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RESUMEN GENERAL

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y ANTIMICROBIANA DE EXTRACTOS
ENRIQUECIDOS EN PEPTIDOS DE QUESO PRENSA DEL ESTADO DE
GUERRERO

La leche y sus derivados son catalogados como alimentos de alto valor
nutricional, entre los componentes de estos alimentos, los péptidos, liberados por
diferentes procesos de hidrolisis de la caseina, ejercen diversas actividades
biologicas tales como: antioxidante, antimicrobiana, antihipertensiva,
antiproliferativa, antitrombaotica. El objetivo de esta investigacion fue establecer el
potencial antioxidante y antimicrobiano de quesos artesanales en diferentes
etapas de maduracién, mediante la determinacion de las propiedades
antioxidantes y antimicrobianas en sus extractos enriquecidos en péptidos. Las
muestras de quesos sin madurar y madurados a 30, 60 y 90 dias, fueron
adquiridos en cuatro queserias del municipio de Cuajinicuilapa, Guerrero,
México. Para determinar la calidad microbiolégica (anexo) de los quesos se
determind la presencia de coliformes totales, bacterias mesoéfilas aerobias,
bacterias acido lacticas y Staphylococcus aureus en Placas 3M ™ Petrifilm™, Los
extractos liofilizados enriquecidos en péptidos (EEP) se obtuvieron, mezclando
una muestra de queso desengrasado con agua en proporcién (1:3, p/v) ajustando
a pH 4.6, después de centrifugar el sobrenadante fue liofilizado. La actividad
antioxidante fue evaluada en los EPP por los ensayos ABTS y ORAC,; la actividad
antimicrobiana se evalu6 mediante el método del antibiograma disco en placa
para: Listeria monocytogenes Scott, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella San Diego. De acuerdo con los
resultados contenido de microorganismos disminuy6 conforme avanzé el tiempo
de maduracion. En general la actividad antioxidante de todos los extractos
enriquecidos en péptidos mostré una mayor actividad antioxidante a los 30 dias
de maduracion. Asimismo, todos los extractos enriquecidos en péptidos
presentaron actividad inhibitoria contra de Listeria monocytogenes Scott. En
conclusién, los resultados obtenidos sugieren que los péptidos en el queso de
prensa tienen potencial bioactivo.

Palabras claves: queso prensa, antioxidante, maduracion, antimicrobiana
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GENERAL ABSTRACT

ANTIOXIDANT AND ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF PEPTIDE-ENRICHED
EXTRACTS OF PRENSA CHEESE FROM THE STATE OF GUERRERO

Milk and dairy products are classified as high nutritional value foods. Among the
components of these foods, the peptides, released by different casein hydrolysis
processes, carry out several biological activities such as antioxidant,
antimicrobial, antihypertensive, antiproliferative, antithrombotic. The aim of this
research is to establish the antioxidant and antimicrobial potential of artisanal
cheeses at different stages of ripening, by determining the antioxidant and
antimicrobial properties in their peptide-enriched extracts. Samples of unripened
cheeses and ripening at 30, 60 and 90 days were acquired in four cheese factories
in the municipality of Cuajinicuilapa, Guerrero, Mexico. To determine the
microbiological quality of the cheeses (attached), the presence of total coliforms,
aerobic mesophilic bacteria, lactic acid bacteria and Staphylococcus aureus, 3M
™ Ppetrifilm™ Plates were used. Lyophilized peptide-enriched extracts (LPEES)
were obtained by mixing a sample of defatted cheese with water in proportion (1:
3, w / v) and adjusting to pH 4.6. The supernatant was centrifuged and then
lyophilized. The antioxidant activity was evaluated in the PEEs by the ABTS and
ORAC tests. Antimicrobial activity was evaluated using the disk-plate antibiogram
method for Listeria monocytogenes Scott, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 25922 and Salmonella San Diego. According to these
results, microorganisms content decreased as ripening time progressed. In the
main, the antioxidant activity of all peptide-enriched extracts showed increased
antioxidant activity at 30 days of ripening. Likewise, all extracts enriched in
peptides evidenced inhibitory activity against Listeria monocytogenes Scott.
Finally, the results obtained suggested that the peptides in the prensa cheese
have bioactive potential.

Keywords: prensa cheese, antioxidant, ripening, antimicrobial.
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1 INTRODUCCION GENERAL

En los dltimos afios se ha demostrado que la leche y sus derivados, ademas de
tener un alto valor nutritivo, poseen ciertos compuestos bioactivos capaces de
ejercer un gran numero de actividades bioldgicas, benéficas para la salud. Se ha
documentado que los péptidos, liberados por diferentes procesos de hidrélisis de
las  proteinas, tienen propiedades antioxidantes, antimicrobianas,
antihipertensivas, antiproliferativas, antitrombaticas (Lucarini, 2017; Park & Nam,
2015; Sanchez y Vazquez, 2017; Santiago-Lépez et al., 2018; Sultan, Huma,
Butt, Aleem, Abbas, 2016). Estos compuestos deben ser liberados para que su
actividad se desempefie, debido a que se encuentran dentro de una proteina
madre (Bottesini, Paolella, Lambertini, Galavera, Tedeschi, Dossena, Marchelli &
Sforza, 2013; Chakrabarti, Guha & Majumder, 2018; Mora, Aristoy & Toldra,
2018). Actualmente, los quesos artesanales, han atraido el interés de
investigadores debido a que son una fuente de péptidos bioactivos. Las caseinas,
proteinas constituidas por alrededor de 200 aminoacidos podrian dar origen a
una gran diversidad de péptidos, dichos compuestos, ademas de otros, estan
involucrados en las propiedades benéficas atribuidas a dichos quesos. Entre los
factores que contribuyen a la generacion de péptidos en los quesos se
encuentran: las enzimas proteoliticas propias de la leche, la actividad proteolitica
del agente coagulante residual, las proteasas y las peptidasas provenientes de
las bacterias acido lacticas. Estas ultimas, son las principales generadoras de
dichos péptidos, ya que estan presentes durante el almacenamiento y
maduracién de los quesos (Silva, Pihlanto & Malacata, 2006). Por otro lado, La

actividad de los péptidos bioactivos depende de su peso molecular, estructura,



composicion, secuencia de aminoacidos (Bara¢ et al., 2019; Barac et al., 2017,
Sah et al., 2016).

La principal caracteristica de los péptidos antioxidantes es impedir que otras
moléculas se unan a especies reactivas del oxigeno, al interactuar mas rapido
con los radicales libres que estos con el resto de las moléculas presentes en el
microambiente de la membrana plasmatica, citosol, nucleo o liquido extracelular.
Hoy en dia se sabe que los péptidos que contienen residuos de aminoacidos tales
como: Ala, Arg, Asp, Cys, His, Leu, Met, Pro, Trp y Tyr, presentan mayor actividad
antioxidante (Ruiz et al., 2013; Mora et al., 2018).

Los péptidos antimicrobianos pueden actuar contra un amplio espectro bacterias
tanto Gram positivas como Gram negativas. Los efectos provocados por este tipo
de péptidos dependen de su carga neta positiva, provocando la formacién de
canales ionicos en la membrana de los microorganismos y propiciando la muerte
celular ( Mohanty, Mohapatra, Misra, & Sahu, 2016).

En diversas comunidades de México, se fabrican quesos artesanales a partir de
leche cruda, rica en bacterias acido lacticas. Por lo tanto, es muy probable que
durante la maduracion de estos productos se liberen péptidos con alguna
propiedad biologica de interés. El propdsito del presente trabajo fue establecer el
potencial antioxidante y antimicrobiano de quesos de prensa, sin madurar y a
diferentes tiempos de maduracion, mediante la determinacion de las propiedades
antioxidantes y antimicrobianas en sus extractos enriquecidos en péptidos. En
México son escasas las investigaciones acerca del potencial benéfico para la
salud de los quesos artesanales, por lo que esta investigacidbn aportara
elementos para recomendar a los productores en qué etapa de maduracion sus

productos son apropiados para el consumo.



2 Revision de literatura

2.1.1 Queso

El queso ademas de ser un alimento esencial utilizado en la gastronomia local
de diferentes sociedades alrededor del mundo es una rica fuente de diversos
nutrientes esenciales, en particular de proteinas, grasas, vitaminas y minerales
(L6pez-Expébsito, Miralles, Amigo, & Hernandez-Ledesma, 2017; Ramirez-Lopez
& Veélez-Ruiz, 2012). Es definido como el producto fresco o madurado de la
precipitacion de las caseinas(Santiago-Lopez et al., 2018). Actualmente existen
aproximadamente 2,000 variedades de quesos, dicha diversidad se encuentra
dada por los procesos tecnolégicos empleados para su elaboracion. De igual
manera las diferencias en textura, aroma y sabor son debidos a factores como:
origen de la leche, relacion grasa-proteina, tipos de cultivos y de enzima
coagulante; la forma y tamafio del queso, condiciones de maduracion (Badui
Dergal, 2006; Kongo & Malcata, 2015).

De acuerdo con la NOM 223 (2018), el queso es el producto blando, semiduro,
duro y extraduro, madurado o no madurado, y que puede estar recubierto; en
dicho producto, la proporcion entre las proteinas de suero y la caseina no deben
ser superiores a la de la leche. Un queso se puede obtener mediante la
coagulacion total o parcial de la proteina de leche entera, descremada
parcialmente descremada, crema, mantequilla, o de cualquier combinacién de
estos productos, por accién de un cuajo u otros coagulantes idéneos, y por
escurrimiento parcial del suero que se desprende como consecuencia de dicha
coagulacion. Es importante mencionar, que la elaboracion de un queso consiste
en la concentracion de proteina lactea, especialmente la porcion de caseina; por
consiguiente, el contenido de proteina del queso debe ser mas alto que el de la

mezcla de los productos lacteos utilizados para su elaboracion.



Walstra et al. (2006) Definié al queso con un enfoque fisicoquimico como un
sistema tridimensional tipo gel, este se encuentra conformado primordialmente
por caseina la cual esta en la forma en un complejo caseinato fosfato calcico,
que, mediante la coagulacién, engloba globulos de grasas, agua, lactosa,
albuminas, globulinas, minerales, vitaminas y otras sustancias menores que

contiene la leche, las cuales permanecen absorbidas en el sistema.

Los quesos madurados, de acuerdo con la norma 233, se caracteriza por ser de
pasta dura, semidura o blanda y puede tener o no corteza; la maduracion es
mediante adicién de microorganismos, bajo condiciones controladas de tiempo,
temperatura y humedad, para inducir en él cambios bioquimicos y fisicos
caracteristicos de los quesos madurados, lo que permite prolongar su vida de

anaquel, esta puede o no requerir condiciones de refrigeracion.

2.1.2 Clasificacion

Los quesos pueden ser clasificados teniendo en cuanta diversos aspectos
durante el proceso de su elaboracion (Ramirez-Lépez & Vélez-Ruiz, 2012,
Santiago-Lopez et al., 2018).

o Tipo de materia prima: leche de vaca, oveja, cabra, etc.

o Tipo de coagulacion: acida, enzimatica o mixta

o Tipo de pasta: untable, fiable, hilada, etc.

o Contenido de humedad: fresco (87-73 %), blando (76-48%), semiduro (52-
42%), duro (40-30%) y extraduro (£30%)

o Contenido de grasa: doble (85-65%), crema (65-50%), grasas (50-40%),
semigrasas (25-10 %) y magros (£10%).

o Por el grado de maduracion: frescos (6 dias), semi-maduros (40 dias) y
maduros(270 dias).

o Por agentes de maduracién: bacterias, mohos, la combinacién de ambos.

2.1.3 Proceso de elaboracion de quesos
En general el proceso de elaboracion de quesos implica 3 etapas primordiales
(Bottesini et al., 2013; Fox et al., 2017):



1.- Coagulacion de la leche, este fenomeno se lleva a cabo por la
desestabilizacion de las caseinas originando asi la aglomeracion de las micelas
libres y la formacion de un gel en donde el resto de los componentes de la leche
guedan atrapados. Este proceso comprende dos fases, en la primera, el cuajo o
guimosina comienza con la hidrolisis del enlace peptidico entre la fenilalanina
(Phe) y la metionina (Met) en la posicién 105 y 106 de la K-caseina, liberandose
asi el glicomacropéptido. Mientras en la segunda fase: las micelas se combinan
entre si, mediante el fosfato de calcio, originando la formacién del gel o coagulo.

2.-Sineresis, durante este proceso se elimina el lactosuero, por lo cual el gel
obtenido debe ser sometido a un proceso mecanico y fisico con el fin de separar
la cuajada del suero. Por lo que se emplean procesos tales como el cortado del

coagulo en pequefios cubos, coccién y/o prensado.

3.- Maduracion o afinacion de la pasta, en esta etapa puede ser menor a una
semana o maximo 12 meses, esto depende del queso en cuestion. Durante esta
fase el queso experimenta ciertas reacciones bioquimicas que se transcriben en
atributos sensoriales del queso (sabor, textura, aroma, etc.). Agrupandose estas
reacciones en primarias (lipdlisis, protedlisis, y metabolismo de la lactosa, lactato,

citrato), y secundarias (metabolismo de acidos grasos y aminoacidos).

2.2 Queso de prensa

El queso de prensa o también conocido como queso costefio es un queso semi-
madurado, hasta tres meses de maduracion. Se elabora con leche de vaca, sin
pasteurizar. Su color va del blanco al amarillo, tiene forma rectangular, su
consistencia es firme, y su peso es de 1 a 14 kg por pieza. Este producto se
comercializa principalmente en la region de la Costa Chica del estado de
Guerrero, en el municipio de Cuajinicuilapa (Sandoval-Alarcon, 2016).

2.3 Microbiota presente en quesos
La diversidad microbiana presente en los quesos juega un papel vital en el
desarrollo de las caracteristicas sensoriales, fisicoquimicas y microbiologicas,

siendo en las etapas de proceso y maduracion de los quesos, son estas
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comunidades microbianas se interrelacionan entre si y con el sustrato (queso).
Entre las principales comunidades microbianas se encuentran los hongos,
levaduras y bacterias (Neviani, Bottari, Lazzi, & Gatti, 2013; Yeluri Jonnala,
McSweeney, Sheehan, & Cotter, 2018).

2.3.1 Hongos

En general, la presencia de hongos es considerada indeseable en los quesos
debido a la generacion de ciertas enzimas, las cuales pueden modificar de forma
negativa las propiedades organolépticas y sensoriales de estos. Por otra parte,
producen metabolitos secundarios (micotoxinas) que representan un riesgo a la
salud (Cotter & Beresford, 2017; Irlinger, Helinck, & Jany, 2017). Sin embargo,
algunos tipos de hongos son capaces de usar el &cido lactico como fuente de
crecimiento provocando asi un incremento en el pH y como consecuencia una
protedlisis, la cual confiere suavidad al queso. Ademas, los hongos tienen la
capacidad de generar ciertas sustancias a través de su metabolismo, tales como
las metilcetonas asi como sus alcoholes secundarios, obtenidos de la B-oxidacion
de los acidos grasos, los cuales contribuyen en el sabor. Por otra parte, la
produccion de ésteres, aldehidos y aminas responsables del aroma(Cotter &
Beresford, 2017; Irlinger et al., 2017).

2.3.2 Levaduras

Estos microorganismos, al igual que los hongos pueden ser indeseables debido
a que pueden producir alteraciones, sin embargo, en el proceso de maduracién
de quesos las levaduras provocan un incremento en el pH debido a que utilizan
los &cidos organicos que se generan como producto del metabolismo del cultivo
iniciador (Cardozo, Fusco, & Carrasco, 2017).

Algunas especies de levaduras dan origen a la produccion de precursores de
aromas (aminoacidos, acidos organicos y ésteres), que pueden contribuir en los

cambios de textura (Cardoso et al., 2015; Cardozo et al., 2017).



2.3.3 Bacterias

Entre las bacterias que componen la microbiota de los quesos se encuentran las
acido lacticas, acido lacticas no iniciadoras, bacterias del &cido propionico,
bacterias deterioradoras y patdégenas. El grupo de bacterias acido lacticas (BAL)
ejerce un rol de vital importancia en procesos de fermentacion, su funcién
consiste en fermentar la glucosa para la obtencion de acido lactico. Asimismo,
son responsables de generar metabolitos secundarios como alcoholes,
aldehidos, &cidos organicos, ésteres, péptidos, etc., que contribuyen para al
desarrollo de la textura y sabor en el queso(Bintsis, 2018; del Carmen et al., 2013;

Santiago-Lopez et al., 2018).

Las BAL son un grupo diverso de bacterias Gram positivas, no esporuladas,
generalmente inmdviles, catalasa negativa, microaerofilicas, acidos tolerantes,
con forma de coco o bacilos. Este grupo se encuentra conformado por mas de
20 géneros, teniendo un grupo central conformado por Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus y Streptococcus (Bennani, Mchiouer, Rokni, &
Meziane, 2017; Bintsis, 2018; Parra Huertas, 2010). De acuerdo con sus
productos finales se pueden clasificar en dos grupos: homofermentativas y
heterofermentativas (Khalid, 2011; Parra Huertas, 2010; Ramirez-Ramirez,
Rosas-Ulloa, Velazquez-Gonzalez, Ulloa, & Arce-Romero, 2011). El grupo de
BAL homofermentativas se caracteriza por la generacién de acido lactico, mas
del 85 %, como producto final de la fermentacion. Utilizando la ruta de Embdem
—Meyerhof (glucolisis) para su obtencion, Figura 1.Estas poseen enzimas aldosa
y hexosa isomerasa que les ayudan a obtener dicho metabolito o producto final.
Algunos géneros que pertenecientes a esta clasificacion son: Lactococcus,
Streptococcus, Pedicococcus, algunos Lactobacillus (Khalid, 2011; Parra
Huertas, 2010; Ramirez-Ramirez et al., 2011).
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Figura 1. Metabolismos de las BAL homofermentativas Fuente: Parra Huertas (2010).

El grupo de BAL heterofermentativas, ademas de producir &cido lactico
(aproximadamente el 50 %), generan otros productos finales como etanol,
aldehidos y dioxido de carbono. Transforman las hexosas a pentosas por la via
6-fosfoglucanato-fosfocetolasa, (Figura 2 ). Entre los géneros que pertenecen a
esta clasificacion se encuentran: Leconostoc, Weisella, Lactococcus,
Lactobacillus, Enterococcus, (Khalid, 2011; Parra Huertas, 2010; Ramirez-
Ramirez et al., 2011).
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Figura 2. Metabolismo de las BAL heterofermentativas Fuente: Parra Huertas (2010).

Las BAL se encuentran en una gran diversidad de productos fermentados,
ademas de impartirles caracteristicas organolépticas, pueden ejercer actividades
antagonicas contra microorganismos patdégenos debido a las sustancias
antimicrobianas generadas durante su metabolismo (Bennani et al., 2017; Khalid,
2011; Parra Huertas, 2010).

Después del grupo de las BAL, las bacterias acido lacticas no iniciadoras
(NSLAB, por sus siglas en inglés) son la microbiota dominante en los quesos.

Diversos investigadores mencionan que se desarrollan de forma espontanea en
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todos los quesos independientemente de la forma de elaboracion (artesanales o
industriales). Pueden encontrarse en la mayoria de las etapas de proceso
preparacion del queso debido a su presencia desde la materia prima (Leche) y
en el medio ambiente de las queserias (Gatti, Bottari, Lazzi, Neviani, & Mucchetti,
2014; Gobbetti, De Angelis, Di Cagno, Mancini, & Fox, 2015; Losito et al., 2014).
El grupo de NSLAB se compone generalmente de Lactobacillus mesofilos
facultativos y estrictos como son: L. casei, L. paracasei, L. plantarum,L.
rhamnosus, L. curvatus, L. brevis, no obstante, puede incluir otros Lactobacillus
homofermentativos tales como: Pedicoccus, Micrococcus, Enterococcus y
Leuconostoc (Irlinger et al., 2017; Parente, Cogan, & Powell, 2017). A las NSLAB
se les atribuye mas del 80 % de los defectos en el queso, asociados con la post-
acidificacion, formacion de sabores indeseables, hendiduras, gas. Sin embargo,
se tiene el conocimiento de que algunas NSLAB ayudan a la formacién de
sabores agradables y alargan la vida util del queso, debido a la produccion de
compuestos antimicrobianos y a la competencia y antagonismo contra

microorganismos indeseables y patégenos (Gobbetti et al., 2015).

Por otro lado, las bacterias del acido propionico (BAP) se caracterizan por
aparecer en algunas variedades de quesos justo al final del periodo de
maduracion. Son las responsables de los tipicos ojos de los quesos suizos, que
aparecen como consecuencia de la acumulacién de gas durante la fermentacion
de los azucares y lactato a propionato, acetato, agua y di6xido de carbono. Las
BAP se dividen en dos grupos: bacterias del acido propidnico cutaneas y

bacterias del acido propionico clasicas (Irlinger et al., 2017).

El grupo de bacterias deterioradoras es el causante de los cambios
organolépticos y fisicos, convirtiéndose en defectos en los quesos. El crecimiento
de microorganismos psicrotroficos se encuentra asociado a la proliferacion de
sabores a malta, rancidez, amargo, fruta, podrido; mientras que las bacterias de
los géneros Clostridium son las responsables de la rancidez e hinchazon.
Entretanto las bacterias de los géneros Pseudomona, Acinetobacter, Rahnella,

Serratia y Klebsiella estan asociadas a la formacién de coloracion amarilla y café
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en los quesos, asimismo exhiben una alta actividad proteolitica y lipolitica la cual
origina sabores desagradables, asi como arrugas y una subsecuente exfoliacion

en la superficie del queso (Irlinger et al., 2017).

Las bacterias patégenas pueden estar presentes en los productos lacteos y
provocan alrededor del 5 % de las enfermedades transmitidas por alimentos. En
guesos frescos, la mayoria de las infecciones se encuentran asociadas a
enterobacterias patdgenas como Salmonella o E. coli, mientras tanto en quesos
semi-madurados o madurados S. aureus y L. monocytogenes son los principales

microorganismos patogenos (Fox et al., 2017; Irlinger et al., 2017).

2.4 Cambios bioquimicos en el proceso de maduracion de los quesos

La maduracion del queso es una etapa compleja durante la cual se llevan a cabo
numerosas reacciones que involucran la glucolisis, lipolisis y protedlisis, asi como
varias transformaciones quimicas y bioquimicas de componentes de la leche a
compuestos de bajo peso molecular (Fox et al., 2017; Santiago-Lopez et al.,
2018).

La protedlisis es el proceso bioquimico de mayor importancia llevado a cabo
durante la maduracion. Es un proceso enzimatico en el cual las caseinas son
hidrolizadas primeramente por la actividad residual del coagulante que se
encuentra retenido en la cuajada, asimismo por la plasmina y por otras enzimas
proteoliticas provenientes de las NSLAB generando péptidos de tamafios
intermedio, que posteriormente son hidrolizados por proteasas y peptidasas
nativas de las BAL obteniendo asi péptidos cortos y aminoacidos (Bottesini et al.,
2013; Fox et al., 2017).

En esta etapa se presentan cambios bidticos y abiodticos en el queso que
repercuten de forma directa sobre la microbiota. La humedad disminuye, se
favorece el incremento de la acidez como consecuencia del desarrollo y actividad
microbiana, limitando asi el crecimiento de otros microorganismos (Fox et al.,
2017).
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2.5 Péptidos bioactivos

La leche presenta diversos compuestos bioactivos, los cuales pueden ejercer
diversas funciones sobre el cuerpo humano (Figura 3). Siendo uno de estos
compuestos bioactivos las proteinas que ademas de desempefiar su funcién
como nutrientes, de igual manera son consideradas promotoras de péptidos
bioactivos que pueden ejercer funciones en el organismo (Figura 4) (Lucarini,
2017; Park & Nam, 2015; Sanchez & Vézquez, 2017; Santiago-L6pez et al.,
2018).

Los péptidos bioactivos son definidos como fragmentos especificos de proteinas
compuestos por hasta 20 residuos de aminoacidos, los cuales tras su liberaciéon
pueden influir en los procesos bioldgicos y ejercer un efecto positivo en la salud
(Bottesini et al., 2013; Chakrabarti, Guha, & Majumder, 2018; Mohanty,
Mohapatra, Misra, & Sahu, 2016; Mora, Aristoy, & Taldra, 2018).

Dichos péptidos pueden ser liberados por diferentes maneras tales como:
hidrélisis enzimatica (pepsina, tripsina, quimotripsina 0 pancreatina),
fermentacion con cultivos iniciadores, protedlisis originada por BAL, hidrolisis por
la accion de microorganismos 0 por enzimas provenientes de plantas, o en la
elaboracion de alimentos (Bottesini et al., 2013; Mohammadian, Salami, Emam-
Djomeh, & Alavi, 2017; Pritchard, Phillips, & Kailasapathy, 2010; Sah, Vasiljevic,
McKechnie, & Donkor, 2016; Sultan, Huma, Butt, Aleem, & Abbas, 2016).

12



Bacteria acido

lactica
[
! } ' ! | |
Proteinas de la leche Monosacéridos Precursores Glutamato Lactosa Nucleotido
(caseina, B- (glucosa, de (guanosina
lactoglobulina galactosa) acidos 5'-trifosfato
grasos ribulosa-5-
| fosfato
Proteinasas de Glicansucrasas y E_nzimas Enzima Cido de
envoltura glucosiltransferas Hidratasa glutamato
celular o Deshidrogenasa gescarboxilasa -
peptidasas Isomerasa
intracelulares Reductasa
Péptidos | Exopolisacéridos | Acidos GABA Acidos Vitaminas
bioactivos grasos organicos

Figura 3. El papel de las BAL durante el proceso de fermentacién o maduracion
del queso. Diferentes mecanismos y factores se encuentran involucrados durante
la liberacion de estos compuestos bioactivos. Fuente: Santiago-Lopez et al. (2018).

Hoy en dia se han descrito ciertas actividades biol6gicas que pueden ejercer los
péptidos bioactivos: antioxidantes, antimicrobianas, antihipertensivas,
antitrombdticas, inmunomoduladores, opioides, entre otras mas (Bottesini et al.,
2013; Pritchard et al., 2010; Santiago-Lopez et al., 2018; Sultan et al., 2016). La
actividad de los péptidos bioactivos se encuentra relacionada con los siguientes

factores: peso molecular, estructura, la composicién y secuencia de aminoacidos.
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Figura 4. Papel de los péptidos bioactivos de la leche en el sistema corporal.
Fuente: Mohanty et al. (2016).

2.5.1 Principales propiedades biolégicas de los péptidos bioactivos

Los péptidos que poseen actividad antihipertensiva influyen en el sistema de
renina angiotensina inhibiendo la enzima convertidora de angiotensina (ECA) y
por consecuencia previenen la hipertension (Bottesini et al., 2013; Mora et al.,
2018). De acuerdo con diversos investigadores la regulacion de la presion arterial
depende del sistema de la renina angiotensina. La renina actla sobre la
angiotensina, obteniendo asi la angiotensina |, la cual posteriormente se
convierte en angiotensina Il, que es un potente vasoconstrictor, por la ACE
(Bottesini et al., 2013; Sanchez & Vazquez, 2017; Sultan et al., 2016). De acuerdo
con Mohanty et al. (2016) y Mohammadian et al. (2017) los péptidos inhibidores
de la ECA son di o tripéptidos que contienen prolina, lisina o arginina en el

carbono terminal. Asimismo, sefialan que estos péptidos comiunmente contienen
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entre 2-12 residuos de aminoéacidos, no obstante, se han reportado péptidos
mayores a de 27 residuos de aminoacidos con esta actividad biolégica. Hoy en
dia se han identificado en las proteinas de la leche (caseinas y proteinas del
lactosuero) péptidos inhibidores de ECA. Por ejemplo, en las fracciones (177-
183) y (193-202) de la B-caseina, al igual que en (194-199) de asi-caseina; (58-
76), (88-90), (102-104), (133-138) de la B-CN, (162-164) as1-CN, (17-19) B-lg,
Siendo estas fracciones las que en ensayo in vitro han mostrado inhibir la enzima
ECA(Mohammadian, Salami et al., 2017; Mohanty et al., 2016). La secuencia de
aminoacidos lle-Pro-Pro proveniente de la caseina y Val-Pro-Pro de la B-caseina
son los péptidos antihipertensivos con mayor actividad (Bottesini et al., 2013). La
actividad antihipertensiva ha sido estudiada en diferentes quesos alrededor del
mundo: Feta, Roquefort, Mozarella, Italico, Cheddar, Emmental, Manchego,
Gouda, Roca, Cabrales, Brie, entre otros. Mientras que en México: Queso fresco,
Queso bola de Ocasingo, Queso Cotija (Lopez-Exposito et al., 2017; Santiago-
Lopez et al., 2018).

Los péptidos con actividad antitrombotica tienen la capacidad de reducir o inhibir
la formacién de coagulos en la sangre, por tal motivo ayudan a prevenir la
trombosis (Park & Nam, 2015; Sultan et al., 2016). De acuerdo con Sultan et al.
(2016) en la leche hay péptidos dentro de la secuencia del glicomacropéptido que
son liberados a través de la hidrdlisis de la k-caseina por la renina o quimosina,
lo cual les confiera la habilidad para inhibir la agregacion plaquetaria y la union
del fibrinégeno con los receptores plaquetarios de la superficie y por ende evitar
la formacion de trombos. Esta habilidad para inhibir la agregacion puede estar
relacionada con la similitud entre la coagulacion de la leche y de la sangre. En la
leche esta interaccion se lleva a cabo por la k-caseina y quimosina o renina,
mientras que la coagulacion de la sangre se debe a la de fibrinégeno y trombina.
En la leche de vaca se han reportado ciertas fracciones de la caseina que poseen
la habilidad de reducir o impedir la formacion de trombos: (106-116), (106-112),
(113-116). Igualmente se han identificado en diversos productos lacteos tales
como el yogurt (113-116) proveniente de la k-caseina, en extractos solubles de

leches fermentadas (Sultan et al., 2016).
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De acuerdo con Park & Nam (2015) un opioide es cualquier quimico que presenta
caracteristicas farmacoldgicas similares al opio. Los péptidos con esta actividad
biolégica presentan caracteristicas farmacologicas similares a las de un opioide.
Estos pueden derivar de encefalinas, endorfinas y dinorfinas, igualmente tienen
gran afinidad para interactuar con receptores opioides, los cuales pueden tener
una actividad agonista o antagonica, generalmente ubicados en los principales
sistemas nervioso, endocrino e inmunolégico. Los péptidos con estas
caracteristicas contienen entre 5-31 residuos de aminoacidos (Lopez-Expdsito et
al., 2017; Mora et al., 2018; Sanchez & Vazquez, 2017). Por otro lado. Entre los
péptidos con actividad opioide se encuentran las B-casomorfinas, derivado de la
B-caseina (L6pez-Exposito et al., 2017). En los extractos de los quesos Brie y
Gouda se identificaron los péptidos BCM7 y BCM5, respectivamente, mientras
en quesos semimaduros fueron detectadas ambas [ -casomorfinas (Edamski,

Gouda y Kaszakan).

Los péptidos con actividad inmunomoduladora son capaces de estimular el
sistema inmune, por lo cual exhiben un efecto protector sobre el organismo
(Mohanty et al., 2016). Los péptidos bioactivos inmunomoduladores provenientes
de las proteinas de la leche se encuentran relacionadas a la estimulacion vy
proliferacion de linfocitos en células humanas, asi como de la actividad fagocitica
de macréfagos, sintesis de anticuerpos y regulacion de citocinas (Mohanty et al.,
2016; Mora et al., 2018).

Los péptidos antiproliferativos tienen como funcién principal inhibir la

reproduccion celular en especial de células cancerosas (Gashti & Prakash, 2016).

Las proteinas de la leche como la lactoferrina y lactoferricina pueden suprimir el
crecimiento de células cancerigenas tanto in vitro como in vivo, al ser utilizado
como inductores apoptoticos en el desarrollo tumoral (Lépez-Expésito et al.,
2017). Asimismo, a la fecha no han reportado dicha actividad en quesos. Sin
embargo, Sah et al. (2016) sefialaron que existe la presencia de varios péptidos
con esta actividad en las proteinas de la leche, como las fracciones (17-22) y (41-
45) proveniente de la k-CN.
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Segun Ruiz et al. (2013) la principal caracteristica de los péptidos antioxidantes
es gque ayudan a impedir que otras moléculas se unan a especies reactivas del
oxigeno, al interactuar mas rapido con los radicales libres que estos con el resto
de las moléculas presentes en el microambiente de la membrana plasmatica,
citosol, nucleo o liquido extracelular. Los péptidos que poseen esta actividad
presentan pesos moleculares que oscilan entre 200 a 2000 Da (Mora et al., 2018;
Ruiz et al., 2013), por lo general se encuentran conformados por 5 a 11 residuos
de aminoacidos siendo los hidrofébicos los de mayor presencia en dichas
secuencias de residuos (Mohammadian et al., 2017; Mora et al., 2018; Ruiz et
al., 2013). La actividad antioxidante de los péptidos depende de diversos
factores, tales como la composicion y secuencia de aminoacidos, la
hidrofobicidad, la estructura fisica y el peso molecular (Barac et al., 2019; Bara¢,
Pesic, Vucic, Vasi¢, & Smiljani¢, 2017; Sah et al., 2016). Ilgualmente, Sah et al.
(2016) indican que los péptidos que contienen residuos de aminoacidos como:
Ala, Arg, Asp, Cys, His, Leu, Met, Pro, Trp y Tyr, muestran mayor actividad
antioxidante. En la actualidad el mecanismo que llevan a cabo tanto los péptidos
y proteinas para esta actividad no esta muy claro. Algunos investigadores le
atribuyen este efecto a un solo aminoacido en la secuencia de la proteina,
mientras que otros indican que se debe al resultado de interacciones entre las
multiples cadenas laterales de los aminoacidos (Bara¢ et al., 2017). De acuerdo
con el modo de accidn, la actividad antioxidante se clasifica en dos grupos:

primarios y secundarios.

Los antioxidantes primarios son capaces de reducir o neutralizar los radicales
libres mediante la donacién de hidrogeno, y los secundarios son aquellos aptos
de transferir un electron para reducir un oxidante. Para la medicién de la actividad
antioxidante son utilizados diversos ensayos como: ABTS, FRAP, DPPH, TRAP,
entre otros (Mora et al.,, 2018; Sah et al., 2016). En los ultimos afios se ha
reportado la actividad antioxidante en diversos quesos artesanales: Cheddar,
Coalho, Parmigiano-Reggiano, Cottage, queso tipo Burgos, queso tipo Feta,
gueso tipo Roquefort, queso tipo Pecorino, queso blanco en salmuera, queso

Tulum, queso crema de Chiapas, Cotija Los resultados obtenidos en estos
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trabajos sugieren que la actividad antioxidante en quesos depende
principalmente a los dias de maduracion del queso (Bara¢ et al., 2017;
Hernandez-Galan et al., 2016; Loépez-Expodsito et al., 2017; Oztirk & Akin, 2017;
Santiago-Lopez et al., 2018).

Finalmente, los péptidos con actividad antimicrobiana contienen entre 10 a 100
residuos de aminoacidos en su secuencia. Asimismo, son considerados
moléculas anfipaticas; los péptidos antimicrobianos se pueden agrupar como
catidnicos y anionicos. Los primeros tienen la particularidad de interaccionar con
moléculas cargadas negativamente; mientras que los aniénicos interactian por
la formacion de puentes salinos o amidacion del carbono terminal (Lopez-Pérez,
Grimsey, Bourne, Mikut, & Hilpert, 2017; Peters, Shirtliff, & Jabra-Rizk, 2010).
Existen diversos mecanismos de accion de estos péptidos. Uno de ellos tiene
como objetivo comun desestabilizar la membrana causando la muerte celular.
Pero también pueden inhibir a la proteina, o la sintesis de la pared celular, por la
intervencion en la sintesis del ADN o ARN, o al relacionarse con ciertos
compuestos intracelulares (Bahar & Ren, 2013; Guilhelmelli et al., 2013; Rai,
Pandit, Gaikwad, & Kdévics, 2016).

Mohammadian et al. (2017) sefialan que diferentes factores como la carga, la
hidrofobicidad, el momento hidrofébico, asi como la conformacion y la naturaleza
de los péptidos pueden contribuir a la actividad antimicrobiana.

Los péptidos antimicrobianos pueden actuar contra un amplio espectro de
microorganismos, siendo las bacterias tanto Gram positivas como Gram
negativas, asi como levaduras y hongos filamentosos (Mohammadian et al.,
2017; Peters et al., 2010). Existen diversos estudios en los que se indican que
los péptidos derivados de la caseina presentan actividad inhibitoria contra
diversas bacterias como Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis,
Porphyromas gingivalis, Streptococcus sobrinus, Sthaphylococcus aureus,
Escherichia coli y Salmonella typhimurium (Sanchez & Vazquez, 2017). Por otra
parte, en la tltima década se ha comenzado a estudiar la actividad antimicrobiana
en péptidos provenientes de extractos solubles en agua de quesos como:

Mozarrella, Cheddar, Asiago d “Allevo, Pecorino Romano, Canestrato Pugliese,
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Crescanza, Caprino del Piemonte, Caciacavallo Emmental de Savoie, entre
otros. En estos estudios se ha mostrado evidencia de inhibicion sobre diversos

microrganismos (Lopez-Expdsito et al., 2017).
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3 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS
ENRIQUECIDOS EN PEPTIDOS DE QUESO PRENSA DE
CUAJINICUILAPA, GUERRERO

Resumen

Los quesos artesanales preparados a partir de leche sin pasteurizar contienen
bacterias acido-lacticas tales como Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus,
Leuconostoc, Enterococcus, Pediococcus, las cuales hidrolizan las proteinas
durante la maduracién del queso, produciendo péptidos. A la fecha hay poca
informacion de la actividad bioldégica de péptidos producidos en quesos
artesanales. El objetivo de este trabajo fue determinar la actividad antioxidante
de extractos enriquecidos en péptidos (EEP), obtenidos a partir de quesos
artesanales, adquiridos en cuatro queserias de la Costa Chica de Guerrero,
México (A, B, C, D), sin madurar y madurados a 30, 60 y 90 dias. Para la
obtencion de los EEP, una muestra de queso previamente desengrasada fue
mezclada con agua ajustando a pH 4.6. La mezcla se centrifugdé, se filtré y el
sobrenadante fue liofilizado. El contenido de proteinas en los EEP liofilizados se
cuantificé mediante el método Bradford, la actividad antioxidante se evalu6 por
los ensayos ABTS y ORAC. En general, los EEP de la queseria B mostraron un
mayor contenido proteico, el cual disminuy6 a través de los dias de maduracion.
La actividad antioxidante, determinada por ABTS y ORAC, de todos los EEP fue
mayor a los 30 dias de maduracién (63.66 ymol ET g* EEP y 246.93 mmol ET g
1 EEP, respectivamente). Los EEP de las queserias D y A mostraron los valores
mas altos de actividad antioxidante. Los resultados obtenidos sugieren que los
péptidos contenidos en el queso Prensa tienen potencial bioactivo.

Palabras clave: maduracion, actividad antioxidante, proteinas, péptidos
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ANTIOXIDANT ACTIVITY PEPTIDE-ENRICHED EXTRACTS OF PRENSA
CHEESE FORM CUAJINICUILAPA, GUERRERO

Abstract

Artisan cheeses made from unpasteurized milk contain lactic acid bacteria (LAB),
such as Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Enterococcus,
Pediococcus. These bacteria hydrolyze proteins during cheese ripening process
producing peptides. Until today, there is little information about biological activity
of peptides produced in artisan cheeses. The purpose of this investigation was to
determine the antioxidant activity of peptide-enriched extracts (PEE), obtained
from artisan cheeses acquired from four artisan cheese factories from the region
of Costa Chica, Guerrero, México (A, B, C, D), without ripened and ripened for
30, 60 and 90 days. To obtain the PEE, a sample of cheese, previously defatted,
was mixed with water adjusting pH to 4.6. This mixture was centrifuged, filtered
and the supernatant was lyophilized. The protein content in the lyophilized EEP
was quantified by Bradford method, the antioxidant activity was evaluated by
ABTS and ORAC tests. In general, the EEP from cheese factory “B” showed a
higher protein content, which decreased through the maturation days. The
antioxidant activity, determined by ABTS y ORAC, from all the EEP was higher at
30 days of ripening (63.66 pmol ET g! EEP y 246.93 mmol ET g*' EEP,
respectively). The EEP from cheese factories D and A showed the higher values
of antioxidant activity. These results suggest the peptides content in the artisan
pressed cheese have bioactive potential.

Key words: ripening, antioxidant activity, proteins, peptides
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3.1 Introduccion

Las proteinas de la leche son las fuentes mas conocidas de péptidos con alguna
actividad biolégica (Mushtaq, Gani, Shetty, Masoodi, & Ahmad, 2015; Ruiz,
Segura, Betancur, & Chel, 2013). La leche es uno de los alimentos basicos en la
alimentacion humana debido a que aporta nutrientes esenciales para el
desarrollo, siendo las proteinas uno de los nutrientes de mayor importancia
debido a sus diversas funciones dentro de los organismos vivos (Badui Dergal,
2006). El contenido de proteinas en la leche oscila entre 3.2-3.5 %, las cuales se
clasifican en dos grupos, caseinas y proteinas de lactosuero. Las caseinas son
el principal componente proteico de la leche debido a que representan el 80 %,
mientras que el otro 20 % restante pertenece a las proteinas del lactosuero. Dicho
contenido de proteinas puede estar dado por multiples factores tales como la
dieta, lactaciéon, edad del animal, infecciones en las glandulas mamarias y la

época del afno(Fox et al., 2017).

En productos lacteos las proteinas y péptidos con actividad antioxidante
provienen de la leche. La formacion de estos compuestos se lleva a cabo durante
el proceso de elaboracién debido a la hidrolisis de las caseinas por la accion de
enzimas como proteasas, peptidasas, pepsina, tripsina, quimosina, las cuales
pueden ser provenientes de la leche, cuajo, cultivos iniciadores o microflora
natural. Mientras que en los quesos la generacion de péptidos se lleva a cabo
durante la etapa de maduracion y la protedlisis (Bara¢, Pesi¢, Vuci¢, Vasi¢, &
Smiljani¢, 2017; Lépez-Expébsito, Miralles, Amigo, & Hernandez-Ledesma, 2017,
Mushtaq et al., 2015; Power, Jakeman, & Fitzgerald, 2013).

Los péptidos bioactivos son definidos como fragmentos especificos de proteinas
constituido hasta por 20 residuos de aminoacidos, los cuales pueden ser
liberados de la proteina madre por diversas formas, entre las que destacan:
hidrolisis enzimatica, accion de microorganismos, enzimas de plantas, o la
elaboracion de alimentos. Después de ser ingeridos pueden ejercer ciertas
funciones en el organismo (Bara¢ et al.,, 2017; Mushtaq et al., 2015). Las

caracteristicas que determinan el contenido de péptidos en un queso, asi como
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el grado de formacion de estos son: el tipo de leche utilizada, el tratamiento
térmico que se aplica, las condiciones de elaboracion y las condiciones de
almacenamiento (Barac¢ et al., 2017). La actividad biologica de los péptidos se
encuentra relacionada con el peso molecular, la estructura, la composicion y
secuencia de aminoacidos, la estructura fisica, la hidrofobicidad y la naturaleza

de las cadenas laterales (Barac et al., 2019; Barac et al., 2017).

Los péptidos que poseen actividad antioxidante presentan pesos moleculares de
alrededor de 500 a 1800 Da (Ruiz et al., 2013), ademas contienen restos
hidrofébicos en el amino terminal. La actividad antioxidante de las proteinas
segun Elias et al. (2008) se encuentra dada por las interacciones complejas entre
su capacidad de inactivar especies reactivas de oxigeno, eliminacién de radicales
libres, entre otros. Al mismo tiempo dicha actividad puede incrementarse a
diversos procesos tales como la desnaturalizacion de alguna de sus estructuras,
procesos térmicos, hidrolisis o reaccion de Maillard. Actualmente se sabe que
cada uno de los amino4cidos presentes en las proteinas es capaz de reaccionar
con los radicales libres siempre y cuando su energia sea mayor. Los aminoacidos
azufrados (Cys y Met) presentan la mayor reactividad, seguidos de los aromaticos
(Phe, Trp y Tyr), mientras que los que contienen anillo imidazol (His) presentan

una reactividad menor (Ruiz et al., 2013).

Los quesos son el producto de la coagulaciéon de la leche, a su vez son una fuente
rica de nutrientes entre los que destacan las proteinas, las cuales al ser
hidrolizadas por enzimas enddgenas de la leche o por bacterias acido-lacticas
durante el proceso de maduracion pueden generan péptidos bioactivos con
diferentes actividades bioldgicas (Santiago-Lopez et al., 2018; Théolier, Fliss,
Jean, & Hammami, 2014). En México se fabrican alrededor de 40 quesos
artesanales los cuales se producen con leche cruda (Sanchez-Valdés et al.,
2016; Vasek, Cardozo, & Fusco, 2008). El queso de prensa o0 queso costefio de
acuerdo con Sandoval-Alarcén (2016) es un queso elaborado con leche cruda,
sin pasteurizar, y semimadurado. Su corteza es de color amarillo; al corte, su

color es blanco, consistencia dura y textura lisa.
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En los ultimos afios se ha reportado la actividad antioxidante de péptidos en
gueso blancos en salmuera (Barac et al., 2019; Bara¢ et al., 2016), Cottage
(Abadia-Garcia et al., 2013), Coalho (Meira et al., 2012), Kalari (Mushtaq et al.,
2015), entre otros. Particularmente en México solo se han estudiado el queso
crema de Chiapas (Santiago-Lopez et al., 2018), y el Cotija(Hernandez-Galan et
al., 2016). Sin embargo, en el queso de prensa de la Costa Chica del estado de
Guerrero no se han hecho investigaciones sobre la actividad biolégica de los
péptidos. Por lo cual el objetivo de este trabajo fue determinar la actividad
antioxidante de extractos enriquecidos en péptidos (EEP), obtenidos a partir de
guesos artesanales, mediante las técnicas de ABTS y ORAC, para establecer la
etapa de maduracién donde quesos presenten una mayor concentracion de

compuestos antioxidantes.
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3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Muestras de queso

En este estudio se analizaron muestras de queso prensa producido de forma
artesanal en el municipio de Cuajiniculipa, Guerrero, México (16° 28" 18' N, 99°
24' 55' O). De los fabricantes de queso se seleccionaron cuatro y de cada
queseria fueron adquiridos cuatro quesos de 1 kg. Las muestras de queso fueron
trasladas al municipio de San Marcos, Gro. (16° 47' 46’ N, 99° 23’ 05' O), en
donde se controlaron las condiciones de almacenamiento y maduracion. Los
quesos fueron divididos en cuatro lotes, cada lote fue sometido a diferentes
tiempos de maduracion (30, 60 y 90 dias). Concluido el tiempo de maduracion,
cada lote fue trasladado a la Universidad Autbnoma Chapingo. Las muestras se

mantuvieron en refrigeracion (4 °C) hasta su analisis correspondiente.

3.2.2 Desgrasado del queso

Una muestra de 120 g de queso, de cada unidad experimental, fue triturada con
un Nutribullet y colocada en un matraz Erlenmeyer, al cual se le agregaron 240
mL de hexano. Cada matraz fue agitado a 150 rpm durante 3 horas manteniendo
una temperatura de 37 °C (Incubadora orbital Prendo INO-650 M). Una vez
completado el tiempo de extraccion se elimind el hexano de las muestras; y ya
desgrasadas se almacenaron en una bolsa ziploc a una temperatura de — 17 °C
para su uso posterior. Cada muestra fue analizada por cuadruplicado
(Schlichtherle-cerny, Affolter, & Cerny, 2003; Tanabe et al., 2003).

3.2.3 Obtencion de extractos enriquecidos en péptidos (EPP)

Los EEP fueron obtenidos de acuerdo al procedimiento descrito por Baraé et al.
(2016) con algunas modificaciones. Las muestras de queso a diferentes tiempos
de maduracion, previamente desgrasadas con hexano, se mezclaron con agua
destilada en una proporcion 1:3 (p/v) y se ajusto a un pH de 4.6. Posteriormente,
los péptidos se extrajeron por homogenizacion en vortex (2,000 rpm, 15 min)
sonicaciéon (15 minutos), incubacion (40 °C ,110 rpm,1 h). Al final, las mezclas se

centrifugaron (8,000 rpm, 4 °C, 10 min) y se filtraron al vacio, a través de papel
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Whatman No.42. Los filtrados se liofilizaron y almacenaron a una temperatura de

-17 °C, hasta su analisis.

3.2.4 Determinacién de proteina total soluble

El contenido de proteina total soluble fue determinado mediante el método de
Bradford (Torres-Llanez, Gonzalez-Cérdova, Hernandez-Mendoza, Garcia, &
Vallejo-Cordoba, 2011), adaptado a microplacas. Una muestra de 10 mg de
extracto liofilizado fue mezclada con 1 mL de agua destilada, posteriormente se
agito en vortex a 2,000 rpm durante 1 min (Vortex Synergy, WVR International) y
se centrifugd a 8,000 rpm por 10 minutos (Eppendorf 5810). Una muestra de 50
uL del sobrenadante fue mezclada con 950 pL de reactivo de Bradford y la
absorbancia fue medida a 595 nm. Por otro lado, prepar6 una curva estandar de
albumina de suero bovino (BSA) en un rango lineal (0.1 a 0.8 mg mL) Los

resultados fueron expresados en miligramos de BSA por gramo de extracto

enriquecido en péptido mg BSA g,

3.2.5 Determinacion del grado de hidroélisis (DH)

El grado de hidrolisis durante el periodo de maduracion de los extractos
liofilizados de queso de prensa fue determinado mediante el método &cido
trinitrobencensulfonico (TNBS) de acuerdo con lo descrito por Corréa et al.
(2011), adaptado a microplacas. Una muestra de 10 mg de extracto liofilizado fue
mezclada con 1 mL de agua destilada, posteriormente se agité en vortex a 2,000
rpm durante 1 minuto min (Vortex Synergy, WVR International) y se centrifugé a
8,000 rpm por 10 minutos (Eppendorf 5810). Brevemente, en cada pozo de la
microplaca se coloc6 una alicuota 10 pL del extracto mas 40 pL de solucion
amortiguadora de fosfatos 0.2125 M, pH 8.2, de igual manera se agregd 50 uL
del TNBS. En caso del blanco se coloc6 50 uL de dodecilsulfato sédico (SDS) al
1 %. Posteriormente la microplaca fue incubada a 50 °C £ 1 °C por 1 hora.
Terminado el tiempo de incubacion se procedio a detener la reaccion adicionando
100 pL de HCL al 0.1 N., y se dejo en reposo durante 10 minutos. Se ley6 la
absorbancia a 420 nm. Se utiliz6 una curva de calibracién de L-Leucina (0.1 a 0.8

mM). Los resultados se expresaron como porcentaje de Grado de Hidrolisis
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Igualmente se determind el grado de hidrolisis del extracto liofilizado por lo cual
se pesaron 0.5 g del liofilizado correspondiente al TO y se adicioné 4.5 mL de
HCL 6 N, se incub6é a 100 °C + 10 °C durante 24 horas. Posteriormente se
neutralizé la reaccion afadiendo 4.5 mL de NaOH 6 N. se filtr6 mediante papel
filtro Whatman No. 1, el sobrenadante obtenido fue sometido a la metodologia de

los extractos enriquecidos en péptidos de queso prensa.
Los resultados fueron obtenidos de acuerdo con la ecuacion 1.:

NH,, —NH,

* 100 (1)
NH; 4 — NHzy,

% GH =

Donde:

%GH: porcentaje del grado de hidrolisis

NH2zx: Grupos aminos libres de extractos liofilizados del tiempo evaluado
NHztw0: Grupos aminos libres de extracto liofilizados del TO

NHznt: Grupos aminos libres de la hidrolisis total

3.2.6 Actividad antioxidante del queso
La actividad antioxidante de los extractos solubles en agua fue determinada por
los ensayos: acido 2,2'-azino—bis—(3—¢tillbenzotiazolin—6—sulfonico) (ABTS) y la

capacidad de absorcion de radicales de Oxigeno (ORAC).

El ensayo ABTS se evalué de acuerdo con el método de Revilla et al. (2016) con
algunas modificaciones. El radical libore ABTS* fue generado por la reaccion entre
las disoluciones de ABTS 7.4 mM y persulfato de sodio 2.6 mM, la cuales se
mezclaron en una proporcion 1:1 (v/v) y se dejaron incubar, protegidas de la luz,
durante 16 h. Posteriormente, una alicuota de la mezcla de reaccion (600 uL) se
llevd a un volumen final de 10 mL utilizando buffer de fosfatos 45 mM. En cada
pozo de la microplaca se mezclaron una alicuota (20 L) del extracto en estudio,

con 180 pL de la solucion ABTS*. La disminucién de absorbancia de la mezcla
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de reaccion se midié a 734 nm. La curva de calibracion de Trolox se construy6
en un intervalo de concentraciones de 9.9- 299.8 mM. Los resultados se

expresaron como micromoles de equivalente de Trolox por gramo de extracto

enriquecidos en péptidos um ET g'E1EF,_.

La capacidad antioxidante mediante el ensayo ORAC se determiné de acuerdo
con lo descrito por Paul et al. (2012) con algunas modificaciones. En cada pozo
de la microplaca se colocé una alicuota de 25 pL de extracto y 150 pL de
fluoresceina (0.004 uM). Como blanco (25 pL de buffer de fosfato 75 mM) y un
control (50 pL de agua destilada). La mezcla de reaccion en la microplaca se dejo
reposar a 37 °C durante 20 minutos. Posteriormente con un inyector automatico
se adicionaron 25 pyL de AAPH 0.15 M a cada uno de los pozos de reaccion.
Inmediatamente después se leyd la fluorescencia cada minuto durante 90 min a
una longitud de onda de excitacién de 485 y una de emision de 527 nm. Se utilizo
una curva de calibracién con Trolox (5 a 100 uM). Los datos de fluorescencia
normalizados fueron graficados con respecto al tiempo a fin de obtener las areas
bajo la curva de decaimiento de fluoresceina. Los resultados fueron expresados

en milimoles de equivalente de Trolox por gramo de extracto enriquecido en

péptidos mM ET g, .

3.2.7 Analisis estadistico

Proteina soluble, Grado de hidrolisis, ABTS y ORAC: el disefio de los
tratamientos se basé en una estructura unifactorial de los tratamientos y un
esquema de aleatorizacion completamente al azar. Bajo un modelo mixto con 4
repeticiones en el tiempo (0, 30, 60 y 90 dias), con 4 repeticiones para el caso de
proteina soluble y ABTS; y con 3 repeticiones para el grado de hidrélisis y ORAC.
Para la definicibon de estructura de varianzas se utilizd el método RELM
(estimacion por maxima verosimilitud restringida) y como criterio de informacion
para elegir la estructura de la varianza mas apropiada se uso el criterio de
informacion bayesiano de Schwarz (BIC)(Correa Morales & Salazar Uribe, 2016;
Sainz & Montero, 2004).
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y=XB+Zb+e
Donde:
y= es un vector (n x 1) de observaciones.
B = es un vector (s x 1) de parametros desconocidos de efectos fijos.
Z: es una matriz en el bloque diagonal cuyos blogues son las r matrices Zi

b= es el vector|b,, by, ..., b, |que incluye los g pardmetros aleatorios para cada

una de las r parcelas, tal que b ~N (0, D)

e: es un vector (n x 1) que contiene los términos residuales del error, tal que
e~N (0, R)

Las diferencias estadisticas (p<0.05). Se identificaron mediante la prueba de
Tukey-Kramer para las comparaciones de medias. Todo el analisis se llevo a
cabo en el paquete SAS version 9.1 (SAS Institute, Inc., Cary, NC, EE. UU).
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3.3 Resultados y discusion

3.3.1 Determinacion de proteina total soluble durante la maduracién del
queso
En la Figura 6 se observa el comportamiento del contenido de proteina durante
la maduracion del queso de prensa. En general, hubo una disminucion
estadisticamente significativa hasta los 90 dias de maduracion. La Figura 7
presenta el contenido de proteina total soluble a los 30 dias de maduracion, con
el efecto de la QB (queseria B) sobre el contenido de proteina resultd
significativamente superior a las otras queserias (p< 0.05). En el TO se presento
el mayor contenido proteico y a medida que avanzaba el tiempo de maduracion,
el contenido de proteina fue disminuyendo hasta llegar a la menor cantidad de
proteina en el T3. Dicho resultado coincide con el reportado por Alonzo-Paz,
Lugo-Cervantes, Tovar-Pérez, & Chombo-Morales (2016) quienes encontraron
gue en queso Cotija el contenido proteico disminuye a medida que el queso va

madurando.
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Figura 6. Contenido de proteina total de extractos enriquecidos en péptidos de
gueso de prensa de Guerrero. Las barras indican el error estandar de los quesos
colectados en cada queseria.
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Figura 7. Contenido de proteina total en extractos enriquecidos en péptidos de
queso de prensa de Guerrero, a los 30 dias de maduracion (T1). Las barras
indican el error estandar de los quesos colectados en cada queseria.
Tratamientos seguidos con la misma letra indican que son estadisticamente
iguales (Tukey, p<0.05).

3.3.2 Contenido de proteina total por queseria

En la Figura 8 se reporta el contenido de proteina total de los quesos colectados
por queseria. La cantidad promedio de proteina fue de 21.52 mg BSA g'E1EP_. Los

resultados del analisis muestran que los quesos de los tres productores

seleccionados presentan un contenido de proteina estadisticamente igual. Con
un promedio de 22.28 mg BSA g-E1EP. en tanto la QA (queseria A) arrojo el

contenido de proteina total significativamente inferior a las queserias, QB y QD

(queseria D).

De acuerdo con Alonzo-Paz et al. (2016) el tiempo de maduracion esta
relacionado con la concentracibn de péptidos, es decir cuando hay una
disminucién del contenido de proteina e incrementa también la concentracién de
los péptidos liberados. Por otro lado, las diferentes comunidades microbianas
presentes en los quesos son de gran importancia en la etapa de la protedlisis ya
que, como parte de su metabolismo celular, hidrolizan las proteinas a
aminoéacidos (Choi, Sabikhi, Hassan, & Anand, 2012).

38



w
o

o
9 b
% 25 b
2 a aIb =
E 20
b
(]
oo 15
<
)
[aa]
oo
é 10
©
c
£ 5
3
o
a

0

QA QB Qc ab

Queserias

Figura 8. Contenido de proteina total de los extractos enriquecidos en péptidos
de queso de prensa por queseria. Las barras indican el error estandar de los
guesos colectados en cada queseria. Tratamientos seguidos con la misma letra
indican que son estadisticamente iguales (Tukey, p<0.05).

Particularmente las bacterias acido lacticas poseen un resistente y activo sistema
proteolitico el cual les permite degradar las proteinas de la leche, en especial las
caseinas y de esta manera obtener aminoacidos los cuales utilizan en su
crecimiento y desarrollo (Choi et al., 2012; Donkor, Henriksson, Singh, Vasiljevic,
& Shah, 2007).

3.3.3 Determinacién del grado de hidrdlisis

El grado de hidrélisis presentes en los extractos liofilizados de queso de prensa
se muestra en la Figura 9. Particularmente, se observ6 una tendencia de aumento
a través del tiempo de maduracion, lo cual coincide con resultados obtenidos en
diferentes investigaciones (Alonzo-Paz et al.,, 2016; Corréa et al., 2011). Los
valores del grado de hidrdlisis obtenidos oscilaron 0.35 a 1.12 %. Los extractos
de QD presentan los valores mayores respecto a dicha determinacion (0.69 a
1.12 %). La QD presento6 el grado de hidrolisis significativamente superior a las
demas queserias a los 30 dias de maduracion (p<0.05) Figura 10.
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Figura 9. Grado de hidrolisis (% GH) de los extractos enriquecidos en péptidos

de queso de prensa de Guerrero en el tiempo de maduracion. Las barras indican
el error estandar de los quesos colectados en cada queseria.

1.4
b
1.2 I
s
A2
R
© 0.8
b
<
206
a
o a
® 0.4 a I
U]
0.2
0
QA QB Qc QD

Queserias

Figura 10. Grado de hidrdlisis (%GH) de los extractos enriguecidos en péptidos
de queso prensa de Guerrero, a los 30 dias de maduracion (T1). Las barras
indican el error estandar de los quesos colectados en cada queseria.
Tratamientos seguidos con la misma letra indican que son estadisticamente
iguales (Tukey, p<0.05).
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En quesos elaborados con leche sin pasteurizar el grado de protedlisis puede
varian segun los microorganismos mayoritarios presentes en dichas matrices
(Oner & Saridag, 2018). De igual forma, el tiempo de maduracion desempefia un
papel importante en la concentracion de péptidos generados en los quesos,
debido a que conforme avanza dicho tiempo existe un incremento en la liberacion
de grupos aminos como consecuencia del proceso de degradacion de las

proteinas por los sistemas proteoliticos de las BAL (Alonzo-Paz et al., 2016).

Por otra parte, la actividad proteolitica puede depender en gran medida de las
tecnologias empleadas en el procesamiento, asi como de las condiciones de
maduracion. Sin embargo, los principales factores de este proceso bioquimico
son llevado a cabo por diferentes tipos de enzimas (coagulantes, proteasas y
peptidasas bacterianas) (Ayyash & Shah, 2011; Estrada, Arifio, & Juan, 2017;
Karaca & Glven, 2018; Perna, Intaglietta, Simonetti, & Gambacorta, 2015).

3.3.4 Actividad antioxidante durante la maduracion del queso

La actividad antioxidante por en el ensayo ABTS se presenta en la Figura 11. El
andlisis estadistico mostr6 que hubo diferencias significativas (p<0.05) en la
actividad antioxidante de los extractos causada por el efecto de los dias de
maduracién del queso (0. 30, 60 y 90 dias). En el caso del ensayo ABTS a los
sesenta dias de maduracion se observé un aumento significativo en la capacidad.
La Figura 12 muestra que el efecto de la queseria QD fue estadisticamente
superior en la capacidad antioxidante (ABTS) En los tiempos (TO, T1, T2)

evaluados los EPP de la QD presentaron los valores mayores (34.44 + 0.393,

70.07 +1.75,84.91 + 0.270 pm ET gy, )
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Figura 11. Capacidad antioxidante (ABTS) de extractos enriquecidos en péptidos
de queso de prensa de Guerrero en el tiempo de maduracion. Las barras indican
el error estandar de los quesos colectados en cada queseria.
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Figura 12. Capacidad antioxidante (ABTS) de extractos enriquecidos en péptidos
de queso de prensa de Guerrero, a los 60 dias de maduracién (T2). Las barras
de indican el error estandar de los quesos colectados en cada queseria.
Tratamientos seguidos con la misma letra indican que son estadisticamente
iguales (Tukey, p<0.05).
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La capacidad antioxidante mediante el ensayo ORAC se observa en la Figura
13.En este caso la mayor capacidad antioxidante se obtuvo a los treinta dias de
maduracion del queso. El efecto de la QD resulto significativamente superior a

las otras tres queserias, los valores se encontraron en un intervalo de 171.31

5.3y 291.45 +5.1 mM ET g7, . (Figura 14).
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Figura 13. Capacidad antioxidante (ORAC) de los extractos enriquecidos en
péptidos de queso prensa de Guerrero durante el tiempo de maduracion. Las
barras indican el error estandar de los quesos colectados en cada queseria.

3.3.5 Capacidad antioxidante por queseria
La capacidad antioxidante (ABTS) de los quesos de cada queseria seleccionada

se observa en la Figura 15. La grafica muestra que los extractos de las queserias
AyD((56.2y 622 ymET ggpp.) presentaron la mayor capacidad antioxidante
mediante este ensayo, mientras que los de las queserias QB y QC (queseria)
(39.2 y 33.2umET g'E1EF,_) contienen la menor actividad. El analisis estadistico

mostro diferencia significativa (p<0.05) para la capacidad antioxidante por el
ensayo ABTS en los EPP de las diferentes queserias.
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Figura 14. Capacidad antioxidante (ORAC) de los extractos enriquecidos en
péptidos de queso de prensa de Guerrero a los 30 dias de maduracién (T1). Las
barras indican el error estandar de los quesos colectados en cada queseria.
Tratamientos seguidos con la misma letra indican que son estadisticamente
iguales (Tukey, p<0.05).
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Figura 15. Capacidad antioxidante (ABTS) de los extractos enriquecidos en
péptidos de queso de prensa de Guerrero por queseria. Las barras indican el
error estandar de los quesos colectados en cada queseria. Tratamientos
seguidos con la misma letra indican que son estadisticamente iguales (Tukey,
p<0.05).
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La Figura 16 muestra la capacidad antioxidante cuantificada mediante el ensayo
ORAC. El efecto de la QD resulté significativamente superior a aquellos de QA,
QB y QC, sobre la capacidad antioxidante.
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Figura 16. Capacidad antioxidante (ORAC) de los extractos enriquecidos en
péptidos de queso de prensa de Guerrero por queseria. Las barras indican el
error estandar de los quesos colectados en cada queseria. Tratamientos
seguidos con la misma letra indican que son estadisticamente iguales (Tukey,
p=<0.05).

El comportamiento de los compuestos antioxidantes, asi como el de los radicales
libres segun Corréa et al. (2011) y Davalos et al. (2004) puede responder a la
estructura de la proteina, su composicion, el grupo al que pertenecen, el tamafio
de los péptidos y la esteroselectividad de los radicales. Por esta razén, el
comportamiento de los compuestos antioxidantes dependera del método que se
esté usando para su determinacion. Davalos et al. (2004) mencionan que el
ensayo ORAC tiene ventajas y una mayor relevancia biolégica, debido a que
utiliza un radical de origen fisiolégico, mientras que el radical ABTS no se
encuentra en los sistemas bioldgicos. De igual manera el ensayo ORAC se basa
en el concepto de area bajo la curva determinado por la fluorescencia, lo cual

permite integrar el tiempo y nivel de proteccion de los antioxidantes sobre el

45



sistema biolégico de oxidacion, mientras que el ensayo ABTS determina en un
tiempo fijo la inhibicion del radical espectrofotométricamente, dando lugar a
posibles interferencias (Huang, Boxin, & Prior, 2005; MacDonald-Wicks, Wood, &
Garg, 2006).

Abadia-Garcia et al. (2013) reportaron en queso cottage un comportamiento
similar al observado en esta investigacion; la actividad antioxidante fue
progresiva a través del tiempo con valores de 250 (7 dias) a 380 (28 dias) uM ET
mL? extracto total en queso. En cambio, Meira et al. (2012) estudiaron la
actividad antioxidante de quesos italianos en diferentes estados de maduracion.
En el queso Cerrillano observaron un incremento en dicha actividad, con valores
de 1,730 a 1,890 uM ET mL™* extracto total, en 90 y 120 dias de maduracion
respectivamente. Asimismo, evaluaron la actividad antioxidante del queso
Pecorino en la cual encontraron una disminucion en la actividad antioxidante a
medida que aumentaba el tiempo de maduracién del queso (1,560 uM a 1,250
MM ET mL* extracto total en un periodo de entre 80 a 160 dias, respectivamente).
Esta informacién sugiere que la capacidad antioxidante de los algunos quesos
puede disminuir a medida que incrementa el tiempo de maduracion, como se

observo en el presente estudio después de los 30 dias.

De acuerdo con Gupta et al. (2009) los péptidos antioxidantes que se encuentran
en los quesos estan en un sistema dinamico de formacion-degradacion a través
del tiempo, por lo cual consecutivamente se forman péptidos con esta actividad,
mientras que se degradan otros formados anteriormente, provocando
disminucidbn en la capacidad antioxidante. No obstante, otros péptidos
antioxidantes se acumulan conservado o incrementado la actividad antioxidante.
Elias et al. (2008) determinaron que los aminoacidos con mayor potencial
antioxidante son aquellos de cadenas laterales que contienen azufre (Cys y Met),
cadenas laterales arométicas (Trp, Tyr y Phe), cadena lateral pirrolidina (Pro) y
con cadena lateral imidazol (His). Sin embargo, hasta el dia de hoy no se tiene la
certeza del mecanismo que llevan a cabo tanto las proteinas como los péptidos

respecto a la actividad antioxidante (Barac et al., 2017).
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Los resultados del presente trabajo indican que en las primeras etapas de
maduracion del queso se promueve la formacion de péptidos que podrian derivar
de la actividad de las bacterias acido-lacticas sobre las proteinas del queso. La
formacion de péptidos a su vez podria estar directamente relacionada con la
capacidad antioxidante, pues en los primeros treinta dias de maduracion del
gueso hay una disminucién significativa de proteina y un aumento de capacidad

antioxidante.
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3.4 Conclusion

El contenido de proteina total en el queso disminuy6 a medida que se incremento
el tiempo de maduracion. En ensayos aplicados para cuantificar la capacidad
antioxidante (ABTS) se observé que a los sesenta dias de maduracidon los
extractos enriquecidos en péptidos mostraron un aumento significativo en la
capacidad antioxidante; mientras que para el caso del ensayo (ORAC) este
incremento se dio, en la mayoria de los casos, a los treinta dias de maduracion.
A su vez la mayor capacidad antioxidante se presenté en los extractos

provenientes de las queserias Ay D.
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4 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE EXTRACTOS
ENRIQUECIDOS EN PEPTIDOS DE QUESO DE PRENSA DE
CUAJINICUILAPA, GUERRERO

Resumen

En el proceso de elaboracion de quesos existe la liberacidn de péptidos
originarios de las caseinas, los cuales pueden ejercer diferentes propiedades
biolégicas, tales como antioxidante, antimicrobiana, antitrombotica, entre otras.
El objetivo de este trabajo fue determinar la actividad antimicrobiana en extractos
enriquecidos en péptidos de queso de prensa (EEP) en diferentes tiempos de
maduracién, contra cepas de Listeria monocytogenes Scott, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella San Diego. Para
la obtencion de los EEP, una muestra de queso previamente desengrasada fue
mezclada con agua ajustando a pH 4.6. La mezcla se centrifugé, se filtré y el
sobrenadante fue liofilizado. La actividad antimicrobiana se evalué mediante el
ensayo difusion en disco. No se observé actividad antimicrobiana de los
diferentes extractos contra Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli
ATCC 25922 y Salmonella San Diego. Sin embargo, se observo actividad
antimicrobiana de tipo bacteriostatico contra Listeria monocytogenes Scott, en los
diferentes tiempos de maduracion.

Palabras claves: actividad antimicrobiana, queso de prensa, péptidos, Listeria.
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ANTIMICROBIAL ACTIVITY PEPTIDE-ENRICHED EXTRACTS OF PRENSA
CHEESE FROM CUAJINICUILAPA, GUERRERO

Abstract

Cheese-making process releases peptides from caseins. These peptides can
carry out different biological properties, such as antioxidant, antimicrobial and,
antithrombotic. The purpose of this project was to determine the antimicrobial
activity on peptide-enriched extracts (PEE) of prensa cheese at different ripening
time, against strains of Listeria monocytogenes Scott, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 and Salmonella San Diego. For PEE
extraction, a sample of previously defatted cheese was mixed with water and the
pH was adjusted to 4.6. This mixture was centrifuged, filtered and the supernatant
was lyophilized. The antimicrobial activity was tested through disk diffusion test.
No antimicrobial activity was observed in the different extracts against
Staphylococcus.aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 and
Salmonella San Diego. However, bacteriostatic antimicrobial activity, was
observed against Listeria monocytogenes Scott, in different times of ripening.

Key words: antimicrobial activity, prensa cheese, peptides, Listeria
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4.1 Introduccion

La actividad antimicrobiana es definida como el proceso por el cual ciertos
compuestos destruyen o inhiben el desarrollo de microorganismos (Vogelman &
Craig, 1986). La actividad antimicrobiana se clasifica en funcion del efecto
inhibidor o destructor que ocurre y el tipo de agentes patdégenos que son
afectados por este efecto (Lorian, 1986). Cuando el efecto es inhibidor se conoce
como bacteriostatico, fungistatico o virostatico; la actividad antimicrobiana recibe
el nombre de bactericida, fungicida, protozoaricida o viricida cuando destruye

bacterias, hongos, protozooarios o virus, respectivamente (Lorian, 1986).

En las dltimas décadas las proteinas derivadas de los lacteos han tomado gran
importancia debido a que son considerados una fuente natural de péptidos
bioactivos, los cuales se encuentran encriptados dentro de una proteina madre,
pudiendo ser liberados por hidrélisis enzimética, el procesamiento de alimentos
o durante la digestion gastrointestinal (Mushtaq, Gani, Shetty, Masoodi, &
Ahmad, 2015; Théolier, Fliss, Jean, & Hammami, 2014).

Los péptidos antimicrobianos (PAM) se caracterizan por tener entre 6 a 100
residuos de amino&cidos en su secuencia, son considerados como oligopéptidos
debido a su composicion variable (Bahar & Ren, 2013). Los PAM pueden provenir
de diferentes fuentes tales como animales, insectos, plantas, leche y bacterias
(Bahar & Ren, 2013; Rai, Pandit, Gaikwad, & Kdvics, 2016).

Los PAM de naturaleza cationica de interactuar fuertemente con moléculas
cargadas negativamente. Dicha particularidad es la que ayuda a la selectividad
para elegir las membranas de las bacterias las cuales tienen componentes con
cargas negativas (Lopez-Pérez, Grimsey, Bourne, Mikut, & Hilpert, 2017). Entre
los principales PMA de este tipo se encuentran: las defensinas, catelicidinas,
cecropinas, péptidos derivados de histonas y enriquecidos con aminoacidos (Rai
et al., 2016).

Los PAM anibnicos interactian de dos formas, mediante la amidacién del C-
terminal o por la formacion de puentes salinos derivados de iones metalicos. Una
vez realizada esta agrupacion son capaces de fijarse en la membrana a través

de las regiones hidro6fobas de su estructura. Asimismo, pueden ejercer un efecto
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inhibitorio interviniendo al exterior de la membrana celular, o al interior de la célula
al interactuar con proteinas intracelulares o interrumpiendo procesos clave, como
la sintesis de ARN y ADN (L6pez-Pérez et al., 2017).

El mecanismo de accion de los PAM depende de la interaccion de los péptidos
con la membrana celular, asi como su composicion. Usualmente, los PAM
interactdan con la membrana mediante la interaccion electrostatica (Guilhelmelli
et al., 2013; Rai et al., 2016).

Se han propuestos varios modelos del mecanismo de accion de los PAM, entre
los que se encuentran: de alfombra, de poro toroidal, agregado y barril de madera
(Bahar & Ren, 2013; Rai et al., 2016).

En las Ultimas décadas se ha reportado la actividad antimicrobiana en diversos
quesos en el mundo tales como: Tulum (Oztiirk & Akin, 2017) contra Salmonella
typhimurium ATCC 14028, Caprino del Piemonte (Rizzello et al., 2005) contra
Lactobacillus sakei A15, Listeria innocua DSM 20649, Bacillus megaterium F6, y
Escherichia coli K12, queso Canastra contra Escherichia coli ATCC 25922 (Fialho
et al., 2018), Coalho contra Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Escherichia
coli y Pseudomonas aeruginosa (Meira et al., 2012), Mozarella, Gouda contra L.
ivanovii y E. coli MC4100, (Théolier et al., 2014b), entre otros. En México en
particular esta actividad ha sido poco estudiada en lo que respecta a quesos,
siendo el queso cocido, uno de ellos, StaphylococcuS. aureus, Listeria innocua,
Eschericha coli, y Salmonella cholerae. (Heredia-Castro et al., 2015). En los
estudios antes mencionados el efecto encontrado contra estas bacterias ha sido
de tipo bacteriostatico. Sin embargo, en el queso de prensa de la Costa Chica
del estado de Guerrero no se han realizado estudios sobre las actividades
biolégicas generadas por péptidos bioactivos. Por lo cual el objetivo de este
trabajo fue determinar la actividad antimicrobiana de extractos enriquecidos en
péptidos (EEP) obtenidos a partir de quesos artesanales, contra cuatro bacterias
patogenas, mediante el ensayo difusion en disco, para establecer la etapa de

maduracion donde quesos presenten una mayor actividad antimicrobiana.
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4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Extractos enriquecidos péptidos de queso de prensa

Los EEP fueron obtenidos de acuerdo al procedimiento descrito por Barac et al.
(2016) con algunas modificaciones. Las muestras de queso a diferentes tiempos
de maduracion, previamente desgrasadas con hexano (240 mL), se mezclaron
con agua destilada en una proporcion 1:3 (p/v) y se ajustdé a pH de 4.6.
Posteriormente, los péptidos se extrajeron por homogeneizacion en vortex (2,000
rpm, 15 min) sonicacion (15 minutos), incubacién (40 °C ,110 rpm,1 h). El final,
las mezclas se centrifugaron (8,000 rpm, 4 °C, 10 min) y se filtraron al vacio, a
través de papel Whatman No.42®. Los filtrados se liofilizaron y almacenaron a
una temperatura de -17°C, hasta su andlisis (Schlichtherle-cerny, Affolter, &
Cerny, 2003; Tanabe et al., 2003).

4.2.2 Prueba de esterilidad de los extractos enriquecidos en péptidos de
qgueso de prensa

Para verificar la ausencia de contaminantes microbianos, se colocaron alicuotas

de 5 pL de cada uno de los extractos en Agar de Mueller Hinton (AMH) y Agar de

Soya Tripticaseina adicionado de 0.6 % de extracto de levadura (ASTEL), estos

medios fueron incubados a 35 °C por 72 h. Al término de la incubacion, la

ausencia de colonias bacterianas y/o fungicas, fue considerado evidencia de

esterilidad. Todos los EPP probados cumplieron con este criterio.

4.2.3 Determinacion de la actividad antimicrobiana de los extractos
enriquecidos en péptidos de queso prensa
La seleccidén de los microorganismos a probar se bas6 en la recomendacion de
Lorian (1986) de incluir Escherichia coli (bacteria Gram negativa) y
Staphylococcus aureus (bacteria Gram positiva) en la evaluacion in vitro de
nuevos antibidticos cuya estructura exacta alun se desconoce. Las cepas S.
aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 empleadas en este estudio son las
indicadas por el CLSI como controles cuando se realizan pruebas de
susceptibilidad a antimicrobianos por la técnica de difusion en disco. Ademas, se

incluyeron 2 aislamientos de bacterias patdgenas asociadas al consumo de
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quesos, una Gram positiva, Listeria moncytogenes cepa Scott y una Gram
negativa, Salmonella enterica serotipo San Diego. La cepa L. m Scott procede de
una infeccion ocurrida en personas y se seleccion0 para comparar con lo
reportado por otros autores que han utilizado esta cepa. S. San Diego fue aislada
en un estudio previo a partir de ganglio linfatico mesentérico de vaca, lo cual la
hace cercana a cepas que puedan estar presentes en leche destinada a la

elaboracion de quesos.

Para el estudio de la actividad antimicrobiana se utilizaron 100 mg de extractos
solubles en agua de queso prensa fueron disueltos con 1 mL de agua destilada

estéril cada una, posteriormente se centrifugaron a 10,000 rpm por 10 minutos.

Los cultivos de las diferentes cepas se reactivaron utilizando caldo infusion
cerebro corazén y se incubaron a 35 °C por 24 horas. Una vez terminado el
tiempo de incubacion; las 4 cepas fueron subcultivadas en agar soya tripticaseina
con 0.6 % de extracto de levadura (ASTEL) e incubadas a 35 °C por 22 + 2 horas.
En el caso de L. monocytogenes Scott A se incubd durante un periodo de 48
horas. Con la ayuda de un asa bacterioldgica se seleccionaron entre 3 y 5
colonias caracteristicas de las distintas cepas y se colocaron en un tubo de
ensaye con 5 mL de solucidon salina fisiologica (NaCl 0.85 %), la turbidez fue
ajustada con base al estdndar 0.5 del nefelémetro de McFarland. De acuerdo con
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2005) esta turbidez
corresponde a 10 & Unidades Formadoras de Colonias por mililitro (UFC mL™1).

Se tom6 0.1 mL de la suspension la cual fue colocada en Agar Mueller Hinton
(AMH) y extendida empleando un hisopo de algodon, realizando 3 giros de 60
grados y un reborde circular al final para cubrir toda la superficie del medio. En el
caso de Listeria monocytogenes Scott A, la suspension fue colocada en ASTEL.
Transcurrido el maximo de 15 minutos recomendados para permitir que cualquier
exceso de humedad se absorbiera (CLSI, 2006), en cada caja inoculada con los
diferentes microorganismos fueron colocadas 4 gotas de 5 pL de los extractos
solubles en agua de queso de prensa. Como control positivo se colocaron discos

de papel filtro impregnados de ampicilina con 10 ug (BD ®, Becton Dickinson),
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mientras que para el control negativo se utilizd agua destilada (5 pL) ajustada a
pH 4.6. Después de 15 minutos, para el secado de las gotas de los EPP, las cajas
fueron incubadas a 35 °C por un periodo de 16-18 horas. Transcurrido el tiempo
de incubacién se procedié a medir los diametros de los halos de inhibicién,
observados en los controles y en los EPP, utilizando un Calibrador Vernier (Scala
®).

Adicional a la medicion de los diametros, los halos correspondientes a inhibicion
de Listeria moncytogenes Scott A fueron examinados mediante la técnica de
lluminacion de Henry, que consiste en una trans-iluminacion oblicua mediante
una luz transmitida en un angulo de 45°; de esta forma, las colonias de Listeria

presentan una tonalidad azul o azul-gris (Lachica, 1990)

4.2.4 Recuento del indculo utilizado

Este andlisis se realizé con el fin de verificar la cantidad UFC mL™* presente en la
suspensioén ajustada con el nefelometro de McFarland 0.5. Se tomé 1 mL de la
suspension y se realizaron 6 diluciones de 10! a 106, se sembraron a partir de
la dilucién 10*en AMH para el caso de E. coli ATCC 25922, Salmonella GB-7 y
S. aureus ATCC 25923, mientras que para L. m Scott A se utilizo ASTEL por
duplicado y se incubaron a 35 °C por 24 horas. Una vez cumplido el tiempo de
incubacion se realizd el recuento y se reportd en logaritmo base 10 del nimero

de unidades formadoras de colonias por gramo (10" UFC.g™).

4.2.5 Verificacidn de viabilidad e identidad de los aislamientos
Para corroborar la viabilidad e identidad microbiolégica de los aislamientos

utilizados en este estudio, se seleccionaron las siguientes pruebas.

Identificacion de E. coli ATCC 25922, Salmonella San Diego: fermentacion de
glucosa, fermentacion de lactosa y/o sacarosa, produccién de acido sulfhidrico,
lisina descarboxilasa, ornitina descarboxilasa, ureasa, movilidad, produccion de
indol, utilizacion de citrato y/o malonato, rojo de metilo y Vogues Proskauer.
Identificacion de S. aureus ATCC 25923: morfologia colonial, Gram, produccion

de pigmentos y B-hemdlisis.
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Identificacion de Listeria monocytogenes: Gram, catalasa, movilidad, hemolisis,
CAMP, rojo de metilo, Vogues Proskauer, hidrolisis de esculina, fermentacion de

glucosa, maltosa, manitol, ramnosa y xilosa

4.2.6 Anélisis estadistico

El analisis se realiz6 bajo un modelo mixto con medidas repetidas usando una
estructura unifactorial de los tratamientos (quesos) y un esquema de
aleatorizacion completamente al azar con cuatro repeticiones en el tiempo de
maduracioén (0, 30, 60 y 90 dias). Para la definicion de estructura de varianzas se
utilizé el método RELM (estimacion por maxima verosimilitud restringida) y como
criterio de informacién para elegir la estructura de la varianza mas apropiada se
uso el criterio de informacion bayesiano de Schwarz (BIC)(Correa Morales &
Salazar Uribe, 2016; Sainz & Montero, 2004).

Para identificar las diferencias estadisticas (p<0.05). Se utiliz6 la prueba de
Tukey-Kramer para las comparaciones de medias. Todo el analisis se llevo a
cabo en el paquete SAS version 9.1 (SAS Institute, Inc., Cary, NC, EE.UU).

y=Xp+Zb+e
Donde:
y= es un vector (n x 1) de observaciones.
B = es un vector (s x 1) de parametros desconocidos de efectos fijos.
Z: es una matriz en el bloque diagonal cuyos blogues son las r matrices Zi

b= es el vector|b,, by, ..., b, |que incluye los g parametros aleatorios para cada

una de las r parcelas, tal que b~N(0, D)

e: es un vector (n x 1) que contiene los términos residuales del error, tal que
e~N(0,R)
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4.3 Resultados y discusion

4.3.1 Determinacion de la actividad antimicrobiana de los extractos
enriquecidos en péptidos de queso de prensa

En la Figura 17 se muestra la actividad antimicrobiana de los extractos
enriquecidos de queso de prensa. En este estudio se observo que los extractos
no presentaron efecto de inhibicion sobre las cepas de las siguientes bacterias:
E. coli ATCC 25922, Salmonella San Diego y S. aureus ATCC 25922 en las
cuatro queserias evaluadas. Este efecto podria deberse a diferencias en la
composicion de la membrana de las bacterias Gram positivas y Gram negativas
pueden influir en la capacidad para inhibir el crecimiento. Generalmente las Gram
negativas presentan una mayor resistencia debido a la mayor complejidad
estructural y funcional de su envoltura celular (Coyle, Cavalieri, Rankin, Harbeck,
& Sautter, 2006; Tafur & Villegas, 2008). Ademas de tener una membrana
citoplasmatica, poseen una membrana compuesta de lipopolisacéridos,
fosfolipidos, lipoproteinas y proteinas que rodean a la célula, lo cual confiere una
mayor resistencia (Corréa et al., 2011; Oztirk & Akin, 2017).

Los EPP no presentaron actividad antimicrobiana contra Gram negativas, pero si

contra Gram positivas.

Figura 17. Resultados de la determinacion antimicrobiana de los extractos
enriquecidos en péptidos de queso de prensa de Guerrero. Se presentan de
izquierda a derecha las pruebas para Salmonella San Diego, Escherichia coli
ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25922 y Listeria monocytogenes
Scott. Halo de inhibicion presentado en las 4 cajas, corresponde al control
positivo ampicilina 10 pg.
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Sin embargo, para el caso de S. aureus ATCC 25922 (Gram positiva) se presento
un fendmeno de mayor crecimiento en los puntos donde se colocé la gota del
extracto de péptidos, Esto no fue observado en todo el experimento, solamente
se presencio en algunas cajas de las cuatro queserias: QA se present6 en el TO
y T2; mientras que en la QB fue T2, en la QC y QD en el T1. Este fenbmeno
podria deberse a que la caseina contiene prolina, la mayoria de los péptidos con
actividad antioxidante contienen residuos de prolina (Mohanty, Mohapatra, Misra,
& Sahu, 2016). Algunos autores indican que la prolina es indispensable en el
metabolismo y desarrollo de S. aureus (Emmett & Kloos, 1975; Qi & Miller, 2000;
Townsend, Kaenjak, Jayaswal, & Wilkinson, 1996). Lo anterior sugiere que los
extractos utilizados en el desarrollo de esta investigacion contienen residuos de
prolina fomenta un efecto promotor del crecimiento de este microorganismo. De
igual manera resistencia de las bacterias a los PAM de acuerdo con Téllez &
Castano (2010) y Castafieda-casimiro et al. (2009) se debe fundamentalmente a
las propiedades de la bacteria relacionadas con la carga neta, a la estructura de
los componentes, asi como a la presencia de un potencial electroquimico en la
membrana citoplasmatica, y a la respuesta de la bacteria a cambios ambientales
y bajo estrés, asi como mecanismos de transporte, flujo y degradacién del
péptido. Por ejemplo, en el caso de S. aureus se conoce que su resistencia puede
estar dada debido a que reduce las cargas negativas presentes en la superficie
bacteriana, dicha reduccion se encuentra dada a la esterificacion acido teicoico
por D-alanina, cuando se introduce este aminoacido, desde el citoplasma hasta
donde se encuentran el acido teicoico, desencadenando asi una reduccion de las
cargas negativas netas por la adicion de grupos amino cargados positivamente.
Otro mecanismo de defensa que presenta este microorganismo es la
neutralizacion de los PAM por medio de la produccion de ciertas moléculas que
se encuentran unidas o secretadas las cuales tienen la capacidad de unirse a
estos; S. aureus produce una proteina que es capaz de unirse con las a-
defensinas humanas, logrando una inhibicion del efecto bactericida. De igual
forma al modificar su membrana citoplasmatica anionica con L-lisina a través de

la proteina MprF, para resistir el ataque de los PAM.
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Mientras en el caso de Listeria monocytogenes Scott se presentd evidencia para
retardar su crecimiento (Figura 18). Asimismo, dentro de los halos de inhibicion
se observo la presencia de colonias. De acuerdo con Lorian (1986) la mayoria de
los agentes antimicrobianos tienden a generar una inhibicion parcial y un
gradiente de respuesta decreciente en el cual el punto donde se coloco el
antimicrobiano presenta una inhibicion total del desarrollo microbiano, un area de
retardo en el desarrollo, seguida de un anillo de desarrollo parcial, el cual es
seguido por un anillo de desarrollo “estimulado”. El area de desarrollo
“estimulado” se debe a que en esa zona las bacterias tienen acceso a una mayor
cantidad de nutrientes que difunden del area adyacente donde se ha detenido el
crecimiento bacteriano (Figura 19) se observan colonias dentro del halo, que
corresponden a un retardo del crecimiento, y el anillo de desarrollo estimulado;
este tipo de imagen es compatible con las observadas para medicamentos que

son primariamente bacteriostaticos

En ensayos preliminares se observd que L. monocytogenes presentaba un
crecimiento lento y pequefio en Agar Mueller Hinton por lo que se decidi6 utilizar
el ASTEL el cual proporciona condiciones éptimas para el desarrollo de Listeria
y permite identificar sus colonias mediante la lluminacién de Henry. Asimismo, se

identifican con mayor facilidad los halos de inhibicion.
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Figura 18. Halos de inhibicion del desarrollo de Listeria monocytogenes Scott por
contacto de extractos enriquecidos en péptidos de queso de prensa de Guerrero.
Simple vista.

Los didmetros de la zona de inhibicién de presentaron una tendencia decreciente
conforme avanzo el tiempo de maduracién como se puede observar en el Cuadro
1y Figura 20 . La actividad antimicrobiana estuvo presente en las 4 queserias, si
bien a concentraciones variables en los diferentes tiempos de maduracion,
persisti6 desde los 5 hasta los 90 dias (TO y T3, respectivamente). El analisis
estadistico no mostro diferencia significativa (p<0.05) de los diametros de la zona
de inhibicién respecto a los tiempos de maduracion.
Coelho et al. (2014) determinaron actividad antimicrobiana contra L.
monocytogenes en extractos de queso fresco durante 72 horas, en los cuales
obtuvieron didmetros entre 14-8 mm respectivamente. En otro estudio realizado
en por Corréa et. al. (2011) en el cual se determind la actividad antimicrobiana
hacia Bacillus cereus y Corynebacterium fimi en hidrolizados de caseinato de
oveja durante 3 horas, encontrando que los diametros obtenidos fueron de 9.3 a
11.5 mm. Asimismo, Rizzello et al. (2005) en un estudio realizado de la actividad
antimicrobiana en diversas variedades de quesos italianos frente a Lactobacillus
sakei A15, Listeria innocua DSM 20649, Bacillus megaterium F6, y Escherichia
coli K12 en extractos solubles en agua de queso Caprino del Piemonte, y queso
Crescenza, encontraron diametros de inhibicion de 3 a 6 mm. Oztiirk & Akin
(2017) identificaron un efecto inhibidor contra Salmonella typhimurium ATCC
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14028 en extractos acuosos de queso Tulum (leche de cabra) derivados de una
maduracion (90 dias), la inhibicion presentada fue de 44 mm. Los resultados de
este estudio en los didmetros de inhibicidon se encuentran con valores similares a
los reportados en los estudios antes mencionados. Las diferencias entre los
diametros de los halos de inhibicion segun Dal Bello et al. (2012) pueden deberse
a multiples factores relacionados con la composicién del queso, asi como el
contenido de grasa, la degradacion proteolitica, concentracion de cloruro de
sodio, entre otras. Respecto al nivel de protedlisis, si esta es muy elevada puede
conducir a la degradacién de los PAM en fragmentos inactivo provocando que la
actividad antimicrobiana no pueda ser detectada (Lignitto et al., 2012).
Asimismo, el tamafio de los halos de inhibicion obtenidos no solo depende de la
sensibilidad del microorganismo o la concentracion del agente antimicrobiano,
sino también a factores tales como: condiciones del medio utilizado (espesor, pH,
nutrientes), la capacidad de difusién del agente antimicrobiano en el medio, el
tiempo de aplicacion y secado del microorganismo, tiempo de incubacion, y la
densidad del inoculo (Lorian, 1986).

Cuadro 1. Actividad antimicrobiana de los extractos enriquecidos en péptidos de
queso de prensa de Guerrero contra Listeria monocytogenes Scott a en los
diferentes tiempos de maduracion.

Zona de inhibicién (mm)*

Queseria TO T1 T2 T3
A 6.57+1.19 6.33+0.59 6.38+0.66 5.86+0.69
B 6.38+0.33 6.3310.71 6.3+0.91 6.52+0.66
C 6.54+1.36 6.96+1.26 7.14+1.37 6.46+0.62
D 6.33+0.41 6.58+0.44 6.51+0.19 6.009+0.42

*Media + Desviacion estandar de determinaciones por cuadriplicado.
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Figura 19. Halo de inhibicion del desarrollo de Listeria monocytogenes Scott por
contacto con extractos enriquecidos en péptidos de queso de prensa de
Guerrero. Queseria C (T1).

De igual forma la densidad del indculo es de suma importancia, cuando se aplica
menor cantidad del in6culo los halos de inhibiciébn presentes tienen hacer de
mayor tamafio. Asimismo, al aplicar una mayor cantidad del inéculo se obtienen
halos de inhibicion de menor tamafio. Por tal motivo la densidad del inoculo fue
verificada semanalmente en tres ocasiones obteniendo recuentos entre 1.84 a
8.2 x 107 para todos los microorganismos probados, excepto en una ocasiéon en
gue el recuento de S. aureus fue de 8.4 x 10°y ello condujo a la decision de
repetir el analisis. (Lorian, 1986) indica que aceptable una diferencia de una
potencia (107) y Bennett et al. (1968) mencionan que con inéculos de 107 se
observan halos méas nitidos lo cual favorece a la deteccion de actividad
antimicrobiana.

Por otro lado, halos de inhibicién pequefios pueden deberse a la interaccion con

agentes antimicrobianos cationicos. Lo cual ayuda a inferir que los extractos
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utilizados en esta investigacion podrian contener en su mayoria péptidos

catiénicos.
9
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Figura 20 Actividad antimicrobiana de los extractos enriquecidos en
péptidos de queso de prensa de Guerrero en el tiempo de
maduracion contra L. monocytogenes Scott. Las barras indican el
error estandar de los quesos colectados en cada queseria.

Emmental de Savoie y Asiago. Meira et al. (2012) no encontré actividad
antimicrobiana contra Bacillus cereus ATCC 9634, Staphylococcus aureus ATCC
1901, Salmonella Enteritidis ATCC 13076, Escherichia coli ATCC 8739, y Listeria
monocytogenes ATCC 7644 en extractos acuosos de quesos ovinos del sur de
Brasil y Urugay. Pritchard et al. (2010) identificaron actividad antimicrobiana
contra Escherichia coli ATCC 8739, Staphylococcus aureus ATCC 6538 y
Bacillus cereus ATCC 11778 en extractos de queso Cheddar. Lignitto et al. (2012)
mostraron actividad antimicrobiana contra L. innocua LRGIAQ1 en extractos de
queso Asiago d’Allevo. Théolier et al. (2014b) evidenciaron actividad
antimicrobiana contra L. ivanovii y E. coli MC4100 en extractos de queso
Mozarrella y Gouda.

Es de suma importancia realizar una identificacion y aislamientos de estos
compuestos , asi como dichos metabolitos presentes en los extractos solubles en
agua del queso para saber si se trata de un compuesto antimicrobiano del tipo

“péptidos antimicrobianos”, asimismo el realizar pruebas (estabilidad a diferentes
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pH, comportamiento a enzimas proteoliticas, entre otras) en diferentes
condiciones a los extractos con el fin de obtener una mayor informacion sobre

estas sustancias antimicrobianas presentes en el queso.
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4.4 Conclusiones

Los resultados obtenidos en esta investigacion indican que los extractos
enriquecidos en péptidos obtenidos de queso de prensa de la Costa Chica del
estado de Guerrero presentaron una actividad antimicrobiana de tipo
bacteriostatico contra Listeria monocytogenes Scott, la zona de inhibicion fue de
alrededor de 6 mm.

Los extractos enriquecidos en péptidos no mostraron actividad antimicrobiana
contra Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella San Diego y Staphylococcus

aureus.
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Analisis microbioldgico de quesos artesanales, en diferentes
etapas de maduracion, de Cuajinicuilapa Guerrero

Resumen

El queso de prensa o también llamado costefio es un queso elaborado
artesanalmente y semimadurado en la region de la Costa Chica del estado de
Guerrero, a partir de leche cruda de vaca. El objetivo de este trabajo fue
determinar la calidad microbiolégica de quesos de prensa adquiridos en cuatro
qgueserias de Cuajinicuilapa, Guerrero, México. Para cada una de las muestras
de queso (A, B, C, D) sin madurar y madurados a 30, 60 y 90 dias, se determiné
la presencia de coliformes totales (CT), bacterias mesoéfilas aerobias (BMA),
bacterias acido lacticas y Staphylococcus aureus en Placas 3M ™ Petrifilmm™. Una
muestra 25 g de queso fue mezclada con agua peptonada 0.1 %, se homogenizé,
y se hicieron diluciones desde 10 ! hasta 10 En general los resultados
muestran que conforme avanza el tiempo de maduracion en el queso de prensa,
el contenido de microorganismos disminuye. Para CT, BMA, BAL y S. aureus los
valores oscilaronentre 4 a2,6a3,6a2y5a2log 10UFC g?, respectivamente.
La maduracion influy6 en la disminucién de la microbiota presente en los quesos

Palabras claves: maduracion, queso prensa, calidad microbiolégica
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Microbiological analysis of artisan cheeses, during several phases of

ripening, from Cuajinicuilapa, Guerrero

Abstract

Pressed cheese or also called “costefio” is a semi-cured artisan cheese from the
region of Costa Chica, Guerrero, made from raw cow milk. The purpose of this of
this project was to determine the microbiological quality of prensa cheeses
obtained from 4 cheese factories of Cuajinicuilapa, Guerrero, Mexico. Samples
(A, B, C, D) were taken from unripened and ripening cheeses at 30, 60 and 90
days. Total coliforms (TC), aerobic mesophilic bacteria (AMB), lactic acid bacteria
(LAB) and Staphylococcus aureus were quantified for each one of the samples
by using 3M ™ Petrifilm™ A 25 g cheese was mixed with peptone water (0.1 %)
and homogenised. Dilutions were made from 10 ! to 106, The results in general
showed that as ripening time progresses in the prensa cheese, the count of
microorganisms decreases. For TC, AMB, ALB and S. aureus the count oscillated
between 4 t0 2, 6 t0 3, 6 to 2 y 5 to 2 log 10 CFU/g, respectively. The ripening
influenced in the decrease of the microbiota present in the cheeses.

Key words: ripening, prensa cheese, microbiological quality.

Thesis : Maestria en Ciencia y Tecnologia Agroalimentaria, Universidad Auténoma Chapingo

Author: LCA. José Alberto Mendoza Cuevas

Advirsor: Dra. Diana Guerra Ramirez
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5.1 Introduccion

El queso es un alimento esencial utilizado por las personas alrededor del mundo
en diversas preparaciones gastronémicas que forman parte de sus tradiciones y
costumbres. En el mundo se elaboran mas de 2000 variedades de quesos
(maduros, semi-maduros y frescos) teniendo caracteristicas sensoriales,
nutricionales, funcionales y texturales entre cada una de las variedades
(Ramirez-L6pez & Vélez-Ruiz, 2012). Existen diversos pardmetros para clasificar
los quesos entre los que se destacan: el tipo de leche ( vaca, oveja, cabra) o
mezclas de estas, el tipo de coagulacion (enzimatica, acida o mixta), textura, el
contenido de humedad, la cantidad de extracto seco, la materia grasa, el tipo de
microorganismo empleado, la zona geogréfica de elaboracion o lugar de
procedencia, asi como el tipo de tecnologia usada durante su fabricacién
(Gonzélez-Montiel & Franco-Fernandez, 2015; Walstra, Wouters, & Geurts,
2006). De acuerdo con el Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera en
el 2018 la industria quesera produjo 65 mil 942 toneladas. Siendo el queso fresco
(17.5%), el doble crema (15.7%), el panela (12.8%), los de mayor produccion y

consumao.

En México se conocen alrededor de 40 quesos artesanales, destacando los
qguesos frescos, quesos maduros (Cotija, adobera, queso maduro de Veracruz,
Zacazonapan, entre otros) (Sanchez-Valdés et al., 2016). Estos son elaborados
a partir de leche cruda, por lo general de vacas criollas, con fermentacién
espontanea y tiempos de maduracién diversos, asi como procesos de fabricacion
no tecnificados (Gonzalez-Montiel & Franco-Fernandez, 2015; Torres-Llanez,
Vallejo-Cordoba, Diaz-Cinco, Mazorra-Manzano, & Gonzélez-Cordova, 2006;
Vasek, Cardozo, & Fusco, 2008).

El queso de prensa es semi-madurado elaborado en la regién de la Costa Chica
de Guerrero y Oaxaca, siendo los municipios de Cuajinicuilapa, Ometepec
(Guerrero) y Pinotepa Nacional (Oaxaca) los principales productores. Se
comercializa dentro de la misma region, en Acapulco y otras regiones colindantes
(Sandoval-Alarcén, 2016).

78



La mayoria de los quesos artesanales en México se elaboran en pequefias o
medias empresas en las cuales el proceso de manufactura no se encuentra
estandarizado. Esto debido a aspectos primordiales del proceso tales como: la
poca o nula implementacién de las Buenas Practicas de Manufactura (BPM’s),
asi como a la deficiencia de practicas higiénicas en el lugar de fabricacion, a la
inexistente revision de parametros de control de calidad de las materias
utilizadas, procesos de fabricacion no estandarizados, entre otro mas (Castro-
Castillo et al., 2013; Gonzalez-Montiel & Franco-Fernandez, 2015). Lo cual nos
puede predisponer a pensar que los quesos artesanales pueden representar un
riesgo a la salud del consumidor, desencadenando enfermedades transmitidas
por alimentos (ETAS). No obstante, en varias investigaciones se ha demostrado
que la microflora nativa de la leche ademéas de influir en las caracteristicas
bioquimicas y sensoriales puede repercutir en las caracteristicas microbiologicas
del queso (Castro-Castillo et al., 2013; Sanchez-Valdés et al., 2016). El objetivo
de esta investigacion fue determinar la calidad microbiolégica del queso de
prensa, sin madurar y madurados a 30, 60 y 90 dias, elaborado en 4 queserias
del Estado de Guerrero, México; mediante la técnica de recuento microbiolégico,

para determinar como influye la etapa de madurada sobre la carga microbiana.

79



5.2 Materiales y métodos

5.2.1 Muestras de queso

En este estudio se analizaron muestras de queso prensa producido de forma
artesanal en el municipio de Cuajiniculipa, Guerrero, México (16°28'18'N
99°24'55'0). De los fabricantes de queso, se seleccionaron cuatro y de cada
queseria fueron adquiridos cuatro quesos de 1 kg. Las muestras de queso fueron
trasladas al municipio de San Marcos, Gro. (16°47'46'N 99°23'05'0), en donde
se controlaron las condiciones de almacenamiento y maduracion. Los quesos
fueron divididos en cuatro lotes, cada lote fue sometido a diferentes tiempos de
maduracion (30, 60 y 90 dias); una vez completado el tiempo cada lote fue
trasladado a la Universidad Auténoma Chapingo. Las muestras se mantuvieron

en refrigeracion (a 4 °C) hasta su analisis.

5.2.2 Preparacion de la muestra

Se pesaron 25 g de cada muestra de queso, y posteriormente se adicionaron en
frasco de dilucion que contenian 225 mL de agua Peptonada al 0.1 %, la mezcla
se homogeneiz6 durante 2 minutos (Vortex GENEIX®, Scientific Industries) y se
hicieron diluciones mediante la transferencia de 1 mL de la muestra a un frasco

vial que contenia 9 mL de agua peptonada al 0.1 % (10 " hasta 10).

5.2.3 Determinacion de microorganismos aerobios (BMA)

Para el andlisis de mesofilos aerobios se sembraron las diluciones 10y 10 en
Placas 3M ™ Petrifilm™ para el recuento de aerobios (AC) por duplicado y se
incubaron a 35 + 2 °C durante 48 + 3 horas. Una vez cumplido el tiempo de
incubacion se tomé lectura del crecimiento en las placas, se hizo el recuento y se
report6 en logaritmo base 10 del nimero de unidades formadoras de colonias por
gramo (logio UFC.g?) (Haddad & Yamani, 2017).
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5.2.4 Determinacion de coliformes totales (CT)

Para el andlisis de Coliformes totales se sembraron, las diluciones 102y 103, en
Placas 3M ™ Petrifilm™ para el recuento de coliformes (CT) por duplicado y se
incubaron a 35 + 1 °C durante 24 + 2 horas. Una vez cumplido el tiempo de
incubacion se tomo lectura del crecimiento en las placas, se hizo el recuento y se
report6 en logaritmo base 10 del nimero de unidades formadoras de colonias por
gramo (logio UFC.g?) (Haddad & Yamani, 2017).

5.2.5 Determinacion de Staphylococcus aureus

Para el andlisis de Staphylococcus aureus se sembraron las diluciones 102, 102
y 10% en Placas 3M ™ Petriflm™ Staph Express para el recuento de
Staphylococcus aureus por duplicado y se incubaron a 37 = 1 °C durante 24 + 3
horas. Una vez cumplido el tiempo de incubacién se tomo lectura del crecimiento
en las placas, se hizo el recuento y se report6é en logaritmo base 10 del nUmero
de unidades formadoras de colonias por gramo (logi UFC.g?!) (Gonzéalez-Montiel
& Franco-Fernandez, 2015).

5.2.6 Determinacion de bacterias acido lacticas (BAL)

Para el andlisis de BAL se sembraron a partir de las diluciones 102 hasta la
dilucion 10-6 en Placas 3M ™ Petrifilm™ para Recuento Bacterias Acidolacticas
por duplicado y se incubaron a 35 + 2 °C durante 48 + 3 horas. Una vez cumplido
el tiempo de incubacion se tomé lectura del crecimiento en las placas, se hizo el
recuento y se reporté en logaritmo base 10 del numero de unidades formadoras

de colonias por gramo (logi0 UFC.g') (Haddad & Yamani, 2017).

5.2.7 Analisis estadistico

El disefio de los tratamientos se baso en el factor queserias (4 niveles) y como
variables respuestas fueron: Cuenta Total de BMA, CT, BAL y S. aureus. Para el
analisis de los datos se utiliz6 un modelo Mixto con estructura unifactorial de los
tratamientos (queserias) y un esquema de aleatorizacién completamente al azar

con cuatro repeticiones en el tiempo de maduracién (0, 30, 60 y 90 dias). De esta
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manera se ensayaron 16 tratamientos con cuatro repeticiones, teniendo un total
de 64 unidades experimentales (Correa Morales & Salazar Uribe, 2016; Sainz &
Montero, 2004)

Mientras que para la definicion de estructura de varianzas se utilizd el método
RELM (estimacion por maxima verosimilitud restringida) y como criterio de
informacion para elegir la estructura de la varianza mas apropiada se uso el
criterio de informacion bayesiano de Schwarz (BIC) (Correa Morales & Salazar
Uribe, 2016).

Para identificar las diferencias estadisticas (p<0.05). Se utiliz6 la prueba de
Tukey-Kramer para las comparaciones de medias. Todo el analisis se llevo a
cabo en el paquete SAS version 9.1 (SAS Institute, Inc., Cary, NC, EE. UU).

y=Xp+Zb+e
Donde:
y=es un vector (n x 1) de observaciones.
B = es un vector (s x 1) de parametros desconocidos de efectos fijos.
Z: es una matriz en el bloque diagonal cuyos blogues son las r matrices Zi

b= es el vector|b4,b,, ..., b, |que incluye los g pardmetros aleatorios para cada

una de las r parcelas, tal que b ~N (0, D)

e: es un vector (n x 1) que contiene los términos residuales del error, tal que
e~N (0, R)
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5.3 Resultados y discusion

5.3.1 Determinacion de bacterias mesdéfilas aerobios (BMA) durante el
tiempo de maduracion del queso
En la Figura 21 se muestra el recuento de BMA durante el tiempo de maduracion
del queso de prensa. En general se observd una disminucién en el recuento de
BMA durante el tiempo de maduracion del queso de prensa. A tiempo cero (TO)
se presento la mayor carga microbiana de BMA y a medida que avanzaron los
dias de maduracion, la carga microbiana fue disminuyendo hasta llegar al minimo
valor en el T3. Los valores de este recuento oscilaron entre 6.31y 3.15 log 10 UFC
gl. El andlisis estadistico mostré que hubo diferencias significativas (p<0.05) en
el contenido de BMA, en tres de las 4 queserias (QA, QB y QC), causado por el
proceso de maduracion ya que durante este proceso ocurren cambios bioéticos y
abidticos que repercuten de forma directa sobre la calidad microbiologica del
queso de prensa (Fox et al., 2017). El efecto de la maduracion a los 90 dias (T3)
(Figura 22), disminuy6 en 31.61 %, 45.22 % y 59.27 %, respectivamente, sobre
las UFC g que a los 0 dias (T0). Mientras que para la QD no hubo diferencias

(p<0.05), mostrando una media general de 5.13 UFC g

En quesos artesanales mexicanos, Sanchez-Valdés et al. (2016) reportaron
conteos de 9.26 log 10 UFC g* de BMA en queso Zacazonapan. En cambio,
Ramirez-Rivera et al. (2017) encontr6 en quesos madurados de leche de cabra
valores menores, los cuales oscilan entre 4.61 y 3.52 log 10 UFC g*. Entretanto,
Flores-Magallon et al. (2011) caracterizaron microbiol6gicamente el queso Cotija
en el cual obtuvieron conteos de 5.3 log 10 UFC g a los 30 dias de maduracion,

mientras que a los 90 dias de maduracién presentaron 1.8 log 10 UFC g
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Figura 21. Recuento microbiolégico de bacterias mesdfilas aerobias en queso de
prensa de Guerrero durante el tiempo de maduracion. Las barras indican el error
estandar de los quesos recolectados en las cuatro queserias.
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Figura 22. Bacterias mesofilas aerobias en queso de prensa, a los 0y 90 dias de
maduracién (T1 y T3). Las barras indican el error estandar de los quesos
colectados en las cuatro queserias. Tratamientos seguidos con la misma letra
indican que son estadisticamente iguales (Tukey, p<0.05).
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De acuerdo con Haddad & Yamani ( 2017) en queso blanco blando (Jordania)
reportando 8.3 log 10 UFC g*. Por otro lado, Panda et al. (2016) obtuvieron
valores 9.24 a 5.83 log 10 UFC g en queso Chhurpi (India). Mientras que Amran
& Abbas (2011) estudiaron un queso local de Yemeni en los que presentaron
valores de 9.4 a 8.86 log 10 UFC g a los 0 dias de almacenamiento, para los 2
dias el conteo incremento 11.97 a 9.8 log 10 UFC g%, sin embargo, para los 7 dias
este disminuyé de 9.7 a 9.04 log 10 UFC g*. Mientras tanto Mirzaei (2011) obtuvo
conteos de BMA que disminuian conforme transcurria el dia de almacenamiento
del queso Lighvan (Iran) 6.65, 5.94 y 5,84 log 10 UFC g* a los 30, 60 y 90 dias

respectivamente.

Los resultados obtenidos para microorganismos mesofilos aerobios son similares
a los reportados en diversos quesos artesanales tanto de México, como de otros
paises, sin embargo, cabe mencionar que el proceso de fabricacion de estos es
diferente, por lo cual pueden diferir debido a que cada queso es una matriz

diferente, estos resultados proporcionan una panoramica general.

Diversos autores coinciden que un elevado conteo de BMA indican una
deficiencia en las condiciones generales de higiene en etapas de la recepcion de
la leche durante la recoleccion, distribucion y transporte entre otras mas. Este
factor tiene vital importancia, debido a que puede impactar en la calidad final del
gueso. Asimismo, de indican practicas higiénicas durante la manipulacion del
qgueso en las diferentes etapas del proceso (Haddad & Yamani, 2017; Torres-
Llanez et al., 2006). Gonzéalez-Montiel & Franco-Fernandez (2015) mencionan
gue recuentos altos sugieren un almacenamiento inadecuado o la presencia de

microorganismos patogenos.

Otros autores mencionan que dentro del grupo de las BMA pueden encontrarse
bacterias que influyen en las caracteristicas bioquimicas, sensoriales y
organolépticas del queso (Gonzalez-Montiel & Franco-Fernandez, 2015;
Sanchez-Valdés et al., 2016).
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5.3.2 Determinacion de coliformes totales (CT) durante el tiempo de
maduracion del queso
El recuento de CT decrecié durante el periodo de maduracion del queso de
prensa como se puede observar en la Figura 23, el rango de los valores obtenidos
fue de 4.7 y 2.07 log 10 UFC g*. Los cambios microbiolégicos durante la etapa de
maduracion pueden promover la presencia de diversos microorganismos en la
matriz del queso, cuya actividad metabodlica es la generacion de ciertos
compuestos, los cuales ademas de tener efecto sobre las caracteristicas
sensoriales también lo tienen en las caracteristicas microbiologicas del queso
(Sanchez-Gamboa et al., 2018). El menor contenido de CT se present6 a los 90
dias de maduracion, siendo significativamente menor (p<0.05) (Figura ) en la QA
y QD; mientras que para QB y QC no hubo diferencias significativas (p<0.05),

mostrando una media general de 2.2478 log 10 UFC g
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Figura 23. Recuento microbiolégico de coliformes totales en queso prensa de
Guerrero. Durante el tiempo de maduracién. Las barras indican el error estandar
de los quesos recolectados en las cuatro queserias.

Los resultados obtenidos para CT en este estudio se encuentran por debajo de
lo reportado por Sanchez-Valdés et al. (2016) en el queso de Zacazonapan 9.27
log 10 UFC g 1., en queso de aro de la cafiada Oaxaquefia se obtuvieron conteos
6.93 log 10 UFC g . Mientras que Sanchez-Gamboa et al. (2018) present6 valores
5.1 a3.3log 10UFC g 'y 3.04 a 6.04 log 10 UFC/g en el queso Chihuahua. En
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tanto Ramirez-Rivera et al. (2018) obtuvo valores 0 log 10 UFC/g en quesos

madurados de leche de oveja.
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Figura 24. Coliformes totales en queso de prensa, a los 0y 90 dias de maduracién
(T1y T3). Las barras indican el error estandar de los quesos colectados en las
cuatro queserias. Tratamientos seguidos con la misma letra indican que son
estadisticamente iguales (Tukey, p<0.05).

En comparacion con trabajos de quesos artesanales de otros paises los
resultados obtenidos son similares, por ejemplo, en el queso blanco blando de
Jordania el conteo de CT oscil6 4.3 a 6.4 log 10 UFC g ! (Haddad & Yamani,
2017). Mientras que para el queso Lighvan fueron en descenso de 4.09, 2.43 y
1.66 log 10 UFC g ! a los 30, 60 y 90 dias respectivamente (Mirzaei, 2011),
tendencia que se observo en este trabajo.

La presencia de CT es un indicador de contaminacién fecal directa o indirecta,
asimismo refleja la falta de higiene durante la manipulacion de los quesos en el
proceso de fabricacion. Ademas de sugerir la posible presencia de
microorganismos patdégenos (Alejo-Martinez, Ortiz-Hernandez, Recino-Metelin,
Gonzélez-Cortés, & Jiménez-Vera, 2015; Castro-Castillo et al., 2013; Gonzéalez-
Montiel & Franco-Fernandez, 2015). De igual manera se encuentran relacionados

a la materia prima principalmente con el lugar de donde se extrajo, asi como las
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condiciones de higiene que se llevaron a cabo durante ese proceso, ademas del
periodo de almacenamiento de la leche previo a la elaboracion del queso
(Vasquez, Gerardo, Jiménez, & Abanto, 2018).

Una elevada concentracion de CT puede producir defectos en los quesos debido
a que son capaces de metabolizar lactosa y producir elevadas concentraciones

de gas.

5.3.3 Determinacién de Staphylococcus aureus durante el tiempo de
maduracion del queso
Conforme transcurrié el tiempo de maduracién del queso de prensa el conteo de
S. aureus indic6 una tendencia decreciente en un rango de 5.87 a 2.42 log 10 UFC
g*. Como se muestra en la Figura 25 el TO presenta el recuento mas alto de esta
bacteria y acorde aumentaron los dias de dias de maduracion, el conteo de S.
aureus descendio hasta alcanzar su minimo valor en el T3. El analisis estadistico
mostré diferencias significativas (p<0.05) en el contenido de S. aureus, en las
cuatro queserias (QA, QB, QC y QD) a los 90 dias de maduracién del queso
(Figura 26), teniendo una disminucion de 54.11 %, 35.38 %, 52.65 % y 55.82 %

respectivamente.
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Figura 25. Recuento microbioldgico de S. aureus en queso de prensa de Guerrero
durante el tiempo de maduracién. Las barras indican el error estandar de los
guesos recolectados en las cuatro queserias.
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De acuerdo con Ramirez-Rivera et al. (2018) mencionan que la ausencia o
disminucién de algunos microorganismos entre los que se encuentra el S. aureus
puede deberse a la interaccion entre pH acido, actividad de agua y competencia

con el cultivo lactico.
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Figura 26. S. aureus en queso de prensa, a los 0 y 90 dias de maduracion (T1y
T3). Las barras indican el error estandar de los quesos colectados en las cuatro
queserias. Tratamientos seguidos con la misma letra indican que son
estadisticamente iguales (Tukey, p<0.05).

Los valores encontrados de S. aureus en los quesos analizados en este trabajo
son similares a los reportados por otros autores en diversos quesos artesanales
mexicanos. Alejo-Martinez et al. (2015) en queso Poro presentd un incremento
conforme avanzaron los dias de almacenamiento 6.43 a 6.97 log 10UFC g * a los
3y 12 dias respectivamente. Por otro lado, en quesos artesanales elaborados en
otros paises se han reportado lo siguiente: Mirzaei (2011) encontré valores de
3.75 log 10 UFC g ! en el primer mes de almacenamiento, mientras que para el

segundo fueron de 3.73 log 10 UFC g ! y para el tercer mes de 2.66 log 10 UFC g
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1 en el queso de Lighvan. En cambio, Amran y Abbas (2011) manifestaron un
incremento en sus resultados de 3.88 (0 dias) y 13.4 (7 dias) log 10 UFC g .

La presencia de S. aureus evidencia la deficiencia en las condiciones higiénico-
sanitaria del lugar donde se elaboran los quesos, asimismo a las malas préacticas
de manipulacion durante etapas esenciales como: el ordefio, recoleccion y
transporte de la leche (Castro-Castillo et al., 2013; Gonzalez-Montiel & Franco-
Ferndndez, 2015; Vasquez et al., 2018).

S. aureus es considerado un microorganismo omnipresente. En el ser humano,
la cavidad nasal, piel, garganta y tracto intestinal son los principales reservorios
de este microorganismo. Mientras que en las vacas puede estar presente en la
piel, y pueden provenir de una infeccion (mastitis) (Gonzéalez-Montiel & Franco-
Fernandez, 2015; Ortiz-Hernandez et al., 2016).

Un alimento es considerado como potencialmente peligroso cuando se confirma
la presencia de su enterotoxina o bien si presenta una carga mayor 5 log 10
(Kirdar, Kose, Yurdakul, & Ocak, 2017; Ortiz-Hernandez et al., 2016).

De acuerdo con Ortiz-Hernandez et al. (2016) existencia de S. aureus podria
indicar una contaminacion a partir de la piel, la boca o fosas nasales de los
individuos encargados de la manipulacion en las diferentes etapas del proceso,
aunque existen otras fuentes de contaminacion tales como: el material, equipo
de trabajo o la leche, etc.

La resistencia de S. aureus en quesos se debe a que ciertas cepas de
Staphylococcus son capaces de adaptarse, crecer y resistir ambientes hostiles
bajo condiciones adversas, incluso producir agentes antimicrobianos en
respuesta condiciones adversas (Cebrian, Sagarzazu, Pagan, Condén, & Mafas,
2010; Charlier, Cretenet, Even, & Le Loir, 2009). De mismo modo Ortiz-
Hernandez et al. (2016) indican que la resistencia de este microorganismo a
través de los tiempos de maduracidon se encuentra asociado a una alta

concentracion de sal.

5.3.4 Determinacion de bacterias acido lacticas (BAL)
En Figura 27 se puede observar que las BAL disminuyen con respecto a los dias
de maduracion (6.73 a 3.19 log 10 UFC g ). Se observé diferencia estadistica
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(p<0.05), en las cuatro queserias referente al contenido de BAL a través de los

dias de maduracion, siendo a los 90 dias de maduracién significativamente

menor que a los 0 dias de maduracién (Figura 28).
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Figura 27. Recuento de bacterias &cido lacticas en queso de prensa de Guerrero
durante el tiempo de maduracién. Las barras indican el error estdndar de los
quesos recolectados en las cuatro queserias.
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Figura 28. Bacterias acido lacticas en queso de prensa, a los 0 y 90 dias de
maduracion (T1 y T3) Las barra indican el error estandar de los quesos
colectados en las cuatro queserias. Tratamientos seguidos con la misma letra
indican que son estadisticamente iguales (Tukey, p<0.05).
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Los resultados obtenidos en esta investigacion son similares a los encontrados
en el queso poro estudiado por Alejo-Martinez et al. (2015) reportaron conteos
6.46y 6.97 log 10UFC g t alos 3y 12 dias de almacenamiento. Sin embargo, los
datos obtenidos en este trabajo son mayores a los presentados en el queso Cotija
por Flores-Magallén et al. (2011) 2.6 log 10 UFC g? en el primer mes de
maduracion, mientras que para el tercer mes incremento a 2.91 log 10 UFC g -
1.Por otra parte, en quesos artesanales estudiados en otros paises se han
obtenido los siguientes valores, en el queso blanco blando el conteo de BAL fue
de 7.9 log 10 UFC g 1, mientras que Panda et al. (2016) obtuvo valores 8.38 a
6.67 log 10 UFC g en queso Chhurpi (India).

Las BAL acidifican los productos lacteos y contribuyen en las caracteristicas de
textura, sabor y olor. De igual manera estos microorganismos producen ciertas
sustancias antimicrobianas, las cuales pueden tener efectos contra
microorganismos patégenos (Amran & Abbas, 2011; Flores-Magallén et al., 2011;

Gonzalez-Montiel & Franco-Fernandez, 2015; Mirzaei, 2011).
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5.4 Conclusion

El queso de prensa del municipio de Cuajinicuilapa, Guerrero mostré que los
recuentos microbianos de los diferentes microorganismos analizados
disminuyeron conforme avanzaron los dias de maduracién. A los 90 dias de
maduracion, los quesos estudiados mostraron el menor recuento microbiano de

coliformes, Staphylococcus aureus, bacteria mesofilas aerobias y acido lacticas.
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