos sao ricos em compostos bioativos, como antocianinas 3-deoxian-
tocianina, taninos, vitamina, carotenoides e outros antioxidantes. Esses com-
postos tém a capacidade de sequestrar radicais livres e contribuir para a pro-
mogao da saude, pois previnem a obesidade, o diabetes e o cancer (AWIKA;
ROONEY; WANISKA, 2004; KEAN et al., 2011; MARTINO et al., 2012; KHAN
et al., 2013, 2015; DUNN et al., 2015; STEFOSKA-NEEDHAM et al., 2015).

O termo amido resistente (RS) é utilizado para designar o amido que nao
foi hidrolisado durante a incubagdo com enzimas digestivas no intestino
delgado. Para ser considerado resistente a digestdo, o amido deve chegar ao
intestino grosso intato, onde é fermentado pela microbiota intestinal, gerando
impacto positivo sobre a saude e a saude do colén (manejo do diabetes,
melhorando a sensibilidade a insulina e os niveis de agucar no sangue, e
diminui o apetite e os niveis de colesterol e trigliceridios plasmaticos), ja que
seus efeitos podem ser comparados com os da fibra (WALTER; SILVA;
EMANUELLI, 2005; KHAN et al., 2013; ALTHWAB et al., 2015; STEFOSKA-
NEEDHAM et al., 2015; TEIXEIRA et al., 2016).

O sorgo também contém quantidades variaveis de amido resistente
(RS), dependendo de fatores como processamento, cozimento, refrigeracao,
armazenamento de alimentos, gelatinizagcdo e cultivar. Teixeira et al. (2016)
avaliaram 40 gendtipos de sorgo e encontraram variagao de 0,31 a 65,65 g/100
(STEFOSKA-NEEDHAM et al., 2015).

O amido resistente também pode ser alterado pela interagdo dos
compostos fendlicos com o amido do sorgo, fato esse demonstrado por Barros
et al. (2012), que constataram que os taninos de sorgo interagiram com o
amido, especialmente com a amilose, o que diminuiu sua digestibilidade
(BARROS; AWIKA; ROONEY, 2014; DUNN et al., 2015).



2.1.2 Estudos in vivo

Uma restricdo nutricional para o uso do sorgo como alimento € sua
qualidade proteica, que pode ser um indicador de sua disponibilidade. Moraes
et al. (2012) avaliaram a qualidade proteica de diferentes gendtipos de sorgo e
concluiram ser essa de baixa qualidade, com valores semelhantes e as vezes
mais elevados, quando submetidos a tratamento térmico, aos encontrados em
outros graos, o que indica que a substituicdo da alimentagdo por sorgo nao
leva a perdas nutricionais. Isto pode estar associado ao fato do sorgo conter
compostos fendlicos como os taninos, uma vez que estes se complexam com
as proteinas, impedindo sua digestdo e sua subsequente absor¢do, como
também ao fato de esse cereal ter baixos niveis de aminoacidos essenciais
como lisina, triptofano e treonina, que interferem na sua eficacia proteica
(DYKES et al.,, 2006; BARROS; AWIKA; ROONEY, 2012; STEFOSKA-
NEEDHAM et al., 2015).

O estresse oxidativo € um desequilibrio entre a geragdo de radicais
livres, como espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, e a atuagdo dos
sistemas de defesas antioxidantes. A produgcdo crénica e excessiva dos
radicais livres pode desencadear o desenvolvimento e a progressdao de muitas
doencgas crbnicas nao transmissiveis, como doenga cardiovascular, diabetes e
cancer, no entanto os mecanismos antioxidantes enzimaticos (superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx)) e néo
enzimaticos (vitaminas, os minerais e os compostos fendlicos) tém a capaci-
dade de neutralizar ou impedir a formacao de radicais livres (BARBOSA et al.,
2008, 2010; LEE et al., 2011).

Uma alimentagio rica em sorgo pode prevenir doengas que sejam con-
sequéncias da producao de radicais livres, em fungao da capacidade antioxi-
dante e do teor de polifendis, sendo potencial para modular marcadores de
estresse oxidativo, prevenindo doengas nao transmissiveis (AWIKA; ROONEY,
2004b; AWIKA; ROONEY; WANISKA, 2004; DLAMINI; TAYLOR; ROONEY,
2007; KHAN et al., 2015; STEFOSKA-NEEDHAM et al., 2015).

2.2 Quinoa



A quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) é uma planta alimenticia da
familia Chenopodiaceae, do género Chenopodium. E um pseudocereal origi-
nado dos Andes da América do Sul, natural das regides andinas do Chile, do
Peru, do Equador e da Bolivia, onde é cultivada ha milhares de anos, tendo
mais tarde sido introduzida em outras partes do mundo, como Estados Unidos,
China, Europa, Canada e india (ROJAS et al.,, 2011; ARNEJA; TANWAR,;
CHAUCHAN, 2015).

A quinoa pode manter a produtividade em solos bastante pobres e em
condigbes de escassez de agua e alta salinidade. Além disso, possui alto valor
nutritivo, superior ao de outros cerais, devido ao seu elevado teor de proteinas.
Rica em aminoacidos essenciais, semelhantes aos do leite, ndo tem presenca
de gluten e tem elevado teor de diversos minerais, como Ca, Mg e Fe, e
compostos como os flavonoides, o que lhe da elevada capacidade antioxidante
(PASKO et al., 2009; ROJAS et al., 2011; RUIZ et al., 2014).

2.2.1 Composig¢ao quimica
Os fatores que tornam a quinoa um pseudocereal atrativo para o sistema
de produgdo sao as caracteristicas de composig¢ao nutricional da planta e do

grao, o que faz dela ideal para uso na alimentacdo humana (Tabela 2).

Tabela 2 - Composicao quimica média de graos de quinoa em base seca

Fonte Proteina Lipidios Carboidratos Cinzas Alifrinzrnatar
Wright et al. (2002) 16,1 5,3 75,8 2,9 9,6
Villa et al. (2014) 13,71 14,53 64,83 3,51 2,58
Ando et al. (2002) 12,9 6,5 77,6 3,0 13,9
Li e Zhu (2017) 14,78 6,25 62,43 2,79 13,74
?2%198)5 etal. 16,12 5,77 75,28 2,83 9,59
Koziol (1992) 16,5 6,3 69,0 3,8 3,8

O grao de quinoa apresenta excelente balango entre lipidios, proteinas e
carboidratos, sendo o pericarpo, o embrido e o perisperma as principais

estruturas de armazenamento. Uma caracteristica fundamental da quinoa sao



as fontes de proteina de alta qualidade, que possui excelente balango de
aminoacidos essenciais, com um teor de proteina de aproximadamente 14,6%
(em base seca), mais elevado do que o teor encontrado em cereais, mas muito
menos do que o encontrado em leguminosas (KOZIOL, 1992). Albuminas e
globulinas compdem a maior parte da proteina desse gréo (44-47%), enquanto
as prolaminas estao presentes em baixas concentragdes (0,5-0,7%). A digesti-
bilidade proteica é semelhante a ao do leite e pode variar de acordo com a
variedade e o tratamento que o grao recebe (KOZIOL, 1992; ALVES; ROCHA;
GOMES, 2008). O amido, armazenado no perisperma, € o principal
componente dos carboidratos da quinoa e esta presente entre 58,1 e 64,2% em
base seca (ROJAS et al., 2011). J& os lipideos variam de 5 a 7% e, junto com
as proteinas, estdo presentes principalmente no endosperma e no embrido. Os
lipidios sao ricos em acidos graxos essenciais, como linoleico e a-linolénico,
apresentando alta concentragao de antioxidantes como a-tocoferol e y-tocoferol
(BORGES et al., 2010; ARNEJA; TANWAR; CHAUCHAN, 2015).

A quinoa possui uma série de compostos fendlicos que proporcionam
elevada capacidade antioxidante, sendo rica em acidos fendlicos e flavonoides,
ambos em boa quantidade e qualidade, e em taninos, em menor quantidade
(0,051% bs), podendo ser este ultimo reduzido por lavagem com &agua
(GORINSTEIN et al.,, 2008; PASKO et al., 2008; ARNEJA; TANWAR;
CHAUCHAN, 2015). Valcarcel-Yamani e Lannes (2012) e Repo-Carrasco-
Valencia et al. (2010) reportaram que sementes de quinoa também sdo uma
abundante fonte de flavonoides, que consistem principalmente de glicosideos
de kaempferol e quercetina. Deve ser ressaltado que a quercetina tem maior
capacidade antioxidante que o kaempferol (HIROSE et al., 2010).

Os principais acidos fendlicos relatados na quinoa sdo o acido cafeico,
acido ferulico, acido p-cumarico e acido vanilico (PASKO et al., 2008; REPO-
CARRASCO-VALENCIA et al., 2010; ARNEJA; TANWAR; CHAUCHAN, 2015).

Estudos sobre compostos fendlicos e capacidade antioxidante da quinoa
mostram que ela € uma boa fonte antioxidante e pode ser um substituto para
cereais comuns (PASKO et al., 2008, 2009; REPO-CARRASCO-VALENCIA et
al., 2010; VALCARCEL-YAMANI; LANNES, 2012; ARNEJA; TANWAR;

CHAUCHAN, 2015), e que o conteudo desses compostos fendlicos totais e a
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atividade de eliminagao de radicais podem aumentar durante o processo de
extrusdo (REPO-CARRASCO-VALENCIA; SERNA, 2011).

A quinoa possui quantidades variaveis de amido resistente (RS), cujo
teor, segundo Samanez et al. (2012), é relativamente baixo (0,20-0,33 g/100 g

base seca).

2.2.2 Estudos in vivo

O valor proteico de um alimento é determinado principalmente por seus
aminoacidos essenciais, devendo ser ressaltado que o aproveitamento biolo-
gico dos aminoacidos (biodisponibilidade) depende também da digestibilidade
da proteina. A quinoa destaca-se como uma importante fonte de proteinas para
os seres humanos, por causa de sua digestibilidade e pela composigao
equilibrada de aminoacidos essenciais, como também por ter alta concentragao
de triptofano, geralmente o segundo aminoacido limitante em cereais (KOZIOL,
1992; ALVES; ROCHA; GOMES, 2008). Segundo Ranhotra et al. (1993) e
Alves, Rocha e Gomes (2008), a proteina da quinoa pode ser considerada de
alta qualidade nutricional, pois fornece todos os aminoacidos essenciais, e
também de alta quantidade, pois supre as necessidades humanas desses
aminoacidos, além de sua digestibilidade ser comparada com a da caseina do
leite.

O consumo de muitos gréos tem sido associado ao menor risco de
doencas cronicas nao transmissiveis (GORINSTEIN et al., 2008). As sementes
de quinoa contém quantidades significativas de antioxidantes fitoquimicos,
incluindo flavonoides, acidos fendlicos, vitaminas lipossoluveis, acidos graxos,
oligoelementos e outros compostos, o que poderia alterar o estado antioxidante
no organismo, auxiliando na reducdo dos marcadores biolégicos associados
com muitas doengas cronicas nao transmissiveis (RYAN et al.,, 2007;
GORINSTEIN et al., 2008; PASKO et al., 2009; PASKO; BARTON et al., 2010;
VALCARCEL-YAMANI; LANNES, 2012).

Pasko et al. (2010) realizaram um estudo para avaliar o efeito da dieta
suplementada com sementes de quinoa no estado oxidativo, no plasma e em
varios tecidos de ratos alimentados com alto conteudo de frutose. Os pesqui-

sadores concluiram que as sementes de quinoa foram capazes de reduzir o
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estresse oxidativo, o que pode ajudar a aliviar a geragao de radicais livres e
melhorar a capacidade antioxidante do sangue, do coracdo, dos rins, dos tes-
ticulos, do pulmao e do pancreas. Em outro estudo, Pasko et al. (2010) rela-
taram que essas sementes reduzem o colesterol total no soro e os triglicérides,
em comparagdo com o grupo-controle, além de reduzir significativamente o
nivel de glicemia e proteger o coragédo contra ataques de radicais livres, que
levam a danos oxidativos.

Foucault et al. (2012) avaliaram o efeito do extrato de quinoa enriquecido
em 20 hidroxiecdisona na prevencao e no tratamento da obesidade e outras
perturbacdes e constataram efeitos benéficos. O extrato reduz tanto a absorcao
de acidos graxos quanto a esterificagcdo em adipécitos, reduzindo, assim, o

tecido adiposo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a qualidade proteica e a capacidade antioxidante de farinha mista

de sorgo e quinoa in vivo.

3.2 Objetivos especificos

- Determinar a composigao quimica e a capacidade antioxidante das
farinhas de sorgo e de quinoa antes e depois do tratamento térmico seco.

- Avaliar a qualidade proteica das farinhas de sorgo, de quinoa e mista
em ratos Wistar.

- Avaliar o efeito da adicao de farinha de sorgo e quinoa em dietas

experimentais no estresse oxidativo de ratos Wistar.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Local de experimentacao

O experimento foi conduzido no Laboratério de Pesquisa em Cereais e
de Analise de Alimentos do Departamento de Tecnologia de Alimentos e no
Laboratério de Nutricdo e Saude Experimental do Departamento de Nutrigcao,

na Universidade Federal de Vigosa (UFV), Vigosa, Minas Gerais.
4.2 Material

Para obtencédo das farinhas, foram utilizadas sementes de sorgo do
gendtipo BRS 305 (alto teor de taninos), de pericarpo marrom-claro, desenvol-
vido pela Embrapa Milho e Sorgo, safra Ago/15, e de quinoa, do gendtipo BRS
Piabiru. Esta variedade foi fornecia pela Embrapa Cerrado, Planaltina, DF, da
safra 2013, lote BSB-003/13. As sementes foram selecionadas manualmente,
peneiradas, para eliminar as impurezas e sujidades, e, em seguida, foram
submetidas a tratamentos térmicos. Os graos crus e os tratados termicamente
foram moidos para producao das farinhas. A composi¢ao quimica e a compo-

sicao antioxidante foram avaliadas antes e apds o tratamento térmico.
4.3 Tratamento térmico e preparo das farinhas

Os graos de sorgo BRS 305, de pericarpo marrom-claro, e de quinoa
BRS Piabiru foram selecionados manualmente e submetidos a peneiragem,
para remogao de sujidades e impurezas. Para produg¢ao das farinhas, os graos
foram submetidos ao tratamento térmico. Primeiramente eles foram colocados
em bandejas de aluminio, uniformemente distribuidas, com proximamente 800
g cada, expostos a temperatura de 105 °C em estufa com circulagdo de ar,
como proposto por Moraes e Queiroz et al. (2012), com tempo de exposi¢ao de
30 minutos. Os graos crus e os submetidos ao tratamento térmico foram

moidos com pericarpo, em moinho de facas (C.W. Brabender®, Dusburg,
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Alemanha), para obtencédo das farinhas, com uma granulometria aproximada

de 850 micrémetros.

4.4 Composicao centesimal e capacidade antioxidante das farinhas antes

e apos o tratamento térmico

4.41 Composicao centesimal das farinhas antes e apés o tratamento

térmico

A determinacdo da composic¢ao centesimal foi realizada de acordo com
as metodologias descritas pela Association of Official Analytical Chemists
(AOAC, 1998):

- teor de umidade: foi determinado em estufa a 130 °C, pelo método
925.10 da AOAC (1998);

- teor de lipideos: foi determinado pelo extrator Soxhlet, utilizando como
solvente éter etilico, pelo método 945.16 da AOAC (1998);

- teor de proteina bruta: foi determinado pelo método de Micro-Kjeldhal,
segundo a técnica 960.52 da AOAC (1998), empregando 6,25 como fator de
conversao de nitrogénio em proteina;

- cinza: foi determinada utilizando a incineragao em mufla a 550 °C, pelo
método 923.03 da AOAC (1998);

- fibra alimentar total: foi determinada pelo método 985.29, da AOAC
(1998); e

- carboidratos totais: foram determinados por diferenca [100 - (umidade

+ cinzas + proteina + lipidios + fibra alimentar)].

4.4.2 Capacidade antioxidante das farinhas antes e apdés o tratamento

térmico
Os extratos foram preparados com 0,5 g das farinhas, adicionadas em

25 mL (1:10) de solugcéo de metanol:agua, e homoneizados em agitador auto-

matico a 180 rpm, durante 2 horas, em temperatura ambiente. A capacidade
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antioxidante foi determinada por espectofotometria, com absorvancia a 734 nm,
segundo o método adaptado ABTS de Awika et al. (2003).

4.5 Qualidade proteica da farinha submetida ao tratamento térmico

4.5.1 Preparo de dietas

Foram preparadas dieta aproteica, dieta de caseina (controle) e dietas-
teste, cuja fonte proteica foi a farinha de sorgo, de quinoa e a mistura destas na
proporgcao 1:1, com tratamento térmico. Desta forma, a composi¢cao das dietas
foi baseada na AIN-93G, segundo Reeves, Nielsen e Fahey (1993), com
modificagdo no teor de proteinas entre 9 e 10%. A quantidade preparada foi o
equivalente ao consumo durante 14 dias de experimento. As farinhas foram
acondicionadas em sacos de polietieno hermeticamente fechados,
devidamente rotulados, e armazenados em refrigerador a 5 °C. As dietas foram

ajustadas para que fossem isocaloricas e isoproteicas (Tabela 3).

Tabela 3 — Composicao das dietas experimentais, aproteica (AP), com caseina (C),
farinha de sorgo BRS 305 (STT), quinoa BRS Piabiru (QTT) e sorgo mais
quinoa (SQTT), submetidas a tratamento térmico

Cc AP STT QTT SQTT
Caseina 264,6 - - - -
Sorgo TT (g) - - 1961,2 - 785,1
Quinoa TT (g) - - - 1309,3 785,1
Amido dextrinizado (g) 330 330 77,0 330 330
Sacarose (g) 250 250 250 250 250
Oleo de soja (g) 175 175 85,6 91,6 89,2
Celulose (g) 280,1 280,1 81,7 49,0
Mix mineral (g) 87,5 87,5 87,5 87,5 87,5
Mix Vitamina (g) 25 25 25 25 25
L-Cistina (g) 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5
Bitartarato de colina (g) 6,3 6,3 6,3 6,3 6,3
Amido de milho (g) 1.074,1 1.338,7 0,0 311,2 85,3
Total (g) 2.500 2.500 2.500 2.500 2.500
Densidade caldrica (cal/g) 3,652 3,700 3,382 3,517 3,463
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4.5.2 Ensaio biolégico

Foram utilizados 40 ratos machos (Rattus novergicus, variedade albinus,
classe Rodentia) da linhagem Wistar, recém-desmamados, com média de 21
dias de idade, provenientes do biotério do Centro de Ciéncias Biologicas e da

Saude da Universidade Federal de Vigosa.

Figura 1 — Desenho experimental do estudo de qualidade proteica de farinhas
submetidas ao tratamento térmico

K —
| N

Animais desmamados
21dias de idade (n=40)

Dieta Dieta BRS 305 BRSPIABIRU MISTA
Aproteica Caseina STT QTT SaQTT
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

Fim do experimento
14 dias

Ganhode Consumo Coeficientede Coeficientede Razdo Digestibilidade
Peso Alimentar eficiéncia eficiéncia protéica Verdadeira
alimentar proteica liquida

Os animais foram divididos em cinco grupos de oito, de modo que as
médias dos pesos fossem semelhantes entre os grupos. Os ratos foram

alocados em gaiolas individuais, de ago inoxidavel, e mantidos em condi¢des
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de temperatura de 22 + 3°C, com fotoperiodo de 12 horas. Os animais

receberam agua destilada e suas respectivas dietas experimentais ad libitum.
4.5.3 Coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA)
Os animais foram pesados no primeiro, sétimo e 14° dias, e foi deter-

minado o CEA, que representa a relagdo entre o ganho de peso (g) e o consu-

mo total de dieta pelos animais (Q)

Ganho de peso
CEA = cpeol® ______y 400
Consumo total de dieta pelos animais (g)

4.5.4 Coeficiente de eficiéncia proteica (PER) e razao proteica liquida
(NPR)

O PER foi determinado por meio do método modificado de Moraes et al.
(2010) para 14 dias de experimento, que relaciona o ganho de peso do grupo-
teste (g) com o seu consumo de proteina (g). O coeficiente de eficiéncia
proteica relativo (R-PER) foi determinado considerando como 100% o resultado

de PER da dieta-padrdo (caseina).

PER = ganho de peso do grupo—teste (g)

proteina consumida pelo grupo—teste (g)

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

considerando como 100% o resultado de NPR da dieta-padréo (caseina).

NPR= ganho de peso do grupo—teste (g)+ perda de peso do grupo com dieta aproteica (g)
Consumo de proteina do grupo—teste

4.5.5 Digestibilidade verdadeira (DV)
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Para determinagdo da digestibilidade, de acordo com Moraes et al.
(2012), as dietas foram marcadas com indigo-carmim, na concentragdo 0,2%,
oferecidas aos animais do sétimo ao décimo dia. As fezes marcadas foram
coletadas no oitavo dia e a totalidade das fezes marcadas no décimo e no 11°
dia, em recipientes individuais para cada animal. As fezes foram secas em
estufa a 105 °C, por 24 horas. Em seguida, foram resfriadas, pesadas e tritu-
radas em moinho de navalha, para determinagdo da concentragao de nitrogé-
nio. A digestibilidade verdadeira foi calculada medindo a quantidade de nitro-
génio ingerido na dieta (NI), a excretada nas fezes na dieta dos grupos-teste
(NT) e a perda metabdlica nas fezes, que corresponde ao nitrogénio fecal do

grupo com dieta aproteica (NAP).

_ NI-(NT — NAP)

DV x100

4.6 Potencial antioxidante das farinhas submetidas ao tratamento térmico

in vivo

Foram utilizados 42 ratos machos (Rattus novergicus, variedade albinus,
classe Rodentia) da linhagem Wistar, recém-desmamados, com média de 21
dias de idade, provenientes do biotério do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude da Universidade Federal de Vigosa.

Os animais foram divididos em quatro grupos de oito e um grupo de dez
animais, de modo que as médias dos pesos fossem semelhantes entre os
grupos. Os ratos foram alocados em gaiolas individuais, de ago inoxidavel, e
mantidos em condicoes de temperatura de 22 + 3 °C, com fotoperiodo de 12
horas. Durante 21 dias, cada grupo de animais recebeu agua e suas res-
pectivas dietas a base de caseina, sorgo, quinoa e sorgo mais quinoa.

No 21° dia de experimento, os animais com 42 dias de idade, dos grupos
caseina, sorgo, quinoa, sorgo mais quinoa, foram tratados com fluoreto de
sédio (NaF), na concentragédo de 600 ppm, como proposto por Nabavl et al.
(2012). NaF foi adicionado na agua, oferecida ad libitum aos animais, durante
sete dias, e nas respectivas dietas experimentais. O grupo tratado com fluoreto

de sodio (600 ppm) na agua, durante sete dias, e dieta de caseina foi o
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controle positivo. O grupo tratado com agua destilada e dieta de caseina,

durante sete dias, foi o controle negativo.

Figura 2 — Desenho experimental do estudo de potencial funcional de genétipos de
sorgo e quinoa submetidos ao tratamento térmico.

Animais com 42 dias de idade

(n=42)
MaF MNaF NaF
Dieta AIN-93G  NaF controle + + .
(n=10) (n=8) Sorgo Quinoa 5Q
(n=8) (n=8) (n=8)

I | I

Fim do experimento

7 dias
Soro Figado
AST SUPEROXIDO DISMUTASE
ALT CATALASE
UREIA MALONDIALDEIDO

CREATIMIA
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Ao final de 28 dias de experimento (49 dias de idade), os animais foram
anestesiados (isoflurano, Cristélia®) e eutanaziados por puncgao cardiaca, para
coleta de amostras sanguineas. O sangue foi coletado em tubo heparinizado e
centrifugado durante 10 minutos a 3.000 rpm, para coleta do soro. O figado e o
cérebro foram retirados, pesados e imediatamente congelados em nitrogénio
liquido. Todos os materiais coletados foram armazenados em ultrafreezer, a
temperatura de -80 °C, até o inicio das analises.
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4.6.1 Preparagcao do homogenato do figado

Aliquotas de 100 mg de figado foram pesadas em tubos Eppendorf de
1,5mL. O tecido foi macerado e homogeneizado com 0,5 mL de solugado-
tampao fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,4 refrigerado a 8°C, com auxilio de bastao
de plastico. O homogenato foi centrifugado a 12.000 rpm durante 10 minutos, a
4 °C, tendo o sobrenadante do centrifugado sido utilizado. As amostras foram

mantidas sob refrigeragdo durante a analise.
4.6.2 Determinacgao do teor de proteina total

Para determinacdo de proteina nos homogeneizados do figado, foi
empregado o método Bradford (1976). Cada homogenato foi diluido em 1:10
com agua destilada, até completar 50 yL. Em seguida, foram colocados 790 pl
de agua destilada mais 10 pL do homegenato diluido e 200 pyL do reagente de
Bradford. Para cada amostra foram pipetados 3x 300 uL em placa de Elisa, e

apos 15 minutos foi feito a leitura a 595 nm.
4.6.3 Superoxido dismutase

A determinacéo da atividade do superoxido dismutase (SOD) foi reali-
zada segundo o método de Marklund (1985), modificado.

Para obtencdo dos brancos, foram acrescentados, em ftriplicata, nos
pocos da placa de ELISA 45 pL de solugdo-tampao e 6 uL de brometo de 3-
[4,5-dimetiltiazol-2H]-2,5-difeniltetrazolium (MTT) a 1,25 mM; para o padréo,
foram acrescentados 30 puL de tampao, 6 yL de MTT e 15 pL de pirogalol
(100 pM); e nas amostras foram acrescentados 30 pyL de sobrenadante, 99 uL
de solugao-tampéo, 6 uyL de MTT e 15 uL de pirogalol. Em seguida, com auxilio
de pipeta automatica multicanal, a reagao foi interrompida com a adigao de 150
ML de dimetilsulféxido (DMSO). A placa foi lida utilizando-se um leitor de ELISA
(ASYS®, UVM 340), em comprimento de onda de 570 nm.

4.6.4 Catalase
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Este ensaio foi realizado segundo o método de Aebi (1984), que se ba-
seia na medicao da atividade da catalase (CAT), na transformacgao de peréxido
de hidrogénio (H202) em agua. Foi feito um branco (10 yL do sobrenadante da
amostra + 1 mL de tampao fosfato) para cada amostra (10 yL do sobrenadante
da amostra + 1 mL da solugdo-tampé&o fosfato com perdxido), para zerar o
equipamento. A leitura de cada amostra foi realizada em espectrofotdmetro a
240 nm, nos tempos 0, 30, 60 segundos. Uma unidade (U) de catalase é
equivalente a hidrélise de 1 mol de H,O, (E = 39,4 L.mol".cm™) por minuto
(AEBI, 1984). Geralmente, a atividade dessa enzima é representada por U
catalase/mg de PTN. A absorvancia utilizada para o calculo € o delta, obtido
das absorvancias delas (absorvancia no tempo 0 — absorvancia a 60

segundos).
4.6.5 Malondialdeido

O malondialdeido (MDA), formado a partir da degradacdo de acidos
graxos poli-insaturados, € um indice conveniente para determinar a extensao
da reacao de peroxidacéo. Para determinacdo de malondialdeido, foi utilizado o
método Buege e Aust (1978). Foram utilizados 200 uyL do homogenato, mis-
turados, em seguida, com 400 uL de solugcdo de TBARS (acido tricloroacético —
15% (p/v) acido tiobarbituarico — 0,375% (p/v) e HCI — 0,25 M), agitados no
Vértex por 5 segundos e encubados em banho-maria a 90°C, por 40 minutos. A
amostra foi, entao, resfriada em gelo, por 5 minutos, sendo adicionados 600 pL
de n — butanol, agitando-se por 1 a 2 minutos. Em seguida centrifugou-se por
10 minutos, a 3.000 rpm, e a leitura foi realizada com o sobrenadante a 535 nm
em placa de Elisa, contra o branco, que contém todas os reagentes, menos a
amostra. Os valores finais foram calculados por meio da curva-padrao, sendo
utilizado o reagente N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina (TEMPO). Os resultados
foram nMol de MDA por miligramas de proteinas (hMol de MDA/mg PTN).

4.6.6 Variaveis bioquimicas séricos
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Alanina aminotransferase (alt), aspartato aminotransferase (ast), ureia e
creatinina foram determinados em amostras de soro, utilizando kits comer-

cialmente disponiveis.

4.6.7 Capacidade antioxidante total no soro

Utilizou-se o protocolo do kit antioxidante da SIGMA. A solugéo de acido
2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolina)-6-sulfénico (ABTS) de trabalho do substrato
foi preparada: 37,5 pyL de solugdo a 3% de peroxido de hidrogénio foram
adicionados a 15 mL de ABTS, para ser usada depois de 20 a 30 minutos.

Para a curva-padrao, foram utilizados 10 yL de um padrédo Trolox (a
partir de tubos 1-6) e 20 uL da solugéo de trabalho de mioglobina, nos respec-
tivos pogos de placa de Elisa. Nesses pogos foram adicionados 10 pyL da
amostra e 20 uL da solugao trabalho de mioglobina.

Foram adicionados 150 uL de solucéo trabalho de substrato de ABTS a
cada pocgo, deixando incubar por 5 minutos. Em seguida, foram colocados
100 uL de solugao de paragem em cada pogo. A leitura foi feita na absorvancia
a 405 nm.

4.7 Delineamento experimental e analise estatistica

Para as determinacgdes referentes as caracteristicas fisico-quimicas das
farinhas de sorgo e quinoa, o experimento foi disposto no delineamento inteira-
mente casualizado (DIC), com quatro tratamentos (farinha de sorgo e quinoa
com e sem tratamento térmico) e duas repeti¢cdes, tendo todas as analises sido
feitas em triplicata.

O experimento dos testes in vivo foi efetuado em delineamento inteira-
mente casualizado, com oito repeticbes, de modo que os pesos médios dos
animais fossem semelhantes. Os resultados encontrados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA), sendo realizado o teste “f", a 5% de probabili-
dade. Para significancia, o teste de Duncan, a 5% de probabilidade, foi utilizado

para comparar cada grupo de teste com o grupo-controle.

23



O programa estatistico utilizado foi o Statistical Analysis System (SAS),

versao atualizada, e licenciado para a Universidade Federal de Vigosa.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Composicao centesimal e capacidade antioxidante nas farinhas antes

e depois do tratamento térmico

As farinhas das variedades de quinoa e sorgo cru apresentaram teor de
agua de aproximadamente 12%, o que pode ser considerado seguro pela
legislagéo brasileira (Resolugdo RDC n® 263, de 22 de setembro de 2005), que
estabelece o limite maximo de 15% de umidade nas farinhas, nos amidos e nos

farelos (Tabela 4).

Tabela 4 — Composigédo centesimal e capacidade antioxidante (umol Trolox
Equivalente / g de amostra) das farinhas integrais de quinoa e sorgo das
variedades BRS Piabiru e BRS 305, em base seca (g.100 g-1)

Quinoa Sorgo

Crua TT Cru T
Teor de agua 11,84 £ 0,51* 59+0,47* 12,37 £ 0,26* 9,09 + 0,14*
Proteina 18,76 + 1,06™ 18,66 £ 0,17 12,94 +0,33"™ 12,97 £ 0,19
Lipidios 6,44 + 0,06™ 6,76 £ 0,02 4,33 £0,25™ 5,01 £0,12
Cinza 3,51+0,12" 3,02 + 0,09 1,25 +0,08"™ 1,13+ 0,04
Fibra alimentar total 11,57 15,15 14,77 14,28
Fibra insolavel 8,61 8,24 13,9 13,95
Fibra soluvel 2,96 6,91 0,87 0,33
Carboidratos 59,72 + 0,19 56,41 + 0,83 66,64 + 0,75 66,61 + 0,69
Capacidade antioxidante 59,56™ 67,83 241,52"™ 296,41

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste t pareado.
ns Nao significativo a 5% de probabilidade, pelo teste t pareado.

As composi¢des quimicas das farinhas integrais avaliadas com e sem
tratamento térmico corroboram os valores descritos na literatura (ANTUNES et
al., 2007; BORGES et al., 2010; CONCEICAO et al., 2009; GEWEHR et al.,
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2012; KOZIOL, 1992; USDA, 2016; WRIGHT et al., 2002), tendo o conteudo de
proteina da quinoa sido superior ao do sorgo. Portanto, a quinoa pode ser
considerada um alimento com alto teor proteico, maior do que os encontrado
em cereais (DINI et al., 1992; GEWEHR et al., 2012; KOZIOL, 1992).

Nao foram observadas diferencas significativas na composicdo quimica
das farinhas de quinoa e sorgo antes e depois do tratamento térmico, o que
significa que nao houve perdas de nutrientes. Estudos realizados mostram que
0 processamento (extrusao, cozimento, calor seco e calor umido) pode afetar a
composi¢cado quimica e o perfil antioxidante (BRADY et al., 2007; GEWEHR et
al., 2012; CARDOSO et al., 2014; NICKEL et al., 2016).

Apos o tratamento térmico, a quinoa apresentou aumento no conteudo
de fibra alimentar de 11 para 15% e o do sorgo se manteve constante. Valores
semelhantes foram obtidos por outros autores, que verificaram a concentragao
de fibra alimentar no grdo de quinoa com 14,2% (bs) (ALVAREZ-JUBETE;
ARENDTB; GALLAGHER, 2010) e 13,9% (ANDO et al., 2002). No entanto, o
sorgo apresentou valores maiores aos encontrados por outros autores, com
6,1% para sorgo branco e 8,8 a 11,1% para outros tipos de sorgo (USDA,
2016).

O tratamento térmico nao afetou a capacidade antioxidante nos graos (p
= 0,05). O sorgo apresentou maior capacidade antioxidante que a quinoa, o
que pode ser atribuido aos taninos condensados presentes no gendétipo BRS
305 (MORAES; NATAL et al., 2012).

5.2 Qualidade proteica das farinhas de sorgo, quinoa e mistura sorgo

mais quinoa

O peso inicial dos animais n&o diferiu entre os grupos (p = 0,05), indi-
cando a homogeneidade para a realizagao do experimento.

O ganho de peso dos animais alimentados com sorgo foi inferior
(p < 0,05) aos dos grupos, fato que pode ser associado ao consumo alimentar
(CA), que foi menor (p < 0,05), e aos compostos fendlicos do sorgo (Figura 3a),
como os taninos, diminuindo a digestibilidade proteica e a palatabilidade,
conferindo-lhe um gosto adstringente (MAKKAR, 2003; NEILSON; GIDDINS;
RICHARDS, 1986).
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O grupo alimentado com farinha mista de sorgo e quinoa (SQTT) nao
apresentou diferengas significativas com o grupo alimentado com quinoa (QTT)
no ganho de peso (p = 0,05). Como resultado da adi¢gado da quinoa ao sorgo, a
palatabilidade melhorou e, consequentemente, o consumo alimentar (CA), por-
tanto ndo houve diferengas com a farinha de quinoa (p = 0,05). A mistura das
farinhas pode melhorar o apelo desta, pelo preco baixo do sorgo e pelos seus

compostos fendlicos, além da alta qualidade proteica presente na quinoa.

Figura 3 — Peso corpéreo, consumo alimentar e coeficiente de eficiéncia alimentar de
ratos Wistar alimentados com caseina (C), farinha de sorgo BRS 305
(STT), farinha de quinoa BRS Piabiru (QTT) e farinha mista sorgo mais
quinoa (SQTT) submetidos a tratamento térmico.
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As médias seguidas pela mesma letra nao diferem pelo teste de Duncan.

Entre os grupos-teste, somente foi observada diferengca (p < 0,05) no
sorgo, tendo o valor de nitrogénio ingerido sido mais baixo que o dos grupos
QTT e SQTT (Tabela 5). No entanto, a excregédo de nitrogénio fecal foi maior
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em animais alimentados com farinha de gréos STT e SQTT, tanto em relagéo
ao grupo-controle quanto nas dietas-teste (p < 0,05). Nao foi observada
diferenga significativa (p = 0,05) para o nitrogénio excretado nas fezes no
grupo-controle e no grupo alimentado com dieta de quinoa. A excreg¢ao elevada
de nitrogénio fecal observada nos grupos SQTT e STT possivelmente se deve
a presenca de niveis de taninos, o que resultou em niveis mais altos de
proteinas enddégenas nas fezes ou na digestdo prejudicada da proteina
dietética, ou ambas. O consumo desses taninos pode aumentar o nitrogénio
excretado, como foi apresentado por Al-Mamary et al. (2001), que relataram um
elevado indice de nitrogénio fecal em animais alimentados com dietas de sorgo
com alto teor de tanino, reduzindo significativamente o ganho de peso corporal
vivo em 10%, fato atribuido a interagédo entre os taninos e as glicoproteinas do

muco.

Tabela 5 — Nitrogénio ingerido na dieta (NI), nitrogénio excretado nas fezes (NE),
digestibilidade verdadeira (DV) e digestibilidade verdadeira relativa (DV-R)
dos animais alimentados com dietas com caseina (C), farinha de sorgo
BRS 305 (STT), farinha de quinoa BRS Piabiru (QTT) e farinha mista sorgo
mais quinoa (SQTT), submetidas a tratamento térmico

indices NI NE DV DV-R
C 0,62° + 0,03 0,05° + 0,01 92,65% + 1,90
STT 0,28° + 0,04 0,13%+ 0,04 60,22% + 6,60 61,24° + 9,11
QTT 0,38 + 0,04 0,08 + 0,01 81,46° + 2,64 87,93% + 2,85
SQTT 0,34° + 0,06 0,12% 0,02 66,82° + 2,44 72,12° + 2,64

As médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna n&o diferem a 5% de probabilidade,
pelo teste de Duncan; + desvio-padrao.

Constatou-se maior digestibilidade da proteina de quinoa, comparada
com a digestibilidade dos demais grupos (STT e SQTT) (P < 0,05), o que se
deve a presenca de todos os aminoacidos essenciais na proteina da quinoa
(REPO-CARRASCO; ESPINOZA; JACOBSEN, 2003; WATANABE et al.,
2014). Por outo lado, a digestibilidade do sorgo € afetada tanto pelos taninos
condensados, quanto pelos aminoacidos limitantes. O sorgo nao é indicado
como boa fonte proteica, mas a sua presenca na dieta aumenta seu potencial

antioxidante. No entanto, quando o sorgo € combinado com a quinoa, constata-
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se uma melhora na qualidade proteica, o que significa melhor uso com
potencial na saude (RANHOTRA et al., 1993; YADAV; KHETARPAUL, 1994).

Ranhotra et al. (1993) e Mendes et al. (2009) obtiveram uma digestibili-
dade de 85,95 e 84,3%, respectivamente, para a quinoa, e Moraes et al. (2012)
encontraram uma digestibilidade de 57,6% para o sorgo, valores semelhantes
ao obtido no presente estudo.

Os valores de PER, NPR, PER-R e NPR-R do grupo com farinha integral
de sorgo foi inferior aos demais (P <0,05), com 0,23, 1,82, 5,77 e 42,31,
respectivamente (Tabela 6). Valores semelhantes foram encontrados por Moraes
et al. (2012), que avaliaram a qualidade proteica de diferentes gendtipos de
sorgo. De acordo Friedman (1996), valor de PER inferior a 1,5 representa uma
proteina com baixa qualidade. Esse fato pode ser explicado pelos compostos
fendlicos, como os taninos, presentes no sorgo, uma vez que eles se
complexam com as proteinas, impedindo sua digestdo e sua subsequente
absorcgao. Além disso, eles tém baixos niveis de aminoacidos essenciais, como
lisina, triptofano e treonina (BADI et al., 1990; BARROS; AWIKA; ROONEY,
2012; DUNN et al., 2015; STEFOSKA-NEEDHAM et al., 2015)

Tabela 6 — Coeficiente de eficiéncia proteica (PER), coeficiente de eficiéncia proteica
relativa (R-PER), razdo proteica liquida (NPR) e razdo proteica liquida
relativa (R-NPR) das dietas com caseina (C), farinha de sorgo BRS 305
(STT), farinha de quinoa BRS Piabiru (QTT) e farinha mista de sorgo mais
quinoa (SQTT), submetidas a tratamento térmico

indices PER PER-R (%) NPR NPR-R (%)
C 3,58%+ 0,24 4,31% £ 0,24
STT 0,23+ 0,05 5,77° + 3,08 1,82+ 0,17 42,31°+ 3,90
QTT 2,02° + 0,56 56,467 + 15,64 3,36° 0,51 77,82% £ 11,90
SQTT 1,52° + 0,52 42,58 + 14,62 2,88° + 0,36 66,85° + 8,47

As médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna ndo diferem a 5% de probabilidade,
pelo teste de Duncan; + desvio-padrao.

Ainda que o consumo alimentar dos grupos QTT e SQTT nao tenha
apresentado diferencga entre si (P = 0,05), houve diferengas significativas para
valores de PER e NPR. Isto significa que a farinha de quinoa pode ser eficiente
para promover o crescimento, como resultado do PER (2,02) acima de 2,0,
sendo considerada proteina de alta qualidade. A mistura de farinhas de quinoa

28



e sorgo (SQTT) representa uma proteina de qualidade média, assim
considerada pelos valores entre 1,5 e 2,0 (FRIEDMAN, 1996). A combinacéo
dessas matérias-primas resultou em melhor qualidade proteica na farinha,

devido a contribui¢do da quinoa aos aminoacidos limitantes do sorgo.

Tabela 7 — Umidade nas fezes (UF), fezes umidas (FU) e fezes secas (FS) dos
animais alimentados com dietas com caseina (C), farinha de sorgo BRS
305 (STT), farinha de quinoa BRS Piabiru (QTT) e farinha mista sorgo mais
quinoa (SQTT), submetidas a tratamento térmico

indices UF FU NE
C 12,84° + 3,46 6,79° + 0,50 5,92% + 0,57
STT 20,48% + 1,33 3,72°+ 0,90 2,95+ 0,69
QTT 20,47% + 3,46 3,53 + 0,69 2,90° + 0,48
SQTT 22,20% + 3,17 3,89°+ 0,72 3,02° + 0,55

As médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna né&o diferem a 5% de probabilidade,
pelo teste de Duncan; £ desvio-padréo.

Nao foi observada diferencga significativa na umidade das fezes entre os
diferentes grupos testados (p = 0,05) (Tabela 7), o que pode estar associado
com as fibras presentes no sorgo e na quinoa, que diferem as do grupo-
controle (celulose). Freitas et al. (2004) avaliaram o efeito do polissacarideo de
soja em relagéo a celulose sobre 0 peso e a umidade fecal, encontrando maior
peso seco nas fezes dos animais do grupo celulose, o que pode ser atribuido ao
fato de a fermentagdo de polissacarideos nao celuldsicos ser mais eficiente

que a fermentagao da celulose, sendo menos degrada no trato intestinal.

5.3 Potencial antioxidante de farinas de sorgo e quinoa de animais

tratados com fluoreto de sédio (NAF)

Neste estudo ndo foi observada alteracdo no estresse oxidativo nos
animais que receberam fluoreto de sédio pela medida de malondialdeido
(MDA) (p 2 0,05), que é um marcador da degradacao das reagdes em cadeia
da oxidacdo de acidos graxos poli-insaturados. Esse resultado nido era
esperado, pois o NaF nao foi capaz de produzir o estresse oxidativo na mesma

dosagem, no mesmo tempo de intervengcdo e usando o mesmo modelo
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experimental utilizado no presente experimento, como observado por Nabavi et
al. (2012). O uso de NaF na agua de beber dos animais ndo foi considerado
uma boa alternativa, pois constatou-se menor ingestdo de agua nos grupos
com NaF do que no controle negativo (dados nao apresentados).
Possivelmente, o NaF alterou o sabor da agua, o que refletiu na ingestao
alimentar, dado que o consumo médio (em g.animal™) anterior ao tratamento
foi de 166,21, 44,84, 68,83, 68,64 para o controle positivo, o sorgo, a quinoa e
a mistura sorgo mais quinoa, respectivamente, e passou para 70,77, 23,10,
32,29, 21,59, uma semana apos a ingestao de NaF.

O tratamento dos animais com farinhas de sorgo e de quinoa e da
mistura sorgo mais quinoa também nao alterou os niveis de malondialdeido
dos animais que receberam NaF. Observou-se que o NaF nao foi capaz de
produzir as desordens metabdlicas, ou seja, de alterar o equilibrio oxidante-
antioxidante no corpo, que causaria danos oxidativos ao DNA, as proteinas e
aos lipidios (BARBOSA et al., 2010; NABAVI et al., 2012). A intervengao com
sorgo e quinoa manteve o equilibrio metabdlico, pois ndo foi observada
alteracao do estresse oxidativo nos animais nos grupos-teste.

A capacidade antioxidante total no soro foi maior (p =0,05) para as
dietas contendo sorgo, e sorgo mais quinoa. A presenca de taninos conden-
sados e de antocianinas no sorgo pode ter elevado a capacidade antioxidante
(HAGERMAN et al., 1998; DE LA IGLESIA et al., 2010; STEFOSKA-NEEDHAM
et al., 2015), mas isso ndo resultou em aumento nas defesa antioxidante
endbégena, medida pelas enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase
(CAT), que nao exibiram diferencas (p = 0,05) entre os grupos (Figura 4c e 4d).
Como nao houve aumento do estresse oxidativo, também ndo houve demanda
do aumento da defesa antioxidante.

O aumento da capacidade antioxidante também foi observado no estudo
de Khan et al. (2015), que avaliaram o efeito da massa para macarrdo
contendo sorgo em marcadores de estresse oxidativo em individuos saudaveis,
observando um aumento nas enzimas e na capacidade antioxidante para o
sorgo vermelho. Embora, neste estudo, o grupo quinoa n&o tenha demonstrado
aumento da capacidade antioxidante em relacdo ao grupo NaF submetido ao
estresse, Pasko et al. (2010), avaliando o efeito da dieta suplementada com

sementes de quinoa sobre o estado oxidativo em plasma e tecidos de ratos,
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concluiram que a administracdo de quinoa protegeu o plasma contra a

peroxidacgao lipidica.

Figura 4 — Efeito antioxidante de animais tratados com farinha de sorgo e quinoa
submetidos ao estresse com fluoreto de sdédio (NaF) por sete dias, dieta-
controle positivo (NaF), dieta-controle negativo (normal) e dietas de farinha
de sorgo BRS 305 (STT), farinha de quinoa BRS Piabiru (QTT) e farinha
mista sorgo mais quinoa (SQTT), submetidas a tratamento térmico.
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As médias seguidas pela mesma letra nao diferem pelo teste de Duncan.

Os niveis plasmaticos das enzimas hepaticas (AST e ALT) e dos mar-

cadores de fungao renal (creatinina e ureia) apresentaram aumento (p < 0,05)
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nos grupos com dieta a base de sorgo e quinoa, em comparagao aos controles
(Tabela 8). Embora esses aumentos estejam dentro dos niveis fisioldgicos de
referéncia, com exceg¢ao do AST, por ser mais suscetivel a variagédo, sugere-se
que a menor ingestdo de agua e de alimentos, aliada a maior perda de
umidade nas fezes (Tabela 6), observada para os grupos-teste, tenha
provocado desidratagcdo nos animais e promovido o aumento desses valores
(WAKI, 2010; RONCAL-JIMENEZ et al., 2015).

Tabela 8 — Efeito antioxidante de farinha de sorgo e quinoa em animais submetidos ao
estresse com fluoreto de sodio (NaF) por sete dias, recebendo dietas- con-
trole positivo (NaF), dieta-controle negativo (normal) e dietas de farinha de
sorgo BRS 305 (STT), farinha de quinoa BRS Piabiru (QTT) e farinha mista
sorgo mais quinoa (SQTT), submetidas a tratamento térmico

Média Creatinina Ureia AST ALT
(mg/dl) (mg/dl) un (un)
Controle positivo 0,35°+ 0,04 75°+084 118,86°+9,92 36,43°+ 4,35
Controle negativo 0,37°+ 0,03 8,83°+248 121,8°+8,32 32,22°+ 6,20
STT 0,55% £ 0,07 16,2° + 2,28 177° £ 10,38 44,29 + 574
QTT 043°+0,03 1575°+3,86 172*°+17,68 52,17% + 8,91
SQTT 0,53*+0,06 18,80 +4,97 164%+ 30,69 50,5% + 7,62
Parametros bioquimicos
ratos norvergicus adultos 0,2-0,8 15,0-21,0 39,0-92,0 17,0 -50,0

(MARTINO et al., 2013)

As médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna ndo diferem a 5% de probabilidade,
pelo teste de Duncan; + desvio-padrao; ALT = alanina aminotransferase; AST = aspartato
aminotransferase.
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6 CONCLUSOES

A qualidade proteica da dieta a base de farinha de sorgo restringiu o
crescimento dos ratos. No entanto, a farinha de quinoa apresentou uma
proteina de alta qualidade, que foi determinante no ganho de peso dos animais.

Embora o sorgo tenha mostrado possuir uma proteina de baixa
qualidade, a farinha mista melhorou sua qualidade proteica e aumentou a
capacidade antioxidante, indicando que a quinoa pode contribuir com os
aminoacidos limitantes no sorgo. Conclui-se, assim, que a farinha mista se
apresenta como uma boa possibilidade de consumo na alimentagdo humana,
comparada, com 0s cereais convencionais, com potencial de melhor a saude e
com prego acessivel.

As concentragdes de MDA e a atividade das enzimas (SOD e CAT) no
figado ndao apresentaram alteracdées nos ratos tratados com NaF na presenca
de sorgo, quinoa e mista, e os parametros bioquimicos séricos se mantiveram

dentro da faixa estabelecida nas condi¢cbes estudadas.
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CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV certifica que
o processo n° 20/2015, intitulado “Qualidade proteica e potencial funcional
de farinhas mistas de sorgo e quinos submetidas a tratamento térmico ",
coordenado pelo professor Frederico Augusto Ribeiro de Barros do
Departamento de Tecnologia de Alimentos, estd de acordo com a
Legislagdo vigente (Lei N° 11.794, de 08 de outubro de 2008), as
Resolugdes Normativas editadas pelo CONCEA/MCTIL, a DBCA (Diretriz
Brasileira de Pratica para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais para Fins
Cientificos e Didaticos) e as Diretrizes da Pritica de Eutanasia
preconizadas pelo CONCEA/MCTI, portanto sendo aprovado por esta
Comissdo em 04/11/2015, com validade de 12 meses.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process
number 20/2015, named “Protein quality and functional potential of the
mixture of sorghum and quinoa flours subjected to heat treatment”, is in
agreement with the a ctual Brazilian legislation ( Lei N° 11.794, 2008),

Normative Resolutions edited by CONCEA/MCTI, the DBCA (Brazilian
Practice Guideline for the Care and Use of Animals for Scientific Purposes
and Teaching) and the Guidelines of Practice the Euthanasia recommended
by CONCEA/MCTI therefore being approved by the Committee on

November 04, 2015 valid for 12 months.
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