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ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y PROTEOLITICA IN SITU EN EXTRACTOS HIDROSOLUBLES

DE QUESO ASADERO DE GUANAJUATO, MEXICO

Servando Rojas-Gonzalez, Daliana Carbajal-Padilla, Natalia Aguilar-Ruiz y Gabriela Rodriguez-Hernandez

RESUMEN

La leche y sus derivados impactan positivamente la salud
de los consumidores debido a diversos compuestos bioactivos
vy nutricionales. El objetivo del presente trabajo fue determi-
nar la actividad antioxidante y proteolitica in situ en extractos
hidrosolubles de queso asadero comercial. Los quesos selec-
cionados fueron de seis diferentes marcas comercializadas en
el Estado de Guanajuato, y luego analizados mediante técni-
cas espectrofotométricas. Los resultados mostraron diferencias
significativas (p<0,01) entre las muestras de queso para am-

bas variables determinadas. En todas las muestras se presen-
to inhibicion del radical DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo),
variando desde 30,7+ 3,7 hasta 86,6+ 2,9%. Asi también, se
observé una correlacion significativa entre ambas variables
determinadas de -0,6125 (p<0,01), lo cual sugiere que en gran
medida la actividad antioxidante se relaciona con la protedli-
sis presente en los extractos hidrosolubles obtenidos. Se puede
deducir que el queso asadero es un alimento con potencial ac-
tividad antioxidante.

Introduccion

La leche y los productos lac-
teos son fuentes de energia de
alto valor nutritivo, y ofrecen
aportes funcionales a la salud
(Carbajal-Padilla et al., 2020).
La leche de vaca contiene mine-
rales, vitaminas y proteinas, de
estas ultimas posee alrededor de
3,5 % (que son proteinas de alto
valor bioldgico), de las cuales el
80 % son caseinas y el resto son
proteinas del suero (alfa-lactog-
lobulina, beta-lactoalbumina,

seroalbiimina y proteinas mino-
ritarias) (Jauhiainen et al.,
2010). Las proteinas son macro-
moléculas primordiales para el
funcionamiento celular con mul-
tiples funciones vitales en el
organismo (Vioque et al., 2000),
su hidrolisis, especificamente
llamada proteolisis (de alta rele-
vancia en los quesos en sus ca-
racteristicas sensoriales y tecno-
légicas), genera péptidos con
aportes nutricionales y determi-
nadas funciones biologicas be-
néficas, llamados péptidos

bioactivos o biopéptidos (Kumar
y Bhalla, 2005), y son de entre
2 a 20 aminoacidos (Korhonen
y Philanto, 2006). El término
"bioactivo" es comunmente uti-
lizado para describir diversas
moléculas con diversos tipos de
actividad biologica (Hernandez-
Sanchez, et al., 2021), de los
cuales la leche y sus derivados,
son fuentes ricas en péptidos
bioactivos (Giromini et al.,
2018), en multiples biofunciona-
lidades, como las antioxidantes,
antimicrobianas, opioides,

metabodlico-reguladoras, inmu-
nomoduladoras, antitromboticas
y de transporte de minerales
(FitzGerald et al., 2004;
Giromini et al., 2018). La
bioactividad de los péptidos
depende de su tamafo y se-
cuencia (Korhonen y Philanto,
2006) y actian sujetos a su
biodisponibilidad y bioaccesibi-
lidad (Giromini et al., 2018).
Se generan por hidrolisis enzi-
matica, de tres formas princi-
palmente: a) con enzimas diges-
tivas, b) por microorganismos
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IN SITU ANTIOXIDANT AND PROTEOLYTIC ACTIVITY IN HYDROSOLUBLE EXTRACTS OF ASADERO CHEESE

FROM GUANAJUATO, MEXICO

Servando Rojas-Gonzalez, Daliana Carbajal-Padilla, Natalia Aguilar-Ruiz and Gabriela Rodriguez-Hernandez

SUMMARY

Milk and its derivatives, impact positively the health of con-
sumers due to various bioactive and nutritional compounds.
The objective of study was to determine the antioxidant and
proteolytic activity in situ in water-soluble extracts of com-
mercial grill cheese. The selected cheeses were from six dif-
ferent brands marketed in the State of Guanajuato. The results
showed significant differences (p<0.01) between the cheese
samples for both determined variables. In all the samples there

was inhibition of the DPPH radical (1,1-diphenyl-2-picril-hy-
drazil) were recorded from 30.7+ 3.7 to 86.6 + 2.9%. Addi-
tionally, a significant correlation was observed between both
determined variables of -0.6125 (p<0.01), which suggests that
to a large extent the antioxidant activity is related to the prote-
olysis present in the water-soluble extracts obtained. Therefore,
it can be deduced that asadero cheese is a food with potential
antioxidant activity.

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E PROTEOLITICA IN SITU EM EXTRATOS SOLUVEIS EM AGUA DO QUEIJO

ASADERO DO GUANAJUATO, MEXICO

Servando Rojas-Gonzalez, Daliana Carbajal-Padilla, Natalia Aguilar-Ruiz ¢ Gabriela Rodriguez-Hernandez

RESUMO

O leitee seus derivados impactam positivamente a saude
dos consumidores devido a diversos compostos bioativos e
nutricionais. O objetivo deste trabalho foi determinar a ati-
vidade antioxidante e proteolitica in situ em extratos soluveis
em dgua de queijo grelhado comercial. Os queijos seleciona-
dos eram de seis marcas diferentes comercializadas no Esta-
do de Guanajuato e, em seguida, analisados por técnicas es-
pectrofotométricas. Os resultados mostraram diferencas signi-
ficativas (p<0,01) entre as amostras de queijo para ambas as

variaveis determinadas. Em todas as amostras, foi apresen-
tada a inibi¢do do radical DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidzil),
variando de 30,7 + 3,7 a 86,6+ 2,9%. Também foi observada
correlagdo significativa entre ambas as variaveis determina-
das de -0,6125 (p<0,01), o que sugere que, em grande parte,
a atividade antioxidante estd relacionada a protedlise presen-
te nos extratos soluveis em agua obtidos. Portanto, pode-se
deduzir que o queijo grelhado é um alimento com potencial
atividade antioxidante.

proteoliticos y ¢) con enzimas
proteoliticas derivadas de mi-
croorganismos o plantas
(Pritchard et al., 2010).
Recientemente, en la leche y
sus derivados se han identifi-
cado multiples compuestos con
actividades antioxidantes
(Kariyawasam et al., 2019),
los cuales son capaces de in-
hibir o retardar la oxidacion
por efecto de radicales libres.
Se han clasificado por su es-
tructura quimica y funcién
bioldgica como enddgenos y
exogenos, siendo estos ultimos
los que se adquieren en la
dieta (Mendoza-Rodriguez et
al., 2016). Su mecanismo de
accion se puede deber a la
transferencia de hidrogenos o
electrones, o por medio de la
reduccidn-inhibicion-desactiva-
cion de radicales libres o sus
precursores y/o generadores, o
bien mediante la reparacion de
dafios oxidativos (Guangqing
et al., 2018; Carbajal-Padilla et

al., 2020). Diversas investiga-
ciones en péptidos bioactivos
derivados de proteinas lacteas
han sido reportadas desde
hace tiempo (Schanbacher et
al.,1997) y hasta la actualidad
se siguen descubriendo nuevas
secuencias peptidicas con dife-
rentes bioactividades (Baba et
al., 2021), con un interés espe-
cial en la caracterizacion de
quesos de origen latinoameri-
cano (Van Hekken y Farkye,
2003).

El queso asadero es un
queso fresco tipico mexicano
de pasta hilada, con un alto
contenido de agua y protei-
nas, y en la Huasteca
Noreste de México, su pro-
duccidén es una importante
actividad econdmica
(Carrillo-Inungaray y
Mondragén-Hernandez, 2011;
Carbajal-Padilla et al., 2020).
Aunado a esto, no existe in-
formacidon de identificacion
de biofuncionalidades y/o
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compuestos bioactivos antio-
xidantes en estos tipos de
quesos, por tanto, es un cam-
po de investigaciéon por ex-
plorar. El objetivo del pre-
sente proyecto fue evaluar la
actividad proteolitica y anti-
oxidante en extractos hidro-
solubles de quesos asaderos
comercializados en el estado
de Guanajuato.

Materiales y Métodos
Muestras de queso asadero

Las muestras de los quesos
de un mismo lote (elaboradas
en enero de 2019), se recolec-
taron siguiendo el procedi-
miento establecido en la nor-
ma PROY-NOM-109-
SSA1-1994, con un peso de
0,5 kilogramos cada una y se
transportaron a una tempera-
tura controlada de 4°C a 8°C,
con la finalidad de preservar
su envase original.

Preparacion de los extractos
hidrosolubles de los quesos

Con el objetivo de concen-
trar los compuestos bioactivos
de los quesos, todas las mues-
tras de los quesos se trataron
segun lo descrito por Donkor
et al., (2007), con algunas mo-
dificaciones, para lo cual, se
maceraron 7,5g de cada queso
con 30mL de acido tricloroa-
cético (Sigma-Aldrich) al 0,75
%, pasandose la mezcla a tra-
vés del papel filtro (Whatman
no. 1 de 150 mm), obteniéndo-
se los extractos hidrosolubles
de los quesos (EHQ), mismos
que fueron congelados (-20
°C) hasta su analisis.

Actividad proteolitica

Se determind segtn el méto-
do de Church et al., (1983),
donde a partir de proteinas hi-
drolizadas, tras liberar sus
aminas primarias, se forma un
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compuesto con los reactivos
o-ftalaldehido (Sigma-Aldrich)
y B-mercaptoetanol (Sigma-
Aldrich). EI reactivo se prepar6
y usé de manera inmediata, de
la siguiente manera: 25mL de
tetraborato de sodio (Fisher-
Cientific) 100mM, 2,5mL de
sodio dodecilsulfato (Sigma-
Aldrich) al 20%, 40mg de o-
ftalaldehido en 1 mL de meta-
nol (Merck Millipore), 100uL
de B-mercaptoetanol, y se aford
a 50 mL con agua grado
HPLC (High Performance
Liquid Chromatography)
(Tedia). Para ajustar los blan-
cos se us6 agua grado HPLC y
todas las mediciones se realiza-
ron por triplicado con dos mL
del reactivo preparado mas
1000uL de cada EHQ o agua
grado HPLC para los controles
negativos. Finalmente se leyo
la absorbancia a 340nm en un
espectrofotometro (Genesys
10S UV-Visible, Thermo,
USA), con retardo de dos mi-
nutos de incubacién a tempera-
tura ambiente (evitando la ex-
posicion a la luz).

Actividad antioxidante

Se realiz6 acorde a Pritchard
et al., (2010), con algunas mo-
dificaciones acorde a Carbajal-
Padilla et al., (2020), emplean-
do el radical libre DPPH
(Sigma-Aldrich) disuelto en
etanol (Merck Millipore), agua
grado HPLC y los respectivos
EHQ trabajandose con dos con-
centraciones: C1 de 0,04mM y
C2 de 0,06mM, y para los con-
troles usados correspondieron a
las mismas dos concentracio-
nes, solo que sin la adicion de
los EHQ. Acto seguido todas
las soluciones se centrifugaron
a 9470g por dos minutos
(Spectrafuge 16M, Labnet,
USA) y se midi6 la absorban-
cia a 517nm en un espectrofo-
tometro (Genesys 10S UV-
Visible, Thermo, USA). Todas
las muestras y controles se
determinaron por triplicado y
se calcularon los porcentajes de
inhibicioén del radical DPPH
acorde a la Ecuacion 1:

% de inhibicion = (A<IEOTASIA) , 40 (])

Acontrol

donde: Acontrol: absorbancia
del control a la concentracion
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correspondiente a 517nm; y
Aextracto:  absorbancia  del
EHQ a 517nm.

Analisis estadistico

Se utilizo el paquete estadis-
tico SAS® OnDemand for
Academics (2021). En el cual,
se llevd a cabo un analisis de
correlacion de Pearson con el
procedimiento CORR (correla-
tions), para observar la relacion
entre las dos variables analiza-
das (Actividad proteolitica y
actividad antioxidante).
Adicionalmente se realiz6 un
analisis de varianza por cada
variable con el procedimiento
GLM (general lineal model) y
para la comparacion de medias
entre muestras se utilizé la
prueba de Tukey (Ecuacion 2).

yij=uttit €ij 2)

donde: yij: variable de respuesta
en la j-ésima repeticion de la i-
ésima muestra de queso; p: me-
dia general; ti: efecto fijo de la
i-ésimo muestra de queso; y &ij:
error aleatorio distribuido en
forma normal con media cero y
varianza donde &ij~ (0, 62).

Resultados y Discusiéon
Actividad proteolitica

De acuerdo con los datos
obtenidos (Figura 1), existen
diferencias significativas
(p<0,01) entre los EHQ con
relacion a su actividad proteoli-
tica, donde las muestras niame-
ro tres y cinco presentaron los
valores mas elevados para esta
variable. Comparando los resul-
tados obtenidos con otros estu-
dios similares, Masotti et al.,
(2017), trabajaron con queso
italiano fermentado con un cul-
tivo mixto de bacterias y mo-
hos, e identificaron que existio
una amplia variabilidad entre
las 10 diferentes muestras de
quesos analizadas en sus por-
centajes de protedlisis (repor-
tandose en baja proporcion
comparada con otros quesos de
su tipo). Por otra parte, Ayyash
y Shah (2011), detectaron rela-
cion entre las sustituciones par-
ciales de sales sobre la proted-
lisis y la bioactividad de inhibi-
cion de la enzima convertidora

de angiotensina (ECA), en que-
so Mozzarella, lo cual afirma
que los cambios en el procesa-
miento de los quesos repercuten
directamente sobre la actividad
proteolitica, resaltando a su vez
que es la ruta bioquimica mas
importante ocurrida en los que-
sos y que influye directamente
sobre la textura y las propieda-
des funcionales.

Actividad antioxidante

Los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla I, donde
se puede apreciar que todas las
muestras analizadas presentaron
capacidad antioxidante, con di-
ferencias significativas entre las
marcas de quesos evaluados
(p<0,01), pero sin diferencias
significativas entre concen-
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traciones usadas del reactivo
DPPH (p>0,01) y con un por-
centaje de inhibicion del radical
DPPH de 26,98% a 89,63%,
para los andlisis realizados de
las muestras tratadas. En com-
paraciones con el estudio de
Songisepp et al., (2004) en un
nuevo queso estoniano elabora-
do con Lactobacillus fermenta-
rum como cultivo iniciador en
el cual, se observaron bioactivi-
dades antimicrobianas y antio-
xidantes y se registré que la
capacidad antioxidante total
para este tipo de queso fue de
29+ 1%. Por otra parte, en un
estudio mas reciente realizado
por Kariyawasam et al., (2019),
se detectd actividad antioxidan-
te en queso cottage, observando
incremento constante en esta
bioactividad a medida que

ba
bc

de

4 5 6

NUmero de muestra de queso analizado

Figura 1: Actividad proteolitica medida en extractos hidrosolubles de
muestras de queso asadero comercial. ®% Literales indican diferencias
significativas entre muestras de quesos. Prueba de Tukey (p<0,01).

TABLA 1
PORCENTAJES DE INHIBICION DEL RADICAL DPPH EN
EXTRACTOS HIDROSOLUBLES DE MUESTRAS DE
QUESO ASADERO COMERCIAL

Muestra de queso DPPH DPPH
analizado 0,04 mM 0,06 mM

1 67,702 + 1,42b % 46,049 + 3,26b %
2 86,646 + 2,99a % 83,651 + 0,00a %
3 30,745 + 3,76b % 68,392 + 1,88b %
4 59,627 + 2,84ba % 70,300 + 1,70ba %
5 81,366 + 1,86ba % 38,147 + 1,70ba %
6 47,826 + 2,46b % 43,324 + 2,62b %

*bLiterales diferentes en una misma columna indican diferencias signifi-
cativas entre muestras, prueba de Tukey (p<0,01). No se detectaron dif-
erencias significativas entre concentraciones usadas del reactivo DPPH.

Prueba de Tukey (p<0.01).

OCTOBER 2022 + VOL. 47 N° 10 JIWERCJIENDA



avanzo6 su vida en anaquel y a
su vez se detectaron porcentajes
aproximados del 15 al 45% de
inhibicion del radical DPPH
realizada en los extractos hidro-
solubles de los quesos analiza-
dos. Asi bien, la leche y sus
derivados son alimentos que
presentan actividad antioxidan-
te, misma que se debe a la pre-
sencia de diferentes compuestos
bioactivos como lo son com-
puestos fenodlicos y/o péptidos
bioactivos (FitzGerald et al.,
2004) dichos compuestos pue-
den responder de diferente ma-
nera dependiendo de las condi-
ciones de reaccion (Ames et
al., 1993), por esta razon en el
presente estudio, se probaron
dos concentraciones del radical
DPPH, aunque las dos concen-
traciones usadas no presentaron
efecto diferente, se logro iden-
tificar inhibicion en todas las
muestras analizadas.

Correlaciones entre las
variables analizadas

De los resultados obtenidos
en el analisis de correlacion de
Pearson, se logr6é observar una
relacion alta e inversamente
proporcional, estadisticamente
significativa entre ambas varia-
bles, actividad antioxidante y
actividad proteolitica de
-0,6125 (p<0,01). Detalla-
damente se puede observar que
los valores de absorbancia mas
bajos registrados para actividad
proteolitica correspondientes a
las muestras de quesos ntimeros
dos y cuatro, también presentan
actividad antioxidante con ma-
yores porcentajes de inhibicion
del radical DPPH (ntimero dos,
cuatro y cinco). En este senti-
do, se puede inferir y profundi-
zar la relacion entre las activi-
dades proteoliticas y antioxi-
dantes en queso asadero, mis-
mas que se han estudiado en
otros tipos de quesos (Giromini
et al., 2018), como el cottage,
del cual Kariyawasam et al.,
(2019), resaltan que al hidroli-
zarse sus proteinas (proteolisis),
se generan péptidos con bioac-
tividades antioxidantes, ejerci-
das por la inhibicion de radica-
les libres.

Por los resultados obtenidos
en este estudio, se observo que

el queso asadero tiene propie-
dades antioxidantes que varian
dependiendo de su procedencia
y procesamiento, lo cual abre
la pauta para que puedan reali-
zarse futuros estudios donde se
identifiquen y caractericen los
compuestos antioxidantes pro-
pios de queso asadero, ya que
los estudios publicados hasta el
momento solo son en otros ti-
pos de quesos.

Conclusion

Del presente estudio se pue-
de concluir que existen dife-
rencias significativas, para las
actividades proteoliticas y an-
tioxidantes entre los diferentes
extractos hidrosolubles de los
quesos asaderos analizados
destacando la fuerte correla-
cién entre ambas variables.
Adicionalmente los quesos
presentaron porcentajes de in-
hibicion del radical DPPH de
26.98 a 89.63 %, por tanto, se
pude decir que los quesos asa-
deros contienen compuestos
bioactivos con funciones anti-
oxidantes evaluadas in situ, y
que este tipo de queso repre-
senta un interesante campo de
investigacion por explorar.
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