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RESUMEN

Las especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno son generados constantemente en las
células. Estos juegan un papel importante a nivel fisioldgico al participar en procesos de
proteccion (e.g fagocitosis, detoxificacion y apoptosis). Sin embargo, su produccién
excesiva (estrés oxidativo) puede inducir dafio oxidativo a biomoléculas importantes en
el cuerpo humano, lo cual se ha asociado al desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas y cardiovasculares. En respuesta, los sistemas bioldgicos previenen el
dafio mediante antioxidantes enddgenos y dietarios. Por lo tanto, los alimentos ricos en
antioxidantes pueden ser usados para ayudar a la prevencion del dafio oxidativo. En este
sentido, diversos estudios sefialan que el consumo regular de la leche podria mejorar la
salud de los consumidores debido a que contiene péptidos antioxidantes. En virtud de lo
anterior, el objetivo del presente estudio fue determinar la capacidad antioxidante presente
en extractos acuosos de queso Crema de Chiapas. Los quesos fueron colectados de tres
diferentes regiones (Norte, Centro-Frailesca y Costa) y almacenados durante 135d a4 °C.
La capacidad antioxidante (CA) fue evaluada en fracciones peptidicas solubles en agua <
3 kDa y de 3-10 kDa por los métodos ABTS y ORAC vy expresada como Trolox
equivalentes mL? fraccion (TE). Los resultados mostraron que la CA por el método
ORAC incremento significativamente (<0.05) después de 135 d de almacenamiento. En
general, la CA de la fraccion de 3-10 kDa fue 2.5 veces mayor que la fraccion < 3 kDa.
Adicionalmente, la CA de ambas fracciones fue dependiente de la region, siendo los
quesos de la regién Costa los que presentaron mayor CA con valores de 2345.4 TE y
1005.2 TE para la fraccion 3-10 kDa y < 3 kDa, respectivamente. Resultados similares se
obtuvieron por el método ABTS. En conclusion, los resultados obtenidos sugieren que las
fracciones peptidicas presentes de forma natural en los Queso Crema de Chiapas podrian

actuar como antioxidantes dietarios.

Palabras clave: Queso artesanal, péptido antioxidante, estrés oxidativo, ORAC
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ABSTRACT

Reactive oxygen and nitrogen species are constantly generated in living cells. They play
important roles participating at physiological level in protection processes (e.g.
phagocytosis, detoxification and apoptosis). However, its excessive production (oxidative
stress) can induce oxidative damage to important biomolecules in the human body, which
might cause neurodegenerative and cardiovascular diseases. In response, biological
systems prevent damage by endogenous antioxidants and dietary antioxidants. Therefore,
food rich in antioxidants may be used to help preventing the oxidative damage. In this
sense, studies have pointed out that the regular consumption of milk could improve
consumer health due to they contain antioxidant peptides. Hence, the aim of the present
study was to determine the antioxidant capacity present in water-soluble peptidic fractions
from Queso Crema de Chiapas. Cheeses were obtained from three different regions
(Norte, Centro-Frailesca and Costa), and stored during 135 d at 4 °C. Antioxidant capacity
(AC) was assessed in water-soluble peptidic fractions <3kDa and 3-10 kDa by both ABTS
and ORAC methods, and expressed as equivalents Trolox mL™ fraction (TE). The results
showed that the AC by ORAC assay increased significantly (<0.05) after 135 d of storage
time. In general, the AC of the 3-10 kDa fraction was 2.5-fold higher than the < 3 kDa
fraction. Additionally, the AC of both fractions was dependent on the sampling region,
being the Costa region the one with highest AC with 2345.4 TE and 1,005.2 TE, for 3-10
kDa and < 3 kDa fractions, respectively. Similar results were obtained by the ABTS
method. In conclusion, our results suggest that peptidic fractions naturally present in

Queso Crema de Chiapas could act as dietary antioxidants.

Keywords: Artisanal cheese, antioxidant peptide, oxidative stress, ORAC
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I. INTRODUCCION

En las ultimas décadas se ha demostrado el papel que juegan ciertos componentes
bioactivos de los alimentos en la prevencién y tratamiento de muchas enfermedades,
principalmente las enfermedades crénico degenerativas (Kris-Etherton et al. 2002). Esto
ha provocado un cambio de la simple concepcion de alimento como fuente de nutrientes
y de satisfaccion sensorial a uno mas integral que incluye no solo el potencial que tienen
los alimentos de nutrir, sino también de prevenir y curar enfermedades, los llamados

alimentos funcionales (Hasler, 2000).

A lo largo de la historia, la leche y sus derivados han sido catalogados como alimentos
que tienen un alto valor nutritivo y que ademas ejercen ciertos efectos positivos en la salud
de los consumidores, debido a que contienen diversas sustancias y componentes
bioactivos como proteinas (inmunoglobulinas, enzimas), lipidos (&cidos grasos)
carbohidratos (oligosacaridos), hormonas, vitaminas, factores de crecimiento y bacterias
acido lacticas (BAL) con funcion y metabolismo especifico (Walther et al., 2008; Bhat y
Bhat, 2011). En este ultimo respecto, algunas BAL son capaces de generar ciertos péptidos
con actividad biolégica tales como: antioxidante, quelante, antimicrobiana,
antihipertensiva y antimutagénica, entre otras (Gobbetti et al., 2002; Sah et al., 2014). La
generacion de dichos péptidos se deriva de la actividad proteolitica de las bacterias, siendo
ésta cepa-especifica, lo que abre la posibilidad a la produccién de un gran nimero y

variedad de péptidos con diferentes actividades.



En la actualidad, los productos lacteos artesanales, principalmente los quesos, han llamado
el interés cientifico como fuente y/o medio de trasporte de bacterias productoras de
péptidos bioactivos, en particular de aquellos potencialmente antioxidantes (Choi et al.,
2012). Dichos péptidos podrian jugar un papel protector a través de la (1) reduccion de la
formacion de radicales libres, por inhibicion directa de radicales libres a través de la
transferencia de hidrogenos o electrones o por inhibicion de generadores de radicales
libres, (2) supresion o desactivacion de radicales libres (por secuestro de metales), o (3)
participacion en procesos de reparacion de dafios oxidativos (Young y Woodside, 2001;
Valko et al., 2007).

La importancia fisioldgica de péptidos bioactivos con capacidad antioxidante radica en el
potencial que presentan para controlar y prevenir enfermedades degenerativas, tales como
aterosclerosis, diabetes, hipertension y cancer, que tienen como factor etiolégico comin
al estrés oxidativo causado por especies reactivas de oxigeno (ERO) y nitrogeno (ERN).

Por lo tanto, el propoésito del presente trabajo fue determinar in vitro la capacidad
antioxidante asociada a las fracciones peptidicas presentes en extractos acuosos obtenidos

de queso Crema de Chiapas, un queso artesanal mexicano.



II. ANTECEDENTES

2.1 Estrés Oxidativo y Enfermedades Degenerativas

Las ERO y ERN (O*"NO*, RO*, ONOQ?®) juegan un papel importante al participar a nivel
fisiologico en el cuerpo humano en diversas reacciones de proteccion, tales como
fagocitosis, detoxificacion de xenobidticos y apoptosis (Devasagayam et al., 2004; Valko
et al., 2007). Su produccién se encuentra regulada a nivel celular. No obstante, una
produccidn excesiva conlleva a la alteracion del equilibro entre los mecanismos oxidativos
y antioxidantes, en favor de los primeros, lo que se ha denominado estrés oxidativo (Sies,
1997).

Este concepto ha sido redefinido de una manera mas precisa como "un desequilibrio entre
oxidantes y antioxidantes, a favor de los oxidantes, que conducen a una interrupcion del
control de la sefializacion redox y/o de dafios moleculares™ (Halliwell y Gutteridge, 2007).
De acuerdo a la definicion anterior, el estrés oxidativo esta indisolublemente unido a la
interrupcidn de las vias de sefializacion normales, dafios de macromoléculas y la alteracion

de la homeostasis.

Generalmente, el estrés oxidativo es considerado como la causa principal de los procesos
fisiopatoldgicos que conducen a la aparicion y desarrollo de diversas enfermedades
(Figura 1), sin embargo otros autores sefialan que el estrés oxidativo es el resultado de

circunstancias fisiopatoldgicas (Halliwell y Gutteridge, 2007; Valko et al., 2007).
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Figura 1. Esquema general sobre la representacion del estrés oxidativo y su asociacion
con la aparicion de diversas enfermedades. O»*: Radical superdxido; OH®: Radical
hidroxilo; RO®: Radical alcoxilo; ROO®: Radical peroxilo; NO®: Radical 0xido nitrico;
ONOOQO?*: Radical peroxinitrilo (Halliwell y Gutteridge, 2007; Valko et al., 2007).



Entre las diversas enfermedades asociadas al estrés oxidativo se encuentran,
principalmente la aterosclerosis, diabetes, hipertension y cancer. De acuerdo a la teoria
del estrés oxidativo, la ateroesclerosis es el resultado de la modificacion oxidativa de las
lipoproteinas de baja densidad, las cuales se depositan en la pared de las arterias (Vogiatzi
et al., 2009). Esta deposicion conlleva a una proliferacion de ciertas células dentro de la
pared arterial que inciden gradualmente en la luz del vaso e impiden el flujo sanguineo
(Stocker y Keaney, 2004). Este proceso no solamente reducen el flujo sanguineo, sino
también da lugar a la aparicion de procesos inflamatorios que generan radicales

superoxidos (Bonomini et al., 2008).

Por otra parte, los radicales O2*, OH® y perdxido de hidrogeno (H202) sobreproducidos
en las células endoteliales de los vasos sanguineos y del miocardio, participan en la
oxidacion de la glucosa y en la glicacion no enzimatica de proteinas, lo cual se ha asociado
al conjunto de anormalidades metabdlicas que desencadenan en la diabetes (Niedowicz y
Daleke, 2005; Giacco y Brownlee, 2010).

Por otro lado, las células endoteliales juegan un papel importante en la relajacion arterial
al liberar 6xido nitrico, el cual es un relajador vascular. Sin embargo, una produccién
excesiva del radical O.° en las células endoteliales pueden degradar al 6xido nitrico y
producir el radical libre ONOQ?®, el cual puede dafiar a las propias células endoteliales,
dicho desequilibrio puede llevar a una vasodilatacion reducida y con ello, contribuir al
desarrollo de la hipertension (Ceriello, 2008). Otro posible mecanismo es la generacion
de compuestos vasoconstrictores productos de la peroxidacion lipidica, tales como los Fo-
isoprostanos (Grossman, 2008; Ward y Croft, 2006).

Adicionalmente, el estrés oxidativo ha sido implicado como una de las principales causas
del cancer (Reuter et al., 2010; Sosa et al., 2013). El cancer es un término general que se
refiere a mas de 100 enfermedades diferentes que afectan a diversos tejidos y tipos de
células. El principal mecanismo causante del cancer esta relacionado con el dafio
oxidativo al acido desoxirribonucleico (ADN), lo cual causa una mutacion, lo que conlleva

a una inestabilidad del genoma, alteraciones en los eventos epigenéticos y a una



inapropiada expresion de genes. Lo anterior resulta en una proliferacion de células
dafiadas o sin ninguna funcion especifica, resistencia a apoptosis y expansion a otros
partes de cuerpo humano (metastasis) (Visconti y Grieco, 2009). Por otro lado, la
membrana celular es rica en lipidos poliinsaturados y proteinas que son susceptibles a la
oxidacion por ERO. Otro evento oxidativo relacionado con la aparicion del cancer,
corresponde al dafio a la membrana por ERO, lo que modifica su permeabilidad y funcion
estructural lo cual conduce a un inadecuado funcionamiento de la célula, llevandolo a la

muerte o pérdida de la funcion tisular (Halliwell y Chirico, 1993).

Para contrarrestar el efecto nocivo que pueden causar las ERO y ERN, el cuerpo humano
cuenta con mecanismos de defensa y proteccion. El conjunto de dichos mecanismo de
defensa son conocidos como sistema enddgeno o biologico antioxidante (Halliwell y
Gutteridge, 2007).

2.2 Sistema Enddgeno Antioxidante

Este sistema est4 compuesto principalmente por enzimas que el cuerpo humano sintetiza,
e incluyen principalmente a las enzimas glutation peroxidasa (GPx), catalasa (CAT) y
superoxido dismutasa (SOD) (Valko et al., 2007).

La enzima GPx es un tripéptido compuesto por los aminoacidos glutamato, cisteina y
glicina; es importante en el mantenimiento de la homeostasis y proteccion celular como
antioxidante, produciendo la molécula de glutation (Veskoukis et al. 2011). El glutation
acta como cofactor de ciertas enzimas tal como la glutation transferasa (GT), la cual
elimina al radical OH® y el oxigeno singulete. Ademas, es capaz de regenerar a su forma
activa a las vitaminas C y E (Masella et al., 2005). La GT se localiza principalmente en el
citosol y la mitocondria de las células. Si bien la enzima GPx se encuentra distribuida en
todos los tejidos del cuerpo humano, una gran actividad se ha encontrado en células de

higado y rifion (Young y Woodside, 2001).



Por otra parte, la enzima CAT cataliza la conversion de H.O2 a agua y oxigeno, evitando
de esta manera que el H>O> pueda generar ROS (Valko et al., 2007). Dicha enzima se
localiza principalmente en los peroxisomas, y en menor proporcién en el citoplasma de
las células. Una gran actividad de la enzima CAT se ha encontrado en células de higado
y eritrocitos, aunque se encuentra distribuida en todos los tejidos del cuerpo humano (Fox
y Kelly, 2006a).

La enzima SOD es otra enzima antioxidante que cataliza la dismutacion del radical O,* a
H202 (Veskoukis et al., 2011). EI H20, producido por SOD es eliminado por la enzima
CAT, como se describi6 anteriormente. La enzima SOD se encuentra principalmente en
las células de los tejidos mamarios, principalmente en el citoplasma, y en células
endoteliales y fibroblastos (Young y Woodside, 2001; Przybylska et al., 2007).

Ademés de las enzimas GPx, CAT y SOD el humano sintetiza otros compuestos
antioxidantes enddgenos como coenzima Q, ferritina, acido Urico, bilirrubina, albumina y
melatonina (Rizzo et al., 2010; Valko et al., 2007).

En ocasiones, el sistema antioxidante no es totalmente eficaz en la neutralizacion de una
produccidn excesiva de ERO y ERN, por lo cual un suministro exdgeno de antioxidantes
es requerido para mantener y reforzar dicho sistema. Estos antioxidantes exdgenos son
obtenidos a través de los alimentos, por lo que son considerados antioxidantes dietarios.
En este sentido, estudios epidemiolégicos demuestran que el factor nutricional juega un
papel importante en la prevencion y control de enfermedades degenerativas que
etioldgicamente estan relacionadas con el estrés oxidativo causado por los ERO y ERN
(Prior, 2003; Willcox et al. 2008).



2.3 Antioxidantes Dietarios

Evidencia epidemioldgica ha sugerido que el consumo de ciertos alimentos puede reducir
el riesgo a padecer cancer y enfermedades cardiovasculares. Se ha hipotetizado que esto
es debido en parte a la presencia de compuestos antioxidantes en los alimentos. Como
resultado, estos compuestos han sido considerados por muchos como antioxidantes
dietarios. Sin embargo, estudios han revelado que los diferentes compuestos, tipicamente
agrupados bajo dicho término, pueden diferir considerablemente uno de otro en cuestion
de su comportamiento quimico y sus propiedades bioldgicas. Por lo anterior, se ha
definido a un antioxidante dietario como aquella substancia, presente en los alimentos,
que disminuye significativamente los efectos adversos de las especies reactivas de

oxigeno y nitrogeno en la funcién fisiolégica normal en humanos (FNB-IOM, 1998).

Los antioxidantes dietarios (e.g. polifenoles, flavonoides, carotenoides, vitaminas,
proteinas y péptidos bioactivos) provienen de diversas fuentes vegetales y animales (Tabla
1), destacando principalmente las frutas, hortalizas y los productos lacteos (Lindmark-
Mansson y Akesson, 2000; Hernandez-Ledesma y Amigo, 2004; Dimitrios, 2006; Noziere
et al., 2006; Gulcin, 2012).

Los antioxidantes dietarios de los alimentos de origen vegetal han sido exhaustivamente
estudiados (Dimitrios, 2006). Recientemente, el interés de muchas investigaciones se ha
centrado en la bdsqueda de nuevas fuentes de antioxidantes naturales o bien en la
exploracién del contenido de compuestos antioxidantes de los alimentos per se, tal es el
caso de los productos lacteos. Estos alimentos ademas de que presentan una elevada
calidad nutrimental, posen una gran diversidad de compuestos con actividad bioldgica
tales como antitrombotica, antihipertensiva, hipocolesterolémica y antioxidante. El
conocimiento de los compuestos constituyentes y de las caracteristicas que le dan su
bioactividad caracteristica, en particular su potencial antioxidante, se ha convertido en
objetivo de especial relevancia, tanto para la industria como para los consumidores

(Hernandez-Ledesma y Amigo, 2004).



Tabla 1. Principales compuestos antioxidantes naturales presentes en diferentes alimentos

de origen vegetal y animal

Grupo de alimento Alimento Compuestos antioxidantes

Frutas Bayas Acidos hidroxicinamicos, antocianinas,
acidos benzoicos, flavonoides

Cerezas Antocianinas
Frutos citricos Acidos fenélicos, flavononas, &cido
ascorbico

Manzanas y peras Catequinas, acidos hidroxicinamicos

Hortalizas y Espinaca Acido p-cumarico, flavonoides
vegetales Perejil, Col Flavonas
Cebolla Flavonoides
Berenjena Acidos hidroxicinamicos, antocianinas
Harinas Avena, trigo y arroz  Acido cafeico y ferulico
Tés Negro y verde Catequinas, flavonoides
Bebidas Vinos Antocianinas, catequinas, acidos
alcohdlicas fendlicos, flavonoides
Sidra Acidos hidroxicinamicos
Bebidas no Café Acidos hidroxicinamicos
alcoholicas Chocolate Flavonoides
Hierbas y especias Romero Acido carndsico, 4cido rosmarinico
Orégano Acidos fendlicos, flavonoides
Tomillo Timol, carvacrol, lubeolin
Productos lacteos  Leche Vitaminas C y E, carotenoides, CAT,
SOD, GPx

Leches fermentadas  Péptidos bioactivos, &cido linoleico

conjugado, exopolisacaridos, vitaminas




Quesos

Mantequilla

Bebidas de suero

fermentada

del grupo B, aminoacidos libres,
vitamina C y E, carotenoides, CAT,
SOD, GPx

Péptidos bioactivos, 4acido linoleico
conjugado, exopolisacaridos, vitaminas
del grupo B, aminoacidos libres,
vitamina C y E, carotenoides, CAT,
SOD, GPx

Acido linoleico conjugado, carotenoides

Péptidos bioactivos, vitaminas del grupo

B, aminoécidos libres

(Lindmark-Mansson y Akesson, 2000; Hernandez-Ledesma y Amigo, 2004; Dimitrios,

2006; Noziere et al., 2006; Gulcin, 2012).

2.4 Capacidad Antioxidante de la Leche y sus Derivados

Diversos métodos in vitro han permitido describir la potente capacidad antioxidante de la

leche y destacar la influencia del método empleado sobre la capacidad detectada (Cloetens

et al., 2013). Otros estudios sefialan que dicha capacidad esta influenciada por otros

factores como la especie, raza y tipo de alimentacion del animal de procedencia de la leche

(VanderJagt et al., 2001). Tal capacidad antioxidante no solamente beneficia al

consumidor al aumentar su estatus antioxidante a nivel de plasma, sino que ademas, ayuda

a mantener una mayor estabilidad oxidativa del alimento, lo que conlleva a una vida util

de la leche més prolongada y al mantenimiento de su calidad sensorial (Chen et al. 2002).

2.4.1 Componentes con Actividad Antioxidante en Leche y sus Derivados
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La leche es una fuente valiosa de nutrientes como lipidos (e.g. acido linoleico conjugado),
minerales (e.g. calcio y fésforo), vitaminas (e.g. A y del grupo B) y proteinas de alta
calidad, que aportan para el correcto funcionamiento de érganos y tejidos (Walther et al.,
2008; Ash y Wilbey, 2010). Sin embargo, mas alla del punto de vista nutricional, la leche
contiene ciertos componentes bioactivos como inmunoglobulinas, enzimas hormonas,
factores de crecimiento, asi como compuestos derivados de las proteinas (péptidos),
lipidos (acido grasos) y carbohidratos (oligosacaridos) generados por la funcion y
metabolismo de ciertas bacterias acido lacticas, que ejercen un efecto benéfico (Bhat y
Bhat, 2011; Walther et al., 2008). Algunos de estos compuesto bioactivos exhiben
capacidad antioxidante, y pueden ser clasificados en componentes enzimaticos y no-

enzimaticos.

2.4.1.1 Componentes enziméaticos con actividad antioxidante. Estos antioxidantes son
formados dentro del organismo y transferidos a la leche. Los componentes enziméticos
con actividad antioxidante mas importantes son las enzimas SOD, GPx, CAT y

lactoperoxidasa (LPx) (Lindmark-Mansson y Akesson, 2000).

La enzima SOD, como se mencion0 en otro apartado, cataliza la dismutacion del radical
02* a H20>. Esta existe en tres metaloformas diferentes de acuerdo al cofactor metélico
incorporado en su sitio activo (Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, y Fe-SOD); en la leche se
encuentra principalmente la forma Cu/Zn (Lindmark-Mansson y Akesson, 2000). EI Cu?*
localizado en el sitio activo es la responsable, en parte, de su actividad antioxidante al
actuar como donante de electrones. Por otra parte, el Zn?* juegan un papel estructural y de
estabilidad a la enzima (Przybylska et al., 2007). A pesar de que la leche contiene bajos
niveles de SOD, esta enzima es muy termoestable y se mantiene durante la pasteurizacion
de la leche y elaboracion de diversos productos lacteos que son sometidos a tratamientos
térmicos (Fox y Kelly, 2006b). La actividad media de la SOD en leche de bovino fluctlta
en un rango de 0.89 a 1.27 U/mL (Hoolbrook y Hicks, 1978; Kankare y Antila, 1982).

Por otro lado, la enzima GPx juega un papel importante al actuar en concordancia con la

actividad de SOD, ya que remueve el H>O2 proveniente de la actividad de SOD vy otros

11



perdxidos a H2O (Halliwell y Gutteridge, 1995). Al igual que con la enzima SOD, GPx
requiere de Selenio para llevar a cabo correctamente su actividad (Ren et al., 1997). Otra
enzima antioxidante es la CAT, la cual contiene hierro en el sitio activo de la enzima
(Przybylska et al., 2007). La actividad media de la CAT en leche de bovino es de 1.95
U/mL (Hoolbrook y Hicks, 1978; Kankare y Antila, 1982). Esta enzima es termol&bil y es
usada como indicador de la pasteurizacion de la leche (Fox y Kelly, 2006a).

La LPx actia de manera similar a la GPx al descomponer el H.O2 a H20 (Fox y Kelly,
2009a). Adicionalmente a la actividad antioxidante que se atribuye a esta enzima, la LPx
es conocida por generar sustancias reactivas con actividad antimicrobiana (Przybylska et
al., 2007). La LPx es una de las enzimas cuya concentracion en la leche se incrementa
cuando disminuye la concentracidn de otras enzimas protectoras. Sin embargo, el factor
limitante en la actividad de la LPx en leche es la concentracion de los sustratos de reaccion.
Es estable a 72 °C por 15 s (Fox y Kelly, 2009a,b).

2.4.1.2 Componentes no-enzimaticos con actividad antioxidante. Estos antioxidantes son
formados dentro del cuerpo del animal o son provistos en la alimentacion y ambos
transferidos a la leche. Entre estos compuestos se incluyen a la lactoferrina, &cido linoleico
conjugado (CLA), vitaminas, selenio, polifenoles, coenzima Q10, bacterias acido lacticas,

carotenoides y péptidos bioactivos (Lindmark-Mansson y Akesson, 2000).

Uno de los componentes no-enzimatico con actividad antioxidante en la leche es el CLA,
cuyo término se refiere a un conjunto de isomeros posicionales y geométricos del acido
linoleico (McDonald, 2000). Los principales isomeros son los &cidos cis-9, trans-11-;
trans-9, cis-11-; trans-9, trans-11-; trans-10, trans-12 and trans-10, cis-12-
octadecadienoico (Lin et al., 1995). Sin embargo, el isomero que ha sigo sugerido como
el méas biolégicamente activo es el acido cis-9, trans-11-octadecadienoico (Ham et al.,
2002; Van Nieuwenhove et al., 2007). ElI CLA se encuentra de forma natural en la leche,
es formado como el resultado de la biohidrogenacion incompleta de los acidos grasos
dietarios en el rumen. En el rumen, los lipidos provenientes de la dieta son rapidamente

hidrolizados y resultan &cidos grasos insaturados libres los cuales son sujetos a la
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biohidrogenacion por parte de los microorganismos del rumen. Consecuentemente, una
parte es absorbida por el rumen y otra parte es absorbida en el tracto gastrointestinal y
pasa a las glandulas mamarias en donde es transferida a la leche (Lin et al., 1995; Sieber
et al., 2004). En cuanto a su capacidad antioxidante, Ha et al. (1990) reportaron que el
CLA es un efectivo antioxidante, tan potente como el butil-hidroxitolueno (BHT) y mas
potente que el a-tocoferol. El principal mecanismo antioxidante del CLA es como

eliminador de radicales libres por donacién de atomos de hidrogeno (Yu et al., 2002).

Por otra parte, la lactoferrina es una glicoproteina, presente en el suero de la leche, que
estd compuesta de una cadena polipeptidica con dos sitios de union para iones Fe?*
(Lindmark-Mansson y Akesson, 2000). Tal propiedad le da la posibilidad de fungir como
quelante de iones Fe?* y fungir como antioxidantes con un mecanismo indirecto, al
disminuir la conversién de H20: a radicales OH® inhibiendo asi la reaccién de Fenton
(Rodrigues et al., 2008).

Las vitaminas son micronutrientes precursores de varias enzimas que son necesarias para
llevar a cabo reacciones bioquimicas vitales en las células vivas (LeBlanc et al., 2011).
Las vitaminas presentes en la leche y productos lacteos fermentados son las vitaminas del
grupo B, vitamina C y E, las cuales exhiben actividad antioxidante (Lindmark-Mansson y
Akesson, 2000; Gliszczynska-Swiglo, 2006; 2007). La vitamina C y las del grupo B son
vitaminas hidrosolubles cuyo mecanismo antioxidante es mediante la donacion de
electrones. Una peculiaridad de la vitamina C, es que cada molécula de esta sustancia
puedo donar un par de electrones (Heitzer et al., 1996). Por su parte, la vitamina E, es
liposoluble por lo que puede prevenir la oxidacion de acidos grasos poliinsaturados
protegiendo a las membranas celulares (Seefeldt y Bennet, 2011). La concentracion de las
vitaminas en la leche y los productos lacteos es variable, la vitamina C es termolabil,
mientras que la vitamina E y las del grupo B presentan cierta estabilidad térmica
(Lindmark-Mansson y Akesson, 2000). Por otra parte, las vitaminas del grupo B pueden
aumentar durante el proceso de fermentacion de la leche, ya que algunas BAL son capaces
de sintetizarlas (LeBlanc et al., 2011).
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Existe otro grupo de antioxidantes no-enzimaticos poco explorado, pero que también
tienen una aportacion importante en la capacidad antioxidante total de la leche y de los
productos lacteos, los cuales son de origen fitoquimico y comprenden a los polifenoles y
carotenoides. Tales compuestos son transferidos de la dieta del animal directamente a la
leche, ya que se ha encontrado una relacion entre el consumo de forraje del animal y el
contenido de compuestos fitoquimicos bioactivos en la leche (Puga et al., 2009; Hilario et
al., 2010). Los carotenoides y polifenoles tienen capacidad antioxidante debido a los
grupos OH que tienen en sus estructuras (van den Berg et al., 2000). Ambos compuestos
son una familia grande de moléculas sintetizadas por las plantas que cumplen funciones
de proteccién y color en las mismas (O"Connell y Fox, 2001). Cuando se encuentran en
los productos lacteos pueden impartir diferentes caracteristicas sensoriales como color

(carotenoides) y sabor (polifenoles) (Noziere et al., 2006; O"Connell y Fox, 2001).

Un nuevo enfoque sobre la exploracion de componentes antioxidantes de la leche y los
alimentos lacteos fermentados, esta centrado en la investigacion de la actividad
antioxidante de las BAL per se (Amaretti et al., 2009; Wang et al., 2009). Dicha actividad
antioxidante puede ser desarrollada durante el proceso de fermentacion de los productos
lacteos, atribuible a la liberacion de enzimas intracelulares, incluyendo SOD y GPx, 0 a
los componentes de la pared celular al sufrir lisis celular en la matriz del alimento (Kullisar
et al., 2002; Wang et al., 2009; Amaretti et al., 2013). Sin embargo, aun existe poca
informacion en este respecto, y es necesario desarrollar nuevas investigaciones para
esclarecer la existencia de otros compuestos responsables y los mecanismos de accion de

los mismos.

Otro de los compuestos antioxidantes presentes en la leche y en los productos lacteos
fermentados son los péptidos bioactivos (Choi et al., 2012). Se ha sugerido que dichos
péptidos pueden representar una alternativa a los tratamientos convencionales contra
diversas enfermedades degenerativas (Hoskin y Ramamoorthy, 2008; Perez Espitia et al.,
2012). Las principales ventajas comparadas con otras sustancias, como los farmacos, es
que estos peptidos presentan bajo peso molecular, estructura relativamente simple, pocas

reacciones adversas y facil absorcion (Mulder et al., 2013; Thundimadathil, 2012). Por
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ellos las proteinas de la leche han llamada la atencién del interés cientifico como fuente
de compuestos bioactivos en forma de péptidos (Choi et al., 2012).

2.5 Proteinas Lacteas como Precursores de Péptidos Bioactivos

Las proteinas, ademés de ser de alto valor bioldgico y ser altamente digeribles, pueden
funcionar como precursores de péptidos bioactivos que pueden ejercer diversos efectos
bioldgicas en el cuerpo humano, tales como efectos antihipertensivo, antimicrobiano,

inmunomodulatorio y antioxidante, entre otros (Lopez-Expdsito et al., 2012).

Los péptidos bioactivos son fragmentos especificos de proteinas (secuencias inactivas de
aminoacidos) que estan encriptados dentro de la proteina precursora, pero que ejercen
determinadas funciones fisiologicas en el organismo tras su liberacion. Generalmente son
péptidos de tamafio pequefio, de 2 a 20 aminoacidos (Meisel et al., 1989) pero en algunos
casos pueden ser constituidos por mas de 20 aminoéacidos (Erdmann et al., 2008). Diversos
estudios evidencian que los quesos son fuente de péptidos bioactivos que presentan
capacidad antihipertensiva, antimicrobiana, anticarcinogénica, opioide y antioxidante,

entre otros (Lopez-Exposito et al., 2012).

2.5.1 Péptidos Bioactivos con Actividad Antioxidante Presentes en los Quesos

Durante la elaboracion, almacenamiento y/o maduracion de los quesos existe una gran
liberacion de péptidos derivados de las caseinas, ya que tienen una estructura abierta y
flexible lo cual las hace muy susceptibles a la hidrdlisis. Estas proteinas se componen de
alrededor de 200 amino&cidos en sus secuencias Yy tienen la capacidad de liberar unos
20,000 tipos de péptidos a partir de sus moléculas, muchos de los cuales podrian presentar
alguna actividad biologica que podrian contribuir a las propiedades benéficas atribuidas a

los quesos (Yamamoto y Takano, 1999; Silva et al., 2006).
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La formacién de los péptidos en el queso se debe a que existen diferentes sistemas
proteoliticos en la matriz alimenticia, los cuales incluyen (1) enzimas proteoliticas propias
de la leche (como la plasmina, catepsina D), (2) la actividad proteolitica del agente
coagulante residual y (3) las proteasas y peptidasas provenientes de las BAL. Esta Gltima
es la més importante, debido a la fermentacion que llevan a cabo las BAL, principalmente
de los géneros Lactobacillus, Lactococcus y Streptococcus durante el almacenamiento y/o

maduracion de los quesos (Choi et al., 2012).

Las BAL no solo son responsables de la formacién de compuestos que imparten
caracteristicas organolépticas deseables por los consumidores, sino que producen péptidos
bioactivos a través su complejo sistema proteolitico. Las BAL empleadas en cultivos
iniciadores o la flora nativas de la leche, son incapaces de sintetizar aminoéacidos, por lo
que requieren tomarlas del medio en el cual se desarrollen para poder llevar a cabo su

crecimiento (Savijoki et al., 2006).

Por otra parte, el sistema proteolitico de las BAL esta constituido por proteinasas unidas
a la pared celular y peptidasas intracelulares, capaces de hidrolizar a las caseinas, y en
menor medida a las proteinas séricas presentes en los quesos, en forma de péptidos y
aminoéacidos libres (Law y Haandrikman, 1997; Kunji et al., 1996). Las proteinasas estan
involucradas en la ruptura inicial de las caseinas; las peptidasas son las responsables de
hidrolizar péptidos de cadena larga. Ademas, las BAL cuentan son su propio sistema de
transporte de tri- y dipéptidos, tales oligopéptidos que fueron transportados al interior de
la célula bacteriana, pueden ser degradados por peptidasas a péptidos mas pequefios y
aminoacidos libres. Por otra parte, péptidos de cadena larga que no pueden ser
transportados al interior de la célula, también pueden ser fuente de péptidos bioactivos
tras su degradacion por las peptidasas intracelulares liberadas durante la lisis celular
(Kunji et al., 1996; Savijoki et al., 2006).

Los péptidos antioxidantes derivados de las proteinas lacteas estan compuestos de 2 a 20
aminoéacidos y son generalmente de tamafio pequefio (Kamau et al., 2010; Pihlanto, 2006).
Las propiedades antioxidantes de los péptidos se deben a que en su composicion se

encuentran aminoacidos antioxidantes y su efectividad se debe a el posicionamiento de
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éstos dentro de su estructura, y en menor magnitud, a su caracter hidrofébico (Arcan y
Yemenicioglu, 2007; Sarmadi y Ismail, 2010). A pesar del hecho de que los 20
aminoacidos procedentes de fuentes bioldgicas son potencialmente oxidables, existen
aminoacidos mas reactivos y susceptibles de ser oxidados, y por lo tanto, de tener mayor
potencial antioxidante; esto depende de la cadena lateral de la cual este compuesto el
aminoacido (Elias et al., 2008).

Los aminoacidos con mayor potencial antioxidante son aquellos de cadenas laterales que
contienen azufre (cisteina y metionina), cadenas laterales aromaticas (triptéfano, tirosina
y fenilalanina), cadena lateral pirrolidina (prolina) y con cadena lateral imidazol
(histidina). La actividad antioxidante de tales péptidos se deben a su habilidad para donar
hidrogenos o electrones de las cadenas laterales que tienen en su estructura (Pihlanto,
2006; Elias et al., 2008; Erdmann et al., 2008).

Estudios recientes (Tabla 2) han reportado la capacidad antioxidante in vitro por péptidos
bioactivos en queso Cheddar (Gupta et al., 2009; Pritchard et al., 2010), queso tipo Feta,
tipo Roquefort, tipo Pecorino, tipo Pecorino Sardo, Cerrillano (Meira et al., 2012), queso
Fresco (Paul et al., 2012) y queso Coalho (Silva et al., 2012); dichos estudios sugieren,
que los quesos podrian ser una fuente de antioxidantes dietarios e influir
significativamente en la prevencidn y control de diversas enfermedades en donde la fuente
etiologica es el estrés oxidativo. Es importante destacar que, hasta donde es de nuestro
conocimiento, solo existen un estudio realizado con quesos artesanales, especificamente
con uno de origen brasilefio (Silva et al., 2012); por lo que existe un nicho de estudio con

gran potencial en el caso de los quesos artesanales Mexicanos.

Tabla 2. Principales quesos estudiados en relacion a su actividad antioxidante por péptidos

bioactivos.
Bioactividad Queso Referencia
Antioxidante Cheddar Gupta et al. 2009
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Cerrillano, Pecorino, Feta,

Roquefort Meira et al. 2012

Coalho Silva et al. 2012

Fresco Paul et al. 2012

Cottage Abadia-Garcia et al. 2013
Parmigiano Bottesini et al. 2013

Debido al importante papel que juegan los alimentos como fuente de antioxidantes
dietarios en el control y prevencion de diversas enfermedades y a que estudios recientes
has demostrado la capacidad antioxidante que presentan diversos péptidos derivados de
quesos, y al ser México un pais con una diversidad y consumo considerable de quesos,
particularmente los artesanales, permanece manifiesto el posible papel protector que ha
desempefiado su consumo. Dado que en México no existe ningun estudio sobre la
capacidad antioxidante de los quesos artesanales, se hace evidente la necesidad de
explorar tal nicho de estudio asi como otras bioactividades relacionados con la prevencion
y control de enfermedades degenerativas. En virtud de lo anterior, este trabajo tiene como

hipétesis y objetivos:
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1. HIPOTESIS

El queso Crema de Chiapas es fuente de fracciones peptidicas con capacidad antioxidante,

cuya actividad esta influenciada por la regién de origen y el tiempo de almacenamiento.
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IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Determinar la capacidad antioxidante asociada a las fracciones peptidicas presentes en

extractos acuosos de queso Crema de Chiapas.

4.2 Objetivos Especificos

v Determinar la capacidad antioxidante de dos fracciones peptidicas obtenidas de

queso Crema de Chiapas de diferentes regiones.

v Evaluar el efecto de la region de origen y el tiempo de almacenamiento sobre la

capacidad antioxidante.

20



V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Reactivos

Los siguientes reactivos fueron obtenidos del proveedor Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, USA): 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico (Trolox); 2,2"-azo-bis
(2-amidino-propano) dihidrocloruro (AAPH); acido 2, 2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-
6-sulfonico) (ABTS); O-phthaldialdehido (OPA) y fluoresceina. El kit DC Protein Assay
la fue obtenido de Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA) y la albumina sérica bovina
de Research Organics (Cleveland, OH, USA).

5.2 Obtencion de las Muestras

Se recolectaron 27 muestras de Queso Crema de Chiapas de un mismo lote de tres regiones
del estado de Chiapas: Norte, Centro-Frailesca y Costa. Dando un total de 81 unidades
experimentales las cuales fueron recolectadas en la época de abril. Las muestras fueron
recolectadas inmediatamente después de ser elaborados los quesos, y fueron transportadas
en refrigeracion (4 °C) al laboratorio de Biotecnologia de Productos Lacteos, de la
Coordinacion de Tecnologia de Alimentos de Origen Animal del Centro de Investigacion
en Alimentacion y Desarrollo, A.C (CIAD A.C.). Las muestras se mantuvieron a 4 °C y
protegidos de la luz hasta el andlisis de cada unidad experimental. EI analisis de las
muestras se llevo a cabo cada 5 dias, a partir de la recoleccion, durante un periodo total
de 135 dias.
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5.3 Preparacion de las Fracciones Peptidicas a partir de Extractos Acuosos

Los extractos acuosos se obtuvieron siguiendo la metodologia establecida por Torres-
Llanez et al. (2011) con modificaciones menores. Muestras de queso de 40 g se
homogenizaron con 80 mL de agua destilada con agitacion mecanica utilizando un
agitador magnético en una placa de calentamiento PC-420D (Corning Inc., NY, USA) a
300 rpm durante 15 min a una temperatura de 6 °C. El homogenizado resultante se
conservo a 4 °C durante 1 h. EI material insoluble fue separado por centrifugacion a 4,700
g durante 30 min en una centrifuga Sorvall ST 16R (Thermo Scientific, MA, USA) a 4
°C, y el sobrenadante se filtr6 a través de fibra de vidrio, para eliminar la grasa residual,

y en papel filtro Whatman No. 42, para quitar impurezas insolubles.

El extracto acuoso total obtenido fue fraccionado por ultrafiltracion para lo cual se
utilizaron membranas de 3 kDa y 10 kDa. Primero, el extracto acuoso fue ultrafiltrado
utilizando la membrana de 10 kDa. La fraccion obtenida fue nuevamente ultrafiltrado
utilizando una membrana de 3 kDa, obtenido asi la < 3kDa. El residuo que no paso por la
membrana de 3 kDa fue resuspendido en el mismo volumen de agua destilada, para
obtener asi la fraccion de 3-10 kDa. Las fracciones obtenidas fueron almacenadas a -80

°C para su posterior analisis.

5.4 Contenido Peptidico de las Fracciones Peptidicas y Actividad Proteolitica en Queso

El contenido de nitrégeno peptidico de las fracciones <3 kDa y 3-10 kDa se determino por
el método de Lowry mediante el kit DC Protein Assay cuantificando la concentracién
peptidica a partir de una curva de calibracién utilizando albumina sérica bovina como

patrén siguiendo las indicaciones del proveedor.

La proteolisis desarrollada durante el almacenamiento del queso se cuantificd por medio
de la determinacidn espectrofotométrica de grupos aminos libres utilizando el método del
OPA (Church et al., 1983). Brevemente, 0.5 mL de agua destilada y 5 mL de acido

tricloroacético al 12 % se mezclaron con 2.5 mL del extracto acuoso, se agitdé con un
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vortex durante 1 min. La mezcla fue filtrada después de 10 min de reposo, utilizando papel
Whatman No. 2. Los filtrados conteniendo la fraccion peptidica soluble se almacenaron a

-80 °C hasta su analisis posterior.

El reactivo OPA se prepar6 cada vez que se realizaron las mediciones
espectrofotométricas, mezclando tetraborato de sodio, docecil sulfato de sodio, y o-
phthaldialdehido en metanol y 2-mercaptoetanol. Para determinar la protedlisis, se tomo
una alicuota (150 pL) de las fracciones peptidicas solubles y se les afiadio 3 mL del
reactivo OPA. Despues de 2 min de reposo se leyd la absorbancia de la disolucion a 340
nm utilizando un espectrofotometro SpectraMax M3 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
USA) (Donkor et al., 2007).

5.5 Capacidad Antioxidante de las Fracciones Peptidicas

5.4.1 Capacidad Secuestrante sobre el Radical ABTS

Para determinar la actividad antioxidante de los extractos acuosos mediante este ensayo
se siguio la metodologia descrita por Re et al. (1999), la cual consistié en producir en
oscuridad el radical ABTS mediante la solucion de ABTS 7 mM con persulfato de potasio
2.45 mM (1:0.5, v/v). Se mezcld y se incubd en oscuridad durante 16 h a una temperatura
de 30 °C. Una vez formado el radical, este fue diluido con PBS (0.05 mM, pH 7.2) hasta
obtener una DO7zam de 0.7 £ 0.02 en un espectrofotometro SpectraMax Ma3.
Posteriormente, se tomd una alicuota (5 pL) de la fraccion peptidica y se mezcl6 con 200

uL de la soluciédn diluida del ABTS. La mezcla formada fue leida a los 7 min a 734 nm.

Los resultados fueron expresados como uM Trolox equivalentes, para lo cual se construyé

una curva estandar de cinco puntos con Trolox como patrén (0-100 pM).

5.4.2 Capacidad Antioxidante Mediante el Ensayo ORAC
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Para determinar la capacidad antioxidante de los extractos acuosos mediante este ensayo
se siguio la metodologia de Paul et al. (2012). El ensayo consistid en mezclar 80 pL de la
fraccion peptidica con 60 pL de una solucion de fluoresceina 70 nM en un pozo de una
microplaca (96 pocillos). La mezcla anterior se incub6 a 37 °C por 15 min. Rapidamente
se le agregaron 60 pL de una solucion de AAPH 12 mM usando una micropipeta
multicanal. Inmediatamente después se leyd la fluorescencia de la placa cada minuto
durante 80 min a una longitud de onda de excitacion de 485 nm y de emision de 527 nm.
La placa fue automaticamente agitada (10 s) previo a cada lectura y se mantuvo a una
temperatura constante de 37 °C. Los datos de fluorescencia obtenidos fueron normalizados
con respecto a la curva del blanco, multiplicando los datos originales por el factor
fluorescencia biancot=o/fluorescencia muestra=0 (D&valos et al., 2004). Posteriormente, los
datos normalizados de fluorescencia fueron graficados con respecto al tiempo a fin de
obtener las areas bajo la curva de decaimiento de fluorescencia. El area bajo la curva (S)

se calcul6 de la siguiente manera:

S=(05+fafo+felfo+Traffo+Tae/fo+Toolfo+...+f7/fo+F7e/fo+Faolfo+)

En donde f o es la fluorescencia inicial a tiempo cero y fi medidas de fluorescencia al

tiempo i.

Los valores de ORAC se refieren al area de proteccién neta de la fluoresceina bajo la curva
debido a la presencia los péptidos antioxidantes en los extractos acuosos. Por lo tanto, las
areas netas de proteccidén de la muestra se calcularon restando el S del blanco. Los
resultados fueron expresados como uM Trolox equivalentes, para lo cual se construy6 una

curva estandar de cinco puntos con Trolox como patrén (0-100 uM).

5.6 Andlisis estadistico
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El disefio estadistico que se utilizé fue un disefio completamente al azar, mediante un
andlisis de varianza de una sola via. La comparacion de medias se realizo por el método
Tukey-Kramer a un 95% de confianza. El analisis de los datos se realizo con el paquete

estadistico NCSS, 2007 (Kaysville, UT, USA).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Contenido Peptidico de las Fracciones Peptidicas y Actividad Proteolitica en Queso

Enlas Figuras 1y 2, se presenta el comportamiento a traves de los dias de almacenamiento
del contenido peptidico de las fracciones <3 kDa y 3-10 kDa, respectivamente, obtenida
de los diferentes extractos acuosos del queso Crema de Chiapas. En general se observo,
un aumento del contenido peptidico para los quesos obtenidos de las tres regiones (Norte,
Centro-Frailesca y Costa) a través del tiempo en ambas fracciones, siendo mayor para la

fraccion 3-10 kDa en comparacién a la fraccion < 3 kDa.

Inicialmente, en las fracciones peptidicas < 3 kDa los quesos del Norte, Centro-Frailesca
y Costa mostraron diferencia significativa (<0.05) en el contenido de nitrégeno peptidico
(0.58 +0.02, 0.72 + 0.05 y 1.22 + 0.02 mg péptidos mL™* fraccion, respectivamente). De
manera similar, al final de los dias de almacenamiento, el contenido de nitrogeno peptidico
fue diferente (<0.05) para los quesos Norte, Centro-Frailesca y Costa con valores de 2.59
+0.12,2.98 + 0.02 y 3.7 + 0.04 mg péptidos mL? fraccion, respectivamente.

Por otra parte, en las fracciones peptidicas de 3-10 kDa de los quesos Norte y Costa
mostraron un contenido de nitroégeno peptidico inicial igual (>0.05) de 0.59 + 0.02, 0.61
+ 0.03 mg péptidos mL? fraccion, respectivamente; mientras que el queso Centro-
Frailesca mostro el mayor contenido de nitrégeno peptidico (<0.05) con una valor de 0.70
+ 0.05 mg péptidos mL* fraccion. Al final de los dias de almacenamiento los quesos
Crema de Chiapas Norte, Centro-Frailesca y Costa mostraron una contenido de nitrogeno
peptidico diferente (<0.05) de 2.76 + 0.11, 3.21 + 0.09 y 3.48 + 0.08 mg péptidos mL*

fraccion, respectivamente.
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Figura 2. Contenido de nitroégeno peptidico en la fraccion <3 kDa de extractos acuosos de

diferentes quesos Crema de Chiapas.
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Figura 3. Contenido de nitrégeno peptidico en la fraccion 3-10 kDa de extractos acuosos

de diferentes quesos Crema de Chiapas.
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Las diferencias observadas en el comportamiento de contenido peptidico a través del
tiempo para ambas fracciones podrian deberse a los distintos sistemas proteoliticos de las
diferentes comunidades de BAL que estan presentes en los diferentes quesos. Se ha
reportado que las BAL poseen un robusto y activo sistema proteolitico que utilizan para
degradar a las proteinas de la leche, en especial las caseinas, y obtener los aminoécidos
necesarios para su desarrollo y crecimiento (Kunji et al., 1996). El sistema proteolitico de
casi todas las BAL (Figura 3), esta compuesto de: 1) Peptidasas intracelulares:
endopeptidasas (PepO y PepF), aminopeptidasas (PepN, PepC, PepP, PepX y PeplL),
dipeptidasas (PepV, y PepD), tripeptidasas (PepT) y peptidasas prolina-especificas (PepV,
Pepl, PepR, PepQ y PepP); 2) Proteinasas extracelulares, que se encuentran asociadas a
la membrana celular (CEP) y de un 3) Sistema de transporte de péptidos y aminoacidos
(Opp, Dpp y DtpT) (Kunji et al., 1996; Christensen et al., 1999; Savijoki et al., 2006). Si
bien el sistema proteolitico de las BAL es muy similar, las principales diferencias se dan
en el contenido de las peptidasas, en cuanto a las variaciones de cantidad y tipo de

peptidasas presente (Mierau et al., 1997).
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Figura 4. Representacion del sistema proteolitico de BAL en la ruptura de caseinas, y la
liberacion de sus enzimas después de su lisis (Modificado de Kunji et al., 1996; Savijoki

et al., 2006).
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Lo anterior sugiere que durante el procesado y almacenamiento del queso, las proteinasas
de la pared celular de las bacterias son capaces de hidrolizar las proteinas y formar
péptidos de diversos tamafios. Los di-, tri- y oligopéptidos de pequefios tamafio pueden
ser transportados, mediante el sistema de transporte de la bacteria, hasta el interior de la
celula, en donde las peptidasas intracelulares los hidrolizan forméandose péptidos de menor
tamafio y aminoacidos libres. Ademas, los péptidos de mayor tamafio que no pueden ser
transportados al interior de la célula también pueden ser fuente de péptidos bioactivos tras
su degradacion por las peptidasas intracelulares liberadas por lisis celular (Kunji et al.,
1996; Mierau et al., 1997).

Por otra parte, la actividad proteolitica presente en el queso Crema de Chiapas se muestra
en la Figura 4. En general, se observd un aumento a través del tiempo, siendo
significativamente mayor para el queso Costa (p<0.05), seguido del queso Centro-
Frailesca y Norte. Dicha protedlisis esta en concordancia con el contenido de nitrdgeno
peptidico de cada queso, en especial del queso Costa, en donde se observd un mayor
contenido de nitrégeno peptidico, en ambas fracciones, y protedlisis. Esto debido a que
durante el proceso de degradacion de las proteinas de la leche, al haber una mayor
liberacion de péptidos, resulta en un aumento en la cantidad de grupos amino libre
(Donkor et al. 2007).

Adicionalmente, algunos autores (Bonetta et al. 2008; Marino et al. 2003) han sefialado
que las etapas del proceso de manufactura influyen en la composicién microbioldgica del
queso, y por tanto, en la actividad proteolitica desarrollada por las BAL en la matriz
proteica del producto. En este respecto, Villegas de Gante et al. (2010) sefialé que las
principales diferencias en el proceso de manufactura del queso Crema de Chiapas entre
las regiones Norte, Centro-Frailesca y Costa, es el tiempo entre la ordefia y la adicion del
cuajo, el tiempo de manteado o bolseado, y el contenido de sal (Tabla 3). Los resultados
obtenidos en este trabajo mostraron que la region Costa y Centro-Frailesca presentaron un
mayor tiempo entre la ordefia y la adicion del cuajo (5.4 y 5.1 h respectivamente),
comparado con la region Norte (3.9 h). Adicionalmente, la region Costa mostro el mayor
tiempo de manteado o bolseado de la cuajada (11 h) y el menor contenido de sal (0.8 %),
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siendo estos parametros cinco veces mayor al tiempo de manteado y bolseado (ca. 2 h) y
la mitad del contenido de sal (ca. 1.6 %) al que presenta las otras dos regiones. Por lo
anterior, es razonable suponer que el tiempo entre la ordefia y la adicion del cuajo, asi
como el tiempo de manteado o bolseado de la cuajada influyeron en la composicion
microbioldgica del queso Costa, y por lo tanto, en la actividad proteolitica desarrollada
por las BAL.

Tabla 3. Principales variables del proceso de elaboracién del queso Crema de Chiapas en

las tres regiones productoras del estado.

Region Centro-

Variable Region costa Region Norte

Frailesca
Tiempo entre ordefio y adicion 5 4 4 o5 51427 3921
del cuajo (h)
Tiempo entre adicion de cuajo y 49+0.7 52+23 47 +35
rallado (h)
mafo de corte de cuajada 88+33 85+7.0 5944
Tiempo entre el rallado y el
levantado de la cuajada (h) 103£25 12+3 1194
;I;:)empo de manteado o bolseado 11+5.7 29+21 19+12
Sal adicionada en base a la 0.82+0.4 17403 145+ 1.1

cuajada (%)

(Villegas de Gante et al., 2010)

La inferencia antes mencionada es congruente con lo reportado por Rangel-Ortega (2011),
quien caracterizd la microbiota del queso Crema de Chiapas de las tres regiones bajo
estudio y reporté diferentes concentraciones de Lactobacillus, Lactococcus y
Streptococcus para las tres regiones, siendo la region Costa y la Centro-Frailesca las que
presentaron los mayores conteos celulares de Lactobacillus (Tabla 4). El género
Lactobacillus ha sido reportado como uno de los géneros que presenta mdltiples
auxotrofias de aminoacidos (aminoacidos necesarios para su crecimiento que no puede
sintetizar), por lo que muchos especies de este género desarrollaron un robusto sistema
proteolitico, lo cual representa un alto potencial para producir péptidos y aminoacidos
derivados de las proteinas de la leche (Herbert et al. 2002; Savijoki et al. 2006). Si bien,
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esta actividad es cepa-dependiente, de forma general los género Lactobacillus y
Lactococcus son consideradas géneros altamente proteoliticos (Savijoki et al. 2006).
Adicionalmente, Rangel-Ortega (2011) reportd que el queso de la regidén Costa presenta
un alto contenido de acido lactico (1.25-2.31 %) en comparacion al encontrado en el de la
region Norte (0.87-2.11 %) y Centro-Frailesca (1.52-1.75 %), lo cual se considera
indicador indirecto de la actividad metabdlica de las BAL presentes en el queso de la
region Costa. Estos hechos podrian explicar, al menos parcialmente, la mayor actividad

proteolitica que se detecto6 en el queso Crema de Chiapas de la region Costa.

Tabla 4. Cuenta viable (Logio UFC gt queso) de los principales géneros de BAL presentes

en queso Crema de Chiapas en las tres regiones productoras del estado.

Region Centro-

Género Region Costa . Region Norte
Frailesca
Lactobacillus 7.04 7.86 6.91
Lactococcus 6.78 7.59 7.59
Streptococcus 5.82 6.71 6.50

(Rangel-Ortega, 2011)

El comportamiento del contenido peptidico y actividad proteolitica observados en este
trabajo son consistentes a los repostados por Meira et al. (2012) quienes observaron un
aumento progresivo del contenido peptidico en extractos acuosos para el queso Pecorino
evaluado a los 180 dias (10.8 + 0.2 mg contenido peptidico mL™ extracto total) hasta los
270 dias (12.8 + 0.1 mg contenido peptidico mL™ extracto total) y para el queso Cerrillado
evaluado a los 90 dias (12.7 + 0.2 mg contenido peptidico mL™? extracto total) hasta los
120 dias (16.2 + 0.1 mg contenido peptidico mL* extracto total). De igual manera, Gupta
etal. (2009), reportaron un aumento del contenido peptidico en extractos acuosos de queso
Cheddar evaluados a los 0 dias (157.7 + 1 mg contenido peptidico mL™ extracto total)
hasta los 270 dias (241.0 + 1 mg contenido peptidico mL™). Ambos parametros estan en
relacion con las comunidades de BAL presentes en cada queso, ya que existe variacion de
la actividad proteolitica entre las diversas especias de BAL presentes en cada queso
(Donkor et al. 2007).
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Figura 5. Actividad proteolitica de extractos acuosos de diferentes quesos Crema de

Chiapas.

6.2 Capacidad Antioxidante de las Fracciones Peptidicas

Existen diversos métodos in vitro para evaluar la capacidad antioxidante, los cuales estan
basados en diferentes principios (transferencia de electrones o hidrégenos, 0 ambos) (Prior
et al., 2005). Por otra parte, en los métodos antioxidantes los compuestos antioxidantes y
los radicales pueden responder de diferente manera dependiendo del sistema de reaccion
del método (Alam et al., 2013). Por lo tanto, el resultado de un solo método antioxidante
puede dar informacion limitada acerca de las propiedades antioxidantes de los extractos.
Asumiendo lo anterior, la capacidad antioxidante de las fracciones <3 kDa y 3-10 kDa fue
evaluada mediante los métodos ABTS y ORAC.

En las Figura 5 y 6, se presenta el comportamiento a través del tiempo de la capacidad
antioxidante de la fraccion peptidica <3 kDa y 3-10 kDa, respectivamente, por el método

ABTS. Los resultados mostraron que ambas fracciones peptidicas tuvieron capacidad para
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neutralizar al radical estable ABTS", por lo cual se asume que los quesos de las tres
regiones contenian péptidos antioxidantes. De forma general se observo un aumento de la
capacidad antioxidante para los quesos a través del tiempo en ambas fracciones, siendo
mayor para la fraccion 3-10 kDa en comparacion a la fraccion < 3 kDa. La importancia
de evaluar la capacidad antioxidante de las fracciones peptidicas de bajo peso molecular
<3 kDa y 3-10 kDa es su relevancia fisioldgica, ya que tienen mayor probabilidad de ser
absorbidos en el tracto gastrointestinal y de llegar a actuar a nivel sistémico (Cao y Zhang,
2006).

Inicialmente, las fracciones peptidicas < 3 kDa de los quesos Norte y Centro-Frailesca
mostraron una capacidad antioxidante estadisticamente igual (>0.05) de 38.74 £ 6.38 y
48.54 + 4.43 uM Trolox equivalentes mL™* fraccion, respectivamente; mientras que el
queso Costa fue ca. 2.5 y 2 veces mayor (<0.05) con una capacidad antioxidante de 95.09
+ 2.66 UM Trolox equivalentes mL™ fraccion. Al final de los dias de almacenamiento, la
capacidad antioxidante fue diferente (<0.05) para los quesos Norte, Centro-Frailesca y
Costa con valores de 453.14 + 2.8, 523.56 + 2.11 y 549 + 0.55 uM Trolox equivalentes
mL* fraccion, respectivamente. Es importante resaltar, que el queso Crema Costa mostro
la mayor capacidad antioxidante tanto inicial como al final del periodo de

almacenamiento.

Por otra parte, las fracciones peptidicas de 3-10 kDa de los quesos Crema de Chiapas
Norte, Centro-Frailesca y Costa mostraron una capacidad antioxidante inicial
significativamente diferente (<0.05) con valores de 93.05 + 1.51, 68.67 + 1.12, 136.34 +
2.03 pM Trolox equivalentes mL™* fraccion, respectivamente. De manera similar a la
fraccion < 3 kDa en el queso Costa, la capacidad antioxidante de éste queso fue 1.4y 1.9
veces mayor a la de los quesos Norte y Centro-Frailesca, respectivamente. Al final del
periodo de almacenamiento, los quesos Crema de Chiapas Norte, Centro-Frailesca y Costa
mostraron una capacidad antioxidante significativamente diferente (<0.05) entre si, con
valores de 658.97 + 8.65, 738.83 + 7.43, 918.90 + 6.59 uM Trolox equivalentes mL™*

fraccion, respectivamente.
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Comparativamente en un estudio realizado por Abadia-Garcia et al. (2013) en queso
Cottage, los autores reportaron una capacidad antioxidante progresiva a través del tiempo
con valores de 250 (7 dias) a 380 (28 dias) UM Trolox equivalentes mL™ extracto total.
Un comportamiento ascendente de la capacidad antioxidante similar a la que se observo
en el presente estudio. Ademas, dichos valores son similares a los obtenidos en el presente
estudio para la fraccién <3 kDa, pero menores a los mostrados para la fraccion 3-10 kDa
en dias similares analizados en el presente estudio. Esto debido quizés a que en el presente
estudio se evaluaron fracciones peptidicas y no extractos acuosos como el estudio de
Abadia Garcia et al. (2013).
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Figura 6. Capacidad antioxidante determinada por el método ABTS en la fraccion <3 kDa

de extractos acuosos de diferentes quesos Crema de Chiapas.
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Figura 7. Capacidad antioxidante determinada por el método ABTS en la fraccion 3-10

kDa de extractos acuosos de diferentes quesos Crema de Chiapas.

Por otra parte, Meira et al. (2012) evaluaron la capacidad antioxidante de diversos quesos
a diferentes meses de maduracion. En dicho estudio se encontré que para el queso
Cerrillano se observd un aumento progresivo a través del tiempo con valores de 1,730 uM
Trolox equivalentes mL™ extracto total (90 d) a 1,890 uM Trolox equivalentes mL™*
extracto total (120 d), valores que se encuentran por encima de los encontrados en el
presente estudio para ambas fracciones peptidicas. Por lo cual se asume que los quesos
tienen un gran potencial antioxidante como alimentos funcionales. Adicionalmente, los
autores también evaluaron la capacidad antioxidante del queso Pecorino. Los resultados
mostraron una disminucion de la capacidad a través del tiempo con valores de 1,560 uM
(80 y 120 d) a 1,250 uM Trolox equivalentes mL* extracto total (160 d).

A este Gltimo respecto, Gupta et al. (2009), evaluaron la actividad antioxidante de quesos
Cheddar. Los resultados obtenidos indicaron que la capacidad antioxidante de los
extractos acuosos del queso fue dependiente del periodo de maduracion. Para el mes del

almacenamiento inicial (0), se obtuvieron valores de 0-2 uM de Trolox mg* de proteina,
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los cuales aumentaron progresivamente hasta registrar los valores mas altos a los 4 meses
de maduracion (9.7-16.6 uM de Trolox mg™* de proteina). Sin embargo, se observé una
reduccion de la capacidad antioxidante, manteniendo valores similares (0-4.5 uM de
Trolox mg™ de proteina) desde el mes 7 hasta el mes 9 de maduracion. Es notable destacar
que este comportamiento no se presento en los quesos analizados en el presente estudio,
lo cual sugiere que el almacenamiento de los quesos influye positivamente en la
generacion de péptidos antioxidantes, por lo cual es recomendable consumir quesos
madurados o almacenados por lo menos 135 dias, periodo en el cual la capacidad

antioxidante aun muestra una tendencia de ascenso.

Por otro lado, en las Figuras 7 y 8, se presenta el comportamiento de la capacidad
antioxidante de la fraccion peptidica <3 kDa y 3-10 kDa, respectivamente, por el método
ORAC. Similar a los resultados obtenidos por el método ABTS, se observo de forma
general, un aumento de la capacidad antioxidante para los quesos de las tres regiones a
través del tiempo en ambas fracciones, siendo estadisticamente diferentes (<0.05) las
capacidades antioxidantes en ambas fracciones. Hasta donde es de nuestro conocimiento,
este es el primer reporte que evalla la capacidad antioxidante de quesos artesanales
mexicanos a través del tiempo de almacenamiento mediante el método ORAC, ya que la
Unica evidencia cientifica con dicho método fue realizada en queso Fresco elaborado a
nivel piloto por Paul et al. (2012). Comparativamente con el método ABTS, el método
ORAC tiene ventajas y una mayor relevancia bioldgica, debido a que utiliza un radical de
origen fisioldgico ROO* (el radical ABTS no se encuentra en sistemas biol6gicos), y
ademas es considerado un método directo que mide el efecto de un antioxidante sobre la
degradacion oxidativa de un sistema con un componente biolégico como las proteinas
(fluoresceina), debido a la importancia de su oxidacion en el desarrollo de enfermedades
(Dévalos et al., 2004). Por otra parte, debido a que el método ORAC se basa en el concepto
de area bajo la curva determinado por fluorescencia, permite integrar el tiempo y nivel de
proteccién de los antioxidantes sobre el sistema bioldgico de oxidacidn, mientras que el
método ABTS se realiza a un tiempo fijo y se determina la inhibicion del radical
espectrofotométricamente, dando lugar a posibles interferencias (Huang et al., 2005;
MacDonald-Wicks et al., 2006).
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Inicialmente, en las fracciones peptidicas <3 kDa los quesos Norte, Centro-Frailesca y
Costa mostraron una capacidad antioxidante estadisticamente igual (>0.05) con valores
de 77.82 + 42.01, 95.79 + 9.94, 120.82 + 23.12 uM Trolox equivalentes mL™* fraccion,
respectivamente. Por otra parte, las fracciones peptidicas de 3-10 kDa mostraron una
capacidad antioxidante diferente entre si (<0.05) con valores de 151.26 + 9.75, 63.76 £
21.13, 215.32 + 37.20 uM Trolox equivalentes mL* fraccion respectivamente. La fraccion
peptidica del queso Costa mostro 1.4 y 3.3 veces mayor capacidad antioxidante que el
queso Norte y Centro-Frailesca, respectivamente. Adicionalmente, en concordancia con
los resultados obtenidos con el método ABTS, la capacidad antioxidante mostrada por la
fraccion peptidica 10-3 kDa fue mayor en comparacion con la obtenida a la fraccion <3
kDa.

Al final del periodo de almacenamiento, la capacidad antioxidante de la fraccion <3 kDa
fue significativamente diferente (<0.05) para los quesos Norte, Centro-Frailesca y Costa
con valores de 562.56 + 16.32, 783.45 £ 5.64 y 1,005.2 £ 6.3 UM Trolox equivalentes mL"
! fraccion, respectivamente. De igual manera, las fracciones peptidicas 10-3 kDa de los
quesos Crema de Chiapas Norte, Centro-Frailesca y Costa mostraron una capacidad
antioxidante significativamente diferente (<0.05) con valores de 2045.4 + 14.77, 1623.6
+ 13.54, 2345.4 + 23.4, respectivamente; siendo el queso Crema Costa, aquel que mostrd
la mayor capacidad antioxidante, tanto inicial como final, en ambas fracciones peptidicas.
Cabe sefialar que la capacidad antioxidantes determinada por ambos métodos estuvo en
concordancia con la actividad proteolitica, es decir, a mayor actividad proteolitica, mayor

capacidad antioxidante.
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Figura 8. Capacidad antioxidante determinada por el método ORAC en la fraccion <3 kDa
de extractos acuosos de diferentes quesos Crema de Chiapas.
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Figura 9. Capacidad antioxidante determinada por el método ORAC en la fraccion 3-10
kDa de extractos acuosos de diferentes quesos Crema de Chiapas.
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Por otra parte, en el presente estudio se observd una capacidad antioxidante mayor para la
fraccion 3-10 kDa comparada con la de <3 kDa, por lo que se asume que es un factor que
influye en la capacidad antioxidante de los péptidos. Estos resultados concuerdan con los
observados por Farvin et al. (2010) quienes encontraron, al analizar cuatro fracciones
peptidicas (>30, 30-10, 10-3 y <3 kDa) obtenidas de extractos acuosos de yogur, una
mayor capacidad antioxidante en las fracciones de alto peso molecular (>30 y 30-10 kDa).
En contraste, Qian et al. (2011) analizaron la capacidad antioxidante de cuatro fracciones
peptidicas (10-5, 5-3, 3-1 y 1 kDa) obtenidas de extractos acuosos de leches fermentadas
con Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus LB340, encontrando que las fracciones
moleculares de bajo peso molecular (5-3 y 3-1 kDa) poseian mayor capacidad

antioxidante.

Las diferencias entre los resultados obtenidos pueden deberse principalmente a dos
factores, entre ellos los métodos de evaluacién de la capacidad antioxidante y a los
microorganismos utilizados en la fermentacion, lo que resulta en una composicion
aminocidica de los péptidos en los extractos especifica. Por ello es dificil realizar una
comparacion precisa entre los estudios, y es ain mas dificil realizar una conclusion
apropiada acerca de la influencia del tamafio peptidico sobre la capacidad antioxidante

debido a la poca evidencia cientifica que existe al respecto.

De forma general se observé un aumento de la capacidad antioxidante para los quesos a
través del tiempo en ambas fracciones, siendo mayor para la fraccion 3-10 kDa en
comparacion a la fraccion <3 kDa. La importancia de evaluar la capacidad antioxidante
de las fracciones peptidicas de bajo peso molecular <3 kDa y 3-10 kDa es su relevancia
fisioldgica, ya que tienen mayor probabilidad de ser absorbidos en tracto gastrointestinal

y de llegar a actuar a nivel sistétmico (Cao y Zhang, 2006).

Los valores de capacidad antioxidante obtenidos en el presente estudio podrian indicar
gue existe un mayor potencial de péptidos antioxidantes presentes en las fracciones del
queso Crema de Chiapas artesanal, en comparacion a los industrializados como el queso
Cottage (Abadia Garcia et al. 2013), Cerrillano (Meira et al. 2012), Cheddar (Pritchard et
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al. 2010) o Pecorino (Meira et al. 2012). No obstante, es dificil comparar la capacidad
antioxidante de los quesos con la informacion encontrada en la literatura debido a la

diversidad de metodologias usadas y a la forma de expresar los resultados.

Ademas, otro estudio (Gupta et al., 2009) sugiere que los péptidos antioxidantes presentes
en los quesos se encuentran en un proceso dindmico de formacion-degradacion a través
del tiempo, lo que implica que continuamente se forman péptidos con una posible
bioactividad, mientras que se degradan otros formados anteriormente y pierden dicha
bioactividad. Sin embargo, otros se acumulan conservado o incrementado la actividad
antioxidante. En el presente estudio, se demostré que la capacidad antioxidante de los
guesos Crema de Chiapas analizados se incrementa cuando menos hasta los 135 dias de

almacenamiento y que ésta actividad depende del origen del queso.
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VIl. CONCLUSIONES

El incremento significativo, asi como la diferencia de la capacidad antioxidante, el
contenido peptidico y actividad proteolitica indican que el tiempo de almacenamiento y
la region de origen del queso influyen sobre dichos pardmetros, lo cual sugiere que es
recomendable consumir un queso con mayor tiempo de almacenamiento. Se encontro
adicionalmente, que la capacidad antioxidante del queso Crema de Chiapas, fue mayor en

la fraccidn peptidica 3-10 kDa que en la <3 kDa.
Los resultados obtenidos hasta el momento sugieren que las fracciones peptidicas

presentes de forma natural en los quesos artesanales Mexicanos podrian actuar como

antioxidantes dietarios.
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