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RESUMO

Muitos métodos para determinar a presenca de taninos sdo descritos na literatura, mas nenhum deles € universalmente aceito
como ideal ou utilizado de forma unénime. Alguns métodos colorimétricos ndo diferenciam taninos de outros compostos fendlicos,
outros utilizam substancias que ndo sdo adequadas como padrdo. M étodos que utilizam a capacidade dos taninos de precipitar as
proteinas podem causar resultados divergentes devido as diferencas na conformaggo dessas moléculas. Assim, objetivou-se, neste
estudo, identificar a presenca de taninos em 10 hibridos de sorgo através da andlise de padrdes proteicos obtidos por eletroforese. O
método colorimétrico Azul da Prassia foi utilizado para quantificar os taninos nas amostras. A precipitagdo das proteinas pelos
taninos permitiu identificar os gendtipos de sorgo com tanino através dos padrdes proteicos das fragfes albuminas, globulinas e
prolaminas. A andlise eletroforética das prolaminas mostrou que as bandas produzidas pelo polipeptideo kafirina, podem ser
utilizadas na identificag&o de sorgo sem tanino no gréo.

Termos para indexagdo: Compostos fendlicos, método Azul da Prissia, precipitagédo de proteinas.

ABSTRACT

Several methods are described on the literature to determine the presence of tannin, however none of them is universally
accepted as the ideal or even are used in a unanimous way. Some colorimetric methods do not differentiate tannins from others
phenolic compounds, others use substances which are not appropriate to use as standard. Methods that use the capacity of tannins
to precipitate proteins may end up with divergent results due to differences on the molecule conformation. Thus, the objective of this
study was to identify the presence of tannin in 10 hybrids of sorghum throughout analysis of pattern proteins obtained by
electrophoresis. The colored method Prussian Blue was used to quantify tannins on the samples. The protein precipitation by
tannins permitted to identify the sorghum genotypes with grain tannin through protein standards of fractions of abumin, globulin
and prolamins. The electrophoresis analysis of the prolamins showed that the bands produced by the kafirin polypeptide may be
used in sorghum identification without the presence of tanninin grain.

Index terms: Phenolic compounds, Prussian Blue assay, protein precipitation.

(Recebido em 23 de julho de 2007 e aprovado em 10 de abril de 2008)

O sorgo diferentemente de outros cereais, produz
relativamente grande quanti dade de compostos fendlicos,
entre os quais os taninos (HAHN et al., 1984).

Os taninos compreeendem um grupo de compostos

sd0 compostos de um aglcar e um &cido fenolcarboxilico e
sd0 hidrolizados por enzimas e &cidos. Ao contrario, os
taninos condensados ndo sdo afetados por enzimas, mas
decompdem-se quando tratados com acidos formando

resultantes do metabolismo secundario das plantas, ou
sgja, NAo S0 NECESSAri0S ao Seu crescimento e reproducao
(BUTLER et al., 1984). Sdo encontrados principa mente em
frutos verdes e plantas da familia poaceae (HAHN et al.,
1984).

Existem duas classes de taninos: hidrolizaveis e
condensados. Os taninos hidrolizaveis (ex. Acido tanico)

pequena quantidade de antocianidina, sendo assim
denominados proantocianidina (HAHN et al., 1984;
HOSENEY et al., 1981).

Quando presentes nos gréos, os taninos protegem
0 sorgo contra o dano causado por passaros (RODRIGUES
et a., 1992), reduzem a germinagdo do gréo na panicula
(HARRIS & BURNS, 1970) e conferem resisténcia ao
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desenvolvimento de fungos causadores da podridéo no
gréo antes da colheita (HARRIS & BURNS, 1973).

Ao contrario dos beneficios no campo, os taninos
causam efeitosindesejaveis na dieta. Eles podem formar
complexos com as proteinas e assim diminuirem a
digestibilidade e a pal atabilidade dos alimentos, causando
em conseqliéncia, 0 menor ganho de peso aos animais
(BUTLER, 1989). Experimentos conduzidos por Cabral Filho
(2004) mostraram que a presenca de tanino condensado
na dieta resultou em menor aproveitamento do nitrogénio
pelos animais.

Analisando o efeito do acido ténico sobre a
hidrdlise “in vitro” de algumas proteinas, Martinez &
Moyano (2003) verificaram que a adi¢do de acido tanico
reduziu a hidrdlise da proteina albumina de soro bovino.
No entanto, a hidrdlise enzimatica das proteinas caseina
encontrada na ervilha e na soja e a hemoglobina foi
aumentada. Este estudo permitiu concluir que, quando
simulamos 0 ambiente gastrointestinal dos animais, o efeito
negativo do &cido tanico na reducéo da hidrdlise de
proteinas depende da classe de polipeptideo analisada.

A disponibilidade de aminoéacidos apds a
alimentacdo de aves com dieta contendo diferentes teores
de tanino no grdo foi avaliada por Ebadi et a. (2005). Os
resultados mostraram que a disponibilidade foi reduzida
guando foram utilizadas na dieta variedades de sorgo com
tanino no gréo. Dentre os aminoacidos avaliados, o
aminoécido prolina foi 0 mais afetado pela presenca de
tanino nadieta.

Compostos fendlicos podem interagir e formar
complexos com proteinas de reserva dos gréos de sorgo.
Emmambux & Taylor (2003) mostraram que o &cido tanico
e 0 tanino condensado ligam fortemente a kafirina, uma
proteina de reserva do grupo das prolaminas encontrada
no sorgo. Esse fato explica areducdo da digestibilidade da
proteina do sorgo com tanino no gréo.

Os métodos disponiveis para quantificar taninos
podem ser divididos em duas classes: @) métodos que
utilizam as propriedades quimicas, ou seja, a capacidade
dos compostos fendlicos reagirem com outras substancias
e desenvolverem cor. b) métodos que utilizam as
propriedades fisicas, isto é, a capacidade dos compostos
fendlicos se associarem e precipitarem as proteinas
(MAKKAR, 1989).

Métodos colorimétricos sdo amplamente utilizados,
principalmente devido a sua simplicidade e sensibilidade.
Entre esses métodos, 0 Azul da Prissia é o mais comum
para quantificar compostos fendlicos totais por ser simples,
répido e tem pouca interferéncia de compostos que ndo
sdo fendlicos, no entanto, € um método que promove a

formacéo de precipitados e aumenta a densidade de cor
rapidamente durante a reagdo de quantificagdo dos
compostos fendlicos, além disso € muito influenciado pelo
pH e temperatura da reagdo (SCHOFIELD et al., 2001).

Métodos para quantificar taninos utilizando sua
propriedade de formar complexos e precipitar as proteinas
s80 apresentados na literatura. Segundo Makkar (1989),
0s procedimentos mais comuns sdo descritos por Bate-
Smith (1973) e Hagerman & Butler (1978).

A maior dificuldade em quantificar taninos nas
plantas se deve agrande diversidade de estruturas desse
grupo de substancias (SCHOFIELD et al., 2001). Os
métodos colorimétricos por exemplo, geralmente ndo
diferem tanino de outros compostos fendlicos. Outro
problema é a dificuldade de obtencéo de substéncias
adequadas para serem utilizadas como padréo para esses
métodos (HOSENEY et al., 1981). Segundo revisdo de
Schofield et al. (2001), diferentes substancias utilizadas
como padréo para quantificar taninos pelos métodos
colorimétricos, podem resultar em valores que diferem em
até 30 vezes. Métodos que utilizam a precipitacdo de
proteinas pelos taninos para a sua determinagdo podem
também apresentar erros, principa mente devido as
diferencas na conformagdo dessas mol éculas que podem
influenciar ainteragdo entre taninos e proteinas (HOSENEY
etd., 1981).

Assim, objetivou-se, neste estudo, mostrar que a
presenca de taninos no sorgo pode ser detectada através
da andlise eletroforética das proteinas de reserva do gréo.

Foram analisados 10 materiais genéticos de sorgo,
sendo 3 hibridos experimentais (CMSXS), 4 hibridos
comerciais (BR e BRS) e o cultivar de milho BR 106
utilizado como referéncia para comparagdes na anélise
eletroforética do fracionamento proteico. Esses materiais
foram fornecidos pela Embrapa Milho e Sorgo, localizada
em Sete Lagoas-MG. Outros 3 hibridos comerciais de
sorgo de institui¢des privadas também foram analisados
(Tabelal).

A extracdo dos taninos nas amostras de sorgo foi
realizada de acordo com o procedimento descrito por Price
et d. (1978). Paratanto, em tubos de ensaio contendo 500
mg do gréo moido, foram adicionados 10 ml de HCl 1% em
metanol. As amostras foram agitadas levemente por 20
minutos e a seguir centrifugadas por 8 minutos a 1000 rpm,
guardando o sobrenadante que se constituiu no extrato.

A determinacdo da presenca de taninos nas
amostras de sorgo foi realizada com 4 repeti¢des, utilizando
0 método Azul da Prussia, proposto por Price & Butler
(2977), conforme procedimento descrito a seguir.
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Tabela 1 — Relagdo de materiai s genéticos analisados.

Materiais Genéticos

Instituicdo de Origem

BR 300
BR 304
BR 600
CMSXS 356
CMSXS 359
CMSXS375
BRS 305
AG 3001
A 9902
CS111
BR 106 (Milho)

Embrapa Milho e Sorgo
Embrapa Milho e Sorgo
Embrapa Milho e Sorgo
Embrapa Milho e Sorgo
Embrapa Milho e Sorgo
Embrapa Milho e Sorgo
Embrapa Milho e Sorgo
Agroceres
Asgrow
Zeneca
Embrapa Milho e Sorgo

Em erlemeyer de 125 ml foi adicionado 50 ml de
agua destilada e 0,2 ml do extrato. O controle foi constituido
de 0,2 ml da solucdo de HCl 1% em metanol. A seguir
adicionou-se 3 ml de cloreto férrico (FeCl,) 0,05M em HCI
0,IN. Apo6s 3 minutos adicionou-se também 3 ml de
ferrocianeto de potassio [FeK ,(CN).] 0,008M. A leiturade
absorbanciafoi em espectrofotémetro a 720 nm.

Uma curva padr&o foi obtida a partir de diferentes
concentragdes de écido tanico para quantificar os taninos
nas amostras conforme procedimento descrito a seguir:
Em baldo volumétrico de 100 ml adicionou-se 100 mg de
acido tanico completando-se 0 volume com uma solucéo
de HCI 1% em metanol. Aliquotas de 0 a 1,0 ml com
diferencas de 0,1 ml foram pipetadas em tubo de ensaio
completando-se o volume para 10 ml com a solugéo de HCI
1% em metanol.

A seguir, em erlemeyer contendo 50 ml de &gua
bidestilada, pipetou-se 0,1 ml da solugéo de 10 ml preparada
anteriormente. Para o controle utilizou-se 0,1 ml da solucéo
de HCI 1% em metanol. Foram adicionados 3 ml de cloreto
férrico e ap6s 3 minutos, 3 ml de ferrocianeto de potéssio.
A curva padrdo foi construida com leituras em
espectrofotémetro a 720 nm.

Os dez cultivares de sorgo e o cultivar de milho
foram submetidos a andlise el etroforética das proteinas de
reserva do endosperma, em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE). O fracionamento das proteinas foi realizado de
acordo com o0 método de Landry & Moreaux (1970) com
algumas modificagBes, conforme descri¢do a seguir: uma
amostra de 50mg do endosperma moido foi suspensa por
10 minutos em 500 pL de uma solugdo 0,5M de NaCl sob
agitacdo e submetida a uma centrifugacdo a 3000 rpm por
10 minutos para extrac@o das albuminas e globulinas (frac&o

). Paraaextracdo das prolaminas, o precipitado da fracéo
| foi lavado com &gua, centrifugado e suspenso em solugéo
de dcool isopropilico 70% e 3% de 2-mercaptoetanol e
centrifugado (fragéo I1). Para a extragdo das glutelinas, o
precipitado dafrac&o 11 foi suspenso em uma solucdo de
borato de sddio 0,0125M, pH 10, 3% de 2-mercaptoetanol
e 0,5% de dodecil sulfato de sodio (SDS) e a seguir
centrifugado (frago 111). A proporgéo 1:10 entre o peso da
amostra e o volume da solugdo extratora, tempo de
incubacdo de 10 minutos com agitacdo e a centrifugacdo
de 3000 rpm por 10 minutos, utilizados no preparo da fracdo
I, foram mantidos no preparo das demais fragoes.

Para obtencdo dos padrdes eletroforéticos das
proteinas presentes nas diferentes fragdes, foram
misturados 30 pL dos sobrenadantes com 30 pL de uma
solucdo tampéo contendo 62,5 mM de tris-HCl pH 6,8, 2,3%
de SDS, 5% de 2 -mercaptoetanol e 5 L de uma solucéo
0,1% de azul de bromofenol e 10% de glicerol. A misturafoi
aguecida em banho- mariaa 100°C por 5 minutos e 30 pL
foram aplicados no gel.

Os géis foram preparados com 5% de acrilamida
para aregido de empilhamento (“ Staking gel”) e 12,5% de
acrilamida, na regido de separacdo das proteinas
(“Running gel”). A corridafoi desenvolvida atemperatura
ambiente, aplicando-se uma corrente constante de 12 mA
por uma hora, seguida de um periodo de trés horas a 24
mA. Para a colorag&o das bandas proteicas, foi utilizada
uma solugdo de coomassie azul brilhante R-250 a 0,1%,
diluida em etanol/acido acético/dgua (50:10:40 v/v) por
12 horas. Paralavagem do gel, foi utilizado metanol/acido
acético/agua (5:10:85 v/v).

O teor de tanino no gréo em equivalente &cido
tanico para os 10 hibridos avaliados observa-se na Tabela
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2. O coeficiente de variagdo entre as médias dos hibridos
foi de 71,72%, mostrando que houve variabilidade
genética, permitindo assim reuni-los em dois grupos
distintos: Aqueles com baixo teor de tanino no gréo,
considerados sem tanino, representados pelos hibridos
BR 300 (0,257) , BR 304 (0,513) , CMSXS 356 (0,218) e
CMSXS 359 (0,215) e aqueles com alto teor de tanino no
gréo representados pel os hibridos BR 600 (2,185) , CMSXS
375 (2,895) , BRS 305 (2,003) AG 3001 (1,863) , A9902 (1,935)
, €CS 111 (1,565).

A escolha dos hibridos experimentais CMSXS
baseou-se principalmente no parentesco entre esses
materiais visando fornecer informacdes adicionais ao
programa de melhoramento genético de sorgo da
Embrapa Milho e Sorgo. Assim os hibridos CM SXS 356
e 359, que sdo considerados materiais sem tanino no
gréo como indica-se na Tabela 2, possuem o genitor
masculino em comum, a linhagem CMSXS 180R.
Portanto, essa é uma linhagem com boa capacidade de
combinacgdo paraa obtencdo de hibridos sem tanino no
grdo. Por outro lado, os hibridos CMSXS 375 e BRS 305
com 2,895 e 2,003 equivalente &cido tanico
respectivamente, possuem a mesma linhagem genitora
(CMSXS 210B), assim pdde-se concluir que o genitor
masculino do hibrido BRS 305 apresentou melhor
combinagdo com essa linhagem para obtenc&o de sorgo
com tanino, resistente a passaros e com boas qualidades
nutritivas.

Os padrdes obtidos por eletroforese dafracéo |
(albuminas e globulinas) e fragcdo Il (prolaminas) séo
apresentados nasfiguras 1 e 2, respectivamente. Nota-
se que é possivel discriminar os hibridos de sorgo
guanto a presenca de taninos no gréo, analisando os

padrdes el etrof oréticos desses polipeptideos. Oberva-
se que 0s materiais com tanino (nimeros impares nas
colunas) apresentaram menor quantidade de proteina
no gel que os materiais sem tanino. Esse resultado
deve-se a capacidade dos taninos de se associar e
precipitar as proteinas (BUTLER, 1982). Esse fato
ocorreu durante o procedimento de centrifugacdo apds
as amostras serem agitadas para a extracdo das
proteinas. A alteragcdo de forma quantitativa no
fracionamento das albuminas, globulinas e prolaminas
também foi observada por Guiragossian et al. (1978) e
Jambunathan & Mertz (1973).

Na Figura 1, observa-se também o padrao
proteico das proteinas classificadas como albuminas
eglobulinas paraavariedade de milho BR 106 (coluna
2). Nota-se uma maior quantidade de proteina presente
no gel em relacdo aos cultivares de sorgo com
ausénciade tanino no gréo. | sso ocorreu porgue uma
pequena quantidade de proteina presente nos
hibridos de sorgo foi precipitada pelos taninos. Esse
resultado pode explicar um dos motivos pelo qual o
sorgo sem tanino no grao, possui qualidade
nutricional inferior ao milho.

Padrdes proteicos de polipeptideos do grupo das
zeinas para a variedade de milho, sdo apresentados na
figura 2 (coluna 10). Esses polipeptideos possuem pesos
moleculares de 27, 22 e 19 kD (PAIVA et a., 1992). Em sorgo
esses polipeptideos sdo denominados kafirina, Butler
(1982). Podem ser identificados pelas colunas
correspondentes aos numeros pares. Percebe-se que os
hibridos de sorgo sem tanino, apresentaram maior
guantidade desse polipeptideo no gel em relagéo aqueles
com tanino no gréo.

Tabela 2 — Equivalente acido tanico para os genétipos avaliados. Média de quatro repeticdes.

Hibridos Equivalente acido tanico (%)
BR 300 0,257
BR 304 0,513
BR 600 2,185
CMSXS 356 0,218
CMSXS 359 0,215
CMSXS 375 2,895
BRS 305 2,003
AG 3001 1,863
A 9902 1,935
Cs111 1,565
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Figura 1 — Padrdes de el etroforese das proteinas presentes
na Fracdo | (albuminas e globulinas) extraidas de
endosperma do sorgo ou milho. 1. BR 600; 2.BR 106 (milho);
3.CMSXS 375; 4. BR 300; 5. AG 3001; 6. CMSXS 356; 7. A
9902; 8. BR 304; 9. BRS 305; 10. CMSXS 359; 11. CS 111.

27 kD
22kD
19kD

Figura 2 — Padrdes de el etroforese das proteinas presentes
na Fragdo |l (Prolaminas) extraidas de endosperma do
sorgo ou milho. 1. CS111; 2.CMSXS 359; 3.BRS 305; 4. BR
304; 5. A 9902; 6. CMSXS 356; 7. AG 3001; 8. BR 300; 9.
CMSXS 375; 10. BR 106 (milho); 11. BR 600.

As proteinas diferem em sua afinidade pelos
taninos. Butler (1982) relaciona algumas caracteristicas dos
polipeptideos como a kafirina, que sdo importantes para a

Sua associagdo com os taninos. Proteinas com ato peso
molecular, mais abertas e flexiveis tem maior afinidade pelos
taninos. Por outro lado, proteinas globulares que séo mais
compactas possuem menor afinidade pelos compostos
fendlicos. A afinidade das proteinas pelos taninos é maior
no ponto isoel étrico da proteina, embora algumas proteinas
Se associam aos taninos em um amplo limite de pH. Outro
fator que interfere na associagdo entre taninos e proteinas
€ a quantidade de prolina no polipeptideo. As proteinas
ricas em prolina, como as zeinas no milho ou kafirinano
sorgo, séo lineares, uma vez que esse aminoacido ndo se
insere em uma estrutura em &-hélice, assim, aumenta-se a
superficie de contato do polipeptideo. Essa afinidade das
proteinas ricas em prolina pelo tanino condensado foi
comprovada por Emmambux & Taylor (2003).

Quanto a frac&o Ill (glutelinas), os padrdes
eletroforéticos desses olipeptideos ndo permitiram essa
diferenciacdo entre os materiais quanto a presenca de
taninos no gréo, isso porque as proteinas dessa fragéo
ndo diferiram quanto & sua afinidade pelos taninos.

Muitos laboratérios de biologia molecular ndo tém
uma metodol ogia para quantificar taninos em sorgo, mas
fazem andlise eletroforética de segmentos de DNA como
rotina. Assim, esses laboratérios podem realizar o
procedimento descrito nesse estudo para identificar de
forma qualitativa a presenca de taninos em sorgo, a partir
da andlise eletroforéteica das proteinas de reserva dos
gréos.

Os resultados obtidos permitiram concluir que os
padrdes proteicos obtidos através da técnica de
eletroforese de proteinas de reserva dos gréos de sorgo,
podem ser utilizados para detectar a presenca de taninos,
sendo que as fragdes proteicas representadas pelas
abuminas, globulinas e prolaminas diferenciaram os
gendtipos de sorgo quanto a presenca de taninos. Entre
as prolaminas, as bandas produzidas pelo polipeptideo
kafirina podem ser utilizadas naidentificacéo de sorgo sem
tanino no gréo.
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