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I. INTRODUCCION

El estrés oxidativo desencadena procesos dafiinos que se asocian al
envejecimiento celular y como consecuencia a la aparicion de diversas
patologias; impactando directamente sobre moléculas esenciales para la vida
como &cidos nucleicos y proteinas; por su parte, los antioxidantes brindan
proteccion multiple y variada, operando en diferentes niveles y momentos de la
oxidacién. Un importante recurso antioxidante lo constituyen los compuestos
fendlicos, los cuales se encuentran presentes en diversos recursos vegetales,
brindando proteccion antioxidante, la cual puede ser transferida a los productos

de consumo humano, a través de la alimentacion animal.

Por otro lado, las reacciones de oxidacion también participan en el proceso
de deterioro de los alimentos, causando una disminucion tanto en la calidad
sensorial como en el valor nutricional, siendo determinantes en alimentos con
alto contenido de grasas como la leche y sus derivados. Es por esto, que la
presencia de antioxidantes en los alimentos bien como aditivos o como parte
natural de su composicion ha cobrado vital importancia tanto para el tecnélogo
de alimentos, que busca favorecer la vida util del alimento, asi como para el
consumidor, que demanda cada vez mas alimentos que aporten beneficios a la
salud. La presencia de estos y otras sustancias bioactivas resultan positivas en
el combate de algunas enfermedades, por lo que a estos alimentos se les

reconoce como “alimentos funcionales”.

Dentro de la dieta humana, una fuente importante de compuestos
antioxidantes, ademas de los vegetales, son los productos lacteos, consumidos
a nivel mundial. Por su parte, el queso es un alimento que se elabora desde
hace muchos afios, ya sea de leche de vaca, oveja, bufala y/o cabra, siendo
este ultimo, un animal universal debido a que se adapta a distintos climas y a
infinidad de areas agroecoldgicas, lo cual hace factible su explotacién. La
industria lactea es una de las mas sélidas y con mayor auge; la diversidad de
productos lacteos en el mercado permite a los consumidores adquirir un

alimento completo que ademdas pueda contener diversos compuestos

1



bioactivos que reduzcan los efectos nocivos en la célula, las membranas
lipidicas y las proteinas, causados por especies reactivas del oxigeno (ERO’s)
en forma de radicales libres.

A nivel nacional, la industria lactea caprina ha registrado un mayor
desarrollo innovando en el mercado una gran gama de productos, donde
destacan diferentes tipos de quesos frescos con presentaciones y sabores
variados; sin embargo es imperativo reconocer que la informacién nutricional y
funcional de estos productos es muy limitada, por lo que en este estudio se
evalud la capacidad antioxidante de los extractos metandlicos de algunos de

estos productos que se manufacturan en el territorio nacional.



II. ANTECEDENTES

1.1 PROCESO OXIDATIVO

Todas las células de nuestro organismo dependen del oxigeno para
liberar la mayor parte de la energia quimica disponible en los alimentos
mediante su oxidacion; sin embargo, el metabolismo normal del oxigeno
también conlleva a la inevitable produccion de radicales libres que oxidan las
sustancias de las células (proteinas, lipidos, material genético y carbohidratos),
lo que ocasiona el dafio oxidativo y con esto la aparicion de diversas patologias
debidas al envejecimiento y muerte celular como el cancer (Halliwell y
Gutteridge 2007; Konigsberg, 2008).

[1.1.1 Radicales libres

Las moléculas que constituyen a la materia son un conjunto de atomos
unidos entre si por enlaces quimicos; la mayor parte de estos enlaces estan
constituidos por pares de electrones (e’), los cuales mantiene unidos a dichos
atomos. Durante las transformaciones quimicas, se rompen y se forman
nuevos enlaces, entre estas etapas se pueden formar diversos intermediarios,
dependiendo de como se rompa el enlace, siendo que en una fragmentacion en
donde solo uno de los productos se lleva consigo todo el par de electrones, se
genera lo que se conoce como iones, siendo una fragmentacion heterolitica. En
este proceso, la especie que atrae los dos electrones tendra un electron de
mas, y estara cargada negativamente (anion), por el contrario, la especie que
se gueda sin el par de electrones tendra un electron menos y quedara cargada
positivamente (catién), por otro lado, cuando en el transcurso de una reaccion
guimica se rompe un enlace, y cada uno de los componentes enlazados se
lleva uno de los dos electrones que al principio constituia el enlace, se forman
radicales libres y se dice que la fragmentacion es homolitica tal como se ilustra
en la Figura 1 (Miranda, 2008).



A+~B — A~ + BY*
&

NacCcl — Cl— + Na™*

e Fragmentacion
Heterolitica

Radicales
Libres

e Fragmentacion
Homolitica

NrxrcomrOoZ

D . .
A - B — A + 5B
L"

ROOR — 2RO-

Calor

Figura 1. Ruptura de enlaces entre moléculas (Miranda, 2008).

Los principales agentes oxidantes son los radicales libres, generados por
la utilizacion del oxigeno en las células, son especies capaces de existir
independientemente y contienen electrones desapareados, en la mayor parte
de los casos son especies altamente reactivas y tienen un tiempo de vida
media menor de 1 useg; se combinan para generar moléculas mas estables;
muchos de estos radicales existen en los sistemas vivos, su produccion ocurre
como un proceso natural, inevitable y constante para mantener la homeostasis
a nivel celular en los tejidos normales, sin embargo también se asocian con la
produccion del estrés oxidativo; todas las células independientemente de su
tipo, estan permanentemente produciendo estas moléculas, presentandose
como formas parcialmente reducidas o activadas del oxigeno (Oy) vy
generalmente provienen de la excitacibn de éste para formar al oxigeno
singulete (*O.) o de la transferencia de electrones al O, para formar al radical
superoéxido (O,), al peréxido de hidrogeno (H,0,) o al radical hidroxilo (‘OH):;
ademas, se encuentran las especies reactivas de nitrégeno, cloro y bromo, las
cuales se presentan en el Cuadro 1 (Halliwell y Gutteridge, 2007; Miranda,
2008).



Cuadro 1. Especies reactivas en sistemas biolégicos (Halliwell y Gutteridge, 2007).

Radicales libres

No radicales

Especies reactivas de oxigeno (ERQO’s)

Superdéxido (O,*)
Hidroxilo (OH*)
Hidroperoxilo (HO*)
Peroxilo (RO,*)
Alcoxilo (RO¥)

Especies reactivas del cloro (ERC)
Cloro atémico (CI*)

Especies reactivas del bromo (ERB)

Bromo atémico (Br*)

Especies reactivas de nitrogeno (ERN)
Oxido nitrico (NO¥)

Dioxido de nitrégeno (NO,*)

Nitrato (NO3*)

Especies reactivas de oxigeno (ERO)
Peroxido de hidrégeno (H,05)

Ozono (O3)

Oxigeno singulete (0,%)

Perodxidos organicos (ROOH)

Acido hipocloroso (HOCI)

Especies reactivas del cloro (ERC)
Acido hipocloroso (HOCI)

Cloro nitrito (NO,CI)

Cloro gaseoso (Cly)

Cloraminas

Di6xido de cloro (CIOy)

Cloruro de bromo (BrCl)

Especies reactivas del bromo (ERB)
Acido hipobromoso (HOBr)

Bromo gaseoso (Br,)

Especies reactivas de nitrégeno (ERN)
Acido nitroso (HNO,)

Nitrosil catién (NOY)

Nitroxil anién (NO)

Tetroxido de dinitrdgeno (N2O,)
Trioxido de dinitrégeno (N,O3)
Peroxinitrito (ONOOQO)
Peroxinitrato (O,NOO")

Acido peroxinitroso (ONOOH)
Alquil peroxinitritos (ROONO)
Alquil peroxinitratos (RO,ONO)




I1.L1.1.1 Produccion de radicales libres y otras especies reactivas de
oxigeno (ERO’s)

Konigsberg, 2008 sefiala que las especies reactivas de oxigeno son
producidas en el organismo a través de diversos procesos normales,
presentdndose como subproductos dafinos del metabolismo, productos
alternos de la reduccién incompleta del oxigeno molecular durante el transporte
de electrones en la mitocondria y en el reticulo endoplasmico; siendo en otros
casos productos benéficos, como las enzimas nicotiamida adenina dinucledtido
fosfato oxidasas (NADPH-Ox) que intervienen en la formacién de radicales
libres por las células inflamatorias dentro del sistema inmunitario como defensa
contra agentes patdégenos; ademas de esto, las ERO’s pueden ser generados
por otros factores ajenos al organismo, como la exposicion a diversos agentes
quimicos y fisicos (pesticidas y otros compuestos contaminantes como el

0zono, incremento en la temperatura y radiaciones ionizantes).

[1.L1.1.1.1 Cadena respiratoria mitocondrial

La mitocondria genera la mayor parte de la energia de las células
animales y es uno de los principales sitios generadores de ERQO’s; donde se
lleva a cabo la fosforilacion oxidativa, proceso mediante el cual los electrones
pasan a través de una serie de moléculas transportadoras de electrones
dispuestas en complejos enzimaticos multiproteinicos llamados cadena de
transporte de electrones, donde el aceptor final de electrones es el oxigeno
(O2) que es transportado por la hemoglobina de la sangre hasta las células y
los electrones provienen de la nicotinamida adenina dinucleétido reducida,
NADH (Konigsberg, 2008).

La cadena de transporte de electrones esta formada por complejos
respiratorios que se encuentran en la membrana interna mitocondrial y dos
transportadores de electrones (ubiquinona y citocromo c); el ambiente
semiaislado que provee la membrana lipidica permite la transferencia de un
solo electron (e) a través de los grupos prostéticos. Este tipo de compuestos

generalmente contienen metales de transicion como el hierro (Fe) o el cobre

6



(Cu), que pueden cambiar su estado redox y recibir o donar e sin alterarse
(Fe** a Fe?*, Cu* a Cu®); el echo de que la cadena respiratoria este
constantemente transfiriendo electrones de uno en uno, sugiere que de existir
una fuga en el sistema, los electrones desapareados podrian generar radicales
libres, ya que el O, es un gas que difunde libremente a través de las
membranas, es muy factible que su forma activada, oxigeno singulete (*Oy), se
encuentre alrededor de la cadena respiratoria, por lo que de existir fugas, se
favoreceria la reduccion monovalente del oxigeno singulete, generando asi el

radical superdxido, O,-* (Konigsberg, 2008).

La mitocondria cuenta con enzimas antioxidantes como la superoxido
dismutasa (SOD) y a la glutation peroxidasa (GPx) que transforman al
superoéxido (O»-*) en H,0; se ha estimado que las concentraciones normales de
estas especies reactivas son de alrededor de 1 x 10%° y 5 x 10° M
respectivamente; si estas concentraciones se rebasan o las enzimas
antioxidantes son insuficientes, el peroxido de hidrégeno (H.O,) podria
convertirse en el radical hidroxilo (*OH) mediante la reaccion de Fenton,
catalizada por el hierro (Fe) o cobre (Cu) presentes en las enzimas
mitocondriales. Este mecanismo se puede repetir, ya que la cadena respiratoria
alterada aumenta la fuga de electrones, generando un mayor nimero de ERO’s
perpetuando asi este fendmeno y desestabilizando el equilibrio energético de la
célula; la produccion de ERQO’s puede generar tanto dafios en las enzimas de la
cadena respiratoria, la membrana y ADN mitocondrial, asi como el deterioro

energético de la misma (Konigsberg, 2008; Ruiz, 2007).

[1.1.1.1.2 Nicotinamida adenina dinucledtido fostato oxidasa (NOX) y el

sistema inmunol6égico como generadores de radicales libres

Las especies reactivas de oxigeno (ERO’s) ademas de presentarse
como subproductos dafinos del metabolismo aerébico, actian en otros casos
mediante un papel benéfico. Esto se ha comprobado al encontrarse que existen
enzimas cuya funcion es la de producir radicales libres y otras ERO’s; de esta
manera, se encuentra la familia de enzimas nicotinamida adenina dinucleotido

fostato oxidasa presentes en varios tejidos, de las cuales la mas estudiada es
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la que se encuentra en las células fagociticas. Este tipo de NOX se activa
cuando hay una amenaza por agentes patdégenos, produciendo radicales libres

para aniquilar a estos agentes (Konigsberg, 2008).

Las células fagociticas constituyen una de las defensas mas poderosas
del sistema inmunitario. Estas células circulan por la sangre y migran a través
de los capilares hacia los tejidos en donde avanzan lentamente en busca de
agentes externos que posteriormente digieren; la generacion de ERO'’s,
mediada por la nicotinamida adenina dinucleétido fostato (NADPH) y catalizada
por la NOX, asi como la participacion de proteasas, conllevan a la destruccion y
muerte celular del patdégeno; donde la NOX recibe un electrén de la NADPH y
lo dona al oxigeno molecular, generando el radical superéxido; este a su vez
puede convertirse en otras ERO’s, principalmente peroxido de hidrogeno, que
actuia oxidando compuestos aromaticos, dando como resultado la formacion de
radicales libres; oxidando a los iones cloruro para convertirlos en el acido
hipocloroso (bactericida potente) o convirtiéndose en el radical hidroxilo,
mediante la reaccién de Fenton; Figura 2. La inactivacion de la NOX es un
proceso tan importante como la activacion, debido a que la generacion
excesiva de especies reactivas o bien su localizacion en un sitio inadecuado,

puede ser la causa de deterioro del organismo (Konigsberg, 2008).

ﬁ‘ ﬁ Microorganismos
. - o

Fagosoma

Fagocito

NADP* NOX Fagosoma

Figura 2. Defensa del organismo en contra de agentes externos (Konigsberg,
2008).



[1.1.1.1.3 Factores externos asociados con la formacién de radicales libres

Reaccion de Fenton. La produccién de oxi-radicales via reaccién de
Fenton se lleva a cabo en presencia de hierro, dando lugar al radical hidroxilo,
debido a que esta reaccién implica la oxidacion de hierro, Fe (Il) a Fe ()
mediada por peréxido de hidrogeno; es una de las reacciones de oxidacion

mas poderosas que se han descubierto (Konigsberg, 2008; Ruiz, 2007).

Radiaciones io6nicas. Se presentan cuando la energia de un foton
excede la energia necesaria para remover un electron de una molécula,
provocando una coalicion molecular que genera la formacién de iones. Los
rayos gamma (y), rayos X, los electrones de alta energia (particulas ), los
iones He®" (particulas «), los neutrones de alta energia y los fragmentos de
fision nuclear pueden producir radiacion ionizante y tienen la energia suficiente
para ionizar a la mayoria de la biomoléculas. Estas radiaciones determinan
efectos nocivos sobre las estructuras celulares, resultando particularmente
peligrosas para sujetos expuestos profesionalmente como personal sanitario,
encargados de la extraccion y elaboracion de minerales radioactivos (Zollo et
al., 2004).

La contaminacion debida a radiaciones ionizantes esta conectada a
fendbmenos como explosiones atdmicas, contaminaciones de la cadena
alimentaria, y por fines diagndsticos y terapéuticos. Cuando atraviesa un
sistema bioldgico, esta energia no es depositada uniformemente sino en
paguetes, los cuales varian en tamafio y pueden contener moléculas excitadas,
iones y electrones, favoreciendo la formacion de radicales libres, el mas
abundante el radical hidroxilo (*OH), capaz de interactuar con la mayoria de los
componentes celulares. En el ADN, las consecuencias quimicas y biologicas de
este tipo de radiaciones conducen a la manifestacion de efectos inmediatos y
efectos tardios. Los primeros estan caracterizados por las alteraciones de las
membranas celulares, formacién de radicales libres, oxidacion de proteinas de
membrana y enzimas. Los efectos tardios generan rompimientos en el ADN de
cadenas simples y dobles, dafio de desoxirribosas, modificaciones de bases

nucléicas y retraso de la mitosis (Konigsberg, 2008; Zollo et al., 2004).



Exposicibn a compuestos quimicos. Los Oxidos de nitrdgeno,
presentes en el humo de cigarrillo, de carnes ahumadas y a la parrilla, se
asocian con la formacion de radicales libres y otras especies reactivas; también
se encuentran los metales, que son sustancias naturales, presentes en el
ambiente y muchos de estos, como el hierro (Fe), son esenciales para la salud
y a menudo son componentes importantes de enzimas y otros compuestos
como la hemoglobina, los cuales tienen funciones fisiolégicas. Los metales y
metaloides mas importantes que participan en reacciones de transferencia
electrénica en las que el oxigeno esta presente y que favorecen la formacion de
ERO'’s, se encuentra el plomo (Pb), mercurio (Hg), cromo (Cr), cadmio (Cd) y
arsenico (As) ya que perturban la integridad estructural de la membrana interna
mitocondrial, esto altera el potencial de membrana, favoreciendo la produccion
de ERO’s como el superodxido y el peroxido de hidrogeno (Konigsberg, 2008;
Montero, 1996).

Los plaguicidas, se agrupan en general como insecticidas
organoclorados y organofosforados, herbicidas, fungicidas, fumigantes vy
rodenticidas. Por su parte, los sistemas enzimaticos interactian con estos,
convirtiéndolos en intermediarios altamente reactivos, como las ERO’s y otros
radicales libres; el ozono, didéxido de nitrégeno y de azufre son contaminantes
conocidos por inducir dafio oxidativo y la generacion de radicales libres
(Konigsberg, 2008).

[1.1.1.2 Reacciones de los radicales libres

Una caracteristica esencial de los radicales libres es que cuando estos
se encuentran, unen sus electrones desapareados para formar un enlace
covalente, reaccionando entre ellos, haciéndolo mediante la reaccion de
dimerizacién, donde dos radicales (R*) idénticos reaccionan ente ellos
generando compuestos simétricos; otra reaccion es la desproporcion, en cuyo
proceso dos radicales reaccionan para generar un alcano y una olefina. Sin
embargo, muchas moléculas biolégicas no son radicales, por lo que cuando
estas reaccionan con un radical libre, una cadena de reacciones puede ocurrir,
Cuadro 2 (Halliwell y Gutteridge, 2007).
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[1.1.2 Oxido reduccién

Oxidante, es aquel que recibe electrones y se reduce, un reductor,

tiende a ceder electrones (e°) facilmente y a oxidarse, en ocnjunto se le conoce

como un sistema o par redox (Konigsberg, 2008; Scheffer, 1992).

La oxidaciébn de una sustancia va ligada a la reduccién de otra;

participan en una multitud de procesos quimicos y biolégicos; implican la

transferencia de e” de uno en uno, lo cual implica que el e” que forma parte del

par electronico en el orbital de un atomo quede desapareado, generando asi

radicales libres (Scheffer, 1992).

Cuadro 2. Reacciones de radicales libres (Halliwell y Gutteridge, 2007).

Reaccién

Ejemplo

Adicion
Un radical se puede adicionar a otra

molécula, y el producto formado

seguird  teniendo un  electron
desapareado.
X*+Y —  (X-Y)*

Reduccién y oxidacion
Un

reductor, donando electrones a una

radical puede ser un agente
molécula no radical. También puede
actuar como oxidante, tomando un

electréon de la molécula no radical.

Abstraccion

Un radical puede abstraer un atomo
de hidrogeno de un enlace carbono-
hidrégeno (C-H).

Cuando el OH* se adiciona en la posicién 8
del anillo de la estructura de la guanina en el
ADN, el producto inicial es el radical 8-

hidroxiguanina.

Guanina B-Hidraxiguanina

O |C)
| NoH
N Ho' HN
ﬁ \> )‘\\ | ><OH
2 N AU
\

R

El radical di6xido de carbono (CO,*) cuando

reduce el cobre (Cu') a Cobre (Cu).

COy*+Cu® — CO,+Cu

Cuando el radical hidroxilo abstrae un atomo
de hidrégeno de la parte hidrocarbonada de la

cadena de los acidos grasos.

~ ~
— CH+OH* — — C*+H,0
/ /
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[1.1.3 Oxidacién celular

En contraste con el oxigeno atmosférico, que en su estado basal es
relativamente poco reactivo, las especies reactivas de oxigeno (ERQO’s) son
altamente reactivas, téxicas y capaces de oxidar diversas biomoléculas, lipidos
de membranas, proteinas y al acido desoxirribo nucléico (Konigsberg, 2008).

En condiciones fisiolégicas normales existe un balance entre la
formacién de especies reactivas (ER’s) y antioxidantes endégenos. El estrés
oxidativo sucede cuando el equilibrio entre radicales libres y antioxidantes se
pierde en favor de los primeros, desencadenandose procesos dafinos que se
asocian al envejecimiento celular y como consecuencia la aparicion de diversas

patologias y lesiones en los tejidos (Katalinic et al., 2006).

La mayor parte de las reacciones de los radicales libres se llevan a cabo
a través de un proceso en cadena, el cual se compone de tres etapas
principalmente, Figura 3 (Madhavi et al., 1996). El primer paso es la iniciacion,
en la cual se forman los primeros radicales libres (R*, H*, RO*, HO*) a partir de
moléculas estables (RH, ROOH). Puede ser inducido mediante la accion
térmica, fotoquimica, radioquimica o por oxidorreduccion; los radicales libres
formados son altamente reactivos con el oxigeno molecular, formando radicales
peroxido e hidroperoéxidos, los cuales inician una reaccion en cadena (Ec.1). La
sustraccion de un atomo de hidrogeno por una especie reactiva, tal como un
radical hidroxilo, provoca la iniciacion de la oxidacion (Ec. 2). La formacion de
un radical (R*) es mediado usualmente por trazas de metales, luz y altas
temperaturas. Tras la iniciacion, las reacciones de propagacion consisten en la
generacion de nuevos radicales a expensas de otros, de tal manera que no se
pierde el caracter radical y el proceso continua; puede haber mas de una etapa
de propagacion (Ec. 3 y 4). En estas reacciones se lleva a cabo la sustraccion
de un a&tomo de hidrogeno de una molécula lipidica o la adicion de un radical
alquilo. La entalpia de la reaccion es normalmente baja comparada con la de
las reacciones de iniciacion. La terminacion es el estado donde los radicales
libres reaccionan entre si combinandose y formando compuestos estables no

radicales (Ec. 5 a 7), mediante estas reacciones se consumen radicales y no se
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generan nuevos, por lo que se pierde el caracter radical del proceso; asi las
reacciones de terminacion permiten la interrupcion de la secuencia repetitiva de
los pasos de propagacion de la cadena de reaccién (Konigsberg, 2008;
Madhavi et al., 1996).

Iniciacion: RH > R* + H* (Ec. 1)
ROOH > RO* + HO* (Ec. 2)
Propagacién: R*+ O, >  ROO* (Ec. 3)
ROO* + R'H >  ROOH + R* (Ec. 4)
Terminaciéon: ROO* + ROO* > ROOR + O, (Ec. 5)
ROO* + R* >  ROOR (Ec. 6)
R* + R* > RR (Ec. 7)

Figura 3. Mecanismo de oxidacion (Madhavi et al., 1996).

I1.1.4 Lesiones provocados por las especies reactivas (ER) a moléculas

esenciales del organismo

[1.1.4.1 Lesiones sobre las moléculas protéicas

Las proteinas son las moléculas mas abundantes en las células y los
tejidos, el dafio provocado por la reaccién con especies reactivas produce la
oxidacion, que se acompafia de un cambio en la estructura, funcién y actividad
de la proteina, pudiendo ser el dafio reversible o no. Los aminoécidos tirosina,
fenilalanina, triptéfano, histidina, metionina y cisteina son los mas susceptibles

a ser oxidados por los radicales libres (Halliwell y Gutteridge, 2007).

El dafio a proteinas por estrés oxidativo puede afectar tanto a las
cadenas laterales de los aminoacidos que la integran como a los residuos
azufrados especificos de aminoéacidos (-SH y —S-CHy3), fragmentando la cadena
peptidica, alteraciones de la carga eléctrica o incremento de la susceptibilidad a
la protedlisis (Dean et al., 1997; Shacter, 2000).
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[1.1.4.2 Lesiones sobre el 4cido desoxirribo nucléico

El acido desoxirribo nucléico (ADN) es una molécula con apariencia de
doble hélice constituida por dos cadenas que se mantienen unidas gracias a la
formacién de puentes de hidrogeno entre los pares de bases, cada cadena esta
formada por desoxirribonucledtidos, compuestos de tres diferentes
subunidades: una base nitrogenada, una molécula de azucar (ribosa) y un
grupo fosfato, siendo la secuencia de sus bases la parte variable de la
molécula, contiene cuatro tipos de pares de bases, dos bases puricas: adenina
y guanina, y dos bases pirimidicas: citosina y timina. La secuencia que tienen
las bases es lo que confiere la informacidon genética y puede ser traducido para
sintetizar proteinas, o puede copiarse o replicarse para heredarse a la siguiente

generacion celular (Medeiros, 2008).

Las ERO’s también pueden inducir dafio al ADN, causando la ruptura de
cadenas, entrecruzamientos y modificacion de las bases; siendo los radicales
hidroxilo y el oxigeno singulete, especies con capacidad de abstraer atomos de
hidrogeno de esta moléculas, asi como pegarse a las bases generando una
diversidad de lesiones sobre la estructura quimica de estas moléculas. Las
lesiones en el ADN se han relacionado con los procesos de cancer,

envejecimiento y muerte celular (Halliwell y Gutteridge, 2007; Medeiros, 2008).

11.1.4.3 Lesiones sobre moléculas lipidicas

Los lipidos forman parte de practicamente todas las materias primas de
los alimentos, estos después de ser digeridos y absorbidos, son transportados
como lipoproteinas para desempefar distintas funciones en el organismo, una
funcién muy importante es la formacion de las membranas. Los triglicéridos son
los grupos principales de lipidos, se encuentran en las células encargadas del
almacenamiento de las grasas en plantas y animales, asi como los fosfolipidos,
gue también forman parte de la membrana biolégica (Gordon, 2004; Zenteno y
Saldafa, 2008).
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El estudio del mecanismo de la oxidacion de los lipidos ha sido de los
mas estudiados, donde la peroxidacion de estos es una de las principales
razones del dafio celular, que induce a la célula a la perdida de sus funciones y
con ello a una gran variedad de patologias; asi mismo, la rancidez de las
grasas y aceites es un fendbmeno que preocupa desde la antigliedad, debido a
gue gracias a la oxidacion, se presentan alteraciones en el sabor, olor, color,
viscosidad y solubilidad de estos alimentos, fenbmeno que se acentla en
productos con elevado contenido lipidico como la leche y sus derivados
(Zenteno y Saldafa, 2008).

[1.1.5 Oxidacion en los alimentos

Los fosfolipidos vy triglicéridos de la estructura celular, forman parte de
las grasas o0 aceites presentes en una gran variedad de alimentos. Durante el
procesamiento de estos, se pueden afadir grasas como parte de su
formulacion y pueden ser el principal componente de muchos productos como
la mayonesa y aceites de fritura; estas grasas estan compuestas casi
exclusivamente por triglicéridos y constituyen la fuente potencial del sabor

desagradable producto del enranciamiento oxidativo (Gordon, 2004).

En este fenbmeno intervienen factores como la temperatura, exposicion
a la luz, presencia de radicales libres, enzimas cataliticas y metales quelantes,
asi como el almacenamiento prolongado, ademas del incremento en la presion
de oxigeno; acentuando el deterioro nutrimental y sensorial, con la consecuente
formacion de compuestos toxicos. Estos cambios pueden disminuirse,
controlando estos factores ademas de la incorporacibn de compuestos

antioxidantes sintéticos o naturales (Pokorny, 2004).

Por otra parte, existen antecedentes acerca de la velocidad de oxidacion
de los lipidos, fendbmeno que se incrementa con el grado de insaturacion de los
acidos grasos. Otros estudios sefialan que los acidos grasos dispersos en
sistemas acuosos coloidales muestran una tendencia opuesta y que cuando
mas insaturados estan sus acidos grasos, mas estabilidad oxidativa poseen.
(Mc Clements y Decker, 2000; Romero y Judis, 2005).
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La reacciébn espontanea del oxigeno atmosférico con los lipidos,
conocida como autooxidacion, es el proceso mas comun que provoca el
deterioro oxidativo. Los &cidos grasos poliinsaturados pueden descomponerse
a través de este proceso, ya sea que estén presentes en forma de acidos
grasos libres o de triglicéridos o fosfolipidos. La luz y un agente sensibilizante
como la clorofila pueden desencadenar la formacion de oxigeno singulete a
partir de oxigeno atmosférico iniciando asi el deterioro oxidativo. Por otra parte,
los metales como el oro y el cobre o la enzima lipooxigenasa pueden catalizar
este proceso. La lipooxigenasa se encuentra presente en tejidos vegetales del
tipo de la semilla de soya, la pera y el tomate, pudiendo provocar el deterioro
oxidativo de los lipidos durante la obtencion de aceite a partir de semillas
oleaginosas, pero también interviene en el desarrollo de sabores agradables en

los vegetales durante la masticacion (Gordon, 2004).

[1.1.5.1 Productos de la oxidacion lipidica en los alimentos

Durante la autooxidacion de los lipidos, asi como por la oxidacion de los
productos de la lipooxigenasa, se forman hidroperoxidos, los cuales no son
volatiles y son inodoros e inestables, se descomponen bien de manera
espontanea o por reacciones catalizadas, formando sustancias aromaticas
como los aldehidos que son percibidos como sabores desagradables, como el
sabor a pescado que se desarrolla en los aceites y el sabor a nata o metalico
gue puede aparecer en la grasa de la leche; ademas de estos sabores, el
deterioro oxidativo de los lipidos puede provocar la perdida de color de los
alimentos, especialmente por los carotenoides, y ademas pueden provocar la
perdida del valor nutritivo al reaccionar con algunas vitaminas como la vitamina
E; en los aceites para fritura, la concentracion de radicales libres aumenta
rdpidamente, mas que en los alimentos almacenados o procesados a
temperaturas moderadas, debido a altas temperaturas de proceso (180°C);
elevada concentracion de radicales libres, propicia la formacion de dimeros
provocando un incremento en la viscosidad del aceite, asi como su

oscurecimiento y la atenuada formacion de espuma y humo (Gordon, 2004).
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[I.2 ANTIOXIDANTES

Debido a los efectos adversos que desencadena el estrés oxidativo, es
importante la aportacion benéfica que presentan los antioxidantes, cuya
eficacia depende de la adecuada ingesta de alimentos ricos en estos
compuestos, ademas de la presencia de ciertos micronutrientes que actdan a

manera de cofactores, como el acido ascoérbico (Shahidi, 1996).

Son sustancias que al encontrarse presentes en el organismo o en los
alimentos, aplazan, retardan o previenen la oxidacion de sustratos como las
moléculas lipidicas. Los antioxidantes se emplean para prevenir el deterioro y
pérdida de calidad de los alimentos, preservando su valor nutricional, asi como

sus efectos positivos en la salud (Shahidi, 1996).

Por su parte, el organismo cuenta con un mecanismo antioxidante
endoégeno, el cual consiste en una serie de enzimas como la superoxido
dismutasa, la catalasa, glutation peroxidasa y compuestos no enzimaticos:

carotenoides, vitaminas y polifenoles, entre otros (Konigsberg, 2008).

Los antioxidantes presentes en los alimentos pueden provenir de su
propia estructura, formando parte de su composicion o bien siendo afiadidos en
forma de aditivos para su conservacion; encontrdndose asi dos grupos

importantes, los antioxidantes naturales y los sintéticos, Figura 4.

[1.2.1 Mecanismo de acciéon de los antioxidantes

Los organismos aerdbicos se protegen del ataque de radicales libres
mediante sistemas de defensa, incluyendo la unibn a metales pesados,
captacion de oxigeno, absorcién de la radiaciéon UV y desactivacion del oxigeno
singulete (Madhavi et al., 1996; Pokorny, 2004). Los antioxidantes secundarios
actian inactivando especies reactivas y posibles precursores de radicales
libres, reduciendo la iniciacion de la oxidacion; se incluyen las proteinas de
transporte y almacenaje (la transferrina, lactoferrina, albumina, etc.); las cuales

secuestran iones metalicos evitando que actien como catalizadores de la
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oxidacioén, pertenecen a este grupo los agentes quelantes, &cido etilendiamino
tetraacético (EDTA) y el &cido citrico; enzimas antioxidantes: glutation

peroxidasa, catalasa y superoxido dismutasa (Giese, 1996; Niki, 1987).

Naturales Sintéticos

= \OI ANTIOXIDANTES h“/ =

J y

Tocoferoles y tocotrienoles

Hidroxianisol
Carotenoides butilado (BHA).
Vitamina C Hidroxitolueno
Polifenoles butilado (BHT).
Enzimas

Butilhidroquinona
(Catalasa, superoxido terciaria (TBHQ).

dismutasa, peroxidasas) Esteres del acido

galico.

Figura 4. Clasificacion de los antioxidantes Shabhidi, 1996.

Los antioxidantes primarios, rompen la cadena de propagacion de la
oxidacion, eliminando radicales libres y suprimiendo la reaccién en cadena; son
hidrosolubles (acido ascoérbico) y liposolubles (vitamina E y B-caroteno); actian
cediendo un proton al radical libre, Figura 5 (Giese, 1996; Niki, 1987)

C(CH
(\ s C(CHs)3 C(CHg3)s3
Rad* + H:0 —@— CH7 > Rad:H+ *O —@—cm«» o:@*— CH;
C(CH3)3 C(CH3)3 C(CH3)3
Radical BHT Radical Radical fenoxi derivado
Fenol derivado protonado estabilizado por resonancia

Figura 5. Mecanismo de accién de los antioxidantes (Giese, 1996).
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[1.2.2 ANTIOXIDANTES NATURALES

El organismo cuenta con su propio sistema de defensa contra el dafio
oxidativo, antioxidantes endogenos (catalasa y otros compuestos no
enzimaticos como la vitamina C), que no previenen completamente del dafio
provocado por las especies reactivas, siendo necesario la participacion de

antioxidantes a partir de la dieta para reforzar dicho sistema (Pokorny, 2004).

Por su parte, los recursos vegetales proporcionan una rica e importante
cantidad de antioxidantes naturales, incluyendo tocoferoles, vitamina C,

carotenoides y compuestos polifendlicos. Cuadro 3 (Shahidi, 1996).

Los compuestos fotosintéticos pueden producir altos niveles radicales
libres y ERO’s. En este sentido, las plantas sintetizan compuestos
antioxidantes como defensa; particularmente los compuestos polifendlicos, que

oxidan a los radicales libres (Shahidi, 1996).

1.2.2.1 COMPUESTOS POLIFENOLICOS

Los compuestos polifendlicos (CP) tienen en su estructura uno 0 mas
anillos aromaticos con al menos un sustituyente hidroxilo, incluyendo derivados
funcionales de ésteres, metil ésteres y glucdsidos; su estructura quimica es
propicia para secuestrar radicales libres debido a la facilidad con la que el
atomo de hidrégeno, puede ser donado a la especie radical, y a la estabilidad
de la estructura quinona resultante que soporta un electron desapareado; la
naturaleza de los polifenoles varia desde moléculas simples como los acidos
fendlicos, hasta compuestos altamente polimerizados, como los taninos,
Cuadro 4 (Konigsberg, 2008).

Los CP forman parte de un grupo muy diverso de fitoquimicos, derivan
de la fenilalanina y la tirosina; la biosintesis de compuestos fendlicos sencillos
se inicia a través de un precursor comun, el acido siquimico (Figura 6). Entre

sus principales funciones se encuentran el actuar como metabolitos esenciales

19



para el crecimiento y reproduccion de las plantas, asi como agentes
protectores frente a la accién de patdgenos y en respuesta a condiciones de
estrés como infecciones y radiaciones ultravioleta (Martinez-Valverde et al.,
2000; Naczk y Shahidi, 2004).

Actualmente se ha demostrado que los compuestos fendlicos poseen
multiples efectos positivos debido a su accién antioxidante y eliminadora de
radicales libres, ademas de sus efectos antiinflamatorios, antivirales vy
antialérgicos. Sobre los alimentos, estos compuestos contribuyen con la
astringencia, color, olor y su estabilidad oxidativa (Martinez-Florez et al., 2002).

Cuadro 3. Recursos naturales ricos en antioxidantes (Shahidi, 1996).

Compuestos

Recursos alimenticios

Vitamina E

(tocoferoles y tocotrienoles)

Vitamina C

Carotenoides

Flavonoides/Isoflavonoides

Catequinas

Acidos fendlicos y otros compuestos

fendlicos

Oleaginosas, aceite de palma y otros
vegetales comestibles, nuez, germen
de trigo, alfalfa, lechuga, levadura,

carnes, leche, etc.

Frutos citricos, papas, pimientos, etc.
Verduras de hoja oscura, zanahorias,
papas, tomates, frutos citricos, aceite

de palma, albaricoques, etc.

Oleaginosas, bayas, pimienta, frutos

citricos, tomate, cebolla, etc.

Te verde y leguminosas.

Te verde, romero, salvia, tomillo,

orégano, cascara de cacao, avena,

salvado de arroz, oleaginosas, etc.
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Cuadro 4. Clasificacion de los polifenoles (Martinez-Valverde et al., 2000).

Compuestos fendlicos

Algunos ejemplos

Fenoles

Acidos fendlicos

Acidos fenilacéticos

Acidos cinamicos

Lignanos

Flavonoides

Taninos

Cresol y resorcinol

Acido gélico, vainillinico, acido hidroxibenzoico

e hidroxicindmico

2-hidroxi-acetofenona, acido 2-hidroxi-fenilacetico,
diclofenaco, bromofenaco

Acido p-cumarico, acido caféico, acido ferlico

Arctigenina, arctiina y matairesinosida

Flavonoles (caempferol, quercetina y miricetina)
Flavonas (luteonina, epigenina y tricetina)
Flavanonas (naringenina, butina y eriodictiol)
Flavanoles (catequinas y galatocatequina)
Antocianidinas  (cianidina, peonidina, delfinidina,
petunidina, malvidina y pelargonidina)

Auronas (sulfuretina y auresidina)

Chalconas (buteina, floretina y hidroxifloretina)

Taninos hidrolizables y condensados
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Figura 6. Biosintesis de los compuestos fendlicos (Tenorio et al., 2006).

[1.2.2.1.1 Métodos de extraccion de los compuestos polifendlicos.

La extraccion de los compuestos fenodlicos esta influenciada por su
naturaleza quimica, el método, tiempo y condiciones de almacenamiento, asi
como la presencia de otras sustancias que puedan interferir con su extraccion y
manejo como lo son las grasas. Los compuestos polifendlicos presentan desde
formas simples hasta compuestos altamente polimerizados, entre los que se
encuentran los acidos fendlicos, taninos, entre otros y pueden formar complejos

con carbohidratos y proteinas (Naczk y Shahidi, 2004).

Los extractos fendlicos se presentan como una mezcla de diferentes
compuestos, los cuales generalmente son solubles en solventes organicos
(Robbins, 2003). No existe un procedimiento completamente satisfactorio para
la extraccion de todos los fenoles o tipos especificos de fenoles.

Frecuentemente se ha trabajado con metanol, etanol, acetato de etilo, acetona,
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cloroformo, propanol, agua y sus combinaciones; encontrdndose que el

metanol es mejor disolvente (Naczk y Shahidi, 2004; Palma y Taylor, 1999).

Con respecto a los acidos fendlicos, para la extraccion tanto de los
compuestos libres como los esterificados, se han empleado mezclas de
metanol-acetona-agua (7:7:6) a temperatura ambiente. Para los compuestos
libres, soluciones acidas o0 alcalinas; la liberacion de aquellos que se
encuentran esterificados con dietil éter y nitrégeno, no obstante se reporta que
bajo estas condiciones existe una perdida significativa de algunos derivados de
los &cidos hidroxicinamicos, que se previene con la incorporacion del &acido
ascorbico y acido etilendiamino tetraacético, EDTA (Krygier et al., 1982). Por su
parte, los flavonoides son cominmente extraidos con metanol, etanol y agua y
tratados con acido clorhidrico (HCI) bajo condiciones atmosféricas controladas
empleando nitrogeno, para hidrolizar los flavonoides esterificados con
carbohidratos (Naczk y Shahidi, 2004).

11.2.2.2 Acidos hidroxicinamicos

Entre los CP, destacan los acidos hidroxicinamicos por tener un amplio
poder antioxidante, presentes en numerosos recursos vegetales, donde se
encuentran los &cidos caféico, ferdlico y p-cumarico, que rara vez se
encuentran libres, y por lo general estan presentes en forma de derivados,
Figura 7 (Konigsberg, 2008; Shahidi, 1996).

CHJCI HO
HO —2}7%= CH— COOH HO —2}7CH= CH— 000

Acido ferulico Acido caféico

CH= CH— COOH

OH

Acido cumarico

Figura 7. Estructura molecular de los acidos ferulico, caféico y cumarico
(Cadenas y Packer, 2002).
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La contribucion de los derivados fendlicos a la actividad antioxidante
esta asociada con su efectividad como donadores de hidrogeno, lo cual
depende del nimero y arreglo de los grupos hidroxilos y su conjugacioén (Rice-
Evans et al., 1996).

[1.2.2.3 Flavonoides

Otro grupo de CP con importante actividad antioxidante lo constituyen
los flavonoides y son difenilpropanos que frecuentemente forman parte de las
plantas; la principal fuente de estos son las cebollas, manzanas, uvas, cerezas,

especias, jugo de citricos, vino y te (Madhavi et al., 1996).

Son compuestos que comparten una estructura comun de difenilpiranos,
constituido por dos anillos de fenilos, Figura 8; la formacion de los flavonoides

es a partir de la fenilalanina y la tirosina (Rice-Evans et al., 1996).

La estructura basica de los flavonoides permite una multitud de patrones
de sustitucion y variaciones en el anillo C, Figura 9. Asi mismo se clasifican en

funcidn de sus caracteristicas estructurales en (Konigsberg, 2008):

1. Flavonol: Representados por la catequina, los ésteres galicos, llamados
epicatequinas, galato de epicatequina y el galato de epigalocatequinas,
con un grupo —OH en posicién 3 del anillo C.

2. Flavonoles: Representados por la quercetina, la cual posee un grupo
carbonilo en posicién 4 y un grupo —OH en posicion 3 del anillo C.

3. Flavonas: Representados por la diosmetina, la cual posee un grupo
carbonilo en posicion 4 del anillo C y carecen del grupo hidroxilo en
posicion C3

4. Antocianidinas: Tienen unido el grupo —OH en posicion 3, pero ademas

poseen un doble enlace entre los carbonos 3y 4 del anillo C.
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Flavona Isoflavona

Antocianidina

Figura 9. Clasificacion estructural de los flavonoides (Konigsberg, 2008).

La actividad antioxidante de los flavonoides depende de las propiedades
redox de sus grupos hidroxifendlicos y de la relacion estructural entre las
diferentes partes de la estructura quimica; ejercen su poder antioxidante,
inhibiendo la actividad de algunas enzimas como la xantina oxidasa Yy
lipooxigenasa; desempefian un papel esencial en la proteccién frente a los

fendmenos oxidativos al poseer en su estructura quimica un namero variable
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de grupos hidroxilo fendlicos con propiedades de quelacion del hierro y otros
metales que catalizan las reacciones de oxidacion (Tenorio et. al., 2006).

La quercetina es el antioxidante mas potente de los flavonoides; misma
gue muestra efectos sinérgicos con las vitaminas C y E (Martinez-Flérez et al.,
2002; Middleton et al., 2000;Rice-Evans et al., 1996).

I1.2.2.4 Tocoferoles y tocotrienoles

La vitamina E es un conjunto de derivados tocoferoles y tocotrienoles.
Todos los componentes de este grupo poseen un nudcleo heterociclico
oxigenado, con un grupo hidroxilo (OH), ademas de poseer grupos metilo y una
cadena lateral fitil de origen terpénico. Los distintos tocoferoles y tocotrienoles
son designados por las letras griegas o, B,y y 6 y solo difieren entre si por la
cantidad y posicion de los grupos metilo del cromano, siendo el a-tocoferol el
de mayor actividad biologica. Los tocoferoles y tocotrienoles poseen
estructuras similares, la diferencia entre ellos radica en que los primeros
poseen una cadena lateral saturada (Figura 10) y en los segundos ésta es
insaturada. Presentan un caracter lipofilico, por tal razébn se acumulan en
lipoproteinas, membranas celulares y en depdsitos de grasa (Konigsberg,
2008; Paker et al, 2002).

El a-tocoferol es el principal antioxidante liposoluble que protege a la
célula de los radicales libres y es considerado la primera linea de defensa

contra la oxidacion lipidica. (Konigsberg, 2008; Paker et al, 2002).

CH,
" rl:Hj ?Ha CH,
|
CH; - EHE_ CH?_ CH _CHQ‘ tHE_ CHE_ CH- CH:' CHE_ CH;‘ CH _CH3
0" "CH,

CH,

Ht
Vitamina E

Figura 10. Estructura quimica del a-tocoferol (Konigsberg, 2008).
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11.2.2.5 Acido ascérbico

La vitamina C, esta altamente distribuida en plantas y frutas como:
fresas, papaya, naranjas, kiwi, guayaba, brocoli; ademéas de otros recursos
vegetales no convencionales que generalmente no son consumidos por el
hombre, a diferencia de los animales en pastoreo libre; se debe de tener en
cuenta que es termolabil, por lo que se pierde facilmente en aquellos alimentos

gue sufren de coccion (Padayatty, et al., 2002).

Conocida como acido ascoérbico (CgH1206); presenta en su estructura
dos grupos hidroxilo (-OH) ionizables, Figura 11, que le confiere caracter acido
y la denominacion ascorbato por la predominancia de la forma aniénica a pH
fisiologico (6.8). Los seres humanos necesitan ingerir esta vitamina a través de

la dieta ya que no la pueden sintetizar (Konigsberg, 2008).

Las funciones fisiologicas del acido ascoérbico dependen en gran medida
de su potencial de oxidorreduccion, siendo su accion antioxidante complejo
debido a sus mudltiples funciones, ya que por un lado tiene la capacidad de
reducir al hierro y a su vez, puede descomponer hidroperoxidos lipidicos
(LOOH) o peroxido de hidrogeno (H,0,), generando radicales libres alcoxilo
(LO*) e hidroxilo (OH*), por lo tanto el acido ascorbico puede actuar como
prooxidante en presencia de hierro, peroxidos lipidicos y peroxido de
hidrogeno; la accién antioxidante del acido ascorbico se basa en la anulacion
de radicales libres a través de la donacién de un electron seguido de un proton,
dando lugar a un producto no radical reducido, convertido en ascorbato y acido
dehidroascérbico, ambos son reducidos para mantener la biodisponibilidad de
la vitamina C (Kitts, 1997; Niki, 1987).

Se considera el antioxidante hidrosoluble mas importante en los fluidos
extracelulares, reacciona de forma directa con los radicales superéxido,
hidroxilo e hidroperéxidos lipidicos; se le atribuye la capacidad de regenerar
antioxidantes de bajo peso molecular como el a-tocoferol, glutation y pB-
caroteno (Kitts, 1997; Niki, 1987).
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HO

HO OH

Vitamina C

Figura 11. Estructura quimica del &cido ascorbico (Konigsberg, 2008).

[1.2.2.6 Carotenoides

Los carotenoides son pigmentos naturales liposolubles. Actian también
como la protectores frente al dafo oxidativo. Son sintetizados en los aparatos
fotosintéticos de las plantas superiores; los animales y humanos los obtienen a
través de la dieta (Olmedilla, 2002).

Su estructura basica consiste en un esqueleto tetraterpeno que puede
estar ciclado en uno o los dos extremos de la molécula: Los carotenoides
compuestos soélo por atomos de carbono e hidrégeno reciben el nombre de
carotenos mientras que los que contienen algun grupo funcional con oxigeno
se conocen como xantofilas. Ambos cuentan con un extenso sistema de dobles

enlaces conjugados, Figura 12 (Burton, 1989).

p-Caroteno

Zeaxantina

Figura 12. Estructura quimica de los carotenoides (Konigsberg, 2008).
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El B-caroteno (Figura 12) se compone por una larga cadena de dobles
enlaces conjugados, y no tiene las caracteristicas estructurales comunes de los
antioxidantes capaces de romper la cadena de propagacién de la oxidacion
lipidica, incluso este extenso sistema de dobles enlaces conjugados le da un
caracter prooxidante y lo hace muy susceptible al ataque por parte de radicales
peroxilo; por otro lado se tiene que la tasa de oxidacion es dependiente de la
presion parcial de oxigeno; asi, cuando la presién parcial de oxigeno es baja,
disminuye la concentracion de radicales y con esto la oxidacion del sistema
(Burton, 1989).

11.2.2.7 Péptidos y aminoéacidos

Algunos péptidos generados de la digestion de varias proteinas, como la
caseina en la leche y las proteinas de soya, presentan actividad antioxidante, la
cual se debe a los aminoacidos que forman parte de la secuencia de los
péptidos, se sabe que los que contienen serina fosforilada, tienen la capacidad
de actuar como quelantes del hierro, zinc y calcio, impidiendo asi que estos
metales catalicen la reaccion de oxidacion lipidica en los alimentos; por su
parte, otros aminoacidos como la tirosina y el triptofano poseen actividad
antioxidante al contar con grupos fendlicos e inddlicos, mismos que sirven
como donadores de hidrogeno (Hernandez-Ledezma et al., 2005; Pihlanto,
2006).

11.2.3 ANTIOXIDANTES SINTETICOS

Los antioxidantes sintéticos mas utilizados en la industria alimenticia son
los compuestos fendlicos: Hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado
(BHT), butilhidroquinona terciaria (TBHQ) y esteres del acido galico (galato de
propilo), Figura 13. Estos compuestos contienen sustituciones alquilicas para
mejorar su solubilidad en grasas y aceites; su actividad antioxidante es
dependiente de su composicion quimica, que a su vez influye sobre sus

propiedades fisicas como solubilidad y estabilidad térmica (Pokorny, 2004).
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Figura 13. Estructura quimica de algunos antioxidantes sintéticos (Madhavi et
al., 1996).

El uso de antioxidantes sintéticos como aditivos en los alimentos, incluye
aspectos negativos debido a sus probables efectos toxicos, ya que son
compuestos altamente lipofilicos, requieren ser solubilizados en solventes
organicos o aceites vegetales. Es un hecho reconocido que los solventes
organicos apolares son altamente toxicos para los mamiferos, lo cual limita el
uso de estos compuestos como protectores antioxidantes en alimentos, y su

incorporacion debe ser limitada y normalizada (Madhavi et al., 1996).

2.2.3.1 Hidroxianisol butilado

El hidroxianisol butilado (BHA), formado por una mezcla de is6meros 3-
terbutil-4-hidroxianisol y 2-terbutil-4-hidroxianisol (Figura 13), de férmula
molecular C;1H1602, olor caracteristico y es un solido blanco o amarillento,
altamente soluble en grasas y aceites e insoluble en agua. Es uno de los
antioxidantes sintéticos mas utilizados comercialmente debido a su alta
eficacia, su estabilidad a las variaciones de pH y su acentuado sinergismo con

otros antioxidantes. No tiene accion mutagénica, pero es capaz de modular el
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efecto de ciertos carcin0genos sobre animales de experimentacion,
potenciando o inhibiendo su accion, de acuerdo al carcindbgeno de que se trate
(Carreras, 2004; Madhavi et al., 1996).

[1.2.3.2 Butil hidroxi tolueno

El butilhidroxi tolueno (BHT), es un compuesto con propiedades
similares al BHA; es también conocido como 3,5-di-terbutil-4-hidroxitolueno,
metil-di-terbutilfenol o 2,6-di-terbutil-para-cresol (Figura 13); con una férmula
molecular: C;5H240, presenta alta solubilidad en grasas y aceites, ademas de
ser insoluble en agua, es relativamente débil si no se combina con otros
antioxidantes y se considera mas efectivo para aplicaciones en grasas
animales que en aceites vegetales, posee una accion sinergista con otros
antioxidantes sintéticos como el BHA y la butilhidroquinona terciaria (TBHQ),

pero no con el galato de propilo (Carreras, 2004; Madhavi et al., 1996).

[1.2.3.3 Butilhidroquinona terciaria (TBHQ)

La butilhidroquinona terciaria (TBHQ) es el antioxidante sintético mas
potente y efectivo para la mayoria de las grasas y aceites; se utiliza para
estabilizar aceites vegetales altamente insaturados. Se trata de un sodlido
blanco, cristalino, moderadamente soluble en aceite e insoluble en agua; su

estructura quimica se muestra en la Figura 13 (Carreras, 2004).

11.2.3.4 Esteres del acido galico

Los ésteres del acido galico se basan en la estructura trihidroxil de este
acido (acido 3,4,5-trihidroxibenzoico). Tienen una potencia antioxidante
relativamente alta, pero su uso es limitado debido a su tendencia a unirse al
hierro y por su sensibilidad al calor. Suelen aplicarse con compuestos
sinérgicos como el acido citrico, que actia como quelante del hierro;

compuesto poco soluble en agua, es un antioxidante poco util para la
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preservacion de los aceites de fritura 0 alimentos y grasas sometidas a altas
temperaturas durante su procesamiento y fabricacion, debido a su poca
resistencia al calentamiento, por lo que se utiliza con BHA para una mayor
efectividad (Madhavi et al., 1996).

[1.2.4 ANTIOXIDANTES ENDOGENOS

De acuerdo con Konigsberg (2008), los antioxidantes endégenos con los
gue cuenta el organismo pueden funcionar a través de varios mecanismos,
previniendo la formacion de radicales o catalizando la sintesis o regeneracion
de antioxidantes no enzimaticos; dentro de este sistema antioxidante, se
encuentran principalmente las enzimas superoxido dismutasa (SOD), la

catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GSHPXx)

[1.2.4.1 Super 6xido dismutasa

La superodxido dismutasa (SOD) es una metaloproteina presente en las
células y fluidos extracelulares. Elimina el radical superoxido (O, ™), acelerando
su conversion a peroxido de hidrégeno (H.O,), al encontrarse presente en
todos los organismos aerObicos y en la mayoria de los compartimentos
subcelulares, ademas de inactivarse a temperaturas superiores al resto de las
enzimas antioxidantes, tiene un papel importante de defensa frente al dafio
oxidativo (Yu, 1994).

11.2.4.2 Glutatién peroxidasa

La glutation peroxidasa (GSHPx) es una selenoproteina, se encuentra
en la matriz mitocondrial y en el citosol de las células. Se considera la enzima
con mayor capacidad para eliminar peroxidos; actia catalizando las reacciones
de reduccion del peroxido de hidrogeno (H20,) y los peréxidos lipidicos, ROOH
(Halliwell et al., 1995).
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11.2.4.3 Catalasa (CAT)

La catalasa (CAT) es una hemoproteina de amplia distribucién
intracelular, se encuentra principalmente en los peroxisomas y en las
mitocondrias; descompone el perdxido de hidrogeno principalmente en agua y
oxigeno; desde el punto de vista cinético, la enzima glutation peroxidasa
(GSHPx) posee mucha mas afinidad por el peréxido de hidrogeno (H,0,), que
la catalasa, pero esta Ultima tiene la ventaja de no depender de la regeneracion
del glutation (GS), ni de consumo de la nicotiamida adenina dinucled6tido fosfato
(NADPH). Bajas concentraciones de per6xido de hidrogeno estimulan la
actividad de peroxidasas como la GSHPx, mientras que la catalasa actia a
concentraciones mayores de H,O; (Yu, 1994).

1.3 PRUEBAS PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Existen diversos métodos para evaluar la actividad antioxidante; una de
las estrategias mas aplicadas en las medidas in vitro de la evaluacion de la
actividad antioxidante se basan en la generacion de radicales libres cromoforos
para simular especies reactivas de oxigeno y son estabilizados por la presencia
de un antioxidante; ofrecen informacion muy diversa y en general permiten
obtener buenas correlaciones entre la actividad antioxidante y la vida media de
los productos, pero sélo tienen ligeras aproximaciones a los efectos protectores
de la salud, contrario a los métodos in vivo como el que determina la capacidad

de absorcién de radicales oxigeno, ORAC (Cadenas y Packer, 2002).

I1.3.1 Capacidad secuestrante frente a radicales cromogenos

Existen diferentes métodos analiticos para la cuantificacion de la
actividad antioxidante; usualmente se emplean ensayos basados en la
evaluacion de la capacidad de captura de radicales libres; el uso de sustancias
cromogenas de naturaleza radical son de los ensayos mas utilizados debido a
la rapidez, sensibilidad, estabilidad del radical, reproducibilidad y bajo costo. El

ensayo consiste en evaluar la capacidad de los compuestos antioxidantes de
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secuestrar al radical, al reducirlo mediante la donacion de atomos de
hidrogeno; determinando el decremento de absorcion que esta en funcion de
esta reduccion; uno de, Figura 14 (Blois, 1958; Hansmann et al., 1997; Re et
al., 1999).

Los radicales méas frecuentemente utilizados son el DPPH (2,2-
difenilpicrilhidracilo), DMPD (diclorato de N,N,-dimetil-p-fenilendiamina) vy
ABTS"(acido2,2’-azino-bis-(3-etiltiazolina-  bencinosulfénico-6)); la diferencia
radica en la solubilidad y los espectros de maxima absorcién, donde el radical
DPPH es soluble en medios organicos y presenta una pico de absorbancia a
515nm, el DMPD es soluble en medios acuosos con un maximo de absorcion a
505nm, mientras que el ABTS®, es soluble en ambos medios y puntos de
maxima absorcion en 414, 654, 734 y 815 (Blois, 1958; 1997; Re et al., 1999).

CeHs\N/CaHs C6H5\N/C6H5
| |
N " + R- (OH), (extracto) —> N—H + R-(0),
O,N NO, O, NO,
Antioxidante
NO, NO,
Radical-DPPH DPPH reducido

Figura 14. Reaccion del radical 2,2-difenilpicrilhidracilo (Taga et al., 1984).

[1.3.2 Voltamperometria.

Alternativamente, se ha empleado el uso de la voltamperometria ciclica
como herramienta instrumental para la evaluaciéon de la capacidad antioxidante
de aquellos compuestos de bajo peso molecular. Los voltamperogramas
ciclicos proveen de informacion que describe la capacidad antioxidante, la cual
surge en gran parte de la habilidad del compuesto de donar electrones a través

del potencial de la onda anddica (Wellington et al., 2004).
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11.3.3 Método de capacidad de reduccion del hierro, FRAP

Otro método para cuantificar el potencial antioxidante, es el ensayo
conocido como FRAP (ferric reducing ability of plasma), el cual inicialmente fue
desarrollado para determinar la capacidad antioxidante del plasma sanguineo,
pero actualmente se emplea para cuantificar la capacidad antioxidante en una
gran variedad de muestras biologicas y compuestos puros de frutas, vinos y
tejidos animales. Este método es rapido y simple, ademas de que se trata de
una reaccion reproducible y lineal que consiste en evaluar el cambio en la
absorbancia a 593 nm que presenta la formacién de un compuesto azul debida
a la reduccion del hierro (lll) al hierro (ll) por la actividad donadora de
electrones de los antioxidantes (Benzie et al., 1999; Ghiselli et al., 1998; Tsai et
al., 2002).

I1.3.4 Blanqueo con B-caroteno

Este ensayo consiste en evaluar la capacidad de los compuestos que
actian como antioxidantes para impedir la oxidacion del B-caroteno; es una
técnica rapida, sencilla y reproducible, donde se induce la formacion de los
radicales libres, al exponer el B-caroteno a diversos factores como la luz,
temperaturas altas y el peroxido de hidrégeno, una vez formados los radicales,
dependera de la eficiencia del extracto para estabilizarlos y prevenir la

oxidacion (Cadenas y Packer, 2002).

11.3.5 Capacidad de absorcién de radicales oxigeno, ORAC

El ensayo conocido como ORAC (capacidad de absorcion de radicales
oxigeno) es una evaluacion in vivo que determina la capacidad antioxidante
hidrofilica frente a los radicales libres. Se basa en el uso de la proteina
fluorescente (R-ficoeritrina) como sustrato oxidable y 2,2’-azobis-2-
amidinopropano (AAPH), como generador de radicales peroxilo y el sistema
cobre (Cu?")-peréxido de hidrogeno, como generador del radical hidroxilo. Este

método es el Unico que registra la accidén de la especie radical hasta el final,
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usando el decremento de la fluorescencia para realizar la cuantificacion de la
capacidad antioxidante. De esta manera, la técnica considera tanto el
porcentaje de inhibiciébn como la extension del tiempo de ésta en un solo valor.
(Glazer, 1990; Winston et al., 1998).

1.4 ALIMENTOS FUNCIONALES

Para los humanos, el alimento es mas que la necesidad biol6gica de
supervivencia, sirve de gran variedad de funciones fisiologicas; como
afrodisiaco, estimulante, anestésico y de consuelo, excepto durante una larga

privacion de este (Andlauer y Furst, 2002).

El concepto tradicional de que la dieta diaria debe proveer cantidades
adecuadas de nutrientes esenciales para el mantenimiento de una salud optima
ha cambiado en los ultimos afios; los alimentos contienen también sustancias
fisiolégicamente activas que cumplen, al igual que los nutrientes esenciales,
una funcién de beneficio y contribuyen a una vida saludable. (Caragay, 1992;
Chasquibol et al., 2003).

No existe un acuerdo para definir en forma precisa lo que son los
alimentos funcionales, se trata de un concepto aun en desarrollo. En general
son cualquier alimento o parte de un alimento que ademas de sus
componentes nutritivos contiene componentes bioactivos, de forma natural o
afadida, que favorecen la salud, capacidad fisica y mental, ayudando a la
prevencion, reduccién y tratamiento de enfermedades (Chasquibol et al., 2003).

En cada alimento existen diversos compuestos bioactivos que en
cantidades adecuadas aportan beneficios a la salud; puediendo ser probidticos,
antioxidantes, acidos grasos poliinsaturados, fitoesteroles, fitoestrogenos, fibra

dietética y resveratrol, entre otros, Cuadro 5 (Chasquibol et al., 2003).
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Cuadro 5. Compuestos bioactivos y sus fuentes naturales (Drago et al., 2006;

Valencia y Roman, 2004).

Compuestos
bioactivos

Definicién y funcién

Recurso natural

Fibra dietética

Probiéticos y

prebidticos

Antioxidantes

Resveratrol

Fitoesteroles

Son las partes comestibles de los

carbohidratos, resistentes a la digestion;
incluye polisacaridos (celulosa, B-glucanos,
hemicelulosas, pectinas, gomas y mucilagos),
oligosacaridos (fructooligosacaridos, inulina,
etc.) ligninas, entre otros. Mejora la salud
intestinal mediante su interaccibn y
modificacion del ecosistema microbiano en el
intestino.

Microorganismos y sustancias que
contribuyen al equilibrio microbiano intestinal,
restituyendo la poblacién del medio interno y
protegiendo la integridad intestinal. Formas
comunes son Lactobacillus y Bifido Bacterium
Son sustancias que aplazan, retardan o

previenen la oxidacién celular; algunos
compuestos con actividad antioxidante son
los polifenoles, acidos cinamicos,
flavonoides, estilbenos, tocoferoles, Vit. C, a-

tocoferol, entre otros.

Disminuye la oxidacion de las lipoproteinas
de baja densidad (LDL) y el colesterol, tiene
actividad antioxidante

Son esteroles de origen vegetal y cuya
estructura quimica es muy similar a la del
colesterol; con propiedades antiinflamatorias,
antitumorales, bactericidas y fungicidas y
principalmente disminuyen los niveles de

colesterol en sangre.

Frutas secas, miel,
salvado de trigo,
avena, algas,
flores de malva,
citricos, manzana,

harina de maiz,

platano, papas
crudas, nopal,
entre otros.

Yogurth y
productos lacteos

fermentados, entre

otros.

Uva, vino tinto,
pasas, cereza,
arandano, ajo,
almendra, aceite

de oliva, leche de

cabra y derivados.

Uva, vino tinto,
cacahuates
Maiz, soya,

aceites, verduras
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Acidos grasos
poliinsaturados

Compuestos

organosulfurados

Fitoestrogenos:
isoflavonas,
lignanos
(enterodiol y
enterolactona) y
los cumestanos

(coumestrol).

Los acidos grasos poliinsaturados de cadena
larga ®-6, acido araquidoénico, y ®-3, acido
docosahexaenoico, son fundamentales en la
estructura y funcionalidad del sistema
nervioso y visual de los humanos, mejoran la
composicion de la grasa corporal y disminuye
el riesgo de ciertos tipos de cancer y de

enfermedades cardiovasculares

Disminuyen el colesterol total, colesterol LDL
y los triglicéridos.

Los fitoestrégenos poseen importantes
propiedades farmacoldgicas, destacando su
actividad estrogénica, aplicada en el alivio de
los sintomas asociados a la menopausia y la
osteoporosis; efectos benéficos contra el
cancer de prostata, obesidad y diabetes, asi
como inflamacion, artritis, infarto miocéardico,

neurodegeneracion y cancer de mama.

Pescados, aceite
de atln, quesos de
leche de cabra,

entre otros

Ajo, cebolla, entre

otros.

Isoflavonas:
soya, lentejas,
garbanzos y otras
legumbres;
lignanos: frutas y
cereales;
coumestanos:

semillas de girasol

1.5 PRODUCCION MUNDIAL Y NACIONAL DE CAPRINOS

Las cabras han acompafiado al hombre desde los albores de la

humanidad proporcionandole abrigo y alimento, siendo un factor determinante

en la estructura socioeconomica de los pueblos primitivos, tal es el caso de

Iran, 8000 a.C. donde el primer animal que fue domesticado y del cual se

obtuvieron productos de consumo fue la cabra. La incidencia geografica de la

domesticacion de la cabra, coincide con la ubicacion de la cuna de la primera

civilizacion conocida: Mesopotamia. Convirtiéendose posteriormente en la base

de la economia de lugares como Africa, Asia, Espafia, Australia, etc.

(Hatzimaoglou y Boyazoglu, 2004).
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La cabra domestica se encuentra distribuida en practicamente todo el
mundo con excepcidn de las zonas polares y trépicos muy hiumedos, Cuadro 6.
Desde su lugar de origen que es la cuenca del Mediterrdneo se expandieron a
todo el mundo. Las cabras ingresaron a Ameérica con los espafioles en el siglo
XVI, quienes las trajeron para abastecerse de leche y carne. La amplia
produccién de los caprinos se explica, en parte, por su habilidad para sobrevivir
y prosperar en ambientes particularmente dificiles, donde la vegetacion es
escasa; sus cualidades de rusticidad le permiten resistir mas que el ganado
vacuno u ovino en condiciones de sequia prolongada, lo cual hace de la cabra

un animal de gran valor (Rodriguez y Valencia, 2006).

En diferentes partes del mundo la produccion de las cabras se da en tres
categorias: extensivo, semiextensivo e intensivo; cada uno de ellos tiene
multiples subdivisiones segun el continente, la zona agroclimatica, la cultura y

la problemética socioeconomica de cada pais (Wilkinson y Stara, 1989).

El sistema extensivo se caracteriza por bajos niveles de produccién del
rebafo, donde la cabra recorre extensas areas para alimentarse de arbustos y
pastos. La cabra se ordefia una vez al dia con producciones de leche de 80-
100 litros, donde los cabritos son criados por la madre (Wilkinson y Stara,
1989).

En el sistema semiextensivo la cabra es alimentada con pastos de mejor
calidad, muchas veces con praderas artificiales. Durante la lactancia las
hembras pueden ser suplementadas con subproductos de molineria y heno.
Las cabras se ordefian 1-2 veces al dia con producciones de leche 120-180

litros por lactancia (Wilkinson y Stara, 1989).

El sistema intensivo, la cabra es alimentada en praderas de buena
calidad, forrajes conservados y alimentos balanceados; existe la modalidad de
estabulacion completa, donde la cabra es mantenida y alimentada
permanentemente en establos. Se ordefian dos veces al dia con producciones

de leche de 200-400 6 mas litros por lactancia (Wilkinson y Stara, 1989).
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Cuadro 6. Poblacién mundial de cabras (FAOSTAT, 2004).

Continente y pais

Cabras (en miles cabezas)

Africa 219,736
Asia 487,588
Europa 18,425
América 36,713
México 9,500
Oceania 816,940
TOTAL MUNDIAL 764,510,558

En paises occidentales los caprinos son reconocidos por su aptitud
lechera, sin embargo, su importancia mundial radica principalmente como
productor de carne; en México, el cabrito al pastor, el queso y dulce de leche

de cabra, han jugado un papel importante en la economia (Romero, 2004).

De acuerdo con FAOSTAT (2004) en México hay 9,5 millones de
caprinos de los cuales 20%, 58% y 22% se encuentran en el norte, centro y sur
del pais, respectivamente. Los caprinos son mayoritariamente criollos; sin
embargo, se introducen cruzamientos con razas puras como la Nubian, Alpino
y Saanen. Los caprinos para leche estan concentrados en el norte de México;
dos estados del norte y un estado de centro-oeste (Coahuila, Durango y
Guanajuato) concentran el 75% de la produccién; la mayoria de la leche en
esas regiones es adquirida por compafiias para elaborar queso y dulces.
Algunas empresas especializadas en leche de cabra, mantienen estabulados a
los animales de alto valor genético, alimentados con forrajes henificados y
concentrados de cereales. EIl resto de la produccion caprina se lleva a cabo
bajo condiciones extensivas, la mayoria de estos animales son mantenidos
para el consumo doméstico de carne de animales adultos y ocasionalmente
para el ordefio. Su alimentacion esta basada en el pastoreo y ramoneo de la
vegetacion nativa y de las orillas de los caminos; pastoreado durante 6 a 10

horas al dia (Amendola y Castillo, 2002)
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1.6 LECHE CAPRINA

11.6.1 Definicion y generalidades

Se entiende como leche para consumo humano, al producto proveniente
de la secrecién natural de las glandulas mamarias de las vacas sanas, o0 de
otras especies animales. Se excluye el producto obtenido 15 dias antes del
parto y 5 dias después de éste o cuando tenga calostro (NOM-155-SCFI-2003).

La leche es una mezcla homogénea de un gran nimero de sustancias:
lactosa, glicéridos, proteinas, sales, vitaminas y enzimas, entre otras, que se
encuentran en emulsion como las grasas y sustancias asociadas; otras
sustancias se encuentran en suspension como las caseinas ligadas a sales
minerales y en disolucion verdadera como la lactosa, vitaminas hidrosolubles,

proteinas del suero y sales minerales, Cuadro 7 (Alais, 1990).

Asimismo, la leche contiene microcomponentes como vitaminas, iones
metalicos, enzimas y anticuerpos; asi mismo, su composicion, aun dentro de la

misma especie, puede variar en funcion de diversos factores como:
a) Factores genéticos; especie, raza e individuo.

b) Fase de lactacion, edad del animal, numero de lactaciones y la

gestacion (factores fisiol6gicos).
c) Estados patoldgicos.

d) Factores externos como el clima, alimentacién y el sistema de ordefio

A pesar de que la leche vacuna, ovina y caprina contienen el mismo tipo
de nutrientes; difieren en la capacidad en la que el ser humano puede
asimilaras; registrandose casos de sensibilidad o intolerancia. Un ejemplo son
las proteinas, muchos infantes son sensibles a las proteinas de la leche vacuna

causando colicos; caracteristica que puede ser menos impactante al ingerir
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leche caprina. Las proteinas de la leche de cabra difieren de las de otras
especies en su composicion de aminoacidos y en la proporcién relativa de sus
proteinas lacteas y su polimorfismo genético. En relacion a la leche vacuna las
proteinas de la leche caprina poseen menor resistencia a calor térmico y un
mayor pH. Estas propiedades favorecen su asimilacion y hacen de la leche
caprina el sustituto ideal (Klinger y Rosenthal, 1997).

Cuadro 7. Composicién de leche de diferentes especies, g/100g (Alais, 1990).

Especie Agua ST SNG Proteina Caseina Grasa Lactosa Cenizas

total
Humana 87.1 129 88 1.3 0.5 4.1 7.2 0.3
Vaca 876 124 8.7 33 2.8 3.7 4.7 0.6
Cabra 87.0 130 85 36 2.7 4.5 4.6 0.6
Borrega 816 129 88 5.8 4.9 7.5 4.4 0.9

ST = Sélidos totales

SNG= Solidos no grasos.

11.6.2 Produccién de leche caprina

La produccion lechera mundial de cabra se estima en 8,000,000 de
toneladas al afio. Teniendo una composicién fisico-quimica muy parecida a la
de vaca, lo que permite elaborar variados productos lacteos: leche de
consumo, diferentes tipos de quesos, yogurt y leches fermentadas, ademas de
diversos dulces de leche. Por su color blanco, su sabor y las caracteristicas de
sus proteinas, la leche caprina es una materia prima muy apreciada para

elaborar quesos de diferentes tipos y texturas (Klinger y Rosenthal, 1997).

Contrario a la creencia popular de que la produccion de leche de cabra

es propia de paises en vias de desarrollo, actualmente dicha produccién tiene
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importancia econémica en paises industrializados, sobretodo los localizados en
el area del Mar Mediterrdneo como Espafia, Grecia, Francia, e Italia. Sin
embargo, expresado como porcentaje de la produccién nacional de leche de
todas las especies, representa la mayor proporcibn en paises asiaticos y
africanos como Blangadesh y Somalia. En Latinoamérica, se ha popularizado la
produccion de leche caprina como sustituto de la vacuna y como materia prima
para la elaboracién de lacteos, cosméticos y dulces; en esta region, los
principales paises productores de leche de cabra son Brasil y México, sin
embargo la importancia econOmica en este sector es muy baja, en

comparacioén con el sector de la leche de vaca (Manterola, 1999).

1.7 EL QUESO

I1.7.1 Definicion y generalidades

De acuerdo a la NOM 121-SSA1-1994, los quesos son productos
elaborados con la cuajada de leche estandarizada y pasteurizada de vaca o de
otras especies animales, con o sin adicion de crema, obtenida por la
coagulacion de la caseina con cuajo, gérmenes lacticos, enzimas apropiadas,
acidos organicos comestibles y con o sin tratamiento ulterior por calentamiento,
drenada, prensada o no, con o sin adicién de fermentos de maduracion, mohos
especiales, sales fundentes e ingredientes comestibles opcionales, dando lugar
a las diferentes variedades de quesos pudiendo por su proceso ser: fresco,
madurado o procesado; los quesos son clasificados por esta norma de acuerdo

a Su proceso en:

a) Quesos frescos: Productos que se caracterizan por ser productos de alto
contenido de humedad, sabor suave y no tener corteza, pudiendo o no
adicionarle ingredientes opcionales y tener un periodo de vida de anaquel

corto, requiriendo condiciones de refrigeracion.

b) Quesos madurados: Alimentos que se caracterizan por ser de pasta dura,
semidura o blanda, con o sin corteza, sometidos a un proceso de
maduracién mediante la adicion de microorganismos, bajo condiciones

controladas de tiempo, temperatura y humedad, para provocar en ellos
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cambios bioquimicos y fisicos caracteristicos del producto del que se trate,
lo que le permite prolongar su vida de anaquel, los cuales pueden o no

requerir condiciones de refrigeracion.

c) Quesos procesados: Productos que se caracterizan por ser elaborados
con mezclas de quesos, fusion y emulsién con sales fundentes, aditivos
para alimentos permitidos e ingredientes opcionales, sometidos a proceso
térmico de 70°C durante 30 segundos o0 someterse a cualquier otra
combinacién equivalente o mayor de tiempo y temperatura, lo que le

permite prolongar su vida de anaquel.

1.7.2 PROCESO DE ELABORACION

La fabricacion del queso consiste basicamente en la coagulacion de la
leche y su conversion en una dispersion coloidal, en un gel conocido como
cuajada, con la subsiguiente separacion del suero; distinguiéndose cuatro
operaciones fundamentales comunes a la fabricacién de quesos: la preparacion

de la leche, la coagulacion, el desuerado y la maduracion (Fox, 2004):

La primera fase en la elaboracion general del queso es la preparacion de
la leche; indispensable para obtener productos de buena calidad
microbiolégica, nutricional y sensorial, ademas de permitir reducir los defectos
de fabricacion. La leche puede sufrir un fuerte deterioro por contaminacion y
desarrollo microbiano, por ello se aplican tratamientos térmicos para reducir el

namero de bacterias indeseables tales como: termizacion o pasteurizacion.

La coagulacién es la segunda etapa en la elaboracion del queso, la cual
resulta del cambio irreversible de la leche del estado liquido al estado
semisoélido denominado gel o coagulo, formandose por acidificacion y/o por la
accion del cuajo afiadido. Sin embargo, este estado fisico es inestable y el
lactosuero, compuesto de agua, lactosa, sales minerales, proteinas y muy poca
materia grasa se separa del coagulo formado. Esta fase de exudacion
corresponde al desuerado, que tiene por tanto, un papel de deshidratacion,

deslactosado y desmineralizacion.

44



La maduracion es la ultima fase de la elaboracién de los quesos, donde
ocurre la perdida de humedad y en la que suceden tres grandes fen6menos
bioguimicos: la fermentacion de la lactosa a acido lactico, la degradacion de las
proteinas en elementos mas simples (péptidos, aminoacidos, amoniaco) y la
hidrélisis de la materia grasa (lipdlisis); estas transformaciones consiguen

desarrollar el sabor, el aroma y la textura finales.

[1.7.3 Produccion mundial y nacional de queso de leche de cabra

Los principales paises productores de queso de leche de cabra son:
Francia, Grecia, Espafia, Italia y Sudan, siendo este ultimo el mayor productor.
La produccion mundial total se estima en aproximadamente 417 mil toneladas

al afio (Cuadro 8).

En México se producen 13 mil 861 toneladas de queso de leche de
cabra al afio; sin embargo, no se conocen datos del consumo per capita; solo
se encontraron valores para el consumo de queso en general, los cuales
alcanzan los 5 kg/afio (Sagarpa, 2005). En la Union Europea existe un
consumo per capita de 15.2 kg/afio. Grecia es el pais mas alto con 23.5 kg/afio,
donde el 40% del queso consumido es del tipo Feta; el consumo en Francia es
de 22 kg/afio. Por su parte, Estados Unidos de Norteamérica registra un
consumo de aproximadamente 15 kg/afio, contrastando con el consumo de
este producto en Chile el cual apenas alcanza los 270 g por persona al afio
(FAO, 2006).

II.7.4 Componentes quimicos y nutrimentales del queso de leche de cabra

El queso destaca por ser una fuente concentrada de proteinas,
principalmente caseina, con un alto valor biolégico al contener los aminoacidos
esenciales leucina, isoleucina, lisina, triptéfano, fenilalanina y valina, asi como
nitrégeno inorganico que compensa la deficiencia de aminoéacidos sulfurados

de la caseina (Varnam, 1995).
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Cuadro 8. Produccion mundial de queso de cabra, toneladas (FAO, 2006).

Pais Produccion de queso
2000 2003
Africa 122,010 122,950
Niger 10,800 11,340
Sudan 06,250 106,750
América 17,685 18,096
México 13,694 13,861
Asia 76,902 77,905
Iran 44,837 45,090
Europa 184,064 182,545
Francia 59,930 68,000
Grecia 48,000 48,000
Espafia 36,000 37,000
Oceania S/P S/P
TOTAL MUNDIAL 414,228 417,216

S/P sin produccion registrada

Diversos estudios demuestran que el queso de leche de cabra contiene
en promedio por cada 100 g: 230 kcal, 15.5 g de proteinas, asi como 19.9 g de
grasay 1.7 g de cenizas (Cuadro 9). Este subproducto lacteo es también fuente
de acidos grasos esenciales y aporte energético, que varia de acuerdo a su
contenido graso; mientras que el contenido de lactosa en el queso es
despreciable ya que ésta se pierde en el lactosuero o se convierte en acido
lactico o lactatos durante su elaboracién y maduracion, lo que se convierte en
un producto adecuado para ser consumido por personas intolerantes a la
lactosa; es también una fuente de calcio de facil asimilacion, fésforo, magnesio,
hierro, vitaminas del grupo B, asi como vitaminas liposolubles (Davis, 1976;
Varnam, 1995).
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Cuadro 9. Valores nutrimentales del queso fresco de leche de cabra (g/100g).

Bonilla, Cuchillo, Fuentes, 2009

2005 2007 Sainté-Mauré Panela  Feta
Humedad 57.48 51.17 55.3 60.6 45
Proteina 15.50 15.17 20.6 17.4 19.1
(N*6.38)
Grasa 13.58 22.72 20.9 15.4 23.9
Energia 232 260 270 210 310
(Kcal)
Colesterol 87.79 92.37 63.6 51.1 92
(mg/1009)

Asimismo, en el queso de leche de cabra se ha reportado la presencia
de otras moléculas bioactivas (Cuadro 10) como polifenoles, vitaminas
liposolubles y acidos grasos poliinsaturados (Alfaro, 2008; Cuchillo, 2007 y
Fuentes, 2009).

1.8 ASPECTOS QUE MODIFICAN LA CALIDAD NUTRIMENTAL Y
FUNCIONAL DE LA LECHE Y EL QUESO DE CABRA.

Las caracteristicas nutricionales de la leche utilizada para hacer queso,
pueden variar de acuerdo a las caracteristicas de la produccién de leche y
sobre todo por los factores nutricionales, genéticos, raza, clima, el entorno y las
practicas de manufactura y fisiolégicos; encontrdndose que las mayores
diferencias hacen referencia a la produccién total de leche asi como al
porcentaje graso, mientras que las menores diferencias se aprecian en el

contenido de lactosa y minerales como el calcio (Chilliard et al., 2003).
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Cuadro 10. Compuestos bioactivos en queso de leche de cabra (Alfaro, 2008;

Cuchillo, 2007 y Fuentes, 2009).

Componente Cantidad

QLP QLC QLPC QLPP QLEC QLEP SM P F
Fenoles totales
(mg ac. géalico/100g) NR NR 78 30 5 6 NR NR NR
Flavonoides
(mg/100g)
Catequina NR NR 0.02 0.009 0.016 0.016 NR NR NR
Quercetina NR NR 0.42 0.24 NR 0.3 NR NR NR
Acidos
Hidroxicinamicos
(mg/1009)
Ac. caféico NR NR 14 0.65 NR NR NR NR NR
Ac. clorogénico NR NR 11.9 1.1 5.3 9.7 NR NR NR
Ac. fertlico NR NR 6.1 NR 16.5 1 NR NR NR
Vitamina A
(U1/100 g) 942.8 1365.6 784.8 729.7 7404 558.2 NR NR NR
Vitamina E
(UI/200 g) 0.39 0.57 0.33 0.36 0.39 0.35 NR NR NR
ALC
(mg/100g) NR NR NR NR NR NR 43 48 58
®-3
(mg/100g) NR NR 180 180 130 130 80 67 120
®-6
(mg/100g) NR NR 400 400 340 350 240 203 355

Queso de leche cruda de cabra: QLC

Queso de leche pasteurizada: QLP

Queso de leche cruda proveniente de pastoreo:QLPC

Queso de leche pasteurizada proveniente de pastoreo: QLPP

Queso de leche cruda proveniente de alimentacion estabulado: QLEC

Queso de leche pasteurizada proveniente de alimentacién estabulado: QLEP

Queso de leche de cabra tipo: Sainte-Maure (SM), panela (P) y feta (F)

ALC=Acido linoléico conjugado

NR = No reportado
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La produccion de leche diaria y composicion de la misma no
permanecen constantes en el curso de la lactacion, la cantidad y la
composicion de la leche se ve modificada, generalmente los soélidos totales, la
grasa y las proteinas contenidos son mayores en el primer mes después del
parto, decreciendo gradualmente entre las 20 y 25 semanas postparto (Arbiza,
2001).

1.9 PRESENCIA DE COMPUESTOS POLIFENOLICOS EN LA LECHE Y EL
QUESO DE LECHE DE CABRA

La presencia de los compuestos polifendlicos en productos lacteos esta
relacionada con diversos factores como la ingesta y sistema de alimentacion
del animal, asi, el hecho de que la cabra paste o no, determinara no solo la
calidad de vida de la misma, sino la calidad de la; otro factor es el catabolismo
de las proteinas por las bacterias. Dado que la accién oxidativa es el principal
determinante en el deterioro de los alimentos, el grado de proteccion
antioxidante debe ser alto para mejorar la calidad, estabilidad y seguridad del
producto. Por otro lado se han reportado concentraciones de flavonoides y
terpenoides en la leche de cabra en relacidbn con la ingestion de forraje,
probando que la glandula mamaria es una de las vias de excrecidén de estos

compuestos (De Feo et al., 2006).

Por su parte, Cuchillo en el 2007, en su estudio sobre el contenido de
compuestos polifenolicos en quesos de leche de cabra, demostré que la
concentracion de compuestos fendlicos esta influenciada por el tipo de
alimentacion de los rumiantes asi como el tratamiento térmico que sufre la

leche de cabra con la que se elaboraron los quesos.
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2.10 FACTORES ANTIOXIDANTES EN LECHE Y QUESO

Los lipidos de la leche pueden someterse a un autooxidacion, la cual
pude producir cambios importantes en la calidad del alimento. Los mecanismos
de accion involucran una compleja interaccion entre pro y antioxidantes; la
leche y los productos lacteos son una buena fuente de proteinas de calidad y
antioxidantes liposolubles como las vitaminas A y E (Lindmark-Mansson vy
Akersson, 2000; Balestrieri, et al, 2001).

Se ha encontrado la presencia de enzimas antioxidantes, superéxido
dismutasa y catalasa en la leche. También se encuentran los antioxidantes no
enzimaticos, formados en el organismo u obtenidos de la dieta como nutrientes
esenciales; muchos de estos compuestos actian como secuestradores de
radicales en la fase lipidica, como la vitamina E, carotenoides y ubiquinol, otras
como la vitamina C actlan en la fase acuosa y ademas de estos compuestos,
existen también aquellos que pueden encontrarse tanto en la fase lipidica como
en la fase acuosa como son los flavonoides, los cuales actian principalmente

como secuestradores de radicales (Lindmark-Mansson y Akersson, 2000).

De Feo et al. (2006) reportaron concentraciones de compuestos
polifendlicos con actividad antioxidante como los flavonoides y terpenoides en
la leche de cabra en relacion con la ingestion de forraje y con esto probaron
gue la glandula mamaria es una de las rutas de excrecion de este tipo de
compuestos, asimismo, Cuchillo et al. en el 2005 reportd, en quesos de leche
de cabra, la presencia de otro grupo de polifenoles con importante actividad
antioxidante, los &cidos hidroxicinamicos (caféico, cumarico, ferulico y

clorogénico).

Por su parte, el contenido de retinol en leche de cabra ha sido
demostrado (Alfaro, 2008) y esta influenciado por el nivel de suplemento de
vitamina A en la dieta; ademas de esta vitamina, se ha reportado la presencia

de otras con actividad antioxidante como el a-tocoferol (Cuchillo, 2007).

50



Asimismo, se ha reportado la presencia de péptidos con actividad
antioxidante en la leche, dicha actividad se debe principalmente a ciertos
aminoacidos como: tirosina, cisteina y triptéfano, que forman parte de péptidos
derivados de la digestidon de proteinas de la leche; la capacidad especial de los
grupos fendlicos e indolicos de la tirosina y el triptéfano al actuar como
donadores de hidrégeno es responsable de la actividad secuestrante de
radicales. La caseina de la leche cuenta con dominios polares que contienen
residuos de serina fosforilada (SerP) y su secuencia caracteristica (SerP-SerP-
SerP-Glu-Glu) son efectivos cationes quelantes que forman complejos con
calcio, hierro y zinc; asi, las caseinas fosforiladas y sus péptidos en la fase
acuosa pueden ser una buena fuente de quelantes naturales para controlar la
oxidacion lipidica (Hernandez-Ledesma et al., 2005; Pihlanto, 2006); Cuchillo
en el 2007 y Alfaro en el 2008 reportaron la presencia de los aminoacidos
tirosina y cisteina, en quesos de leche de cabra, que pudieran presentar
actividad antioxidante, como lo indican otros estudios como el de Hernandez-
Ledezma, 2005.

Algunos cambios de la actividad antioxidante y pro-oxidante de la leche
han sido estudiados en diferentes tratamientos térmicos. Donde los resultados
indican que tratamientos de corto calentamiento pueden ser potencialmente
responsables de la deplecion de las caracteristicas antioxidantes de la leche y
por el contrario, la aplicacion de tratamientos a la leche de temperaturas
severas esta asociada con la formacion de melanoidinas, que permite la
recuperacion y el incremento de las propiedades antioxidantes de la leche.
Tomando en consideracion estos estudios, las caracteristicas de actividad
antioxidante de los derivados lacteos es un reflejo de la concentracion de
compuestos presentes inicialmente en la leche y el efecto del tratamiento

térmico al que es sometido (Calligaris et al., 2004; Saher et al., 2004).
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[ll. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general.

» Determinar la actividad antioxidante en diferentes tipos de quesos
comerciales de leche de cabra manufacturados en México (Sainte
Maure, Panela y Feta).

3.2 Objetivos particulares.

» Extraer y cuantificar los compuestos polifendlicos presentes en las

muestras comerciales de quesos de leche de cabra.

» Cuantificar mediante la técnica de cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) los flavonoides (catequina y epicatequina) y
acidos hidroxicinamicos (cafeico, cumarico y cinamico) presentes

en los extractos metanodlicos de las muestras en estudio.

» Determinar cualitativamente la actividad antioxidante en los
extractos alcohdlicos de las muestras, mediante el uso de
cromatografia en capa fina, utilizando como reveladores al sulfato
cérico y DPPH" (2,2-difenil picrilhidracilo).

» Determinar cuantitativamente, la capacidad antioxidante presente
en los extractos alcohdlicos, utilizando los ensayos de capacidad
secuestrante de los radicales DPPH" y ABTS" (acido 2,2’-azino-
bis-(3-etiltiazolina-bencinosulfénico-6)); y compararla con el

estandar a-tocoferol.
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IV. JUSTIFICACION

El uso de aditivos, particularmente de antioxidantes, es fundamental para la
industria alimentaria, preservando asi la calidad sensorial y nutrimental de los
alimentos; asi mismo se encuentra el interés por la aplicacion de antioxidantes
provenientes de fuentes naturales con la finalidad de descartar la adicion de
compuestos sintéticos, los cuales generalmente implican un riesgo para la
seguridad de los alimentos asi como una mayor restriccion por parte de la
legislacion del pais donde se distribuyen; por otra parte, se observa la
importancia de los alimentos funcionales, donde el consumidor busca la
presencia de compuestos bioactivos como un valor agregado en los alimentos
y que aporten beneficios a la salud; por lo tanto, el estudio de la actividad
antioxidante en quesos de leche de cabra manufacturados en México permitira
reconocer la presencia de esta actividad como un valor agregado, ademas de

contribuir al estudio e interés por este tipo de quesos.
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V. MATERIALES Y METODOS.

V.1 MUESTRAS EXPERIMENTALES

Se trabajé con 23 marcas comerciales de queso de leche de cabra que fueron
manufacturados en México, 17 del tipo Sainte-Maure, uno tipo Panela y cinco
del tipo Feta. Estos productos fueron adquiridos en diversos establecimientos
comerciales del area metropolitana de la ciudad de México, incluyendo tiendas
tipo gourmet, mayoristas y proveedores independientes, las muestras fueron
clasificadas asignandoles una identidad que facilité el andlisis (Q1 al Q23) y
fueron almacenadas dentro de un contenedor protegiéndolas de la luz y
manteniéndolas en congelacion (-18°C). En el Cuadro 11 se muestra la

identidad de las muestras asi como algunas caracteristicas comerciales.

V.2 EXTRACCION DE LOS COMPUESTOS POLIFENOLICOS EN LAS
MUESTRAS EXPERIMENTALES

Se realizdé una extraccion alcohdlica, aprovechando las caracteristicas
particulares de los compuestos fendlicos, los cuales, debido a su polaridad
pueden ser extraidos en una infinidad de disolventes, donde el metanol es el

compuesto en el que la gran mayoria de estos compuestos se extraen.

Para llevar a cabo la extraccion de los compuestos fendlicos se pesaron
20 g de las muestras experimentales, previamente descongeladas, en un
matraz erlenmeyer de 250 mL y se adicionaron 100 mL de metanol/agua (80:20
v/v) manteniéndose en agitacion durante 30 minutos a temperatura ambiente,
posteriormente se filtraron empleando un papel filtro (0.22 um, millipore), el
sobrenadante se guardo y el residuo se sometié a una extraccion sucesiva con
100 mL de acetona/agua (70:30 v/v) agitandose por 30 minutos a temperatura
ambiente, se filtro utilizando sulfato de sodio anhidro, los sobrenadantes de
ambas filtraciones se juntaron y se concentraron empleando un rotavapor
(Buchi, R-205) a 40 °C y 150 rpm, una vez concentrados fueron redisueltos en
5 mL de metanol, y se almacenaron a 4 °C antes y durante su analisis. A estas

soluciones se les denominé extractos metandlicos.
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Cuadro 11. Aspectos comerciales de los quesos de leche de cabra manufacturados en México empleados en este estudio.

Identidad Marca
Q1 Montchevere
Q2 Notre Dame
Q3 Rancho

Vistalegre
Q4 La Parroquia
de Xico
Q5 Lanzarote
Q6 Chateau
Blanc
Q7 Sainte Maure

Descripcion

Producto fino elaborado a partir de leche pasteurizada de
cabra, emplea cultivos lacticos, cloruro de calcio, cuajo y
sal. Queso en forma de rollo, empacado al vacio.

Elaborado con leche pasteurizada 100% de cabra,
fermentos lacteos y sal yodatada. Forma de rollo.

Producto elaborado a partir de leche entera de cabra
pasteurizada, emplea fermentos lacticos, cloruro de calcio y
cuajo. Queso en forma de rollo.

Producto en rollo, elaborado con leche entera de cabra
pasteurizada, cultivo lacteo, cuajo y sal comun.

Producto elaborado a partir de leche entera de cabra
pasteurizada, cultivos lacticos, sal refinada yodatada y
cuajo, con forma de rollo, hay de varios sabores.

Producto con forma de rollo alargado, elaborado de leche
entera de cabra pasteurizada, emplea fermentos lacticos,
cloruro de calcio y cuajo.

Producto elaborado a partir de leche de cabra, fermentos
lacteos, sal cloruro de calcio y cuajo, en forma de rollo.

Lugar de
origen

Linares,
Nvo. Leodn.

México,
D.F.
Malinalco
Edo. de

México.

Xico,
Veracruz.

Malinalco
Edo. de
México.

México.

México.

Distribuidor

Caprico

Delipasta

Algil

Xico

Algil

NR

Laclette

Tipo

Sainte
Maure

Presenta
ciéon (g)

250

200

200

180

200

200

260

$/Kg

160.0

135.0

180.0

166.7

195.0

190.0

165.4

NR = No Reportado



Cuadro 11. Continuacion...

Q8 La Texana Producto elaborado a partir de leche de cabra, fermentos Meéxico, NR 300 90.0
lacticos, cuajo y sal. Rollo empacado al vacio. D.F.
Q9 Queso Producto en rollo, elaborado a partir de leche de cabra Atotonilco, Caprina 250 196.0
Caprina pasteurizada, cultivos lacticos, cuajo y sal. Jalisco.
Q10 El Queso de Producto elaborado a partir de leche de cabra pasteurizada, Guanajuato Eurolac 230 226.1
Cabra cultivos lacticos, cuajo y sal.
Q11 Bon Rennés Producto elaborado a partir de leche entera pasteurizada, Atotonilco, Rancho el 250 210.0
cuajo animal, cultivo lactico y sal. Jalisco. Chapingo
Q12 Castellvell Producto elaborado a partir de leche entera pasteurizada de Guanajuato. Simantov 400 182.5
cabra, cultivos lacteos y sal. Maissy
Q13 Mikonos light  Producto elaborado a partir de leche entera pasteurizada de  Guanajuato. Pic-Nic 150 180.0
cabra, cuajo, cultivos lacticos y sal. Delicatessen _
Sainte
Q14 LeBlanc Elaborado a partir de leche entera pasteurizada de cabra, Xalapa, Yesenia Maure 200 211.0
sal, cultivos lacticos, cloruro de calcio, cuajo y natamicina Veracruz. Prieto
como conservador. Carnero
Q15 Laclette Elaborado de leche de cabra, fermentos lacteos, sal, Carretera Laclette 230 183.9

cloruro de calcio y cuajo. Producto en forma de rollo, México-Qro.
empacado al vacio.

Q16 Gourmand Elaborado de leche de cabra pasteurizada, cultivos lacticos, Guadalajara Marcial. P. 260 184.6
Artesanal cloruro de calcio, cuajo y sal. Jal.
Q17 Diane Elaborado de leche de cabra parcialmente descremada y Jorge NR 135 200.0
pasteurizada. Miranda

& NR= No reportado



Cuadro 11. Continuacion...

Q18

Q19

Q20

Q21

Q22

Q23

Cabrero

Bon Rennés

Laclette
Gourmet

Rancho

Vistalegre

Lanzarote

Castelvell

Elaborado con leche pasteurizada de cabra pasteurizada,
cloruro de calcio, sal y cuajo.

Producto de forma discoidal, elaborado a partir de leche
entera pasteurizada, cuajo animal, cultivo lactico y sal.

Elaborado de leche de cabra, fermentos lacteos, sal,
cloruro de calcio y cuajo. Producto en forma de disco.

Producto en forma de disco elaborado a partir de leche
entera de cabra pasteurizada, emplea fermentos lacticos,
cloruro de calcio y cuajo.

Producto en forma de disco, elaborado a partir de leche
entera de cabra pasteurizada, cultivos lacticos, sal refinada
yodatada y cuajo.

Producto en forma de tabique, elaborado a partir de leche
entera pasteurizada de cabra, cultivos lacteos y sal.

Linares,
Nvo. Ledn

Atotonilco
Jalisco.

México-
Querétaro

Malinalco
Edo. de
México.

Malinalco
Edo. de
México.

Guanajuato.

Caprico
Rancho el
Chapingo

Laclette

Algil

Algil

Simantov
Maissy

Panela

Feta

400

250

200

200

200

400

140.0

244.0

229.5

195.0

201.0

182.5
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V.3 DETERMINACION DE COMPUESTOS POLIFENOLICOS

V.3.1 Fenoles totales

La concentracion de fenoles totales presentes en los extractos
metandlicos de las muestras, se determind por el método Folin-Ciocalteu
descrito por Katalinic et al. (2006) y consistio en tomar 2 ml del extracto el cual
se llevé a un volumen de 5 ml con HCL al 0.3 %, de la solucién resultante se
tomd una alicuota de 100 pl y se le adicion6 2 ml de Na,COs; al 2 %,
transcurridos 2 minutos se agregé 100 pl del reactivo de Folin-Ciocalteau
(diluido en agua 1:1). Transcurridos 30 minutos, se determind la absorbancia a
750 nm empleando un espectrofotometro (CINTRA 101, UV-VIS No. 3834),
realizandose por triplicado para cada extracto. La concentracion de fenoles
totales se calculo al realizar una curva patron (Anexo IX.1.1) utilizando acido
galico como estandar y los resultados se expresaron en mg de acido galico/g

de muestra.

V.3.2 Flavonoides

Para la identificacion y cuantificacion de los flavonoides mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucion se ocuparon los siguientes
reactivos: epicatequina y galato de catequina grado HPLC de SIGMA, metanol,
acetonitrilo, acetato de etilo, acido acético glacial 99.90%, grado HPLC de J.T.

Baker, agua desionizada obtenida de un sistema de purificacion Milli-Q (USA).

En la preparacion de estandares epicatequina y galato de catequina se
pesaron 10 mg de cada uno de los estandares y se colocaron por separado en
matraces aforados de 10 mL de color ambar, aforando con metanol (1mg/mL);
se tomd 1 mL de cada uno y se colocaran en un vial de modo tal que se tendra
una mezcla de los mismos; por separado se tomd 1 mL para tener un vial de
cada estandar; las curvas patrén se presentan en el Anexo IX.1.2 y Anexo
IX.1.3, asi como un ejemplo de los cromatogramas obtenidos de la mezcla de
estos flavonoides (Anexo 1X.2.2) utilizados para la realizacibn de las

respectivas curvas patrén.
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Para la preparacion de las muestras, se tomé 1 mL de extracto
metandlico y se filtr6 con un filtro jeringa (25mm, 0.45 mm, Marca: Corning
Incorporated), el filtrado recuperado se inyectd directamente en el equipo de

andlisis.

Las condiciones de HPLC fueron: columna symmetry C18 (250 x 4.6mm)
de Waters (USA), fase movil H,O/acetonitrilo/metanol/acetato de etilo/acido
acético glacial (89:6:1:3:1 v/v/viviv), con un flujo de 1 mL/min, temperatura de
25°C; sistema de deteccion UV 280 nm, con inyecciones de 30 pL y un tiempo

de corrida de 30 minutos.

V.3.3 Acidos hidroxicinamicos

Para la identificacion y cuantificacion de los acidos hidroxicinamicos
mediante cromatografia de liquidos de alta resoluciéon (HPLC) se utilizaron los
siguientes reactivos: acido caféico grado HPLC de SIGMA (USA), acido
cinamico, grado HPLC de ALDRICH (Germany) y acido p-cumarico, grado
HPLC de FLUKA (Switzereland); metanol y acido fosférico, grado HPLC de
J.T. Baker (Holanda), agua desionizada obtenida de un sistema de purificacion
Milli-Q (USA).

Se prepararon los estandares para la identificacion de acidos
hidroxicinamicos (acido caféico, acido cinamico y acido p-cumarico), pesando
10 mg de cada uno y se colocaron por separado en matraces aforados de 10
mL de color ambar, aforando con metanol (Img/mL). De estas soluciones, se
tom6 1 mL de cada una y se colocaron en un vial de modo tal que se obtuvo
una mezcla de los estandares; por separado se tomé 1 mL para tener un vial
de cada uno de estos; las curvas patrén se presentan en los Anexos 1X.1.4,
IX.1.5 y I1X.1.6; ademas se presenta uno de los cromatogramas obtenidos de la
mezcla de acidos hidroxicinamicos (Anexo I1X.2.1) utilizados para la realizacion

de las respectivas curvas patron.
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En el caso de la preparacion de las muestras, se tomé 1mL de extracto
metanolico y se filtrd con un filtro jeringa (25mm, 0.45um, Marca: Corning
Incorporated), el filtrado recuperado se inyectd directamente en el equipo de

andlisis.

Las condiciones de HPLC para la identificacion de acidos
hidroxicinamicos fueron: columna symmetry C18 (250 x 4.6mm) de Waters
(USA), fase movil: metanol-acido fosférico 0.001M (23:77 v/v), con un flujo de
1 mL/min, temperatura 25°C; sistema de deteccion UV 280 nm, con

inyecciones de 30 pL y un tiempo de corrida de 30 minutos.

V.4 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

V.4.1 Evaluacion cualitativa de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante (AAO) fue evaluada en primera instancia de
manera cualitativa, mediante la técnica de cromatografia en capa fina (CCF),
técnica que nos brindo una idea generalizada de la actividad que presentan las
muestras en estudio, es rapida, de bajos costos de operacion, sencilla y tiene la
posibilidad de analizar varias muestras simultaneamente. Para la realizacion de
esta técnica se utilizaron placas de silice con un espesor de 0.2mm (60 Fu4s
Merck). Se elabor6 fase modvil, una solucion de cloroformo-metanol-agua
(3.5:1.3:0.2) donde se eluyeron los extractos junto con diferentes estandares
enlistados en el Cuadro 12 y posteriormente se revelaron dos cromatoplacas
con una solucién de sulfato cérico y otra con DPPH (2,2-difenil picrilhidracilo,
SIGMA D9132-5G) y cuya composicion se presenta en el Cuadro 13, donde
ademas fue necesario calentar las placas durante 3 minutos a 110° C, para
tener una mejor apreciaciéon de la forma en que eluyeron los compuestos

presentes en los extractos metandlicos de los quesos.
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Cuadro 12. Soluciones estandar utilizadas en la evaluacion cualitativa de la

actividad antioxidante
Estandar (1 mg/mL)

Catequina

Quercetina

Epicatequina

Acido caféico

Acido clorogénico

Acido cumarico

Acido galico

Acido ferulico

Acido cinamico

Marca

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Fluka

Aldrich

Catélogo
C1251-5G

Q0125-10G

E1753-5G

C0625-5G

150618

150618

C9008-25G

1182362

07226JD

Lote
036K1604

08K0720

125K1450

065K1060

3520J

3520J

095K134J

128708-5G

Cuadro 13. Reveladores empleados en el andlisis de cromatografia en capa

fina (Prakash et al., 1998).

Agente revelador

Composicién

Radical-DPPH (0.2%)

Sulfato cerico
Ce(S0y):

0.2 g (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) + 100 ml de metanol

12 g de sulfato cerico + 22.5 g de acido sulfarico
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V.4.2 EVALUCION CUANTITATIVA DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Las técnicas para evaluar la capacidad secuestrante de un compuesto
son de los ensayos cuantitativos mas utilizados y destacan por su facil uso,
velocidad y sensibilidad aquellos que comprenden radicales croméforos y que
se basan en la presencia de un antioxidante y su capacidad de secuestrar
radicales, donando a&tomos de hidrogeno (H), desapareciendo asi el radical;
entre estos compuestos destacan los radicales 2,2-difenilpicrilhidracilo (DPPH™)
y el acido 2,2-azino-bis-(3-etiltiazolina-bencinosulfonico-6, ABTS" (Gulcin,
2006).

V.4.2.1 Capacidad secuestrante sobre el radical DPPH (2,2-difenil

picrilhidracilo)

La prueba cuantitativa consistio en hacer reaccionar 2.25 mL de una
solucién 3x10™ M de radical DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidracil, SIGMA D9132-
5G), con 0.25 mL del extracto metandlico de las muestras experimentales (200
ppm), y se monitored el cambio de absorbancia, registrando las lecturas
espectrofotométricas (Espectro CINTRA 101, UV-VIS No. 3834) a una
absorbancia de 517 nm cada 5 minutos durante 30 minutos, estas lecturas se
presentan en las gréaficas del anexo 1X.3.1.Previamente se realiz6 un blanco
para hacer el ajuste de la absorbancia a cero, adicionando 2 mL de metanol.
Se us6 como patron de referencia a-tocoferol (Sigma, T32515G 038K3738). El
procedimiento se realiz6 por triplicado para cada extracto. Con las
absorbancias obtenidas se calcul6 el porcentaje de actividad secuestrante de

radical DPPH de acuerdo a la ecuacion propuesta por Taga et al., 1984:

Porcentaje de actividad secuestrante ADS tiempo cero — ADS tiempo final
del radical DPPH R e L *100
Abs tiempo cero

ADS tiempo cero = Absorbancia inicial del DPPH.
ADS tiempo fina = Absorbancia del DPPH mas el extracto transcurridos 30 min.
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V.4.2.2 Capacidad secuestrante sobre el radical ABTS (Acido-2,2’-azino-

bis -(3-etiazolina-bencinosulfénico-6))

Esta prueba es muy parecida a la anterior, consistié en hacer reaccionar
a los extractos metandlicos de las muestras experimentales con el radical

ABTS y registrar su absorbancia durante 15 minutos.

Primero se preparo el radical, mediante la solucion de ABTS 7mM (&cido
2,2’-azino-bis-(3-etiltiazolina-bencinosulfénico-6)), Sigma  A-1888, Lot.
28H0800) con persulfato de potasio 2.45 mM (Sigma P-5592, Lot. SOK0920).
Se mezclo y se incubd en la oscuridad por 16 horas a temperatura ambiente.
Ya formado el radical, se diluyd con metanol (1:15) para obtener una
absorbancia de 0.7 a 734 nm, medido en un espectro (Espectro CINTRA 101,
UV-VIS No. 3834). Posteriormente, se tomaron 250 uL del extracto de la
muestra (200 ppm) y se le adicion6 2 mL de la solucién diluida de ABTS. Se
monitoreo el efecto secuestrante durante 15 min. Se utiliz6 como patron de
referencia a-tocoferol (Sigma, T32515G 038K3738), el procedimiento se realiz6
por triplicado para cada extracto; en el Anexo IX.3.2 se presentan las graficas
obtenidas del seguimiento de la capacidad secuestrante de cada uno de los

guesos en estudio, durante el tiempo, frente a este radical.

Con el cambio de absorcidn, se calculé la capacidad secuestrante

mediante la siguiente ecuacion:

Porcentaje de actividad secuestrante  ADS tiempo cero — ADS tiempo final
por el radical ABTS D mmmememmmememeeemeeemeeeeeeeeeeeeae *100
Abs tiempo cero

ADS tiempo cero = Absorbancia inicial del ABTS.
ADbS iempo fina = Absorbancia del ABTS mas el extracto metandlico transcurridos

15 min.
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5.5 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos de las determinaciones de polifenoles totales,
flavonoides y acidos hidroxicinAmicos, asi como la capacidad secuestrante por
los radicales DPPH y ABTS, en las diferentes muestras de quesos de leche
cabra, fueron procesados con el paquete estadistico Statistical Analysis System
(2003) donde se probo la significancia de los tratamientos (marcas), utilizando
la prueba de Tukey con un nivel de a.0.05. Donde se establecio la siguiente

hip6tesis para quesos tipo Saite-Maure (SM) y Feta; HO: u montchevré = 1 Notre

Dame= M Rancho Vistalegra=:-- H=Diane; €N €l caso de los quesos SM. Asimismo, se

realiz6 una prueba de correlacion entre los resultados de este estudio,

utilizando el analisis de Pearson.
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VI. RESULTADOS

VI.1 COMPUESTOS POLIFENOLICOS

VI.1.1 Polifenoles totales

En la Gréafica 1 se presentan los resultados obtenidos en la determinacion
de compuestos polifendlicos totales (PT) expresados en porcentaje de acido galico
(AG) por cada 100 gramos de queso.

Donde, las 23 muestras de queso analizadas registraron una concentracion
promedio de PT de 3.04 mg de acido galico/100 g de queso, con un intervalo de
1.40 a 4.23 mg de AG/100 g; éste ultimo correspondié al producto tipo Sainte-
Maure (SM) denominado como Queso Caprina. Siendo estadisticamente diferente

(P<0.05) al resto de los muestras.

Por su parte, los quesos de leche de cabra denomindos como: La Texana y
Parroquia de Xico registraron una concentracion de 3.78 y 3.75 mg de AG/100 g
respectivamente; siendo estos valores estadisticamente diferentes (P<0.05) a los
obtenidos por los productos: Lanzarote, Chateu Blanc, Mikonos ligth, Laclette,
LeBlanc, Gourmand, Notre Dame, Diane, Queso de Cabra, Bon, Rennés,
Castellvell, Rancho Vistalegre y Montchevre. Sin embargo; entre ellos no se

registré diferencia estadisticamente significativa (P>0.05).
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Para los quesos Sainte Maure, Lanzarote, Chateau Blanc, Mikonos Ligth y
Laclette se obtuvieron valores de polifenoles totales de 3.51, 3.36, 3.35, 3.35 y
3.33 mg de AG/100 g respectivamente; concentraciones que fueron diferentes
estadisticamente (P<0.05) respecto a las obtendios en los quesos LeBlanc,
Gourmand, Notre Dame, Diane, Queso de cabra, Bon Rennés, Castellvell, Rancho
Vistalegre y Montchevre. Sin embrago, cabe sefialar que los valores registrados
para Sainte Maure, Lanzarote, Chateau Blanc, Mikonos ligth y Laclette fueron
iguales estadisticamente (P>0.05) entre ellos (Grafica 1).

En el caso de los productos identificados como: LeBlanc y Gourmand, se
registraron concentraciones de 3.15 y 3.09 mg de AG/100 g respectivamente.
Valores diferentes estadisticamente (P<0.05) a los obtenidos por los productos:
Notre Dame, Diane, Queso de Cabra, Bon Rennés, Castellvell, Rancho Vistalegre
y Montchevre. Sin embargo, cabe mencionar que entre ellos no se registro

diferencia estadisticamente significativa (P>0.05).

Por su parte, los productos denominados como: Notre Dame y Diane,
registraron una concentracion de polifenoles totales de 2.88 y 2.78 mg de AG/100
g respectivamente. Concentraciones diferentes estadisticamente (P<0.05) a los
obtenidos por los productos: Queso de Cabra, Bon Rennés, Castellvell, Rancho
Vistalegre y Montchevre. Sin embargo, entre Notre Dame y Diane, se registré una

similitud estadisticamente significativa (P>0.05).

Por su parte, los quesos identificados como Queso de Cabra y Bon Rennés,
registraron una concentracion de PT de 2.71 mg de AG/100 g; siendo
estadisticamente diferente (P<0.05) respecto a los productos Castellvell, Rancho

Vistalgre y Montchevre (Grafica 1).
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Asimismo, los productos Castellvell y Rancho Vistalegre, registraron
concentraciones de plolifenoles de 2.46 y 2.19 mg de AG/100 g respectivamente;
estos valores fueron estadisticamente diferentes (P<0.05) al que registro el queso
Montchevre con 1.40 mg de AG/100g. Mientras que los valores registrados en
Castellvell y Rancho Vistalegre fueron iguales estadisticamente (P>0.05).

Para el queso tipo Panela denominado Cabrero, se registré un valor de
2.22 mg de AG/100 g (Grafica 1).

En el caso de los productos tipo Feta identificados como Lanzarote y
Castellvell, se registraron concentraciones de PT de 3.31 y 3.19 mg de AG/100g
respectivamente; valores que fueron estadisticamente diferentes (P<0.05) a los
registrados por Laclette, Bon Rennés y Rancho Vistalegre. Sin embargo, cabe
sefalar que los valores de PT de los quesos Lanzarote y Castellvell, no

presentaron diferencia estadistica (P>0.05).

Por su parte, los quesos identificados como Laclette, Bon Rennés y Rancho
Vistalegre, registraron concentraciones de polifenoles de 3.19, 3.10 y 2.98 mg de
AG/100g respectivamente; valores que fueron similares estadisticamente
(P>0.05).
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Grafica 1. Contenido de polifenoles totales (PT) en los extractos metandlicos de
los quesos de leche de cabra analizados.
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VI.1.2 Flavonoides

De acuerdo a las condiciones cromatograficas establecidas; se registraron
diferentes areas y tiempos de retencion para éstos compuestos estandares.
UbicAndose en 566 y 6.86 minutos para catequina y epicatequina,
respectivamente (Anexo 1X.2.2). Asi mismo, se realizaron cuatro ensayos
cromatograficos mas por cada estandar, para establecer su curva patrén de
referencia (Anexos 1X.1.2 y [IX.1.3). Estas curvas fueron empleadas para
determinar su concentracion en las muestras experimentales, considerandose los

tiempos y areas cromatograficas expresadas en cada una.
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Los resultados obtenidos de catequina y epicatequina, se presentan en la
Gréfica 2. Donde se registrd, para catequina, una concentracion promedio de 0.19
mg/100 g de queso, con un intervalo de 0.02 a 0.88 mg/100 g.

De las 23 muestras analizadas, los quesos tipo Sainte-Maure (SM)
identificados como Castellvell, Bon Rennés y Queso Caprina, presentaron la
mayor concentracion de catequina con 0.88, 059 y 0.40 mg/100 g,
respectivamente, valores que fueron diferentes estadisticamente (P<0.05) ente si.
Extendiéndose este comportamiento a los quesos identificados como LeBlanc,
Parroquia de Xico, Queso de Cabra, Chateau Blanc, La Texana, Notre Dame,
Mikonos Light, Gourmand, Lanzarote, Diane, Rancho Vistalegre, Sainte-Maure,
Laclette y Montchevre (Grafica 2).

En relacidon a la presencia de catequina en los quesos identificados como
LeBlanc y Parroquia de Xico, se obtuvieron valores de 0.26 y 0.23 mg/100g
respectivamente, siendo estadisticamente similares (P>0.05). Sin embargo, estos
resultados fueron diferentes estadisticamente (P<0.05) a los obtenidos en los
productos Queso de Cabra, Chateau Blanc, La Texana, Notre Dame, Mikonos
Light, Gourmand, Lanzarote, Diane, Rancho Vistalegre, Sainte-Maure, Laclette y

Montchevre (Grafica 2).

Para los productos identificados como Queso de Cabra y Chateau Blanc, se
registraron concentraciones de 0.22 y 0.21 mg de catequina/100g
respectivamente, sin presentar diferencia estadistica (P>0.05) entre ellas. Mientras
gue estos valores fueron diferentes estadisticamente (P<0.05) a los obtenidos en
los quesos La Texana, Notre Dame, Mikonos Light, Gourmand, Lanzarote, Diane,

Rancho Vistalegre, Sainte-Maure, Laclette y Montchevre.
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Para los quesos La Texana y Notre Dame, las concentraciones de
catequina fueron de 0.14 y 0.12 mg/100g respectivamente, siendo similares
estadisticamente (P>0.05). Sin embargo, con respecto a las concentraciones
obtenidas en los quesos Mikonos Light, Gourmand, Lanzarote, Diane, Rancho
Vistalegre, Sainte-Maure, Laclette y Montchevre fueron diferentes
estadisticamente (P<0.05).

Para el caso de los quesos identificados como: Mikonos Light, Gourmand,
Lanzarote, Diane y Rancho Vistalegre, no se presento diferencia estadisticamente
significativa (P>0.05) entre los valores de catequina con 0.11, 0.094, 0.083, 0.078
y 0.07 mg/100 g respectivamente. Sin embargo estos valores fueron superiores a
los obtenidos en los quesos Sainte-Maure (0.041 mg/100g), Laclette (0.037
mg/100g) y Montchevre (0.021 mg/100g), siendo estadisticamente diferentes
(P<0.05). Es importante sefalar que los resultados para Sainte-Maure y Laclette,
fueron similares estadisticamente (P>0.05). Sin embargo, ambos fueron
superiores estadisticamente (P<0.05) a los obtenidos en el queso Montchevre
(Grafica 2).

Para el caso del queso de leche de cabra tipo Panela llamado Cabrero, se

obtuvo una concentracion de 0.024 mg de catequina/100 g.

Por su parte, los productos tipo feta identificados como Lanzarote, Rancho
Vistalegre y Bon Rennés, registraron concentraciones de 0.20, 0.07 y 0.045 mg de
catequina/100g. Valores que fueron estadisticamente diferentes (P<0.05).
Mientras que en los quesos Laclette y Castellvell, no registraron la presencia de

este compuesto.
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Grafica 2. Flavonoides presentes en los extractos metanolicos de los quesos de
leche de cabra analizados.

Ccatequina
0.8

0.7 Sainte Maure mepicatequina

0.5 -
Feta

0.4

mgf100z de queso

0.3 1

(=}

Panela

=
<
m

e

0.2

$TaNe

,
N N

b S o o S S 9 B 9 9 3 9]
{amamd

S KR €

i

RaTavTT

i

=
‘..

A K el

0.1 4 el e
L] ] ]

e [ %

[1] % L k1

Castellvell

Bon Rennés
Queso Caprina
LeBlanc
Parroquia de Xico
Queso de Cabra
Chateau Blanc

La Texana

Hotre Dame
Mikonos Light
Gourmand
Lanzarote

Rancho Vistalegre
Sainte Maure
Laclette
Montchevre
Cabrero
Lanzarote

Rancho Vistalegre
Bon Rennés

Quesos comerciales de leche de cabra manufacturados en México

ABCDERGH Y| jterales distintas indican diferencia estadisticamente significativa (P <0.05)

Para el caso de epicatequina, se registrO una concentracion promedio de

0.08 mg/100 g de queso, con un intervalo de 0 a 0.21 mg/100g.

Es importante mencionar que en los quesos Castellvell (tipo SM y Feta),
Diane, Lanzarote (tipo Feta), Laclette Gourmet y Cabrero no se registro la

presencia de epicatequina (Grafica 2).

Por su parte, el queso Gourmand, registr6 la mayor concentracion de
epicatequina con 0.21 mg/100g, siendo estadisticamente diferente (P<0.05)

respecto al resto de las muestras.
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En este sentido, los quesos Lanzarote y Sainte-Maure, registraron una
concentracion de 0.172 mg de epicatequina/100 g. Valor que fue diferente
estadisticamente (P<0.05) respecto a los obtenidos para Bon Rennés, Rancho
Vistalegre, Montchevre, Notre Dame, Leblanc, Chateau Blanc, Mikonos Light,
Laclette, Parroquia de Xico, La Texana, Queso de Cabra y Queso Caprina.

Los valores de epicatequina en Bon Rennés (0.085 mg/100g), Rancho
Vistalegre (0.088 mg/100g), Montchevre (0.088 mg/100g) y Notre Dame (0.076
mg/100g) fueron similares estadisticamente (P>0.05). Sin embargo, fueron
diferentes estadisticamente (P<0.05) respecto a los obtenidos en los quesos
LeBlanc, Chateau Blanc, Mikonos Light, Laclette, Parroquia de Xico, La Texana,
Queso de Cabra y Queso Caprina (Grafica 2).

Las concentraciones de epicatequina registradas en los productos LeBlanc
(0.061 mg/100g), Chateau Blanc (0.067 mg/100g), Mikonos Light (0.065 mg/100g)
y Laclette (0.061 mg/100g) fueron similares estadisticamente (P>0.05). Sin
embargo, fueron superiores estadisticamente (P<0.05) a las concentraciones
obtenidas en los quesos Parroquia de Xico (0.043 mg/100g), La Texana (0.045
mg/100g), Queso de Cabra (0.040 mg/100g); las cuales no registraron diferencia
estadistica entre si (P>0.05), no obstante estos valores fueron superiores (P<0.05)

al registrado en Queso Caprina (0.033 mg/100 g).

Mientras que los quesos tipo Feta Rancho Vistalegre y Bon Rennés,
registraron 0.021 y 0.022 mg de epicatequina/100 g, sin presentar diferencia

estadisticamente significativa (P>0.05).
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VI.1.3 Acidos hidroxicinamicos

De acuerdo a las condiciones cromatograficas establecidas; se registraron
diferentes areas y tiempos de retencion de éstos estandares. Ubicandose en 6.47,
12.36 y 15.0 minutos para los acidos caféico, cumarico y cinamico,
respectivamente (Anexo [X.2.1). Asi mismo, se realizaron cuatro ensayos
cromatograficos mas por cada estandar, para establecer su curva patrén de
referencia (Anexos I1X.1.4, IX.1.5 y IX.1.6). Estas curvas fueron empleadas para
determinar su concentracion sobre las muestras experimentales, considerandose

los tiempos y areas cromatograficas expresadas en cada una.

En lo que concierne a las 23 muestras experimentales evaluadas; los
acidos hidroxicinamicos registraron una concentracion promedio de 0.32 y 1.37
mg/100 g de queso para los acidos caféico y cumarico, respectivamente. Cabe
sefalar que no se registro la presencia del acido cinamico en ninguna de las

muestras (Gréfica 3).

Respecto al acido caféico, cabe sefalar que en solo dos de los productos
analizados (Castellvell (tipo Sainte-Maure) y Cabrero) no se registro la presencia
de este compuesto. En el resto de los productos se registré una concentracion que
oscilo entre 0.060y 2.3 mg/100 g.

Para los productos clasificados como tipo Sainte-Maure; la concentracion
de acido caféico mas elevada la registré el queso Notre Dame con un valor de
0.57 mg/100 g. Siendo estadisticamente diferente (P<0.05) a los valores del restos

de los quesos de esta categoria.
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Por su parte, los quesos tipo SM: Lanzarote y Parroquia de Xico, registraron
concentraciones de 0.36 y 0.37 mg de &cido caféico/100g, valores que fueron
estadisticamente  similares (P>0.05); sin embargo, fueron diferentes
estadisticamente (P<0.05) respecto a los obtenidos por las muestras
denominadas: Bon Rennés, Chateau Blanc, LeBlanc, Rancho Vistalegre, Queso
de Cabra, Queso Caprina, Laclette, Gourmand, Mikonos Light, Diane, La Texana,
Sainte Maure y Montchevre.

En el caso de los productos identificados como: Bon Rennés y Chateau
Blanc, se registraron concentraciones estadisticamente similares (P>0.05), con
0.30 y 0.31 mg éacido caféico/100 g; siendo estos valores diferentes
estadisticamente (P<0.05) respecto a los obtenidos por las muestras
denominadas: LeBlanc, Rancho Vistalegre, Queso de Cabra, Queso Caprina,
Laclette, Gourmand, Mikonos Light, Diane, La Texana, Sainte Maure Yy

Montchevre.

En este sentido, para las muestras denominadas: LeBlanc, Rancho
Vistalegre y Queso de Cabra, se obtuvieron concentraciones de 0.25, 0.24 y 0.22
mg de acido caféico/100 g respectivamente; valores que fueron iguales
estadisticamente (P>0.05); Sin embargo fueron diferentes respecto a los valores
registrados en el Queso Caprina, Laclette, Gourmand, Mikonos Light, Diane, La

Texana, Sainte Maure y Montchevre (Grafica 3).

Los productos identificados como: Queso Caprina y Laclette, registraron
concentraciones de 0.20 mg acido caféico/100 g; valor que fue estadisticamente
diferente (P<0.05) respecto a los reportados en Gourmand, Mikonos Light, Diane,

La Texana, Sainte Maure y Montchevre.
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Por su parte, las muestras denominadas Gourmand y Mikonos Light,
reportaron concentraciones de 0.17 mg de &cido caféico/100 g; valor diferente
estadisticamente (P<0.05) en relacion con los registrados en los productos: Diane,
La Texana, Sainte Maure y Montchevre. Para estos ultimos las concentraciones
fueron de 0.14, 0.12 y 0.11 mg/100 g, respectivamente; siendo diferentes
estadisticamente (P<0.05) respecto al valor reportado en el queso Montchevre
(0.075 mg/100 g).

Para los productos tipo Feta, el queso conocido como Bon Rennés registro
la concentracion mas elevada con 2.28 mg de acido caféico/100g; siendo
estadisticamente diferente (P<0.05), al resto de las muestras de su categoria.
Donde, los productos Castellvell, Laclette Gourmet, Lanzarote y Rancho
Vistalegre, reportaron concentraciones de 0.26, 0.16, 0.10 y 0.060 mg de acido

caféico/100g siendo estadisticamente diferentes (P<0.05).

En 16 productos se identificd la presencia del acido cumarico, donde las
concentraciones oscilaron entre 0.042 y 5.41 mg/100 g de queso. El restos de los
productos (Quesos tipo Sainte-Maure: Diane, Queso Caprina, Chateau Blanc,
Notre Dame y Montchevre; asi como los queso tipo Feta (Bon Rennés) y Panela

(Cabrero)), no registraron la presencia de este compuesto.

En los quesos tipo Sainte-Maure: Queso de Cabra, Laclette, Bon Rennés,
La Texana, Gourmand, Castellvell y Sainte Maure, registraron concentraciones de
5.41, 3.90, 3.61, 2.63, 217, 194 y 135 mg de &cido cuméarico/100g,
respectivamente. Valores estadisticamente diferentes (P<0.05) entre ellos; asi
como en relacién a los obtenidos por las muestras identificadas como: Lanzarote,

Rancho Vistalegre, Parroquia de Xico, LeBlanc y Mikonos Light.
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Por su parte, las muestras denominadas: Lanzarote, Rancho Vistalegre,
Parroquia de Xico y LeBlanc, registraron concentraciones de 0.17, 0.16, 0.15 y
0.14 mg é&cido cumarico/100 g; valores que fueron similares estadisticamente
(P>0.05), sin embargo, presentaron diferencia estadistica con respecto a la
concentracion registrada por el queso identificado como: Mikonos Light con 0.12

mg de &cido cumérico/100 g.

En los quesos tipo Feta: Lanzarote y Laclette Gourmet se registraron
concentraciones de 0.069 y 0.068 mg de acido cumarico/100 g para cada una, sin
presentar diferencia significativa (P>0.05); sin embargo, estos valores fueron
estadisticamente diferentes (P<0.05) respecto a las muestras identificadas como:
Rancho Vistalegre (0.046 mg/100g) y Castellvell (0.042 mg/100 g).

Gréfica 3. Acidos hidroxicinamicos presentes en los extractos metandlicos de los
guesos de leche de cabra analizados.
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VI.2 DETERMIACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

VI.2.1 Evaluacién cualitativa de la actividad antioxidante

A través del procedimiento cromatografico de capa fina (CCF); se demostré
la presencia de compuestos polifendlicos (CP) en las muestras estudiadas;
apoyandose la interpretacion con el emple6 de la solucién reveladora de sulfato
cérico; la cudl es especifica para estos compuestos. De manera particular, al
realizar el revelado de diversos estandares; se pudo observar que el nivel de
elusion de los extractos alcoholicos de los quesos tipo Sainte Maure identificados
como Lanzarote, Queso de Cabra, Bon Rennés y Castellvell; mostraron una
importante similitud al registrado por quercetina, catequina, epicatequina ademas
de los &cidos cinamico, caféico y cumarico. Por su parte, el extracto del queso
tipo Feta identificado como Bon Rennés registro un nivel de elusién similar al

observado para catequina y epicatequina (Figura 15).

Para ilustrar la capacidad de reduccion de los compuestos presentes en los
extractos alcohdlicos de las muestras experimentales, se administré una solucién
reveladora de DPPH™; misma que fue reducida por la alta capacidad de donacién
de iones hidrogeno presente en los diversos quesos y estandares. Este
comportamiento se observo, a través de la decoloracién del radical (de purpura a
amarillo). Cabe sefialar que el nivel de elusién de los extractos alcohdlicos de las
muestras tipo Sainte Maure identificadas como Montchevre, Rancho Vistalegre, La
Parroquia de Xico, Lanzarote, Chateu Blanc, Sainte Maure, La Texana, Queso
caprina, Castellvell, Le Blanc, Laclette y Diane, mostraron similitud con el de los
acidos cumarico, caféico, galico; asi como catequina, quercetina y epicatequina
(Figura 16).
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Ca: Catequina

Qe: Quercetina
Ep: Epicatequina
Caf: Acido caféico
Cl: Ac. Clorogénico
Cu: Ac. Cumérico

Ga: Ac. Gélico

="

Figura 15.Cromatoplaca revelada con sulfato cérico

- - -

Figura 16. Cromatoplaca revelada con DPPH

Ca GeEpCafCiGaCuFeCi @1 Q2 G3 Q4 Q5 G6 Q7 G8 GI Q10 @11 Q12 @13 G4 Q15 @16 @17 @18 @19 Q20 G21 Q22623

Fe: Ac. Ferlico Q6: Chateau Blanc

Ci: Ac. Cinamico Q7: Sainte Maure
Q1: Montchevere Q8: La Texana
Q2: Notre Dame Q9: Queso caprina
Q3: Rancho Vistalegre  Q10: Queso de cabra
Q4: La parroquia de Xico Q11: Bon Rennés

Q5: Lanzarote

Q12: Castellvell Q18: Cabrero

Q13: Mikonos light Q19: Bon Rennés
Q14: Le Blanc Q20: Laclette Gourmet
Q15: Laclette Q21: Rancho vistalegre
Q16: Gourmand artesanal Q22: Lanzarote

Q17: Diane Q23: Castelvell
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VI.2.2 Evaluacién cuantitativa de la capacidad antioxidante

VI1.2.2.1 Capacidad secuestrante del radical DPPH

En la Grafica 4, se presentan los resultados del porcentaje de capacidad
secuestrante (CS) sobre el radical DPPH, de los extractos metandlicos de las 23
muestras de queso estudiadas, datos estadisticamente confiables, con un

coeficiente de variaciéon menor a 5.

Se registr6 una capacidad secuestrante promedio de 21.7%, con un
intervalo que oscilé entre 3.0 y 49.3%, donde el queso tipo Sainte-Maure del
mismo nombre, obtuvo el mayor porcentaje con 49.3%; presentando diferencia
estadistica (P<0.05) respecto a los valores obtenidos en el resto de las 22

muestras.

En este sentido, los productos de la misma categoria Queso de Cabra,
Queso Caprina y Rancho Vistalegre, registraron valores de 34.7, 33.8 y 32.3%;
los cuales fueron estadisticamente similares entre si (P>0.05). Sin embargo la
capacidad secuestrante del los extractos alcohdlicos de estos productos frente al
radical libore DPPH fueron superiores (P<0.05) a los obtenidos en la muestras
Castellvell, Diane, Gourmand, LeBlanc, Notre Dame, Mikonos Light, La Texana,
Lanzarote, Chateau Blanc, Bon Rennés, Laclette, Montchevre y Parroquia de Xico.
Donde; la capacidad antioxidante de los primeros cinco productos se ubicoé en
28.6, 26.0, 24.2, 24.1 y 23.1%, respectivamente, sin registrar variaciones
estadisticamente significativas (P>0.05). Sin embargo, estos valores fueron
estadisticamente diferentes (P<0.05) en relacion a los obtenidos en Mikonos Light,
La Texana, Lanzarote, Chateau Blanc, Bon Rennés, Laclette, Montchevre y

Parroquia de Xico (Grafica 4).
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Por su parte, las muestras Mikonos Light, La Texana y Lanzarote,
registraron valores de capacidad antioxidante de 19.2, 18.2 y 17.2% siendo
estadisticamente similares (P>0.05); no obstante, fueron superiores (P<0.05) a los
valores reportados para Chateau Blanc, Bon Rennés, Laclette, Montchevre y
Parroquia de Xico todos pertenecientes a la clasificacion Sainte-Maure.

Para el caso de los productos: Chateau Blanc y Bon Rennés, se reportaron
valores de 14.6 y 13.7%, los cuales no presentaron diferencia estadisticamente
significativa (P>0.05); mientras que si fueron diferentes con respecto a los
obtenidos por las muestras denominadas: Laclette, Montchevre y Parroquia de
Xico.

En lo que concierne a la muestra identificada como Laclette, ésta obtuvo
11.1%; valor superior (P<0.05) a los obtenidos en los productos Montchevre y

Parroquia de Xico con 5.5y 4.6% de capacidad secuestrante, respectivamente.

La actividad antioxidante frente al radical libore DPPH, de los quesos de la
categoria Feta registraron un valor promedio de 23.02%; donde Bon Rennes, y
Lanzarote obtuvieron los valores mas elevados con 422 y 37.8%,
respectivamente. Asimismo, en las muestras denominadas como Rancho
Vistalegre, Castellvell y Laclette los valores se ubicaron en 18.8, 13.4 y 2.9%
respectivamente; cabe mencionar que estas variaciones mostraron un

comportamiento estadisticamente significativo (P<0.05).

En el caso del producto tipo Panela identificado como Cabrero, se reportd

un porcentaje de capacidad secuestrante de 5.7 (Grafica 4)
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Gréafica 4. Porcentaje de capacidad secuestrante (CS) del DPPH" en los extractos
metandlicos de los quesos de leche de cabra.
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VI.2.2.2 Capacidad secuestrante (CS) del radical ABTS

En la Gréfica 5, se presentan los resultados obtenidos del porcentaje de
capacidad secuestrante (CS) frente otro radical libre, conocido como acido 2,2’-
azino-bis-(3-etiltiazolina-bencino sulfanico-6) y abreviado como ABTS. Donde; de
los extractos metandlicos de los quesos de leche de cabra en estudio, obtuvieron
valores estadisticamente confiables, con un coeficiente de variacion menor a 5y

un valor promedio de 26.7%, con un intervalo que oscil6 entre 7.0 y 48%.
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En este sentido, las muestras de tipo Sainte-Maure, identificados como
Sainte Maure, Queso Caprina, Queso de Cabra y Rancho Vistalegre presentaron
los valores de capacidad antioxidante mas elevados con 48.02, 48.01, 454 y
40.0%, respectivamente. Sin registrar diferencias estadisticamente significativas
(P>0.05) entre ellos. No obstante, estos valores fueron diferentes estadisticamente
(P<0.05), respecto a los encontrados en los extractos alcohdlicos de los quesos
Castellvell, Gourmand, Laclette, Chateau Blanc, Lanzarote, Bon Rennés, Diane,
Notre Dame, Mikonos Light, Parroquia de Xico, LeBlanc, Montchevre y La Texana.

Ahora bien, para Castellvell se obtuvo un valor de 35.6% de actividad
antioxidante, siendo diferente estadisticamente (P<0.05) respecto a las muestras
mencionadas anteriormente. Por su parte, las muestras Gourmand y Laclette,
registraron 34.8 y 30.7%, valores estadisticamente similares (P>0.05); mientras
gue dichos porcentajes, presentaron diferencia estadistica (P<0.05) respecto a los
obtenidos por las muestras: Chateau Blanc, Lanzarote, Bon Rennés, Diane, Notre

Dame, Mikonos Light, Parroquia de Xico, LeBlanc, Montchevre y La Texana.

Por su parte, las muestras identificadas como Chateau Blanc, Lanzarote y
Bon Rennés, registraron valores de 30.2, 28.2, 24.1%; mismos que fueron
estadisticamente similares (P>0.05) y que a su vez fueron diferentes
estadisticamente (P<0.05) respecto a los porcentajes reportados por los productos
Diane, Notre Dame, Mikonos Light, Parroquia de Xico, LeBlanc, Montchevre y La

Texana.

Con respecto a las muestras Diane y Notre Dame, se obtuvieron valores de
21.5 y 18.8% que no presentaron diferentes estadisticamente (P>0.05). No
obstante, fueron diferentes (P<0.05) a los porcentajes obtenidos en Mikonos

Light, Parroquia de Xico, LeBlanc, Montchevre y La Texana.
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Mikonos Light se alcanzé un valor de 17.8%, el cual fue diferente
estadisticamente (P<0.05) respecto a los porcentajes de capacidad antioxidante
registrados en las muestras Parroquia de Xico, LeBlanc, Montchevre y La Texana;
mismas que obtuvieron valores de 11.3, 10.8, 10.7 y 7.6% respectivamente; éstos
ultimos valores no presentaron diferencia estadisticamente significativa (P>0.05)

entre si.

En lo que respecta a los productos tipo Feta, los identificados como Bon
Rennés y Lanzarote, registraron valores de capacidad secuestrante de 38.2 y
36.9% respectivamente; sin presentar diferencia estadisticamente significativa
(P>0.05). Sin embargo, estos porcentajes fueron diferentes (P<0.05), respecto a
los obtenidos por las muestras Rancho Vistalegre, Castellvell y Laclette (Grafica
5).

En el caso de las muestras Rancho Vistalegre y Castellvell, registraron un
porcentaje de 30.0 y 28.7, respectivamente; siendo similares estadisticamente
(P>0.05); mientras que fueron estadisticamente diferentes (P<0.05) al registrado

en el producto denominado Laclette con 7.8%.

Por otra parte, en el Cuadro 14 se presentan los resultados de la
correlaciéon entre el contenido de compuestos polifendlico y la capacidad
secuestrante de los extractos metandlicos frente a los radicales libres DPPH vy
ABTS. Donde, en este andlisis estadistico no se registro ninguna relacién entre los
compuestos polifendlicos (fenoles, catequina epicatequina, acido cumarico y

caféico) y la capacidad secuestrante de todas las muestras; donde se observan
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coeficientes muy pequefios e incluso negativos, como en el caso de catequina,
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Grafica 5. Porcentaje de capacidad secuestrante (CS) del radical ABTS en los
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Cuadro 14. Analisis de correlacion entre los compuestos polifendlicos y la
capacidad secuestrante de los extractos metanolicos frente a los radicales libres
DPPH y ABTS.

polifenoles totales ~ Catequina Epicatequina Ac. Cumarico  Ac. Caféico
(mg ac. galico/100 g) (mg/100g) (mg/1009) (mg/100g) (mg/100g)

DPPH 0.0055 -0.1171 0.0124 -0.1695 -0.094
(%CS)
ABTS 0.0284 -0.1730 0.1362 -0.1498 0.0252
(%CS)

*Los coeficientes presentes van de -1 a 1; donde un coeficiente cercano a 1 indicara una
relacion directamente proporcional, mientras que cercano a -1, mostrard una relacion

indirectamente proporcional.

Por su parte, observando los resultados obtenidos en las graficas del anexo
IX.3.1, de manera particular, durante la evaluacion de la absorbancia registrada
por los extractos metandlicos frente al radical DPPH, las muestras identificadas
como Queso Caprina (tipo SM), Rancho Vistalegre y Castellvell (ambos tipo Feta)
presentaron el mayor decremento en su absorbancia durante los primeros cinco
minutos, con respecto al resto de las muestras; este decremento fue menos
evidente en relacion al estandar (o-tocoferol), el cual registro un decremento
subito en la absorbancia, caracteristica que se puede observar en el anexo 1X.3.1;

y que se extendio hasta alcanzar valores de cero durante el resto de la evaluacion.

Por su parte, los productos identificados como: Sainte-Maure y el tipo Feta:
Bon Rennés fueron los que registraron un decremento mayor en la absorbancia,
respecto a los primeras muestras mencionadas; Sin embargo para alcanzar este

comportamiento fue necesitaron de mayor tiempo (20 minutos de iniciada la
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reaccion). Este comportamiento se vio reflejado sobre la capacidad secuestrante
acumulada de estas muestras (Grafica 4).

Lo que respecta a los productos tipo SM identificados como Parroquia de
Xico, Montchevre y el tipo Feta Laclette Gourmet, fueron los que registraron
absorbancias con escasas variaciones, registrando descensos en la absorbancia
muy pequefios, ubicAndose en intervalos de entre 0.58 a 0.56;, lo que dio como
resultado un porcentaje de capacidad secuestrante reducido.

Por su parte, al evaluar la capacidad secuestrante frente al radical ABTS, se
pudo observar que la mayoria de las muestras, registraron un comportamiento
similar al de la solucion estandar; donde, alrededor de los cinco minutos, se
presentd una importante pérdida de absorbancia, indicada por la decoloracién de

la solucién (Anexo 1X.3.2.)

En este sentido, los productos tipo SM identificados como: Queso de Cabra,
Gourmand, Bon Rennés y Castellvell, fueron en los que la perdida de color de la
reaccion fue mas evidente, con el consiguiente decremento de la absorbancia; lo
gue les permitio situarse dentro de los compuestos con mayor capacidad
secuestrante frente al radical ABTS (Grafica 5). Caracteristica que se extendio de

manera similar para el dltimo producto, en su version tipo Feta.

Por otra parte, se observa graficamente que los productos La Texana y
Laclette Gourmet presentan un efecto de inhibicidon del radical menor al resto de

las muestras, con una pérdida de absorbancia lenta y reducida (anexo 1X.3.2)
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VIIl. DISCUSION

La presencia de compuestos con actividad antioxidante es de suma
importancia; sobre todo en alimentos con alto contenido de grasas. Debido a
que los lipidos son blanco importante para la accién de las especies reactivas
de oxigeno y radicales libres; lo que trae como consecuencia alteraciones en el
sabor, olor y color de los alimentos (Zenteno y Saldafa, 2008);
desencadenandose la pérdida gradual del valor nutricional.

Por otra parte, el queso destaca por ser una fuente concentrada de
acidos grasos y proteinas. De estas ultimas, destaca la caseina por su alto
valor nutrimental, al contener aminoacidos esenciales; siendo susceptibles al
ataque de los radicales libres y la afectacion de su funcion biologica (Halliwell y
Gutteridge, 2007; Varnam, 1995). Por otro lado, diversos factores acentuan el
proceso oxidativo, como las altas temperaturas, exposicion a la luz, presencia
de enzimas cataliticas y metales quelantes, asi como el almacenamiento
prolongado, mismos que son dificiles de controlar en este tipo de derivados
lacteos. En este sentido, surge la necesidad de analizar la presencia de

compuestos con actividad antioxidante en este tipo de alimento.

Donde, se evalud la actividad antioxidante (AAO) de manera cualitativa,
mediante la técnica de cromatografia en capa fina (CCF), procedimiento
ampliamente utilizado en diversos estudios como lo sefiala Prakash et al.
(1998); quienes emplean reveladores como sulfato cérico y DPPH;
comprobando la sensibilidad de estos compuestos como indicadores de la

actividad antioxidante.

Asi mismo, se emplearon dos procedimientos de evaluacion
cuantitativos, para determinar la capacidad secuestrante (CS) de los radicales

libres 2,2-difenilpicrilhidracilo (DPPH™) y el acido 2,2’-azino-bis-(3-etiltiazolina-
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bencinosulfénico-6 (ABTS") por los extractos alcohdlicos de las muestras en
estudio. Las variaciones en los resultados de este estudio (Graficas 4 y 5)
pudieron estar vinculadas a variables propias de la leche (enzimas, carga
microbiana y tratamiento térmico etc.); ademas de los factores que intervienen
en la elaboracion del queso (coagulacion, maduracion, almacenamiento, etc.);
ademas de factores relacionados con el animal (raza, edad, etapa de lactacion)
y el sistema de alimentacion (pastoreo, estabulacion y el empleo de aditivos,
entre otros). En relacion a la alimentacién, se han realizado algunos estudios,
para determinar la relacion entre la dieta y la concentracion de compuestos con
actividad antioxidante en quesos, como lo demostraron Hernandez (2007) y
Cuchillo (2007).

Cuchillo en 2007, determiné la presencia de componentes funcionales,
nutrimentales y capacidad antioxidante del queso fresco de leche de cabra.
Donde, reportd un porcentaje de capacidad secuestrante de los radicales libres
DPPHy ABTS de 26.9% y 33.3% respectivamente, para el queso elaborado
con leche cruda de animales de pastoreo (PC); y de 24.1% y 24.9% para
DPPH" y ABTS", respectivamente, en el queso de leche pasteurizada de

animales alimentados en pastoreo (PP).

En este sentido, los resultados obtenidos en este estudio se ubicaron en
valores similares a los reportados por Cuchillo (2007) para los quesos PC y PP;
donde la capacidad secuestrante frente a los radicales DPPH y ABTS, en los
guesos Castellvell, Diane y Gourmand fue de 28.6, 26.0 y 24.2% para el
primero y de 35.6, 21.5 y 34.8%, para el segundo. Cabe sefalar que estos
productos se clasifican como tipo Sainte-Maure. Para los productos clasificados
como tipo Feta, el queso Lanzarote, registro una CS de 36.9% frente al radical
ABTS. Esta informacién puede contribuir a la posible relacion entre la calidad
de producto y el sistema de alimentacion de los animales; sobre todo durante el
pastoreo, ya que la cabra realiza una amplia seleccion de material vegetal,
caracteristica que segun Prache et al. (2005) impacta positivamente sobre el

contenido de acidos grasos, fenoles y tocoferoles entre otros compuestos; lo
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gue incrementa la calidad nutrimental, funcional y sensorial de la leche y sus

derivados.

Asi mismo Cuchillo (2007) contrastd la alimentacibn en pastoreo,
estabulando a un grupo de cabras en lactacion y ofreciéndoles una dieta
basada en heno de forraje y concentrado de cereales; donde elaboré dos tipos
de quesos, que fueron identificados como EC (queso elaborado de leche cruda
de animales en estabulacién) y EP (queso elaborado de leche pasteurizada de
animales en estabulacién); a los cuales se les determiné la capacidad
secuestrante frente a los radicales libore DPPH y ABTS, registrando valores de
16.5:16.5% y 15.2:15.2% respectivamente.

Con respecto a la capacidad secuestrante frente a los radicales DPPH y
ABTS obtenida en este estudio (Graficas 4 y 5); los resultados mostraron una
importante similitud con los valores obtenidos por Cuchillo (2007) para los
qguesos EC y EP; particularmente el queso Mikonos Light registro valores de
19.2 y 17.8% respectivamente. Esta caracteristica puede quizas ayudar a inferir

el manejo alimenticio de los animales de los que proviene este producto.

En este sentido, Hernandez en el 2007, reporté para el queso cotija una
CS de 44.7% frente al DPPH" y de 64.7% por ABTS"; ademas para la leche
proveniente de un sistema de libre pastoreo registré una CS de 50.3% y 52.1%
para el caso del DPPH" y ABTS respectivamente, asi como 32.5% (DPPH") y

34.6% (ABTS") para el caso de leche de vaca proveniente de establo.

Ambos estudios hacen evidente la importancia del tipo de alimentacién
gue reciben los rumiantes, asi como el proceso de elaboracion y tratamiento
térmico que recibe la leche, frente a la presencia de compuestos con actividad

antioxidante.
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Los porcentajes de capacidad secuestrante obtenidos en este estudio,
fueron inferiores a los reportados en los estudios de Mathew y Abraham (2006),
en el extracto metandlico de la planta C. verum, quienes reportaron una CS de
82% utilizando el radical ABTS® a una concentracion de 12.5 ug/ml, sin
embargo se tiene que tomar en cuenta que los vegetales y la matriz de estudio
guardan diferentes proporciones de compuestos con actividad antioxidante ya
qgue al ser el rumiante un intermediario por participar en el metabolismo de

estos compuestos, su concentracion final puede disminuir.

Es importante mencionar que en los resultados se observaron valores
alentadores ya que todas las muestras presentaron una actividad antioxidante,
donde mas de la cuarta parte de las muestras en estudio, registraron
porcentajes de CS elevados, por encima del 30%, valores importantes al
compararlos con el 98% de la referencia a-tocoferol, compuesto con alto poder
antioxidante, el cual ha sido ampliamente utilizado como aditivo para
desarrollar esta funcidon; estos resultados se consideran de gran relevancia
debido a los mudltiples impactos que los compuestos antioxidantes ejercen
sobre el queso y la salud del consumidor como lo sefiala O’Connel y Fox
(2001).

Por su parte, los compuestos fendlicos poseen mdultiples efectos
positivos debido a su accion antioxidante y eliminadora de radicales libres,
asimismo, contribuyen con la astringencia, color y olor en los alimentos
(Martinez-Florez et al., 2002); razon por la cual se analizé el contenido de
polifenoles totales (PT) en los extractos metandlicos de los quesos de leche de
cabra en estudio, donde se registr6 una concentracién promedio de 3.04 mg de
acido gélico/100 g de muestra. En este sentido, Cuchillo en 2007 reporto
valores superiores, para el caso de quesos de leche de cabra identificados
como pastoreo-crudo (PC) y pastoreo-pasteurizado (PP), con concentraciones
de 78 y 30 mg &cido galico/100 g respectivamente; mientras que para el caso
de los quesos de leche de cabra elaborados con leche de animales

estabulados y conocidos como estabulado-crudo (EC) y estabulado-
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pasteurizado (EP), encontré valores de 5 y 6 mg de &cido gélico/100g
respectivamente, concentraciones cercanas a las reportadas en este estudio.
De igual manera, Hernandez (2007) evalu6 el contenido de PT en el queso
Cotija region de origen, reportando una concentracion de 1.3 mg de acido
galico/100g de queso. Mientras que en estudios sobre la concentracion de
estos compuestos, en bebidas como el vino tinto, se registran valores de hasta
257 mg/100 mL (Martinez-Flores et al., 2002); la gran variacion de las
concentraciones de los compuestos polifendlicos entre fuentes primarias
(vegetales como el caso de la uva para la produccion del vino) y los derivados
lacteos (quesos de leche de cabra y vaca) se presenta debido a que los
organismos autotrofos sintetizan estos compuestos bioactivos y su presencia
en el queso se justifica principalmente debido a la ingesta de estos compuestos

por el animal (De Feo et al., 2006).

Dentro de los compuestos fendlicos, se encuentran los acidos
hidroxicinamicos y flavonoides, dos importantes grupos quimicos considerados
como compuestos bioactivos y que fueron analizados en este estudio;
reportandose concentraciones promedio de 0.29 mg de acido caféico y 0.96 mg
de &cido cumarico; ademas de 0.17 mg de catequina y 0.06 mg de
epicatequina, todos por 100 g de muestra. Por su parte, Cuchillo (2007) reporto
en el queso PC un valor de 1.4 mg de acido caféico y 0.023 mg de catequina,
para el queso PP 0.65 mg de acido caféico y 0.009 mg de catequina por cada
100g, mientras que en los quesos EC y EP no se registré el acido caféico pero
si catequina (0.016 mg/100 g); cabe sefialar que estos valores fueron inferiores

a los obtenidos en este estudio (Graficas 2 y 3).

Cabe mencionar que en algunos trabajos como en el de Rice-Evans et
al. (1996) se relaciona la capacidad antioxidante con el contenido de fenoles
totales; sin embargo en trabajos como el de Heinonen et al. (1998) encontraron
correlaciones bajas y en una publicacion reciente (Hassimoto et al., 2005)

verificaron la actividad antioxidante de pulpas congeladas de frutas consumidas
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en Brasil, sin encontrar relacion alguna entre el contenido total de fenoles y el

de vitamina C.

Para el caso de los extractos de las muestras lacteas analizadas en este
estudio, no se hallé una correlacion directa entre la concentracion de los
compuestos polifendlicos y la actividad antioxidante, por lo que es necesario
considerar que cada componente fendlico puede contribuir de forma vy
proporcién diferente; esta relaciébn no solo depende de la concentracion vy
calidad de los compuestos con actividad antioxidante, sino también de la
interaccion de los polifenoles con otros componentes, asi como la metodologia

empleada.

Al analizar los resultados obtenidos en este estudio, la capacidad
antioxidante en los quesos no fue influenciada por su contenido de
polifendlicos; ya que en muestras que presentaron una menor CS, la cantidad
de compuestos fendlicos (incluyendo flavonoides y acidos hidroxicinamicos) fue
igual 0 mayor a las concentraciones registradas por los productos con mayor
CS; por lo cual, cabe la posibilidad de que se encuentren un sinnumero de
compuestos de la misma naturaleza que los aqui estudiados, entre los que se
encuentran enzimas antioxidantes y algunas vitaminas (tocoferoles vy

tocotrienoles) puedan actuar como antioxidantes.

En este sentido, se sabe de la presencia de las vitaminas A y E, poseen
actividad antioxidante. Estos compuestos fueron cuantificados en leche y queso
de cabra por Alfaro (2009) y Cuchillo (2007); asi como la presencia de
aminoacidos como tirosina y cisteina, a los que se les ha reconocido por

contribuir a la estabilizacion de los radicales libres (Hernandez-Ledezma, 2005)
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Por otra parte, Pihlanto (2006) reporto la presencia de ciertos tripéptidos
(Tir-His-Tir, Trp-Tir-Cis(SH)) que forman parte de la caseina en la leche de
cabra, y que contienen los aminoé&cidos tirosina y triptofano que poseen
actividad antioxidante; ademéas Hernandez-Ledezma, 2005, identifico varios
péptidos provenientes de la B-lactoglobulina, como Trp-Tir-Ser-Leu-Ala-Met-
Ala-Ala-Ser-Asp-lle, Met-His-lle-Arg-Leu y Tir-Val-Glu-Glu-Leu, los cuales
mostraron una actividad secuestrante de radicales, que fue atribuida a la
presencia de metionina, triptofano y tirosina, debido a su alta actividad
antioxidante.

Asimismo, se ha reportado la presencia de enzimas como la catalasa y
glutation peroxidasa en la leche de cabra (Lindmark-Mansson y Akersson,
2000), estos y otros metabolitos, asi como su posible interaccion, podrian ser
responsables de la actividad antioxidante registrada en este estudio; y no solo
a la presencia de los compuestos polifendlicos. En este sentido, es imperativo
reconocer que hasta el momento no se pudo identificar cuales compuestos

estuvieron vinculados con la respuesta antioxidante.
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VIl
VIII.2
VIII.3
VIII.4
VIIILS

VIII.6

VIIl. CONCLUSIONES

Se extrajeron y cuantificaron los compuestos polifendlicos en los quesos
de leche de cabra estudiados, registrando un valor promedio de 3.04 mg
por cada 100 g de muestra.

Los extractos metandlicos de las muestras lacteas estudiadas,
registraron en promedio una concentracion de 0.19 mg de catequina y
0.08 mg de epicatequina; 0.32 mg de acido caféico y 1.37 mg de acido
cumarico por cada 100 g de muestra, sin registrarse la presencia del

acido cinamico.

Los extractos metandlicos de los quesos comerciales analizados
registraron en promedio un porcentaje de capacidad secuestrante de
21.7y 26.7, frente a los radicales DPPH y ABTS.

El queso de leche de cabra tipo feta identificado como Laclette gourmet,
registré un porcentaje de capacidad secuestrante de 2.9 y 7.8, frente a
los radicales DPPH y ABTS.

El queso de leche de cabra tipo Sainte Maure identificado como Sainte
Maure, registré un porcentaje de capacidad secuestrante de 49.3 y 48,
frente a los radicales DPPH y ABTS.

La actividad antioxidante no presenté una correlacidén directa con los

compuestos polifendlicos presentes en las muestras.

94



VIII.1 SUGERENCIAS

* Es posible que la actividad antioxidante en este tipo de productos
lacteos, favorezca la calidad, beneficiando la vida de anaquel, ademas
de satisfacer la demanda del consumidor hacia alimentos funcionales.

* Mediante éste y estudios futuros sobre otro tipo de metabolitos con
actividad antioxidante, que pudieran estar presentes en estos productos,
como los tocoferoles, péptidos y enzimas endbégenas, se podra
enriquecer la informacion nacional generada alrededor de los productos
lacteos caprinos, despertando un mayor interés hacia su investigacion y

consumo.
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IX. ANEXOS

IX.1 CURVAS PATRON

IX.1.1 Fenoles totales
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IX.2 CROMATOGRAMAS HPLC

IX.2.1 Cromatograma obtenido del analisis de acidos hidroxicinamicos por

cromatografia de liquidos de alta resolucion.

Millennium Sample Information

ProjectMame:  HIDROXICINAMICOS garnple Type: Standard
Sample Narme: MEZCLA volume: 500
Vil 1 Fun Time: 30.0 min
Injection: 2 Date processed: 10721702
Channel 48k Dilution: 1.00000
State Acquired: 1021592 01:07 P
Scale Factor: 1.00
Aco Meth Set: HIDROXICINAMICOS
Processing Method: MEZSCLA
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1X.2.2 Cromatograma obtenido del andlisis de flavonoides por cromatografia

de liquidos de alta resolucion.

Millennium Sample Information

Y

ProjectMame:  CHOLSARA Sarmple Type: Standard
Sample Name:  MEZCLA-EPRCAT Yolume: 5000
vial 3 Run Time: 30.0 min
Injection: 1 Date processed: 10021704
Channel: 485 Dilutian: 1.00000
State Acquired: TOS21r92
Scale Factar: 1.00
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IX.3 ESPECTROFOTOMETRIA

1X.3.1 Seguimiento de la actividad secuestrante de los extractos metandlicos de quesos
de leche de cabra frente al radical DPPH durante el tiempo.
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1X.3.2 Seguimiento de la actividad secuestrante de los extractos metandlicos de quesos
de leche de cabra frente al radical ABTS durante el tiempo.
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