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RESUMEN GENERAL 

DINÁMICA MICROBIANA Y DE BIOACTIVIDADES DURANTE LA 

MADURACIÓN DEL QUESO CREMA DE CHIAPAS. 

Se determinaron las diferentes modificaciones fisicoquímicas, microbiológicas y 
cambios en las actividades antimicrobiana y antiinflamatoria del queso Crema de 
Chiapas, en diferentes tiempos de maduración. Se analizó la dinámica bacteriana 
por metagenómica de amplicon mediante la secuenciación del gen ADNr 16S 
para bacterias y de espaciadores transcritos internos (ITS) para hongos y 
levaduras. Los géneros más abundantes de bacterias fueron Lactobacillus, 
Lactococcus y Streptococcus, mientras que para hongos fueron Candida 
versatilis, Candida etchellsi y Candida tropicalis. Por otro lado, la mayor actividad 
antimicrobiana se observó en los extractos de 47 d. La mayor actividad 
antiinflamatoria se obtuvo a los 47 y 81 d de maduración. Utilizando Resonancia 
Magnética Nuclear (RMN) se lograron identificar desplazamientos químicos y se 
encontró que la región aromática produjo modelos altamente discriminantes con 
respecto a los factores quesería y tiempo de maduración. Por otro lado, se 
construyó un modelo multivariante supervisado altamente discriminante de 
quesos de acuerdo a su composición de ácidos grasos utilizando infrarrojo 
cercano (NIR). Por lo que, la maduración enriquece de microorganismos, 
compuestos aromáticos y bioactivos al queso, haciéndolo una matriz de interés 
funcional en la salud humana. 
 
Palabras clave: queso Crema de Chiapas, metagenómica, actividad 
antimicrobiana y antiinflamatoria, RMN, NIR.1 
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GENERAL ABSTRACT 

MICROBIAL DYNAMICS AND BIOACTIVITIES DURING RIPENING OF 

CHIAPAS CREAM CHEESE. 

The different physicochemical and microbiological modifications and changes in 
antimicrobial and anti-inflammatory activities of Chiapas Cream Cheese were 
determined at different ripening times. Bacterial dynamics were analyzed using 
amplicon metagenomics, by sequencing the 16S rDNA gene for bacteria and 
internal transcribed spacers (ITS) for fungi and yeasts. The most abundant 
bacterial genera were Lactobacillus, Lactococcus and Streptococcus, while the 
most abundant fungal genera were Candida versatilis, Candida etchellsi and 
Candida tropicalis. On the other hand, the highest antimicrobial activity was 
observed in extracts of 47 d. The highest anti-inflammatory activity was obtained 
at 47 and 81 d of ripening. Using Nuclear Magnetic Resonance (NMR), chemical 
shifts were identified and it was found that the aromatic region produced highly 
discriminant models with respect to the cheesemaking and ripening time factors. 
On the other hand, a highly discriminant multivariate supervised model of cheeses 
according to their fatty acid composition was constructed using near infrared 
(NIR). Thus, ripening enriches the cheese with microorganisms and aromatic and 
bioactive compounds, making it a matrix of functional interest in human health. 
 
Keywords: Crema de Chiapas cheese, metagenomics, antimicrobial and 
antiinflammatory activity, NMR, NIR.
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1.INTRODUCCIÓN GENERAL 

El queso Crema de Chiapas es elaborado en diferentes lugares del estado de 

Chiapas. El proceso de elaboración favorece la acidez y la textura del queso. Los 

microorganismos presentes en el queso pueden provenir de diferentes fuentes 

tales como: el ambiente, la alimentación del ganado, instrumentos de ordeña, 

procesamiento y manipulación por los operadores, entre otras (Possas et al., 

2021). La presencia de microorganismos en queso favorece el desarrollo de 

sabores, los cuales se asocian a las rutas metabólicas como la glucólisis, 

proteólisis y lipólisis (McSweeney, 2004). Durante la glucólisis ocurre la 

producción principalmente de ácidos orgánicos que además de originar sabores, 

funcionan como antimicrobianos (Ahansaz et al., 2023). En la maduración del 

queso, las proteínas se hidrolizan por proteasas y peptidasas (Dugat-Bony et al., 

2015); los péptidos generados a través de este proceso contribuyen a sabores 

dulces y amargos en el queso, se ha reportado que estos péptidos tienen 

actividades funcionales entre las que se encuentran la actividad antimicrobiana y 

antiinflamatoria. 

Por otro lado, la metabolómica con Resonancia Magnética Nuclear (RMN) ha 

permitido el estudio de mezclas complejas, mediante el uso de estadística 

multivariante, lo que ha generarado modelos discriminantes por origen geográfico 

en queso Graviera (Ralli & Spyros, 2023), autenticidad en queso Parmigiano 

Reggiano (Cavallini et al., 2023), tiempo de maduración en queso Camembert 

(Kharbanda et al., 2023), de acuerdo a su composición. También se pueden 

generar modelos discriminantes con espectroscopía de infrarojo cercano (NIR) 

para separar muestras por su composición de ácidos grasos en alimentos como 

grasa presente, en carne de cordero, ternera, pollo y cerdo (Dashti et al., 2022), 

en aceite de oliva extra virgen (Santos et al., 2020), en almendras (Vega-
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Castellote et al., 2021) y en quesos (González-Martín et al., 2020), por mencionar 

algunos. 

Para conocer los microorganismos presentes en los alimentos, se han utilizado 

diferentes técnicas dependientes de medios de cultivo, lo que limita el estudio de 

cepas no cultivables y necesitan complementarse con otros métodos, por 

ejemplo, métodos bioquímicos y serológicos para tener un resultado concluyente 

(Aladhadh, 2023). Las ciencias ómicas entre las que se halla la metagenómica 

de amplicones han contribuido a desentrañar las dinámicas bacterianas de 

diferentes tipos de productos fermentados, entre los que se encuentran el yogurt, 

el kéfir, vegetales fermentados (Palmnäs-Bédard et al., 2023), productos 

fermentados árabes lácteos, y no lácteos (Yasir et al., 2023).  

La presencia de microorganismos durante la maduración del queso varía debido 

a sus características fisicoquímicas, planta de elaboración, proceso de 

elaboración, tiempo de maduración etc. Dentro de este contexto se realizó un 

estudio metagenómico de amplicón y metabólomico para conocer la dinámica del 

queso Crema de Chiapas durante la maduración. 

1.1. Objetivo general 

● Determinar la dinámica microbiana y bioactividades, a lo largo de tres 

meses, en la maduración del queso Crema de Chiapas. 

1.2. Objetivos específicos 

● Identificar bacterias mediante secuenciación de las regiones V3-V4 del 

gen ADN 16S, y hongos y levaduras mediante las regiones ITS1- ITS2. 

● Determinar la actividad antiinflamatoria y antimicrobiana en extractos 

acuosos de Queso Crema de Chiapas por UV-VIS. 

● Discriminar extractos de queso, por tiempos de maduración y quesería, de 

acuerdo a la composición mediante RMN en estado líquido. 

● Discriminar muestras de queso por su composición de ácidos grasos por 

espectroscopía NIR. 
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1.3. Hipótesis 

● Los microorganismos del queso cambiarán a lo largo del proceso de 

maduración. 

● La actividad antimicrobiana y antiinflamatoria del queso Crema de Chiapas 

será diferente a lo largo del tiempo de maduración. 

● La composición del extracto de queso obtenida por RMN permitirá 

discriminar extractos de queso por tiempos de maduración y quesería. 

● La composición de quesos adquirida por NIR permitirá separar a los 

diferentes tipos de quesos y los métodos supervisados tendrán una mejor 

discriminación. 

1.4. Organización de la tesis 

La tesis está compuesta por seis capítulos. El Capítulo uno corresponde a la 

introducción general. El Capítulo dos incluye la revisión de literatura y está 

integrada por cuatro ejes temáticos que son: técnicas de metagenómica para 

identificación de microorganismos, en la cual se describen a los péptidos 

antimicrobianos y antiinflamatorios y sus principales mecanismos de acción, 

posteriormente se discutieron estudios donde se ha utilizado la técnica de NIR 

para realizar modelos discriminantes de alimentos basados en su composición. 

Finalmente, se realizó un resumen de estudios donde utilizaron RMN para la 

identificación de compuestos en matrices alimentarias.  

El Capítulo tres presenta los resultados obtenidos de la secuenciación de 

bacterias con el gen 16S, y la región ITS para hongos y levaduras, para tres 

tiempos diferentes de maduración del queso Crema de Chiapas. El Capítulo 

cuatro muestra la actividad antimicrobiana y antiinflamatoria del queso Crema de 

Chiapas durante tres tiempos de maduración. En el Capítulo cinco se 

identificaron desplazamientos químicos con RMN y se obtuvieron modelos 

discriminantes por tiempos de maduración y quesería. Por último, en el Capítulo 

seis se muestra un modelo discriminante para separar a diferentes tipos de queso 

por su composición de ácidos grasos. 
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2.REVISIÓN DE LITERATURA 

2.1. Queso Crema de Chiapas 

El Queso Crema de Chiapas se produce artesanalmente en tres regiones del 

estado de Chiapas: Norte, Frailesca y Costa, lo cual influye en las características 

físicas, químicas y microbiológicas del queso (González-Córdova et al., 2016). El 

queso se elabora con leche cruda de vaca. Su proceso de elaboración consiste 

en recepción de la leche, adición de cuajo, corte de la cuajada y reposo, escurrido 

en bolsas, amasado, salado, moldeado, prensado en moldes rectangulares y 

finalmente se envuelve en plástico, papel aluminio y celofán (González-Córdova 

et al., 2016). Es un queso que se consume desde una semana de elaboración y 

hasta con más de tres meses de maduración (SAGARPA, 2013). El queso Crema 

de Chiapas, al ser elaborado con leche cruda, genera desconfianza a las 

instituciones de salud pública. En el codex alimentarius CAC/RCP 57-2004 

presenta una serie de medidas adicionales para asegurar la inocuidad y la FDA  

establece que la leche con la que se elabora el queso debe ser pasteurizada 

(CFR, 2023). En el estudio realizado por Romero-Castillo et al., (2009), durante 

los meses de enero a abril de 2007, se tomaron muestras de queso Crema de 

Chiapas fresco de cinco queserías localizadas en Tonalá, Chiapas y reportaron 

bacterias patógenas de E. coli y Salmonella spp.  

El crecimiento de patógenos va a depender del tipo de queso y composición 

fisicoquímica. Quesos blandos y semiblandos tienen mayor riesgo de 

contaminación por Listeria monocytogenes con respecto a quesos duros y 

semiduros (Gérard et al., 2018). En quesos duros como: queso Cheddar (Chon 

et al., 2020), quesos italianos (McSweeney, 2007), queso Pecorino Romano (Lai 

et al., 2020) y queso Lighvan se encontró la disminución de bacterias patógenas 

a lo largo del tiempo de maduración, debido a la disminución de la humedad, pH, 

cantidad de sal, actividad de agua, condiciones de elaboración y la interacción 

con las bacterias ácido lácticas (McSweeney, 2007; Campagnollo et al., 2018).  
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Los ácidos orgánicos generados por las bacterias ácido lácticas (BAL) inhiben el 

crecimiento de bacterias patógenas. El ácido láctico es el más producido por las 

BAL (Punia Bangar et al., 2022). Listeria monocytogenes es susceptible al ácido 

láctico y ácido acético en dosis altas, los cuales reducen el pH intracelular de 

bacterias patógenas mediante disociación en el interior de la célula y generan 

una fuga intracelular por porinas o permeasas (Webb et al., 2022). En el estudio 

realizado por Oh et al., (2014) analizaron el efecto que tuvieron diferentes 

extractos de queso Cheddar sobre la supervivencia de  Salmonella 

enterica,  Staphylococcus aureus , Listeria monocytogenes y Escherichia coli, 

encontrando que a lo largo del tiempo de maduración disminuyó la supervivencia. 

Por otro lado, los ácidos orgánicos son efectivos contra bacterias gram negativas 

y gram positivas, así como levaduras y mohos (Ibrahim et al., 2021).  

2.2. Panorama general de la metagenómica 

2.2.1. Metagenómica en alimentos 

Chaudhari et al. (2023) definen a la metagenómica como un genoma colectivo 

compuesto por virus, bacterias y eucariontes asociados con un nicho específico. 

La metagenómica tiene múltiples aplicaciones en el campo de los alimentos y se 

ha utilizado para la identificación de virus causantes de enfermedades en 

humanos (Billington et al., 2022), agrupar muestras de queso por regiones 

(Kamimura et al., 2019), detección de fraude alimentario (Cardin et al., 2022), el 

estudio de la dinámica e interacciones microbianas durante el proceso de 

fermentación (Srinivas et al., 2022) y desarrollo de cultivos iniciadores (Sabater 

et al., 2021).  

2.2.2. Metagenómica dirigida y no dirigida 

La secuenciación metagenómica se puede realizar de manera dirigida o 

secuenciación por amplicón también denominada metabarcode o metataxonó-

mica, donde una región específica de ADN se amplifica por PCR y se realiza una 

secuenciación (Billington et al., 2022). Por otro lado, en la metagenómica no 

dirigida o de escopeta se secuencia todo el material genético (Srinivas et al., 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/salmonella-enterica
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/salmonella-enterica
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/staphylococcus-aureus
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/staphylococcus-aureus
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/listeria-monocytogenes
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/listeria-monocytogenes
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/escherichia-coli
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2022). La elección del tipo de secuenciación va a depender de los objetivos del 

estudio y la información que se desea conocer.  

La secuenciación por amplicones o dirigida, es el método de secuenciación de 

alto rendimiento (por sus siglas en inglés High-Throughput Sequencing HTS) más 

frecuentemente utilizado para la identificación de microorganismos (Liu et al., 

2021). El ADNr o ARNr 16S se encuentra en el ribosoma de las procariotas y se 

localiza en la subunidad pequeña 30S (Rodicio & Mendoza, 2004), como se 

observa en la Figura 1. El ARNr 16S tiene nueve regiones hipervariables V1-V9, 

las cuales tienen diferentes longitudes y conservación (más de una especie tiene 

secuencias iguales o muy similares), estos se relacionan con una capacidad 

diferente para distinguir bacterias (Clarridge, 2004); (Watts et al., 2017). La región 

V3-V4 tiene una longitud de aproximadamente 460 pb y es las más utilizadas 

para la investigación de la diversidad bacteriana en múltiples entornos (Fadeev 

et al., 2021); proporcionan una taxonomía más exacta, debido a que regiones 

más largas pueden ofrecer más información filogenética y son más confiables 

que las regiones más cortas como V6 (Onywera & Meiring, 2020). Las secuencias 

de la región 16S se comparan con bases de datos como SILVA, RDP, 

GreenGenes o NCBI (Boers et al., 2019), para la identificación taxonómica. 

Por otro lado, para la identificación de eucariontes se utiliza el ADNr18S y los 

espaciadores internos transcritos (ITS), principalmente ITS1 e ITS2 (Yang et al., 

2018) y RdRP para virus de ARN (Billington et al., 2022). La región ITS tiene una 

mayor sensibilidad debido a la existencia de aproximadamente 100 copias por 

genoma (Raja et al., 2017), tiene una longitud de 600 pb (Porras-Alfaro et al., 

2014). La región ITS1 varía en tamaño entre 192 y 282 bases (Edwards et al., 

2019). Para la identificación de hongos y levaduras se ha utilizado la región ITS1 

e ITS2 por separado (Yang et al., 2018) y combinadas. 

 

 



9 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Localización del gen 16S en el ribosoma procarionte (Rodicio & 
Mendoza, 2004; Johnson et al., 2019). 
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Los ribosomas 80S eucarióticos constan de las subunidades 40S y 60S. Para 

hongos y levaduras, el transcrito de ARNr 18S se encuentra en la subunidad 

ribosomal pequeña 40S (Embong et al., 2008), mientras que los ARNr 5.8S y 28S 

forman parte de la subunidad 60S (Pfister & Kühl, 2018). En la Figura 2 se 

muestra que el ITS1 se encuentra entre los ARNr 18S y 5.8S y el ITS2 se localiza 

entre los ARNr 5.8S y 28S (Franco-Duarte et al., 2019). Los genes de ARNr 

nuclear 18S, 5.8S y 28S son regiones codificantes de evolución lenta y están 

relativamente conservados entre los hongos (Franco-Duarte et al., 2019). Sin 

embargo, el tamaño de una región, por sí solo, no tiene el suficiente poder 

discriminatorio para diferenciar todas las especies, por lo tanto, algunas especies 

siguen sin ser identificadas (Franco-Duarte et al., 2019). Para el análisis de las 

secuencias, primeramente se agrupan las lecturas de extremos emparejados de 

amplicones sin procesar; las lecturas emparejadas se unen y se eliminan los 

adaptadores, se eligen secuencias representativas con agrupación de unidades 

taxonómicas operacionales (OTU) y eliminación de ruido en variantes de 

secuencia de amplicones (ASV), donde se obtiene una tabla de frecuencias de 

las secuencias y se asigna la taxonomía (Liu et al., 2021). 
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Figura 2. Localización de los ITSs en hongos y levaduras (Pfister & Kühl, 2018; 

Fathy et al., 2023). 

La metagenómica no dirigida se usa cuando se requieren conocer los genes de 

bacteriocinas, genes de resistencia a los antimicrobianos y caracterización 

funcional de comunidades microbianas (Srinivas et al., 2022). En la 

metagenómica de escopeta el genoma se fragmenta en pedazos cortos de 1 a 2 

kpb de largo, luego todos los pequeños fragmentos se clonan y secuencian, 

mediante el análisis bioinformático se buscan regiones superpuestas y se 

ensamblan las secuencias en varios contigs grandes (Clark & Pazdernik, 2013) 

como se observa en la Figura 3. La metagenómica proporciona perfiles genéticos 

funcionales directamente y alcanza una mejor resolución de anotación 

taxonómica; el fundamento principal del análisis metagenómico es convertir datos 

limpios en tablas taxonómicas y funcionales, utilizando métodos basados en 

lecturas y/o ensambles (Liu et al., 2021). 
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 Figura 3. Metagenómica de escopeta (Clark & Pazdernik, 2013) 

Los datos de la metagenómica no dirigida se obtienen a partir de la secuenciación 

de todo el ADN. El flujo de trabajo para la metagenómica de escopeta consiste 

en la recolección de la muestra, extracción de ADN, preparación y secuenciación 

de la biblioteca y análisis bioinformático (Navgire et al., 2022). El análisis de todo 

el ADN favorece la identificación de virus y fagos. La metagenómica no dirigida 

se ha utilizado para la identificación de microorganismos en quesos árabes, 

queso Feta y queso Flandes de Bélgica (Cuadro 1). Por otro lado, en leche cruda, 

leche en polvo, queso Cotija y queso Cheddar se han encontrado genes 

relacionados con diferentes rutas metabólicas (Cuadro 1)
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Cuadro 1. Metagenómica de escopeta en productos lácteos. 

Matriz 

alimentaria 

Técnica 

utilizada 

Factor o factores de 

variación 

Microorganismos 

identificados en queso por 

metagenómica de escopeta 

Rutas metabólicas 

relacionadas 

Autores 

Mish, jibneh, 

zabadi y 

pepinillos 

Secuenciació

n de 

escopeta, 

Matriz alimentaria 

  

Identificaron 367 especies 

bacterianas en alimentos 

fermentados.  

Se identificaron 33 genes que 

causan resistencia a los 

antimicrobianos; se detectaron 

genes relacionados con 32 rutas 

metabólicas. 

Yasir et al., 

(2023) 

 

Leche cruda ADN total, 

cgMLST, 

Escopeta 

Leche de vacas, 

búfalas, cabras y 

ovejas;Extracción de 

ADN (Convencional y 

con agotamiento de 

células eucariotas) 

Bradyrhizobiaceae, Enteroba

cteriaceae , Rhodobacterace

ae y Micrococcaceae. 

Genes de resistencia 

antimicrobiana. 

Grützke 

et al., (2021) 

 

Leche 

desnatada 

en polvo 

  

Escopeta 
 
 
 

Proceso de 

producción de leche 

en polvo. Etapa de 

lactancia. 

En leche entera se 

encontraron Pseudomonas 

fluorescens, Acinetobacter 

baumannii y Lactococcus 

lactis. En leche en polvo a 

mitad de la lactancia 

Thermus, Geobacillus y 

Streptococcus son los 

géneros más dominantes. 

Genes asociados a la 

esporulación y latencia. 

McHugh 

et al., (2020) 

https://doi.org/10.1601/nm.1458
https://doi.org/10.1601/nm.3091
https://doi.org/10.1601/nm.3091
https://doi.org/10.1601/nm.1037
https://doi.org/10.1601/nm.1037
https://doi.org/10.1601/nm.5827
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Matriz 

alimentaria 

Técnica 

utilizada 

Factor o factores de 

variación 

Microorganismos 

identificados en queso por 

Shotgun 

Rutas metabólicas 

relacionadas. 

Autores 

Queso Feta Escopeta Elaboración industrial 

o casera. 

Debaryomyces, Kluyveromyc

es, Cutaneotrichosporon, Pic

hia, Candida y Rhodotorula 

Veintiséis rutas Papadimitriou 

et al., (2022) 

Queso 

Flandes de 

Bélgica 

Escopeta Salmueras A y C, 

Programas de 

alineación, 

Programas de 

identificación 

taxonómica 

La salmuera C mostró una 

mayor diversidad a nivel de 

género en comparación con 

la salmuera A. Lactobacillus y 

Tetragenococcus fueron los 

géneros más abundantes. 

N.R Vermote 

et al., (2018) 

 

 

Queso Cotija ADN total Queso de recién 

elaborado. 

Lactobacillus, Leuconostoc y 

Weissella. 

Diez enzimas relacionadas con 

vías metabólicas como la 

producción de aminoácidos de 

cadena ramificada y ácidos 

grasos libres.  

Escobar-

Zepeda et al., 

(2016) 

Queso 

Cheddar 

Metagenómic

a de 

escopeta. 

Grupos de muestras 

PMA y no 

PMA.Tiempo de 

maduración (1 a 7 

años) 

PMA:Lactococcus, Lacticasei

bacillus, Secundilactobacillus, 

Streptococcus, Weissella, Pe

diococcus y Enterobacter. 

  

Cincuenta genes relacionados 

con rutas metabólicas, por 

ejemplo: resistencia a los ácidos, 

osmoprotección, metabolismo 

de péptidos entre otras. 

Mohamed 

et al., (2023) 

  

N.R: No reportado, PMA: La monoazida de propidio, cgMLST: Análisis de tipificación de secuencia multilocus del genoma 
central
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2.2.3. Metagenómica en queso 

La leche obtenida de una ubre sana es estéril, sin embargo, las contaminaciones 

cruzadas desde la ordeña hasta el proceso de producción demeritan su calidad. 

En leche de Egipto se han identificado bacterias patógenas como, Brucella spp, 

E. coli, Salmonella enterica y Staphylococcus aureus (Grützke et al., 2021). En 

leche de Irlanda se analizaron diferentes orígenes de contaminación (suelo, 

pasto, heces, pezones, camas y ensilaje) y se encontró que la superficie del 

pezón era la principal fuente de contaminación (Doyle et al. 2016). En leche y en 

queso mexicano se han reportado los géneros Streptococcus spp., Lactococcus 

spp., y Lactobacillus spp(Ruvalcaba-Gómez et al., 2020).  

En el Cuadro 2 se observan diferentes estudios en los que se obtuvieron los 

perfiles metagenómicos de distintos quesos, en uno o diferentes momentos de 

maduración. El estudio de las regiones hipervaribles del gen 16S permitió la 

identificación de bacterias en queso. Las regiones analizadas en los diferentes 

estudios presentados en el Cuadro 2 pertenecen a las regiones V2-3-4-8-7 y 9, 

sin embargo, la región V3-V4 ha sido la más utilizada. Por otro lado, 

principalmente para identificar hongos y levaduras se utilizaron ITS1 e ITS2. En 

los estudios se distinguieron pasos comunes en el flujo de trabajo de análisis de 

datos bioinformáticos, tales como análisis de la calidad de datos, eliminación de 

adaptadores, unión de secuencias, eliminación de secuencias quiméricas, 

comparación contra bases de datos para bacterias (SILVA, Greengenes, mothur, 

NCBI, por mencionar algunas) y para hongos y levaduras (mothur, UNITE_ITS1, 

NCBI entre otras). Algunos parámetros que pueden dar información sobre la 

diversidad de microorganismos son: diversidad alfa, análisis de diversidad beta, 

índices Chao1, índice de diversidad de Shannon, índice de Simpson y cobertura 

de Good (Marino et al., 2019; Papademas et al., 2019; Quijada et al., 2020; Dimov 

et al., 2021). Los programas utilizados para el análisis de datos son diversos, 

tales como los programas R, QIIME y QIIME 2 (Marino et al., 2019; Papademas 

et al., 2019; Quijada et al., 2020). En los diversos quesos mostrados se 
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identificaron en mayor abundancia BAL, entre las que se encuentran los géneros 

Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus, entre otros. 

Sin embargo, la identificación de microorganismos, en los 50 quesos mexicanos 

publicados es escasa (Villegas et al., 2016). Se han reportado las comunidades 

bacterianas para el queso Cotija (Lactobacillus plantarum, Leuconostoc 

mesenteroides y Weissella paramesenteroides) (Escobar-Zepeda et al., 2016), el 

queso fresco de Sonora (Méndez-Romero et al., 2021), Queso Bola de Ocosingo 

(Aldrete-Tapia et al., 2018), el Queso de Poro (Lactobacillus y Enterococcus) 

(González Ariceaga et al., 2019) y para el Queso Adobera se identificaron 

especies dominantes de Streptococcus, Lactococcus y Lactobacillus. Además, 

extrayendo ADN y ARN se relacionaron los microorganismos con las rutas 

metabólicas de carbohidratos, lípidos, aminoácidos y transportadores de 

membrana (Ruvalcaba-Gómez et al., 2020). En un estudio realizado por 

Murugesan et al., (2018) se identificaron bacterias y hongos por secuenciación 

del gen 16S y 18S, se analizaron trece quesos mexicanos y se encontró que los 

géneros más abundantes fueron Streptococcus, Lactobacillus y Lactococcus. En 

queso bola de Ocosingo se encontraron los géneros Streptococcus, Lactobacillus 

y Lactococcus a lo largo del tiempo de maduración (Aldrete-Tapia et al., 2018).  

2.2.4. Flujo de trabajo metagenómico para queso 

2.2.4.1. Extracción de ADN 

El flujo de trabajo consiste en la extracción del ADN, cuantificación de ADN, 

preparación de librerías, secuenciación y finalmente el análisis de datos 

bioinformáticos (Billington et al., 2022; Chaudhari et al., 2023). El ADN puede 

extraerse mediante lisis química, térmica, enzimática o mecánica o una 

combinación, que consta de tres pasos: lisis, purificación y recuperación de ADN 

(Gupta, 2019; Sajali et al., 2018); generalmente, todos los métodos utilizan 

proteinasa K en el paso de lisis (Sajali et al., 2018). En el caso de los pasos de 

precipitación de proteínas, se emplean NaCl y disolventes orgánicos 

(fenol/cloroformo), purificación de ADN (fenol, cloroformo e isopropanol), unión  
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Nombre 
del 
queso 

Factores de 
variación 

Tipo de leche Método 
secuenciación y 
región utilizada 

Programas y bases de 
datos para los análisis 
datos utilizados. 

Phylum, familia o 
género identificado 

Autores 

Queso 
Feta 

Recipientes de 
plástico y acero 
inoxidable. 
Tiempo de 
maduración 0, 54, 
120 días. 

N.R Amplicones 
empleando las 
regiones 
hipervariables 
V2-4-8 y V3-7-9 
del gen 16S rARN 

Eliminación de quimeras, 
Clasificación de OTUs 
con BLASTn en la base 
de datos NCBI. 
 

En queso freso y 
maduro Lactococcus, 
Pseudomonas, Streptoc
occus, Acinetobacter, L
actobacillus,Flavobacter
ium yCarnobacterium,La
ctococcus. 

Spyrelli 
et al., 
(2020) 

Queso 
Belga 

Dos queserías. 
-Salmuera 

Leche de vaca 
pasteurizada  
 

Amplicón 
utilizando la 
región V4 del gen 
16S rARN del 
ADN e ITS1 y 
shotgun  

Trimmomatic; 
clasificación con mothur y 
SILVA. Amplicones 
fúngicos Cutadapt, 
Clasificación con mothur 
y UNITE_ITS1 

Tetragenococcus, 
Chromohalobacter y 
Halanaerobium como 
las más abundantes. 

Vermote 
et al.,(2
018) 

Queso 
Mozzar
ella  

5 grupos de muestras 
(leche de vaca o de 
búfala, acidificada 
con cultivos naturales 
o seleccionados y 
obtenida en lechería 
o en el mercado de 
masas). 
 

Leche búfala. 
Leche de vaca. 
 

Gen 16S rARN Uclust, RDP, Greengenes 
16S Rrna, QIIME y R, R 
heatmap.2 y PLS-DA con 
Unscramble. 

Los quesos elaborados 
con leche búfala 
Lactobacillus.Queso 
elaborado con leche de 
vacaBrochothrix , Erwini
a , Flavobacterium , Pse
udomonas y Shewanella
 ,Anoxybacillus flavither
mus y Thermus 
thermophilus. 

Marino 
et al., 
(2019) 
 
 
 

Cuadro 2. Quesos de diferentes países donde se realizó el análisis metagenómico. 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/brochothrix
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/erwinia
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/erwinia
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/anoxybacillus
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/thermus-thermophilus
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/thermus-thermophilus
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Nombre 
del 
queso 

Factores de 
variación 

Tipo de leche Método 
secuenciación 
y región 
utilizada 

Programas y bases de 
datos para los análisis 
datos utilizados. 

Resultado, Phylum, 
familia o género 
identificado 

Autores  

Queso 
Halitzia. 

Maduración de 40 y 
60 d 
 

Leche cruda de 
cabra 

Amplicones  
Cebadores 27F y 
519R  e ITS1F e 
ITS2R. 

BLASTn, NCBI*, QIIME 2  La leche cruda, queso 
de 40 d y queso de 60 d 
compartieron 26 
géneros de bacterias y 
30 géneros de hongos. 
 

Papade
mas 
et al., 
(2019) 

Vorarlb
erger 
Bergkä
se 

Dos queserías 
diferentes durante la 
maduración de 0, 14, 
30, 90 y 160 d 

Leche cruda de 
vaca 

ITS2; 16S 
rRNA con los 
cebadores 27F y 
1492R. 

dada2 en R, BIOM, 
QIIME2, q2, Naïve Bayes 
q2-taxa, JColorGrid. 

En queso frescos 
 Staphylococcus 
equorum y Candida. En 
maduración de 14 a 30 d 
Psychrobacter y Debary
omyces. En quesos 
madurados de 90 a 160 
d, S. equorum,  
Brevibacterium,  
Corynebacterium y Sco
pulariopsis  

Quijada 
et al., 
(2020) 

Queso 
verde 
búlgaro 

Tipo de leche y 
maduración 5, 7 y 8 
meses 

Leche de cabra 
y oveja 

Región V3-V4 FLASH, UCHIME, Mothur 
Los hongos se analizaron 
mediante BLAST con 
Qiime, Unite. Se 
utilizó MUSCLE, LEfSe, 
R, Mothur. 
 
 

120 bacterias 
(Streptococcus,Lactoba
cillus, Lactococcus y 
Staphylococcus) y 16 
especies fúngicas. 

Dimov 
et al., 
(2021) 
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Nombre 
del 
queso 

Factores de 
variación 

Tipo de leche Método 
secuenciación 
y región 
utilizada 

Programas y bases de 
datos para los análisis 
datos utilizados. 

Resultado, Phylum, 
familia o género 
identificado 

Autores 

Queso 
São 
Jorge 
 

Leche, suero, cuajada 
y queso con y sin 
denominación de ori- 
gen protegida. 
 

Leche cruda de 
vaca. 

Región 
hipervariable  
V3-V4  

Genoinseq, Calidad se 
secuencias con 
PRINSEQ, 
AdapterRemoval, 
generación de OTUs con 
QIIME, fusionaron, 
detectaron y eliminaron  
lecturas quiméricas con 
UCHIME contra la base 
de datos Greengenes  

En queso sin 
denominación de origen  
 Streptococcus, Lactoba
cillus y Lactococcus. 
En queso con 
denominación 
Lactobacillus, Streptoco
ccus, Leuconostoc, Lact
ococcus 
y Enterococcus. 

Coelho 
et al., 
(2023) 

Queso 
griego 
Kopani
sti 

Cuatro diferentes 
mezclas de 
iniciadores, tiempos 
de maduración (1, 7, 
21 y 35 d).  
. 

Leche de vaca 
pasteurizada. 
 

Región 
hipervariable V1-
V3 del gen 16S,  
ITS1-ITS2 para 
levaduras/hongos 

Diversidad de bacterias y 
levaduras/hongos se 
evaluó en R, junto con 
phyloseq y ggplot2; PLS-
DA y mapas de calor con 
Metaboanalyst. 

Lactococcus y 
Lacticaseibacillus 

Kazou 
et al., 
(2023) 

Queso 
Parmigi
ano 
Reggia
no 

Seis lecherías, 
tiempos de 
maduración  
2 días ,1, 2, 6, 7, 9, 
12 y 24 meses  
 

N.R Región V3-V4 
amplificada del 
gen 16S rARN. 

FLASh, PRINSEQ, 
QIIME, RDP y  
Greengenes, R. 

Las especies más 
abundantes fueron 
Lactobacillus helveticus 
y Lactobacillus 
delbrueckii y 
disminuyeron con la 
maduración.  

Bottari 
et al., 
(2020) 

NCBI: Centro Nacional de Información Biotecnológica, OTU: Unidades Taxonómicas Operativas y N.R: No reportado.
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en los kits (ocurre en membranas de sílice o resina) y precipitación (isopropanol, 

etanol), varían entre los métodos (Sajali et al., 2018). Los kits PowerFood y 

Nucleospin son los más efectivos para la extracción de ADN de queso 

Mozzarella, debido a que el uso de microesferas y enzimas aumentó la eficacia 

de la extracción (Markusková et al., 2021). En la extracción de ADN en queso y 

leche, usando siete métodos, se reportó que el kit PowerFood™ fue superior a 

los demás, ya que se obtuvo un ADN puro y altamente concentrado para su 

posterior amplificación en PCR (Quigley et al., 2012). El kit de purificación de 

ADN genómico Wizard® se utilizó en queso Maasdam holandés (Duru et al., 

2018). La extracción de ADN de queso también se realizó sin kit de extracción, 

como en queso Cotija (Escobar-Zepeda et al., 2016) y en queso bola de Ocosingo 

(Aldrete-Tapia et al., 2018). 

2.2.4.2. Amplificación por PCR y preparación de librerías 

La preparación de librerías de ADN varía de acuerdo a las empresas que las 

construyen; sin embargo, los pasos generales consisten en la fragmentación de 

ADN, fijación de adaptadores de oligonucleótidos a los extremos de los 

fragmentos diana y cuantificación del producto final de la biblioteca para la 

secuenciación (Kappelmann-Fenzl, 2021). Los métodos de fragmentación más 

comunes son: fragmentación física (cizallamiento acústico, sonicación y 

cizallamiento hidrodinámico), fragmentación enzimática (ADNasa I u otra 

endonucleasa de restricción, nucleasa no específica, transposasa) y 

fragmentación química (calor y catión metálico divalente). La preparación de 

bibliotecas puede llevarse a cabo por dos diferentes tecnologías de 

secuenciación (Kappelmann-Fenzl, 2021), tales como la unicelular (Illumina, 

10xGenomics, Qiagen etc.) y la de lectura larga (Illumina, PacificBioscience, 

Oxford Nanopore etc.). A continuación se describirá a mayor detalle la tecnología 

Ilumina de secuenciación por síntesis (por sus siglas en inglés sequencing by 

synthesis SBS)  la ADN polimerasa incorpora desoxirribonucleótidos trifosfatos 

(dNTP) marcados con fluorescencia durante la síntesis de ADN  y la 

identificación de los nucleótidos se logra mediante la excitación del fluoróforo 

(Akaçin et al., 2022). Grande-Cano, (2018) menciona que la SBS consiste en 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/dna-polymerase
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/deoxyribonucleotide
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/deoxyribonucleotide
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/dna-synthesis
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/dna-synthesis
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fragmentar el ADN. Posteriormente, al ADN fragmentado se le adiciona un coctel 

de enzimas y se unen los adaptadores a los fragmentos de ADN permitiendo que 

se anclen a la celda de flujo para secuenciarse. A continuación, la ADN-

polimerasa en presencia de trifosfatos de desoxinucleótidos (dNTP’s) hace una 

copia de cada hebra de ADN. Finalmente, se forman clusters (grupos) que al 

estar marcados con un fluoróforo específico y al ser detectados por el 

secuenciador registra un nucleótido (Figura 4) (Hassan et al., 2023). 

2.3. Péptidos bioactivos en queso 

Los quesos contienen una gran cantidad de proteínas, entre las que se 

encuentran, αs1, αs2 y β, las cuales son hidrolizadas por enzimas presentes en la 

plasmina de la leche, κ-caseínas por la quimosina del cuajo y finalmente por las 

proteasas contenidas en los microorganismos (Ivens et al., 2017). Produciendo 

péptidos grandes y medianos que posteriormente son hidrolizados, por proteasas 

y peptidasas a péptidos de menor tamaño (Farkye, 2014). Los productos 

generados durante la proteólisis son compuestos aromáticos que contribuyen a 

las características sensoriales del queso (Marilley, 2004). Por otro lado, se ha 

comprobado que los péptidos liberados durante la maduración del queso tienen 

efectos benéficos a la salud, tales como: antihipertensivo, antioxidante, 

antimicrobiano, hipocolesterolémico, opioide (Tagliazucchi et al., 2019), 

antiinflamatorio, antidiabético, antiobesogénico y anticancerígeno, por mencionar 

algunos (Ağagündüz et al., 2021). 

Los péptidos más reportados en la literatura son los antihipertensivos, entre los 

que se encuentran la VPP y la IPP identificados en β y κ-caseína, 

respectivamente (Iwaniak & Mogut, 2020). Yamaguchi et al. (2009) demostraron 

en modelos animales y en humanos que los péptidos VPP e IPP inhiben a la 

enzima convertidora de la angiotensina (ECA). En el estudio realizado por 

Chamata et al., (2020) encontraron interacciones entre los péptidos derivados del 

suero y los aminoácidos de la ECA a través de enlaces de hidrógeno y puentes 

salinos de los aminoácidos Pro, Leu e Ile. 
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Figura 4. Diagrama de flujo de la secuenciación por síntesis (Ilumina, 2010).  

Los péptidos antioxidantes están compuestos de 2 a 20 aminoácidos, con un 

peso molecular inferior a 3 kDa y presentan aminoácidos hidrofóbicos como la 

prolina, la valina, el triptófano y la fenilalanina (Tadesse & Emire, 2020). En queso 
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https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/amino-acids
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Gouda se han reportado cuatro péptidos antioxidantes (Álvarez-Ramos et al., 

2022). En queso duro español fue encontrada la secuencia de un péptido 

quelante de metales VAPFPQ (Timón et al., 2019). Se ha encontrado actividad 

antioxidante en quesos mexicanos, tal como el queso Crema de Chiapas, quesos 

Fresco y Cocido de Sonora (Aguilar-Toalá et al., 2022). 

Otras bioactividades como la antitrombótica e hipocolesterolémica han sido 

reportadas en leches fermentadas por cepas específicas de Lactococcus lactis y 

sometidas a digestión simulada (Rendon-Rosales et al., 2019). En el estudio 

reportado por Zambrano-Cervantes et al., (2023) en leches fermentadas por 

cepas de Lactobacillus spp también se encontró el efecto hipocolesterolémico. El 

colesterol que se genera durante la ingesta de alimentos se combina con los 

ácidos biliares para formar micelas para ser solubilizadas y absorbidas en los 

intestinos (Chen et al., 2021). Los péptidos hipocolesterolémicos tienen una 

naturaleza hidrofóbica y al unirse con los ácidos biliares impiden la formación de 

micelas de colesterol (Chen et al., 2021; Qian et al., 2018). En el estudio realizado 

por Imai et al., (2021) mencionan que la hidrofobicidad es mayor en el extremo 

N-terminal, lo que hace suponer que los péptidos conformados por cuatro 

aminoácidos son más hidrófilos que los péptidos más largos, sin embargo, los 

péptidos con puntos isoeléctricos y pesos moleculares altos se unirán 

fuertemente a los ácidos biliares. 

En cinco quesos (Edamski, Gouda, Kasztelan, Brie y Rokpol) se reportaron cinco 

péptidos opioides (casomorfina, casoxina y lactoferroxina) (Sienkiewicz-Szłapka 

et al., 2009). En queso Ras encontraron que la actividad opioide incrementó a lo 

largo de la maduración en un modelo de digestión in vitro (Helal et al., 2023). En 

queso Tulum secuenciaron (Öztürk & Akın, 2021) péptidos opioides provenientes 

de β-caseína (YPFPGPIHN y YPFPGPIHNSLPQ).  

La inhibición de α-glucosidasa y la α-amilasa es efectiva para reducir los niveles 

de azúcar en sangre, α-glucosidasa es inhibida por los aminoácidos hidrofóbicos 

Met, Pro, Phe y Leu; la α-amilasa interactúa competitivamente con secuencias 

peptídicas que tienen los aminoácidos hidrófobos Leu, Met y Pro, mientras que 
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la inhibición de la DPP-IV ocurre tanto con los aminoácidos hidrofóbicos Ala, Gly, 

Leu, Pro, Met y Trp, como con los aminoácidos hidrofílicos (Gln, His, Arg y Ser) 

localizados en los extremos del péptido (Koirala et al., 2023). Péptidos 

antidiabéticos o inhibidores de la enzima dipeptidil peptidasa IV (DPP-IV) para el 

tratamiento de la diabetes tipo II han sido reportados en suero de queso Oaxaca 

(Mares‐Mares et al., 2019). Además, Öztürk & Akın, (2021) identificaron en queso 

Tulum péptidos antidiabéticos provenientes de β-caseína (LPVPQ, TPVVVPP, 

LPQNIPPL, LGPVRGPFPI, LYQEPVLGPVRGPFP y LPLPL). 

El péptido similar al glucagón 1 (GLP-1) se ha obtenido a partir de la unión del 

ácido palmítico y una cadena lateral de Lys mediante un conector glutamato (Ahn 

et al., 2017), llamado liraglutida y su ingesta de 3 mg/día provocó una pérdida de 

peso (Kumar, 2019). Los péptidos relacionados con la secreción de GLP-1 se 

encontraron en la hidrólisis de la caseína láctea contenida en queso Tulum 

(Öztürk & Akın, 2021), extractos obtenidos de yogurt, queso y proteínas de suero 

(Gillespie et al., 2015) y en queso Parmigiano Reggiano madurado de 0 a 24 

meses. 

2.3.1. Perspectiva general de péptidos antimicrobianos 

2.3.1.1. Aspectos generales de la resistencia antimicrobiana 

En Estados Unidos al menos 12,800 personas murieron en 2017 por infecciones 

provocadas por bacterias resistentes a los antibióticos; 25,000 muertes al año en 

Europa, y el número es mucho mayor en los países en desarrollo (Centros para 

el control y prevención de enfermedades, EE.UU., 2019). Se estima que para el 

año 2050 la resistencia antimicrobiana causará la muerte de diez millones de 

personas (Kostyanev & Can, 2017).  

Las bacterias generan resistencia antimicrobiana debido a la resistencia 

intrínseca, que se encuentra en el genoma de las especies bacterianas, la 

resistencia adquirida (Kostyanev & Can, 2017), a la transferencia horizontal de 

genes y a la adquisición de ADN proveniente de otras bacterias (Abushaheen 

et al., 2020; Winter et al., 2021). La resistencia adquirida se puede dar por tres 

mecanismos: modificación de enzimas o inactivación de agentes 
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antimicrobianos, mediante la adición de grupos acetilo, adenilo o fosfato por las 

enzimas bacterianas a un sitio específico de los antibióticos, evitando que se 

unan; reducción de la acumulación intracelular de agentes antimicrobianos y 

supresión de genes de purinas; así mismo por alteraciones en los sitios diana de 

los agentes antimicrobianos, mutaciones, modificación química por metilación y 

sustitución de una diana (Abushaheen et al., 2020). 

La transferencia horizontal de genes se da por tres mecanismos: transformación, 

transducción y conjugación. Durante la transformación, los fragmentos de ADN 

de una bacteria muerta ingresan a una bacteria receptora y se incorporan a su 

cromosoma; en la transducción se transfiere material genético de una bacteria a 

otra por un bacteriófago. Por último, en la conjugación, principal mecanismo de 

transferencia horizontal de genes, se realiza el traspaso del plásmido o 

plásmidos, que contienen genes de resistencia (Christaki et al., 2020; Mayorga-

Ramos et al., 2023). 

Los genes se almacenan en integrones y se transfieren intra y/o intercelularmente 

mediante transposones, plásmidos o elementos integrativos y conjugativos 

(Botelho & Schulenburg, 2021). Los transposones, elementos integrativos y 

conjugativos, e integrones contienen genes de resistencia y se adquieren 

mediante conjugación o transducción (Mayorga-Ramos et al., 2023). Los 

transposones son fragmentos de ADN que se desplazan a lo largo de la molécula 

del ADN, o a otras moléculas del ADN, debido a que poseen la enzima 

transposasa (Clark & Pazdernik, 2016). Los elementos integrativos y conjugativos 

pueden integrarse y dividir el cromosoma utilizando Tyr/ Ser, recombinasas o 

transposasas DDE una enzima con un dominio catalítico (Asp y Glu), asociado 

con una región de unión al ADN (Guérillot et al., 2014); se transfieren entre 

taxones distantes, ya sea de forma vertical u horizontal, generalmente son 

inmunes a la pérdida segregacional (Botelho & Schulenburg, 2021). 

2.3.1.2. Características de péptidos antimicrobianos 

Los péptidos antimicrobianos naturales presentan de 5-6 residuos de 

aminoácidos; en condiciones fisiológicas son catiónicos, debido a la presencia de 
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residuos de Arg y Lys, tienen una alta proporción de residuos hidrófobos y se 

pliegan en una variedad de estructuras y conformaciones anfipáticas (Marcos y 

Manzanares, 2011). Los péptidos antimicrobianos catiónicos son generalmente 

α-helicoidales (Lei et al., 2019), también se han reportado estructuras lineales de 

hélice α, lámina β y combinación (Huan et al., 2020). Li et al., (2021) mencionaron 

que la actividad antimicrobiana se ve afectada por las características 

fisicoquímicas de los péptidos tales como: la composición de aminoácidos ricos 

en Pro, Arg, Cys y/o Gly; la longitud de los péptidos, cuando son cortos favorecen 

la formación de micelas y los largos pueden doblarse y estabilizar poros; el mayor 

contenido de hélices α se correlaciona con actividades antimicrobianas más 

fuertes; la curvatura de los péptidos antimicrobianos influye en el modo de acción, 

cuando es una hélice anfipática lineal favorece la organización en poro de duela 

de barril y un péptido anfipático curvo forma el poro toroidal. 

Péptidos aniónicos también han demostrado tener actividad antimicrobiana con 

cargas netas de -1 a -8 y están compuestos de 5 a 70 residuos de aminoácidos 

(Zhang et al., 2021); tienen un peso molecular que oscila entre 721.6 y 823.8 Da 

y estos péptidos son ricos en Glu y Asp (Rai et al., 2016). Este tipo de péptidos 

es producido durante la hidrólisis de proteínas o mediante la codificación por 

genes, se requieren de iones metálicos y de la carga negativa de la membrana 

microbiana para formar puentes salinos y tener el efecto antimicrobiano (Zhang 

et al., 2021). Se han reportado péptidos aniónicos obtenidos de suero de queso, 

proteínas del suero de leche inhibidoras de Listeria monocytogenes (Demers-

Mathieu et al., 2013). 

2.3.1.3. Mecanismos de acción de péptidos antimicrobianos 

Los mecanismos de los péptidos antimicrobianos donde interviene la membrana 

son principalmente tres: modelo de duela de barril, poro toroidal y alfombra. En 

el modelo duela de barril, los péptidos antimicrobianos se orientan inicialmente 

en paralelo a la membrana, pero finalmente se insertan perpendicularmente 

(Figura 5a) en la bicapa lipídica (Kumar et al., 2018). Los péptidos 

transmembrana se empaquetan como las duelas de un barril con sus superficies 
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hidrófilas alineadas hacia el centro de un poro lleno de agua, los péptidos 

transmembrana están estrechamente ensamblados entre sí y forman un poro 

circular rígido (Li et al., 2021), lo que hace que el contenido de las células 

bacterianas se salga y las bacterias mueran (Lei et al., 2019). Tuerkova et al., 

(2020) señalan tres cosas necesarias para formación de la duela de barril: rigidez 

del péptido, fuerte interacción péptido-péptido y longitud del péptido. Los péptidos 

lineales encajan mejor en la geometría del poro de la duela del barril y la 

flexibilidad del péptido dificulta el empaquetado apretado, necesario en los 

péptidos. En segundo lugar, se necesitan fuertes interacciones péptido-péptido 

para estabilizar el ensamblaje de péptidos en forma de haz. Por último, la longitud 

de los péptidos formadores de poros en duela de barril debe coincidir con el 

grosor de la membrana para la formación de un poro en duela de barril, el péptido 

debe orientarse aproximadamente perpendicular con respecto al plano de la 

membrana. 

En el modelo de poro toroidal, los péptidos interactúan con los grupos de cabezas 

de lípidos, lo que induce a que la bicapa se doble y se inserte verticalmente en la 

bicapa de membrana y forme orificios compuestos por los péptidos y las cabezas 

de fosfolípidos (Li et al., 2022), como se muestra en la Figura 5b. Tuerkova et al., 

(2020) identificaron que en los péptidos formadores del poro toroidal no es 

esencial la autoasociación (un contenido hidrofóbico de aproximadamente 50 % 

será suficiente para la formación de poros toroidales), su flexibilidad mejora la 

actividad, la posición del pliegue puede alterar la estructura de los poros y la 

superficie alineada de los péptidos fuera del poro pueden participar en la 

estabilización del poro. 

En el mecanismo de la alfombra, a una concentración de péptidos inferior a la 

concentración crítica, la membrana sufre algunas perturbaciones intrínsecas, 

tales como adelgazamiento, expansión lateral, agrupamiento de lípidos 

aniónicos, deformación y alta tensión superficial (Li et al., 2017). La presencia de 

lípidos cargados negativamente ayuda a la formación de una densa alfombra 

peptídica, ya que ayudan a reducir las fuerzas electrostáticas de repulsión entre 
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péptidos cargados positivamente (Bechinger & Lohner, 2006). Posteriormente, 

cuando la concentración de péptidos alcanza el umbral, los péptidos 

antimicrobianos cubren la membrana en grupos y provocan su rotura de forma 

similar a un surfactante (Figura 5c) (Zhang et al., 2021). 

 

 

  

Figura 5. a) Modelo de duela de barril, b) Modelo de poro toroidal, c) Modelo de 
alfombra (Zhang et al., 2021). 
 

2.3.1.4. Péptidos antimicrobianos en queso 

En quesos italianos, se han identificado péptidos antimicrobianos potentes como: 

casecidinas, isracidina, casosidina–I, kappacina y lactoferricina (Rizzello et al., 

2005). En queso Canastra producido en Brasil se cuantificaron péptidos solubles 

que mostraron actividad inhibidora sobre Escherichia coli y se señaló la 

secuencia de los péptidos antimicrobianos de αs1-caseína como la isracidina 

(Fialho et al., 2018). Pritchard et al., (2010) obtuvieron extractos peptídicos de 

queso y reportaron que inhiben Escherichia coli y Bacillus cereus. En queso 

"Coalho" de origen brasileño se identificaron 32 péptidos con actividad 

antimicrobiana, provenientes de 𝛼, 𝛽 y 𝜅-caseínas (Silva et al., 2016). En queso 

(a) 

(b) (c) 
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Tulum encontraron isracidina proveniente de αs1–caseína y casosidina, péptido 

derivado de αs2-CN con actividad antibacteriana (Öztürk et al., 2021). 

La lactoferricina y otros péptidos antibacterianos pueden producirse a partir del 

suero del queso de bajo costo por hidrólisis mediada por pepsina y cuajo 

(Elbarbary et al., 2019). En suero se ha reportado el péptido kappacina 

hidrolizado a partir de 𝜅-caseína (López-Expósito et al., 2006). A partir del suero 

ácido, producto de la producción de requesón, se obtuvo lactoferrina con 

actividad antimicrobiana contra E. coli O157: Toxina H7(Matijašić et al., 2020). 

En el Cuadro 3 se muestran siete estudios donde se observa el potencial de los 

quesos como fuente de antimicrobianos contra diferentes cepas patógenas, las 

técnicas utilizadas para la determinación de actividad antimicrobiana son la 

difusión de discos y UV-VIS (Nguyen Thi et al., 2014; Théolier et al., 2014; Öztürk 

& Akin, 2017; Banihashemi et al., 2020; Turan & Durak, 2022). La actividad 

antimicrobiana necesita complementarse con técnicas como la 

espectrofotometría de masas con tándem que permite conocer las secuencias 

peptídicas. En el artículo de Öztürk & Akin, (2017) faltó complementarse con un 

perfil peptídico o espectrofotometría de masas para poder asociar la bioactividad 

del péptido a características específicas. En el estudio realizado por Atanasova 

et al., (2021) se utilizó espectrofotometría de masas, pero no se comprobó la 

bioactividad antimicrobiana contra cepas específicas de patógenos. Así mismo, 

en el estudio realizado por Théolier et al., (2014) solo se obtienen péptidos 

menores de ≤10 KDa y no realizaron una caracterización más profunda, pero 

mostraron actividad antimicrobiana contra bacterias y hongos. 

2.4. Actividad antiinflamatoria de péptidos de productos lácteos 

Estudios clínicos demuestran que del 15 al 20 % de las neoplasias malignas en 

todo el mundo se desarrollan debido a inflamaciones crónicas que provocan 

morbilidad y mortalidad (Serhan y Savill, 2006). Las respuestas inflamatorias 

crónicas a menudo se asocian con: diabetes tipo 2, inflamación intestinal, artritis, 

aterosclerosis y otras enfermedades cardiovasculares (Guha y Majumder, 2019). 
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El proceso de evolución de la inflamación a tumor involucra células fagocíticas, 

como neutrófilos y macrófagos, que producen varios mediadores citotóxicos 

(especies reactivas de oxígeno y nitrógeno), serina y cisteína proteasas, agentes 

perforantes de membrana, metaloproteinasa de matriz, factor de necrosis tumoral 

α (TNF-α, por sus siglas en inglés tumor necrosis factor), interleucinas, 

interferones y enzimas (ciclooxigenasa‐2, lipooxigenasa ‐5 y fosfolipasa A2) 

como se observa en la Figura 6 (Strömstedt et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. El factor de necrosis tumoral α (TNF-α) estimula a las células del 
carcinoma gástrico y a las células mesoteliales peritoneales para secretar 
metaloproteinasa de matriz 9 (MMP-9), que promueve la invasión de células 
cancerosas (Ågren & Auf Dem Keller, 2020). 
 
 
En estudios para determinar el efecto antiinflamatorio se usan modelos in vitro en 

los que ocupan principalmente cultivos celulares de mamíferos, mientras que 

estudios in vivo usan animales y humanos (Guha y Majumder, 2019). Se ha 

reportado que, en extractos de péptidos solubles en agua, de queso Cheddar, 

obtenido a partir de leche de búfala y de vaca, existe un potencial antiinflamatorio 

que puede proteger a las células de macrófagos RAW-264.7, del daño 

inflamatorio (Rafiq et al., 2018). Por otra parte, a partir de queso Mozzarella de 

búfala de campana se obtuvó el péptido MBCP, que posee efectos     

antiinfamatorios tanto in vitro como in vivo (Tenore et al., 2019). Por otra parte, 
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Cuadro 3. Actividad antimicrobiana en quesos. 
 

Tipo de 
queso  

Condiciones del estudio 
Origen/ tiempo de 
maduración/técnica para 
determinar actividad 
antimicrobiana. 

Péptido encontrado Microorganismo que 
inhibe 

Resultados 
obtenidos 

Autores 

Queso 
Tulum 
 

Leche de vaca y de cabra; 
tiempo de maduración 
0, 15, 30, 60, 90 y 120 d; 
técnica de difusión en disco.     

Péptidos hidrófobos  Salmonella typhimurium 
ATCC 14028 (90 días, 
leche de cabra ) 

Incrementó del 
número de 
péptidos con la 
maduración 

Öztürk & 
Akin, (2017) 

Quesos 
Emmental 
de Savoie y 
Asiago 
d'Allevo 

Leche cruda; tiempo de 
maduración 97, 114 y 149 
días; fraccionamiento de 
extracto mediante C.L.I.C.; 
densidad óptica 600 nm 

Péptidos con masa 
molecular inferior a  
1 g.mol −1 

Emmental de Savoie 
madurado, 97 días, 100 
%, queso Asiago, 150 
días, 42 % de actividad 
 antimicrobiana contra 
Listeria monocytogenes 

Péptidos 
catiónicos 
tienen actividad 
antimicrobiana. 

Nguyen Thi 
et al., (2014) 

Queso 
Koopeh 

Fraccionamiento de extractos 
por ultrafiltración; 
determinación de pesos 
moleculares por 
espectrofotometría de masas; 
difusión en disco. 

 
Pesos moleculares de 
péptidos contenidos en 
la fracción de 2–10 kDa 

Pseudomonas 
aeruginosa,  Bacillus 
cereus y Salmonella 
enterica. 

Actividad 
antimicrobiana 
y antioxidante 

Banihashemi 
et al., (2020) 

Queso de 
búfalo 
fresco. 

El queso se produjo por dos 
empresas diferentes en dos 
estaciones diferentes; 
Extracto liofilizado; MALDI-
TOF MS/MS 
 

YQEPVLGPVRGPFPI 
(péptido antimicrobiano 
y antihipertensivos) 
GLPQGVLNENLL y 
LYQEPVLGPVRGPFPI 
(específicos de Bubalus 
bubalis) 

Enterococcus faecalis y 
Bacillus subtilis 
. 

Actividad 
antioxidante, 
antihipertensiva 
y 
antimicrobiana. 

Silva et al., 
(2019) 
 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/pseudomonas-aeruginosa
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/pseudomonas-aeruginosa
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/pseudomonas-aeruginosa
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/salmonella-enterica
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/salmonella-enterica
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Tipo de 
queso  

Condiciones del estudio 
Origen/ tiempo de 
maduración/técnica para 
determinar actividad 
antimicrobiana. 

Péptido encontrado Microorganismo que 
inhibe 

Resultados 
obtenidos 

Autores 

Quesos 
blancos 
búlgaros 
en 
salmuera. 
 

Leche de cabra, oveja y 
vaca. 
MALDI-TOF.  
 

Los aminoácidos con 
niveles más altos fueron 
Leu, Phe, Arg, Val y Lys. 
αS2-CN generó el 
péptido antimicrobiano 
(LKKISQR) 
β-CN hidrolizo el péptido 
YQEPVLGPVRGPFPIIV. 

N.R Queso de vaca 
51 péptidos, 
queso de oveja 
31 péptidos y 
queso de cabra 
22 péptidos. 
 

Atanasova 
et al., (2021) 

Quesos 
blancos 
tradicionale
s turcos. 

Leche de vaca 
y cabra, queso madurado por 
9 meses; Ezine maduraron 
por 12 meses; 
espectrofotometría de masas 
con tándem; difusión en 
disco. 

Péptidos 
antimicrobianos 
derivados de αs1-CN 
(GLPQE, IKHQGLPQE, 
 TTMPLW, VLNENLLR y 
YLEQLLR); péptidos 
derivados de αs2-
CN( IQPKTKVIPYVR,  L
KKISQ y TKVIPYVRYL), 
Péptidos derivados de β-
CN (EMAPK y 
PVVVPPFLQPE)  

Salmonella typhimurium 
ATCC 14028 y 
Staphylococcus aureus 
ATCC 25923 

42 secuencias  
peptídicas 

Turan & 
Durak, 
(2022) 

Mozzarella, 
Gouda, 
Suizo y 
Cheddar 

Los extractos de suero se 
ultrafiltraron con membranas 
de 10 kDa y se desalinizaron  
; absorbancia a 595 nm y 
conteo en placa. 

 Mozzarella y Gouda 
redujeron bacterias (L. 
monocytogenes, L. 
ivanovii y E.coli MC4100) 
y hongos Mozzarella, 

  
Théolier 
et al., (2014) 
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producidos 
en Canadá 

Gouda, Suizo y Cheddar 
(Fusarium spp, 
Aspergillus versicolor y 
Mucor racemosus). 

C.L.I.C: Cromatografía Líquida de Intercambio Catiónico; N.R: No reportado. 
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en el estudio realizado por Aguilar-Toalá et al., (2017), reportan actividad   

antiinflamatoria de cepas de Lactobacillus plantarum, aisladas de quesos 

semiblandos portugueses, de leche cruda de oveja e inoculadas en leche, sin el 

uso de líneas celulares o ratones.  

Estudios estructurales indican que los péptidos con actividad antiinflamatoria 

presentan en su secuencia aminoácidos cargados positivamente e hidrófobos, 

agrupados hacia el extremo N-terminal y contienen grupos polares en el extremo 

C-terminal, entre los que se encuentran principalmente Arg y Lys (Guha y 

Majumder, 2019). Un mecanismo de inflamación que inhiben los péptidos es el 

que se origina por la presencia del lipopolisacarido de bacterias gram negativa 

que conduce a la sepsis (Solov’eva et al., 2023; Li et al., 2023). La lactoferricina 

humana, con residuos de Arg en el grupo N-terminal, pueden unirse al 

lipopolisácarido liberado por las bacterias y así bloquear la respuesta inflamatoria 

(Latorre et al., 2010). Otro aminoácido relacionado con actividad antiinflamatoria 

es la Gln (González-Montoya et al., 2018). Los péptidos con alta hidrofobicidad 

promueven la unión del péptido a las membranas; la despolarización de la 

membrana en las células microbianas contribuye a modular el efecto 

antiinflamatorio (Nan et al., 2009). Sin embargo, la distribución de los 

aminoácidos no tiene una posición fija, lo que se traduce en que tendrán 

funciones diferentes (Li et al., 2023). Por otro lado, se han identificado péptidos 

cargados negativamente pEL, g-EC y g-EV con excelentes propiedades 

antiinflamatorias (Zhang et al., 2015). Además de péptidos de gran tamaño como 

la lunasina con 43 aminoácidos y el glicomacropéptido (GMP) con 64 

aminoácidos con actividad antiinflamatoria (Ahn et al., 2012). 

2.5. Metabolómica para la determinación de ácidos grasos en alimentos. 

La metabolómica tiene como objetivo proporcionar un perfil completo de todos 

los metabolitos de bajo peso molecular mediante técnicas analíticas tales como 

resonancia magnética nuclear (RMN), cromatografía líquida (LC-MS) y 

cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (GC-MS) (Zheng 

et al., 2015). El uso de infrarrojo cercano (NIR) ha permitido identificar ácidos 
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grasos de diferentes matrices alimentarias, carne de res, grasa de cerdo, chorizo 

curado, aceite de pescado, arroz, leche desnatada en polvo, leche de vaca y 

quesos, como se muestra en el Cuadro 4 (Liu et al., 2018; Barragán-Hernández 

et al., 2020; Daoud et al., 2020; González-Martín et al., 2020; Hernández-Jiménez 

et al., 2020; Lu et al., 2021; Nieto-Ortega et al., 2022; Parrini et al., 2023). Primero 

se realiza un barrido seleccionando una longitud de onda, en estudios realizados 

se maneja un rango de absorbancia de 600 a 2500 nm, de acuerdo a la matriz 

alimentaria. Para el pre-procesamiento de datos se aplicó el uso de la primera 

y/o segunda derivada, selección de regiones y combinación de algoritmos para 

obtener la mejor matriz de datos. 

El análisis de datos se realizó mediante diferentes modelos estadísticos, tanto 

dirigidos como no dirigidos; los modelos utilizados con mayor frecuencia fueron 

PLS (por sus siglas en inglés, partial least squares), PCA (por sus siglas en 

inglés, principal component analysis) y MPLS (por sus siglas en inglés, modified 

partial least square). La selección del método dependerá mucho de la hipótesis 

de investigación, si lo que se quiere es únicamente separar muestras por 

composición de ácidos grasos, el modelo PCA es adecuado; y en la mayoría de 

los casos no se realiza validación. 
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Matriz Condiciones Pre-procesamiento 
de datos 

Modelos 
multivariante 
utilizado 

Resultados Autores  

Carne de res Carne 
macerada, 
cubeta de 
cuarzo, 800 a 
2500 nm 

Primera y segunda 
derivada, la variación 
normal estándar 
(SNV) y D, algoritmo 
Savitzky-Golay. 

PLS y R-SVR R-SMV (R2=0.92) Barragán-
Hernández 
et al., (2020) 

Grasa de 
cerdo 

Grasa picada 
4021-9999 
Absorbancia 

Selección de regiones  
AGS 5400–7500 cm 
−1. PUFA 5400–6100 y 
7400 –8400 cm−1. 
 

PLS  Cuantificación n6 PUFA 
y n3 PUFA  
La suma de AGS 
presentó una 
calibración (R 2 =0.89) y 
validación (R 2 =0.87). 
MUFA total calibración 
(R 2 =0.90) 
 

Parrini et al., 
(2023). 

Chorizo 
curado 

Rebanada de 
chorizo 
Reflectancia 
1100-2000 nm 

 MPLS y ANN ANN  
(RSQ=0.61 a 0.92) 

Hernández-
Jiménez et al., 
(2020) 

Aceite  
de pescado 
(subproducto)  

NIR portátil y 
compacto 
900 a 1650 nm 
Transflectancia 
 

 SNV y SNVd, MSC,  
primera y segunda 
derivada de Saviztky-
Golay. 

PLSR Modelos para 
AGS(R2= 0.98), 
MUFA(R2=0.97), 
PUFA(R2=0.96), ω-
3(R2=0.99) y ω-
6(R2=0.95) errores 
pequeños y un valor de 
sesgo bajo. 
 

Nieto-Ortega 
et al., (2022) 

Cuadro 4. Estudios con NIR para la detección de ácidos grasos en diferentes matrices alimentarias.  
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Matriz Condiciones Pre-procesamiento 
de datos 

Modelos 
multivariante 
utilizado 

Resultados Bibliografía 

Arroz 20 g de arroz 
Plato de 
cuarzo 900–
1700 nm 

 PCA y BPNN PC1= 55.53 % 
BPNN((RP =0.9265 ); 
RMSEP=1.1005 mg/100 
g 

Lu et al., 
(2021) 

Leche 
desnatada en 
polvo 

4000 a 600 
cm -1 
Absorbancia 

 Segunda derivada PLSR 
 utilizando el 
rango 
espectral de 
800 a 2400 
nm  

Volátiles para detectar 
oxidación de lípidos  
(R2 > 0.9). 

Daoud et al., 
(2020) 

Leche de 
vaca orgánica 
y no 
orgánica. 

NIRS portátil 
908 a 1676 nm 
Modo 
reflectancia 
NIRS de mesa 
1000 a 2500 
nm con el 
modo de 
transmisión. 

Escalado automático,  
centrado en la media,  
suavizado, primera 
derivada, 
transformación log 10 y 
MSC. 

PCA Los dos primeros 
componentes principales 
(PC) explican el 92 %. 

Liu et al., 
(2018) 

Quesos 
elaborados 
con leche de 
vaca, oveja y 
cabra. 

Ventana de 
cuarzo, 1100 a 
2000 nm  
Extractos 
grasos, células 
"cam-lock" 
1100 a 2498 
nm 

 PCA-MPLS Determinación de 
diecinueve ácidos grasos 

González-
Martín et al., 
(2020) 
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PLS: Mínimos Cuadrados Parciales, R-SVR: Regresión de máquina de vectores de soporte en núcleo radial, PCA: Análisis 

de Componentes Principales, BPNN: Red neuronal de retropropagación, RMSEP: Error cuadrático medio, AGS: Ácidos 

grasos saturados, MSC: Corrección de dispersión múltiple, MPLS: Regresión por mínimos cuadrados parciales modificada, 

SNV y SNVd: variable normal estándar sin y con dependencia, MSC: Corrección de Dispersión Multiplicativa, PLSR: 

Regresión de Mínimos Cuadrados Parciales, ANN: Redes Neuronales Artificiales.
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Por otro lado, el modelo PLS permitió discriminar muestras basado en su 

composición de ácidos grasos, realizar validación cruzada para evitar sobreajuste 

en el modelo, eliminar y calibrar muestras es usado para predecir valores 

(Sørensen et al., 2021). Los modelos supervisados como el PLS discriminant 

analysis (PLS-DA) y orthogonal partial least squares discriminant analysis 

(OPLS) han demostrado tener ventajas sobre los modelos no supervisados como 

el PCA, mejorando la separación entre grupos de interés. Sin embargo, en los 

análisis metabolómicos siempre aparecen juntos el PCA-PLS-DA, PCA-PLS-DA-

OPLS-DA. Dentro de los métodos de aprendizaje automático, el aprendizaje 

profundo con redes neuronales artificiales se utiliza en metabolómica para la 

resolución de problemas complejos que no se pueden resolver con los algoritmos 

tradicionales (Pomyen et al., 2020). 

2.6. Identificación de compuestos en alimentos con RMN 

El principio de RMN consiste en que el momento magnético nuclear de las 

moléculas interactúa con el campo externo generado por el instrumento de RMN 

(Hatzakis, 2019). La RMN es ampliamente utilizada para el análisis de varios 

alimentos tales como: mezcales y vinos (López-Aguilar et al., 2021), bebidas, 

aceites, verduras, carnes y productos lácteos en forma líquida o sólida (Hatzakis, 

2019). Una gran cantidad de compuestos han sido identificados utilizando la 

RMN. En aceite de oliva se han reportado triglicéridos, diglicéridos, terpenos y 

aldehídos (1H- RMN) y se ha detectado la distribución de ácidos grasos del 

glicerol (13C-RMN). En frutas se ha reportado la presencia de azúcares, 

aminoácidos, antocianinas y otros fenoles (Capitani et al., 2014; Capitani et al., 

2017). En leche, con RMN, se han identificado carbohidratos, ácidos orgánicos, 

aminoácidos y lípidos (Sundekilde et al., 2011). Andreotti et al., (2000), 

identificaron por 13C-RMN, 13 ácidos grasos presentes en leche de búfala y de 

vaca, en el que el ácido cáprico (C10:0) se encontró en mayor concentración en 

leche de búfala. En el queso Pecorino Sardo se detectaron con RMN ácidos 

grasos saturados de cadena larga e isómeros (Scano et al., 2011). 
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En un estudio realizado por Segato et al., (2019) en queso Pressato, que tiene 

un tiempo de maduración de 20 a 90 días, utilizando 1H-RMN detectaron colina, 

2,3-butanodiol, Lys, Tyr y azúcares. Sin embargo, la aplicación de la 

metabolómica basada en 1H-RMN fue un método eficaz solo para las muestras 

de queso con un período de maduración corto. Los perfiles de metabolitos de las 

variedades de queso de Parmigiano Reggiano, Emmental y Mozzarella se 

analizaron con éxito utilizando resonancia magnética nuclear de alta 

resolución con giro de ángulo mágico (HRMAS-RMN) (Mazzei y Piccolo, 2012). 

En quesos Gouda, Camembert, Berg, Appenzeller, Cheddar, Brie, Brown, 

Emmental, Frill, Quark y Reblochon, se han detectado por HRMAS-RMN, 

aminoácidos, carbohidratos, ácidos orgánicos y fosfolípidos (Kandasamy et al., 

2020). Afshari et al., (2020) reportaron que utilizando un análisis integrador de 

conjuntos de datos multiómicos se podían detectar las relaciones que existían 

entre el microbioma (taxones) y el metaboloma (metabolitos) en queso Cheddar. 

El análisis estructural de péptidos con espectroscopía de RMN, generalmente se 

basa en el conocimiento de su secuencia primaria, para permitir la asignación de 

las resonancias, antes de la determinación de la estructura tridimensional (Wilson 

y Daly, 2018). La RMN se ha utilizado para identificar péptidos antimicrobianos 

en extractos liofilizados de queso de Zacazonapan; y se menciona que la rigidez 

en la estructura de los péptidos podría explicar la falta de actividad antimicrobiana 

en la fracción soluble (Torres-Salas et al., 2020). Por otro lado, la RMN también 

se ha utilizado para cuantificar los pesos moleculares y el índice de 

polidispersidad de mezclas complejas de péptidos, tales como, el acetato de 

glatiramer, hidrolizado de colágeno y un extracto de leucocitos humanos, 

utilizando resonancia magnética nuclear espectroscopía ordenada por difusión 

(DOSY-RMN) (Vázquez-Leyva et al., 2019). 
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3. CAMBIOS EN EL MICROBIOMA DEL QUESO CREMA DE 

CHIAPAS DURANTE LA MADURACIÓN. 

3.1. Resumen 

En México se producen diferentes quesos artesanales que forman parte de la 
cultura regional dentro del país. El queso Crema de Chiapas es un alimento 
artesanal elaborado con leche cruda de vaca. El objetivo de este trabajo fue la 
caracterización de este queso mediante pruebas fisicoquímicas, microbiológicas 
e identificación de microorganismos durante tres tiempos de maduración (2, 29 y 
58 d). Se utilizó la técnica de metagenómica de amplicones para conocer los 
microorganismos presentes, secuenciando las regiones 16S para bacterias e ITS 
para organismos eucariontes. Las características fisicoquímicas del queso 
analizado permanecieron constantes a lo largo del tiempo. Los géneros y 
especies de hongos presentaron variaciones, mientras que la diversidad y 
riqueza en bacterias disminuyó a lo largo del tiempo de acuerdo a los índices de 
Shannon y Simpson. Para hongos y levaduras la diversidad y riqueza de especies 
aumentó con el tiempo de maduración. Durante la maduración, los géneros más 
abundantes de bacterias fueron Streptococcus, Lactococcus y Lactobacillus. Los 
primeros dos géneros aumentaron a medida que avanzó el tiempo de maduración 
y Lactobacillus disminuyó. Las especies de hongos abundantes durante estos 
tres tiempos fueron Candida versatilis, Candida etchellsi y Candida tropicalis. La 
metagenómica dirigida permitió conocer la dinámica microbiana del queso a 
diferentes tiempos de maduración. 
Palabras clave: queso, metagenómica, 16S, ITS, amplicones, maduración. 
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3. CHANGES IN THE MICROBIOME OF CHIAPAS CREAM 

CHEESE DURING RIPENING. 

3.2. Abstract 

In Mexico, different artisanal cheeses are produced that are part of the regional 
culture within the country. Crema de Chiapas cheese is an artisanal food made 
from raw cow's milk. The objective of this work was the characterization of this 
cheese by means of physicochemical and microbiological tests and identification 
of microorganisms during three ripening times (2, 29 and 58 d). The amplicon 
metagenomics technique was used to identify the microorganisms present, 
sequencing the 16S regions for bacteria and ITS for eukaryotic organisms. The 
physicochemical characteristics of the cheese analyzed remained constant over 
time, while there were variations in fungal genera and species. Microbial diversity 
and richness decreased over time in bacteria according to the Shannon and 
Simpson indices. For fungi and yeasts, the diversity and species richness of fungi 
and yeasts increased with ripening time. During ripening the most abundant 
genera of bacteria were Streptococcus, Lactobacillus and Lactococcus. The 
genera Streptococcus and Lactococcus increased as ripening time progressed 
and Lactobacillus decreased. Abundant fungal species were also identified during 
these three times, Candida versatilis, Candida etchellsi and Candida tropicalis. 
Candida versatilis is variable with maturation, Candida etchelsi decreases; and 
Candida tropicalis increases with maturation time. Targeted metagenomics 
provided insight into the microbial dynamics of cheese at different ripening times. 

Key words: cheese, metagenomics, 16S, ITS, amplicons, maturation. 
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3.3. Introducción  

En México se producen diversos quesos artesanales, entre los que se encuentra el 

queso Crema de Chiapas, que tiene una apariencia húmeda, sabor ácido, adhesivo, 

gomoso y con poca firmeza (Villegas et al., 2016). Este queso se elabora con leche 

cruda de vaca. El diagrama de proceso involucra las siguientes operaciones: 

recepción de la leche, adición de cuajo enzimático, reposo de la cuajada, cortado y 

reposo, amasado, salado, moldeado y prensado en piezas rectangulares y 

empacado con tres materiales diferentes (plástico, papel aluminio y celofán) 

dispuestos en capas (González-Córdova et al., 2016) y se recomienda que se 

consuma después de tres días de su elaboración (SAGARPA, 2013). La textura 

seca y desmoronable del queso Crema de Chiapas se debe a que la cuajada tiene 

un pH de 4.5 que favorece la expulsión de suero originando quesos más secos. El 

queso se fractura debido a que el fosfato de calcio de las micelas de caseína se 

solubiliza y se pierde en el suero (Powell et al., 2011). 

La inocuidad de los quesos artesanales al realizarse con leche sin pasteurizar 

siempre ha sido una preocupación. Las bacterias patógenas más ampliamente 

reportadas en quesos artesanales son: Listeria monocytogenes, Salmonella 

enterica, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Brucella spp. (Rangel-Ortega 

et al., 2023). En queso fresco de Sonora y queso Poro de Tabasco se reportaron 

las bacterias E. coli y Staphylococcus aereus (Méndez-Romero et al., 2021; De la 

Rosa-Alcaraz et al., 2020). En queso Bola de Ocosingo y en queso Oaxaca se 

identificaron a Escherichia spp y Shigella spp. (Aldrete-Tapia et al., 2018) 

Murugesan et al., 2018). En queso Crema de Chiapas se han encontrado bacterias 

tipo E. coli y Salmonella spp. (Romero-Castillo et al., 2009). Otros géneros también 

han sido reportados en quesos artesanales mexicanos como Pseudomonas, 

Serratia, Citrobacter, Clostridium, Vibrio y Klebsiella. Es importante destacar que la 

presencia de bacterias patógenas no se encuentra solo en quesos mexicanos, pues 

en quesos de otros países también se han reportado algunos de estos géneros 

(Yoon et al., 2016). Sin embargo, los estudios antes mencionados se llevaron a cabo 

en quesos con diferentes etapas de elaboración (De la Rosa-Alcaraz et al., 2020). 
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Particularmente, en el queso Bola de Ocosingo (Chiapas, México) que es un queso 

madurado, la contaminación reportada se atribuyó a prácticas de elaboración 

inadecuadas; ya que la maduración del queso, inhibe el crecimiento de bacterias 

patógenas (Oh et al., 2014; Rios et al., 2020), debido a que las bacterias ácido 

lácticas (BAL) producen ácidos orgánicos, bacteriocinas y otros compuestos como 

peróxido de hidrógeno, diacetilo y reuterina (Thierry et al., 2015; Ibrahim et al., 

2021). 

La secuenciación de amplicones es frecuentemente usada para la identificación de 

microorganismos y se basa en la secuenciación del gen 16S para bacterias o los 

espaciadores transcritos internos (ITS) para hongos y levaduras. El ribosoma 

bacteriano 70S se compone de la subunidad grande (50S) y la subunidad pequeña 

(30S), en esta última se encuentra el ARNr 16S (Rodicio & Mendoza, 2004), que 

tiene una longitud de ~1500 pb y comprende nueve regiones (Johnson et al., 2019). 

Para la identificación de bacterias en queso Robiola di Roccaverano (Biolcati et al., 

2020) y quesos artesanales blandos (Erhardt et al., 2023) se utilizaron las regiones 

variables V3-V4 (Biolcati et al., 2020), en queso Raclette du Valais se usaron las 

regiones variables V1-V2 (Dreier et al., 2022), en queso Minas Frescal (Abreu et al., 

2021) y quesos Cheddar, Provolone y queso Suizo la región V4 (Choi et al., 2020). 

El uso de una u otra región variable es diferente en cada investigación, pero el uso 

de regiones largas da una mayor cantidad de información (Onywera y Meiring, 

2020). 

Los ribosomas 80S de eucariontes se componen de la subunidad grande 60S donde 

se encuentran los ARNr 25S/28S, 5.8S y 5S, (Kressler et al., 2017); mientras que 

en la subunidad pequeña 40S se encuentra el ARNr 18S; ambos grupos asociados 

con proteínas altamente específicas conformando las subunidades (Nazar, 2003). 

El ITS1 en el cromosoma se ubica entre el gen de ARNr 18S y 5.8S; y el ITS2 se 

localiza entre el gen de ARNr 5.8S y 28S (Pfister & Kühl, 2018). La región ITS para 

hongos y levaduras tiene (~600 pb) de largo y si se combina con el gen 26S (región 

D1/D2) se obtienen hasta 1100 pb (Macrogene, 2024). El gen 26S ofrece una alta 

cobertura y una asignación taxonómica precisa de amplicones fúngicos cortos (~400 



61 
 

pb) (Mota-Gutierrez et al., 2019). En queso Taleggio (Giannino et al., 2011) y yogur 

griego (Sulaiman et al., 2014) se utilizó la región ITS1, en queso tipo Cantal se 

amplificó la región ITS2 de una longitud de ~350 pb (Frétin et al., 2022), en queso, 

vino y carne fermentada el ITS2 fue el más adecuado comparado con ITS1 (Rué 

et al., 2023), y en queso y yogur se secuenció la zona ITS de la subunidad grande 

del ribosoma nuclear (Buehler et al., 2017) y en queso y yogur se secuenciaron los 

dominios D1/D2 de la zona (26S) de la subunidad grande del ribosoma nuclear 

(Buehler et al., 2017). 

En quesos mexicanos se ha realizado metagenómica en queso Cotija (Escobar-

Zepeda et al., 2016), queso fresco de Sonora (Méndez et al., 2021), queso Bola de 

Ocosingo (Aldrete-Tapia et al., 2018), en los quesos, Adobera, Panela, Jocoque, 

Doble Crema, Ranchero, Zacatecas, Chihuahua, Cincho, Oaxaca, Canasta, 

Asadero y queso tipo Manchego (Murugesan et al., 2018). Sin embargo, aunque se 

hayan realizado estudios similares, la presencia de microorganismos es diferente 

entre cada uno de los quesos y esto depende de factores como: características 

fisicoquímicas del queso, el ambiente, condiciones de ordeña, alimentación del 

ganado, proceso de fabricación, condiciones de almacenamiento, entre otros 

(Gobbetti et al., 2018). En el presente trabajo se realizó la identificación molecular 

de bacterias y hongos del queso Crema de Chiapas, a través del análisis de 

metagenómica de amplicones, con la finalidad de registrar los cambios en las 

poblaciones microbianas durante la maduración del queso. 

3.4. Materiales y metodología 

3.4.1. Obtención de muestras de queso Crema de Chiapas 

Los quesos se elaboraron a partir de leche cruda y se colectaron tres piezas de 

queso de cada uno de los tres lotes elaborados en días consecutivos, cada lote de 

queso se dejó madurar por diferentes tiempos T1 = 2, T2 = 29 y T3 = 58 d, con tres 

repeticiones cada uno (un queso se consideró una unidad experimental) las 

muestras se obtuvieron de la quesería San Juan localizada a 15° 43' 39.9354" latitud 

norte y -93° 15' 45.4314" latitud oeste en el municipio de Pijijiapan, Chiapas, México. 

Las muestras fueron transportadas vía terrestre (12 h) a temperatura ambiente al 
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laboratorio de Lácteos de la Universidad Autónoma Chapingo y almacenadas a los 

tiempos correspondientes a 22 °C. 

3.4.2. Análisis fisicoquímico de queso Crema de Chiapas 

En el análisis fisicoquímico se consideró la determinación de proteína, grasa, sólidos 

totales y NaCl utilizando el equipo FoodScanTM Lab (FOSS Analytical AB, Hillerød, 

Dinamarca). Las variables de humedad (Wilster et al., 1940) y ceniza (Zajác et al., 

2023) fueron determinadas por método gravimétrico. Por otro lado, para la 

determinación de actividad de agua (aW) se utilizó el instrumento AQUA LAB 

(Decagon Devices, Pullman, WA) (Öztürk y Akın, 2018). Para medir el pH se 

utilizaron 10 g de queso considerando el método descrito por Altahir et al. (2014) y 

con el potenciómetro Conductronic PH120 (Puebla, México). La determinación de 

carbohidratos (CHO´S) se realizó por diferencia utilizando la siguiente Ecuación (1), 

como lo describe Tamime et al., (1999): CHO´S (%) =Sólidos totales (ST %)-(grasa 

%+proteína %+ceniza %) Ecuación (1). 

3.4.3. Análisis microbiológico 

Para los análisis microbiológicos se utilizaron seis bloques de queso (n=6) de tres 

lotes diferentes, dos repeticiones de cada uno, de donde se tomó una porción de 10 

g del interior de cada bloque (Vasek et al., 2008) y se homogenizó con 90 mL de 

agua peptona estéril al 0.1 % (Campos et al., 2020). El conteo de bacterias 

mesófilas aerobias se realizó de acuerdo a la NOM-092-SSA1-1994. Para la 

determinación de hongos y levaduras se siguió la NOM-111-SSA1-1994, la siembra 

en cultivo se realizó en medio Agar Papa Dextrosa (por sus siglas en inglés PDA) a 

una temperatura de incubación de 25 ± 1 °C por un periodo de 5 días. Por otro lado, 

las bacterias coliformes totales se cuantificaron usando la NOM-113-SSA1-1994, se 

cultivaron en medio agar rojo violeta bilis lactosa (por sus siglas en inglés RVBA) en 

placas y se incubaron durante 24 ± 2 h a 35 °C. 

3.4.4. Extracción de ADN 

Se extrajo ADN de seis quesos como se indicó en la sección 3.4.3. Posteriormente, 

las extracciones de dos quesos que pertenecían al mismo tiempo fueron mezcladas. 

Cada uno de los quesos se colocó en un mortero y se agregó nitrógeno líquido. Este 
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se molió hasta obtener partículas muy finas cuidando que la muestra no se 

calentara. A continuación, se pesaron 0.1g de queso y se siguió el protocolo de 

extracción del kit de minipreparación de ADN ZymoBIOMICS (California, EE. UU.). 

Los pasos para la extracción fueron, lisado de los microorganismos contenidos en 

el queso mediante el uso de proteinasa K, perlas y solución de lisis; el ADN fue 

precipitado y quedó en el tubo Zymo-Spin TMIII F; el ADN se lavó con los buffers 1 y 

2; enseguida se resuspendió en buffer; en una tercera columna Zymo-SpinTMIII-HCR 

el ADN fue purificado. Se colocó una alícuota de 2µL de ADN y se midió la 

absorbancia con un nanoDrop UVS-99 (Avans Biotechnology, Taipei, Taiwán, 

China) a 260 nm para determinar la pureza e integridad del ADN. 

3.5. Análisis estadístico 

3.5.1. Análisis estadístico fisicoquímico y microbiológico 

Se aplicó la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov utilizando el programa 

NCSS 2007 (NCSS LLC, Kaysville, Utah, USA), para las variables pH, aw, humedad, 

proteína, grasa, ceniza, sal, ST, CHO´S, conteos de mesófilos y de hongos y 

levaduras en tres tiempos de maduración. Para los datos que mostraron tener una 

distribución normal, se utilizó el análisis de varianza aplicando un Diseño 

Completamente al Azar (DCA) con un α = 0.05. La comparación de medias se llevó 

a cabo mediante la prueba de Tukey-Kramer con un nivel de significancia de 0.05 

en el programa estadístico MINITAB 2017 (Minitab, LLC, Pine Hall Road, PA, USA). 

Por otro lado, cuando los datos no tuvieron una distribución normal, se utilizó la 

prueba estadística de Kruskall Wallis (Xia, 2020). La comparación de medias se 

llevó a cabo por la prueba de Steel-Dwass-Critchlow-Fligner con un nivel de 

significancia de 0.05, los datos se analizaron en el programa estadístico XL-STAT 

2019 (XL-STAT, LLC, Rue Damrémont, Paris, Francia). 

3.5.2. Análisis bioinformático de metagenómica 

Se utilizó la secuenciación de amplicones ocupando las regiones V3 y V4 del gen 

16S en la identificación de bacterias e ITS1- ITS2 para hongos y levaduras. La 

secuenciación se realizó en la plataforma Illumina. La verificación de la calidad de 

las secuencias se llevó a cabo utilizando MultiFastQC de la Comunidad Galaxy (The 
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Galaxy Community, 2022) Por otra parte, la eliminación de adaptadores se realizó 

con la herramienta trimmomatic.  

El programa Flash v1.2.11(https://ccb.jhu.edu/software/FLASH/) se utilizó para unir 

las secuencias pareadas de los amplicones; posteriormente se eliminaron las 

secuencias repetidas y quiméricas utilizando el programa vsearch 

(https://github.com/torognes/vsearch); se realizó la clasificación de perfiles 

taxonómicos utilizando el programa Parallel-Meta Suite versión 3.7 

(http://bioinfo.single-cell.cn/parallel-meta.html) utilizando la base de datos  

Greengenes. Finalmente, se utilizaron scripts de perl y R para generar las gráficas 

de abundancia relativa (AR); se calcularon los índices de Shannon, Simpson y 

Chao1 y se construyeron los diagramas de Venn. 

3.6. Resultados y discusión 

3.6.1. Análisis fisicoquímico del queso Crema de Chiapas 

Las variables pH, aw, proteína (%), sal (%), ST (%), CHO´S (%) y los conteos de 

mesófilos en los diferentes tiempos de maduración presentaron una distribución 

normal (datos no mostrados). Por otro lado, las variables humedad, grasa, ceniza, 

conteo de hongos y levadura tuvieron una distribución no normal (datos no 

mostrados). 

Los resultados del análisis estadístico se muestran en el Cuadro 5. En las muestras 

analizadas, el pH no tuvo diferencia estadística significativa durante la maduración 

y osciló en un rango de 3.53 a 3.6. Este comportamiento fue similar al reportado en 

queso Lighvan (Rashtchi et al., 2021), queso Gorgonzola (Moreira et al., 2019) y 

queso San Simón da Costa envasado al vacío (Franco et al., 2023). Esto se debe a 

que la velocidad de las reacciones de fermentación de la lactosa, proteólisis y 

lipólisis son las mismas, lo que neutraliza el pH (Rashtchi et al., 2021). 

La aw en el queso Crema analizado es constante a través del tiempo y es de 0.93, 

similar a lo reportado en queso Gouda envuelto en aluminio (Wemmenhove et al., 

2016), queso San Simón da Costa envasado al vacío (Franco et al., 2023) y queso 

Gouda (Álvarez Ramos et al., 2022). La aw óptima para el crecimiento de la mayoría 

https://ccb.jhu.edu/software/FLASH
https://github.com/torognes/vsearch
http://bioinfo.single-cell.cn/parallel-meta.html
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de las bacterias en los alimentos es de 0.98 (Erkmen & Bozoglu, 2016). Esto se 

asocia con el comportamiento de la humedad, la cual no tuvo diferencia estadística 

significativa durante la maduración los valores oscilaron entre 33.36 a 34.56 % 

acorde con lo reportado por Hélias et al., (2007). La humedad obtenida cumple con 

el etiquetado y con la NOM-121-SSA1-1994 que menciona 58 % de humedad 

máxima. En queso semiduro madurado sumergido en aceite (Levak et al., 2023), 

queso San Simón da Costa madurado con y sin envasar al vacío (Franco et al., 

2023) y queso Cheddar de vaca almacenado a 4°C (Batool et al., 2018) no hubo 

variación en la humedad a lo largo del tiempo de maduración. 

En las muestras de queso analizadas se observó una disminución en tres variables: 

sólidos totales, proteína y sal (Cuadro 5). En queso Örgü (Celik & Turkoglu, 2007) y 

queso Feta griego (Tzora et al., 2021) disminuyeron la cantidad de sólidos totales y 

proteína con la maduración, mientras que en queso blanco turco decreció la proteína 

con la maduración (Bakirci et al., 2012). Los valores de proteína en las muestras de 

estudio disminuyeron de 27.81 a 22.87 % a lo largo del tiempo de maduración, esto 

debido a que las reacciones de degradación ocasionan disminución en el contenido 

de proteína y sólidos totales en queso (Celik & Turkoglu, 2007). Por otro lado, 

Prasad & Alvarez, (1999) reportaron que en queso Feta la sal disminuyó con la 

maduración y esto se atribuyó a la interacción entre la concentración de salmuera y 

el cuajo. Gandhi y Shah, (2016) encontraron en queso Akawi que la cantidad de 

sodio depende del lote. 

La cantidad de grasa no mostró diferencia estadística a lo largo del tiempo de 

maduración, este comportamiento coincide con lo reportado en queso Tulum 

(Öztürk & Akın, 2021), queso San Simón da Costa envasado al vacío (Franco et al., 

2023) y en queso de cabra debido a la disminución de la lipólisis ocasionada por la 

actividad lipolítica limitada de las BAL (Guizani et al., 2006). 
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Cuadro 5. Análisis fisicoquímico de queso Crema de Chiapas en diferentes etapas 
de maduración. 

Variables 2 días 29 días 58 días 

pH 3.6±0.00aZ 3.57±0.21a 3.53±0.06a 
aw 0.93±0.02a 0.93±0.02a 0.93±0.01a 
Humedad(%) 34.56±0.90a 33.36±2.48a 33.98±0.9a 
Proteína (%) 27.81±0.99a 25.7±0.38b 22.87±0.89c 
Grasa (%) 36.01±0.52a 35.15±2.43a 36.9±0.85a 
Ceniza (%) 3.54±9.90a 3.35±0.75a 3.58±0.08a 
Sal (%) 2.73±0.24a 1.99±0.11b 1.91±0.29b 
Sólidos totales (%) 69.26±1.90a 64.61±1.51b 64.61±1.51b 
CHO´S (%) 1.91±1.28a 1.33±0.9a 1.91±0.29a 

 
Z Medias ± error estándar seguidas con distinta letra (a, b, c) en fila indican diferencia estadística 
entre tiempos (DMS, p < 0.05). 

3.6.2. Análisis microbiológico del queso Crema de Chiapas  

En los quesos analizados en los tiempos T1 = 2, T2 = 29 y T3 = 58 d no se observó 

crecimiento de coliformes totales. En queso Chihuahua (Sánchez-Gamboa et al., 

2018), queso Canastra (Campos et al., 2021) y queso Gouda (Park et al., 2019) se 

reportó que a medida que aumentó el tiempo de maduración disminuyeron los 

coliformes, debido a la presencia de antimicrobianos como bacteriocinas, ácidos 

orgánicos tales como, láctico, acético, fórmico, propiónico (Coelho et al., 2022), 

etanol, H2O2, etc. Adicionalmente a los cambios fisicoquímicos del queso, tal como 

la disminución de pH, aw y humedad (Campagnollo et al., 2022; Sánchez-Gamboa 

et al., 2018). 

En el conteo de bacterias mesófilas, no se observó diferencia estadística 

significativa en los tres tiempos de maduración del queso crema de Chiapas, los 

valores oscilaron entre 4.36 y 6.13 log10 UFC g-1(Figura 7). Este comportamiento 

coincide con lo reportado en queso Tulum (Hayaloglu et al., 2007), queso Gouda 

(Park et al., 2019), queso Țaga (Criste et al., 2020) y corteza del queso Torta del 

Casar (Rodríguez-Pinilla et al., 2015). El grupo de microorganismos mesófilos 

aerobios no está contemplado en la NOM-243-SSA1-2010, si bien pudieran ser un 

indicador de malas prácticas de producción, en el grupo también se encuentran las 

BAL que son deseables en los productos lácteos (Romero-Castillo et al., 2009). 
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Igualmente, para hongos y levaduras no se observó diferencia significativa durante 

el proceso de maduración (Figura 7). La presencia de hongos en queso es 

controversial debido a que habitan en el aire y algunos producen toxinas; en queso 

Oaxaca industrial se han reportado como más abundantes la aflatoxina B1 y el 

aflatoxicol, provenientes de la harina de maíz adicionada a la masa para espesarla 

(Carvajal-Moreno et al., 2019; Kure & Skaar, 2019). Sin embargo, los hongos y leva-

duras participan en la proteólisis y lipólisis del queso contribuyendo a las 

propiedades sensoriales (Zheng et al., 2021). Otro factor importante a considerar es 

el ambiente durante el procesamiento o maduración, el cual favorece el crecimiento 

de determinadas especies de hongos (Kure & Skaar, 2019). 

 
Figura 7. Conteo de bacterias mesófilas en queso Crema de Chiapas en tres 
tiempos de maduración (T1 = 2, T2 = 29 y T3 = 58 d). Letras iguales indican que no 
hay diferencia estadística significativa (p>0.05). 
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3.6.3. Metagenómica 

3.6.3.1. Dinámica bacteriana en queso Crema de Chiapas durante la 

maduración 

En los quesos se observó que el tiempo de 2 d es el que presentó mayor riqueza y 

diversidad de especies, acorde con los valores de Shannon de 3.09 y Simpson de 

0.93 (Figura 8). Para conocer la diversidad y riqueza de especies, en las muestras 

se utilizaron los índices de Chao1, Shannon y Simpson los cuales se calcularon en 

función de las especies y la abundancia de OTUs (Liu et al., 2020; Quijada et al., 

2020), entre más altos fueron los índices, mayor fue la diversidad microbiana (Yin 

et al., 2019). Así mismo, se encontró que la diversidad y riqueza bacteriana de las 

muestras disminuyeron a lo largo del tiempo de maduración, de acuerdo a los 

índices de Shannon y Simpson, este comportamiento coincidió con lo reportado en 

queso Parmigiano Reggiano (Bottari et al., 2020). Además, los índices de Shannon 

y Simpson tuvieron una alta correlación, ya que se derivaron de la misma fórmula 

(Cazzolla Gatti et al., 2020). Por otro lado, la diversidad de bacterias se expresó por 

el índice Chao1 que aumentó con el tiempo de maduración alcanzando su valor más 

alto de 136.5 a los 58 d, este comportamiento fue similar en queso Cheddar 

canadiense (Barzideh et al., 2022). 

Durante el tiempo de maduración del queso se identificaron siete géneros de 

bacterias en total. En el T1 = 2 d se encontraron cinco géneros de bacterias, 

Streptococcus, Lactobacillus, Aeromonas, Lactococcus y Enterobacter. Para el T2 

= 29 d se identificaron cinco géneros que fueron: Streptococcus, Lactobacillus, 

Lactococcus, Aeromonas y Chryseobacterium. Finalmente, a los 58 d (T3) se 

reconocieron un total de seis géneros: Streptococcus, Lactobacillus, Lactococcus, 

Aeromonas, Bifidobacterium y Chryseobacterium (Figura 9). Los cambios en la 

abundancia de diferentes géneros de microorganismos durante la maduración del 
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Figura 8. Gráfica de diversidad alfa con los índices de Chao1, Shannon y Simpson en tres tiempos de maduración (T1 = 2, 
T2 = 29 y T3 = 58 d) con el gen 16S
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queso ha sido reportado para queso Feta (Spyrelli et al., 2020), queso Mineiro 

(Camargo et al., 2021) y queso verde búlgaro (Dimov et al., 2021); esto se relaciona 

con los cambios en la matriz alimentaria que promueven la selección de especies 

microbianas y con los factores ambientales que influyen en queso ha sido reportado 

para queso Feta (Spyrelli et al., 2020), queso Mineiro (Camargo et al., 2021) y queso 

verde búlgaro (Dimov et al., 2021); esto se relaciona con los cambios en la matriz 

alimentaria que promueven la selección de especies microbianas y con los factores 

ambientales que influyen en la dinámica microbiana durante la fabricación y 

maduración del queso (Aldrete-Tapia et al., 2014). En las muestras analizadas se 

observa que en el tiempo de 58 d los géneros aumentaron de cinco a seis, este 

incremento de géneros ha sido reportado en queso tipo holandés (Porcellato y 

Skeie, 2016). 

El género más abundante en el queso Crema de Chiapas, en los diferentes tiempos 

de maduración, fue Streptococcus, seguido de Lactobacillus y luego Lactococcus. 

El primer género Streptococcus aumentó con el tiempo de maduración, este 

comportamiento fue similar a lo reportado en queso Tomme d’Orchies (Ceugniez 

et al., 2017) y queso de pasta hilada Caciocavallo Pugliese (De Pasquale et al., 

2014). En queso Poro se reportaron los géneros Streptococcus y Lactobacillus en 

suero, cuajada y queso con 7 y 60 d de maduración (Aldrete-Tapia et al., 2014). En 

el queso bola de Ocosingo se han encontrado especies de Streptococcus, 

Lactobacillus y Lactococcus que varían de acuerdo a la temporada (lluvias y secas) 

y a la quesería. Aldrete-Tapia et al., (2018), comentaron que la presencia de 

compuestos nitrogenados de bajo peso molecular y asociaciones con el género 

Lactobacillus favorece el crecimiento de Streptoccocus spp. 

La dinámica bacteriana es compleja debido a que los microorganismos establecen 

interacciones entre ellos y tienen adaptaciones para resistir a la acidez como la 

modificación del exopolisacárido y para las condiciones de estrés osmótico y 

presencia de sales biliares modifican la proporción de ácidos grasos de la 

membrana (Gaucher et al., 2019). En el queso se observó que a medida que 

aumentó el género Streptococcus hubo una disminución en el género Lactobacillus. 
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Esto coincide con lo reportado en queso São Jorge (Coelho et al., 2023) y en quesos 

irlandeses y griegos (Kamilari et al., 2022). Por otra parte, se encontraron 

correlaciones negativas para los pares Streptococcus-Enterococcus, 

Streptococcus-Lactococcus y Streptococcus-Lactobacillus, en este último, el 

Lactobacillus metabolizó el nitrógeno que requería el Streptococcus (Aldrete-Tapia 

et al., 2018; Kamilari et al., 2022; Coelho et al., 2023). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Abundancia relativa de bacterias en queso Crema de Chiapas durante la 
maduración (T1 = 2, T2 = 29 y T3 = 58 d). 

En la Figura 9 se muestra que cuando se incrementó el género Streptococcus, 

disminuyó el género Enterobacter. La relación que existe entre estos dos géneros 
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de bacterias no se ha reportado hasta el momento, sin embargo, Tabla et al., (2016) 

encontraron que Enterobacter disminuye por la cantidad de ST, concentración de 

sal y temperatura de maduración. Otros investigadores reportaron el 

desconocimiento del mecanismo por el cual los Streptococcus inhiben el crecimiento 

de Enterobacter en queso, lo cual podría deberse a que los primeros pudieran 

producir bacteriocinas (Nes et al., 2007). Por otro lado, en Streptococcus mutans 

aislado de la boca se ha encontrado que inhibe a Enterobacter por la producción de 

mutanobactina que degrada la envoltura celular (Robertson & Willett, 2023). 

En el queso Crema de Chiapas se descubrió al género Lactobacillus como el 

segundo más abundante y fue disminuyendo a lo largo del tiempo, este 

comportamiento coincide con lo reportado en queso Cantal (Frétin et al., 2022) y en 

queso Tulum (Cakmakci et al., 2008). La abundancia de cepas de Lactobacillus es 

diferente respecto al tiempo, como se mostró en queso Feta griego (Tzora et al., 

2021) y queso Parmigiano Reggiano (Bottari et al., 2020). 

El género Lactococcus fue el tercero más abundante, en el tiempo de 58 d tuvo una 

abundancia relativa (AR) de 0.25. Este comportamiento coincide con lo reportado 

en queso Gouda (Salazar et al., 2018), queso Feta (Spyrelli et al., 2020), se asocia 

a que cepas de Lactococcus pueden sobrevivir a un rango amplio de temperaturas 

entre 10 y 40 °C (Kondrotiene et al., 2024), tolerar concentraciones altas de sal 

(Kondrotiene et al., 2024) y su pH óptimo fue de 6.5 (Andersen et al., 2009). El 

queso Crema de Chiapas se almacenó a 22 °C lo que entra en el rango de 

temperatura donde crece y su cantidad de sal es de 2.73 %, lo cual favorece el 

crecimiento. 

Los géneros Streptococcus, Lactobacillus y Lactococcus podrían contribuir a las 

propiedades sensoriales del queso Crema de Chiapas, a lo largo del proceso de 

maduración. Tal como ha sido reportado en queso Historic Rebel, en el cual se 

correlacionó positivamente Lactobacillus spp con 2-heptanol, Lactococcus con 3-

hidroxi-2-butanona, Streptococcus con 1-hexanol (Turri et al., 2021). El 2-heptanol 

se asocia con notas de olor, terroso, dulce, afrutado, aceitoso, herbal (Santamarina-

García et al., 2023) y especiado (Qian y Burbank, 2007), 3-hidroxi-2-butanona se 



73 
 

relaciona con un olor mantecoso (Carpino et al., 2004), las cetonas se han 

identificado como un olor etéreo y dulce con una nota picante (Turri et al., 2021) y 

1-hexanol se asocia con aroma a vino, oleoso, floral y afrutado (Santamarina-García 

et al., 2023). En queso tipo Cantal se correlacionó Lactococcus spp. con acetona y 

Lactobacillus spp.  con ésteres y alcoholes (Frétin et al., 2022), los ésteres y n-

alcoholes se asocian a notas afrutadas (Arqués et al., 2007) y ésteres a notas dulces 

y florales (Ianni et al., 2020). En suero de queso Pelardon, el género Lactococcus 

se relacionó con la producción de ácido acético, ácido láctico y 3-hidroxibutanona 

(Marino et al., 2019). En queso Kazajo se correlacionó positivamente Lactococcus 

con acidez, amargor y umami; Lactobacillus con sabor salado y umami (Zhang et al., 

2021). 

En los quesos, adicionalmente se encontraron en menor AR los géneros 

Aeromonas, Enterobacter, Chryseobacterium y Bifodobacterium. Las Aeromonas 

disminuyeron en la maduración del queso, lo cual concuerda con lo reportado en 

queso Paipa (Castellanos-Rozo et al., 2020). Las Aeromonas han sido identificadas 

en queso Panela, queso Adobera, queso Ranchero, Jocoque (Murugesan et al., 

2018), queso fresco de Sonora (Méndez-Romero et al., 2021), leche cruda, queso 

egipcio (Hammad et al., 2018), yogur, verduras, carne y alimentos refrigerados 

(Durães-Carvalho et al., 2012). Algunas cepas de Aeromonas tienen genes de 

virulencia que necesitan combinarse “hemolisina” extracelular de Aeromonas 

hydrophila (ahh1) + aerolisina de Aeromonas hydrophila (aerA)" y "enterotoxina 

citotóxica (alt) + enterotoxina termolábil citotóxica (act)" para ocasionar diarrea 

grave en humanos (Hammad et al., 2018). Sin embargo, estas bacterias pueden ser 

eliminadas con la pasteurización (Durães-Carvalho et al., 2012; Castellanos-Rozo 

et al., 2020). 

El género Enterobacter se encontró en el primer tiempo de maduración y disminuyó 

durante el proceso de maduración del queso Crema. En quesos blandos y 

semiduros, de la familia Enterobacteriaceae, se descubrieron los géneros 

Citrobacter spp., Enterobacter spp., Klebsiella spp., Serratia spp., y Yersinia spp., 

los cuales disminuyeron durante la maduración del queso (Tabla et al., 2016). 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/aeromonas
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/aeromonas
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En los tiempos T2 = 29 y T3 = 58 d se encontró al género Chyseobacterium, el cual 

ha sido reportado en queso Idiazabal y fue asociado con la quesería en la que se 

elaboró el queso. La frescura de este queso ha sido correlacionada con la 

producción de compuestos volátiles 2-propen-1-ol se relaciona con notas de olor 

picante y a mostaza y butanoato de pentilo con notas de aroma afrutado, dulce, piña 

y plátano (Santamarina-García et al., 2023). El género Chyseobacterium se ha 

reportado frecuentemente en productos lácteos, leche cruda (Hugo et al., 2003), en 

queso Poro de Tabasco (Aldrete-Tapia et al., 2014), en queso Paipa (Castellanos-

Rozo et al., 2020), en queso tipo Katiki (Pavlatou et al., 2023), en queso Saint-

Nectaire (Delbès et al., 2007) y en queso Fontina (Giannino et al., 2009). El 

Chyseobacterium, por un lado, ha sido relacionado con el deterioro del queso y por 

otro lado, aporta propiedades sensoriales mediante su actividad proteolítica y/o 

lipolítica (Giannino et al., 2009). 

Otro género importante encontrado en el tercer tiempo de maduración que equivale 

a aproximadamente tres meses fue Bifidobacterium, este comportamiento coincide 

con lo reportado en queso italiano (Secchi et al., 2023), queso Parmigiano Reggiano 

(Bottari et al., 2020) y en Queso "Tomme d'Orchies" (Ceugniez et al., 2017). 

Para evaluar la distribución de las 213 OTUs obtenidas entre los diferentes tiempos 

de maduración, se construyó un diagrama de Venn (Figura 10).Los datos indicaron 

que 102 OTUs incluyeron el 48 % de las lecturas totales, las cuales fueron 

compartidas en los tres tiempos de maduración. El mayor número (n = 28) de OTUs 

únicas se ubicó en el tiempo de maduración de 58 d y el menor número (n = 22) de 

OTUs únicas se observó para el T1, este comportamiento en el T3 se podría 

relacionar con un menor contenido de NaCl, lo cual favoreció la presencia de 

bacterias que podrían afectar la calidad del alimento al generar compuestos 

desagradables (Tidona et al., 2022). En un queso modelo se reportó que la cantidad 

de cepas específicas de bacterias pueden aumentar o disminuir por la reducción del 

contenido de sal (Dugat-Bony et al., 2016). Sin embargo, en queso Crema de 

Chiapas los géneros de BAL tales como: Streptococcus, Enterococcus y 

Lactobacillus se encontraron en el T3. Los OTUS compartidos pueden brindar 

https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0080734#pone-0080734-g003
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información de posibles bacterias que pueden ser seleccionadas como cultivos 

iniciadores y también de bacterias patógenas que prevalecen a lo largo de la 

maduración. Sin embargo, las bacterias más específicas de cada tiempo 

contribuyen a las características únicas del queso en cada tiempo de maduración. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Diagrama de Venn que muestra el número de OTU específicas y 
comunes (OTU 102) entre tres tiempos de maduración de queso Crema de Chiapas 
de leche cruda de vaca construido con las secuencias sin aplicar un parámetro de 
selección para OTUS que se encuentran en poca abundancia.  

3.6.3.2. Dinámica de hongos y levaduras en queso Crema de Chiapas 

En la Figura 11 se observa que los índices de Chao1, Sannon y Simpson mostraron 

que a medida que transcurrió el tiempo de maduración incrementó la diversidad y 

riqueza de especies, alcanzado un valor máximo Chao1 = 144.75, Sannon = 3.394 

y Simpson = 0.955 en el tiempo de 58 d. En el estudio realizado por Dimov 

et al.,(2021), reportaron que en queso verde búlgaro los valores de los índices 

Chao1 y Sannon aumentaron con respecto al tiempo de maduración. 

 
T1 

T2 
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En queso Crema de Chiapas se identificaron ocho especies de hongos y dos 

levaduras a lo largo del proceso de maduración. En T2 d las cepas más abundantes 

fueron S.  cerevisiae, C. versatilis, C. tropicalis y C. etchellsii. En el tiempo de 29 d 

las especies más abundantes fueron C versatilis, Candida kruissii, C etchellsii, 

Phaeoacremonium hungaricum y Pichia sin clasificar. En el tiempo de 58 d las 

especies más abundantes fueron C, versatilis, C. KruisiI, C. etchellsii, Candida 

tropicalis, Phaeoacremonium hungaricum, Pichia (sin clasificar), Trichosporon 

debeurmannianum, Malassezia furfur, S. cerevisiae y C. parapsilosis. Se observó 

un mayor número de especies de hongos a medida que se incrementó el tiempo de 

maduración, este comportamiento es similar a lo reportado en queso Cantal (Frétin 

et al., 2022) y queso Vorarlberger Bergkäse austriaco (Quijada et al., 2020). 

Por otro lado, en queso Serro Minas la mayor diversidad de levaduras fue reportada 

a los 3 d, en temporada de lluvias (Cardoso et al., 2015). Los géneros más comunes 

encontrados en diferentes quesos han sido Candida, Pichia, Saccaromyces y 

Trichosporon (Bintsis, 2021). En quesos mexicanos se han identificado 16 géneros 

de hongos y los más abundantes fueron Galactomyces, Saccharomyces y 

Scheffersomyces (Murugesan et al., 2018). 

En las muestras, las tres cepas más abundantes de hongos en los tres tiempos de 

maduración fueron C. versatilis, C. etchellsi y C. tropicalis. En el queso, la primera 

especie fue la más abundante y variable durante la maduración. En queso 

Vorarlberger Bergkäse, el género Candida fue abundante al inicio de la maduración 

y con el tiempo disminuyó (Quijada et al., 2020). La cepa de C. versatilis se ha 

identificado en suero, yogur y queso (Moeini et al., 2004; Garnier et al., 2017). 

Además, ha sido reportado en queso Feta, queso Halloumi (Bintsis & Papademas, 

2002), queso Gorgonzola y queso Danés (Viljoen et al., 2003); en salsa de soya con 

altas cantidades de sal contribuyó al desarrollo de sabores asociados (Zhang et al., 

2020). C. etchelsi fue la segunda cepa más abundante en los tres tiempos evalua-.
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Figura 11. Gráfica de diversidad alfa expresada en índices, Chao, Shannon y Simpson para tres tiempos de maduración 
(T1, T2 y T3) del queso Crema de Chiapas con la región ITS.



78 
 

los tres tiempos evaluados pero su abundancia se redujó con la maduración. Esta 

cepa se ha reportado en queso Cotija (Chombo-Morales et al., 2016) y en queso 

Taleggio fue más variable durante la maduración (Giannino et al., 2011). En 

queso Vorarlberger Bergkäse, el género Candida fue abundante al inicio de la 

maduración y con el tiempo disminuyó (Quijada et al., 2020). La cepa de C. 

versatilis se ha identificado en suero, yogur (Moeini et al., 2004; Garnier et al., 

2017), queso Feta, queso Halloumi (Bintsis & Papademas, 2002), queso 

Gorgonzola, queso Danés (Viljoen et al., 2003). C. etchelsi es la segunda cepa 

más abundante en los tres tiempos de maduración, cuya abundancia se redujo 

al transcurrir la maduración y se ha reportado en queso Cotija (Chombo-Morales 

et al., 2016) y queso Taleggio (Giannino et al., 2011). 

Candida tropicalis es la tercera cepa más abundante e incrementa con el tiempo 

de maduración. La cepa C. tropicalis fue identificada en queso Oaxaca (Saxer 

et al., 2013), leche cruda de vaca, en queso Cremoso (Spanamberg et al., 2018), 

en queso Mihalic (Yalcin et al., 2017) y en queso de Quebec (Hatoum et al., 

2013). Además, Dinika et al., (2019) reportaron que durante la fermentación de 

suero de queso Mozzarella con esta cepa se hidrolizaron péptidos que contenían 

principalmente Asp, Glu, Thr, Val, Ile y Lys, los cuales se asocian a la biosíntesis 

del glutamato. 

Respecto a las levaduras, S. cerevisiae presentó el valor más alto de AR (0.44), 

en T1 (Figura 12). Esta levadura se ha identificado en queso Frescal (Gonçalves 

et al., 2020), en queso Gorgonzola y en queso Danbo, reportándose la 

producción de aldehídos y alcoholes ramificados (Sørensen et al., 2011). 

Saccharomyces también ha sido reportada por Murugesan et al., (2018) en 

quesos mexicanos como: Adobera, Doble Crema de Chiapas, Ranchero, 

Chihuahua, Cincho, Oaxaca, Canasta, Manchego y Jocoque. 

Otras cepas se encontraron en menor abundancia en las muestras de queso 

Crema de Chiapas tales como: Candida kruisii, Phaeoacremonium hungaricum, 

Pichia (sin clasificar), Thrichosporon debeermannianum, Malassezia furfur y 
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Candida parapsilosis. C. kruisii disminuye a medida que transcurre el tiempo de 

maduración. P. hungaricum en queso Crema de Chiapas se encontró en el tiempo 

de 58 d de maduración, este género no ha sido reportado en quesos. Sin 

embargo, se han aislado del medio ambiente, plantas leñosas enfermas, madera, 

vid, humanos con infecciones feohifomicóticas, larvas de escarabajos de corteza, 

artrópodos y del suelo (Gramaje et al., 2015). 

El género Pichia se encontró en el tercer tiempo de maduración con una AR de 

0.06 (Figura 12). Este comportamiento fue opuesto a lo que se reportó en queso 

Fossa, en el cual Pichia occidentalis se encontró en el ambiente donde se elaboró 

el queso y disminuyó con la maduración (Biagiotti et al., 2018). El género Pichia 

se ha identificado en quesos artesanales mexicanos (Murugesan et al., 2018), en 

queso Manouri (Lioliou et al., 2001) y en queso Roquefort (Yurt et al., 2023). El 

género Pichia se ha utilizado como cultivo iniciador en queso Kasajo (Xiao et al., 

2020) y en queso Cantal (De Freitas et al., 2008), se observó que dependiendo 

de las cepas se obtienen diferentes perfiles de aroma (Xiao et al., 2020). 

En el queso Crema de Chiapas se encontró Trichosporon debeurmannianum en 

el tiempo de maduración T3. Este género se reportó en leche cruda y queso 

Quebec (Lavoie et al., 2012). Su presencia indicó contaminación, ya que esta 

especie se asocia con muestras clínicas de pacientes con infecciones urinarias 

(Nath et al., 2018), infección de pie diabético (Yoo et al., 2022), ampulas 

micóticas (Noy et al., 2020). Este hongo también ha sido reportado en el medio 

ambiente, piel, tracto intestinal y vagina (Colombo et al., 2011). El género 

Trichosporon utiliza diferentes carbohidratos y fuentes de carbono y además 

degrada la urea, pero no es fermentativo (Colombo et al., 2011). 

En el queso estudiado se encontró Malassezia furfur en el T3 (Figura 11), no es 

común en queso, sin embargo, el género Malassezia es dependiente de lípidos 

(Cafarchia et al., 2011). Se ha reportado que el género Malassezia crece de 33 a 

41 °C en condiciones aeróbicas o anaeróbicas y con baja disponibilidad de 

nutrientes (Spatz & Richard, 2020). Malassezia furfur se reportó en la piel de 

humanos (Gaitanis et al., 2009) y en leche materna (Boix-Amorós et al., 2017).  
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Candida parapsilosis en el queso analizado se identificó en baja abundancia en 

el T3. Esta cepa favoreció el crecimiento de Lactobacillus paracasei en queso 

Comte (Didelot et al., 2006) y se ha identificado en queso Cheddar, queso tipo 

Suizo y queso azul estadounidense (Banjara et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Abundancia relativa de hongos y levaduras de queso Crema de 
Chiapas en la maduración. 
 
Para evaluar la distribución de las 72 OTUs obtenidas entre los diferentes tiempos 

de maduración, se construyó un diagrama de Venn (Figura 13). Los datos 

indicaron que 30 OTUs incluyeron el 42 % de las lecturas totales, las cuales 

fueron compartidas en los tres tiempos de maduración. El mayor número (n=13) 

de OTUs únicas se ubicó en los tiempos de maduración de 2 y 58 d y el menor 
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número (n = 6) de OTUs únicas se observó para el tiempo (T2) de 29 d. El número 

de especies de hongos en los tiempos T1 y T3 solo se diferencia por una especie, 

esto puede explicarse debido a que algunos hongos tienen hosmotolerancia, por 

ejemplo: S.cerevisiae produjo glicerol para sobrevivir a esta condición 

(Plemenitaš et al., 2014). Por otro lado, se mostró que la cantidad de especies es 

menor en el T2 al no haber modificaciones en las características fisicoquímicas. 

Podríamos suponer que las bacterias presentes en este tiempo podrían haber 

inhibido determinadas cepas de hongos. Leyva Salas et al., (2018) encontraron 

que cepas de Lactobacillus impiden el crecimiento de 10 cepas entre las que se 

encontraron los géneros Penicillium, Mucor, Galactomyces, Yarrowia, 

Meyerozyma, Rhodotorula, Candida, Didymella y Trichosporon en un queso 

modelo y yogurt, debido a que producen compuestos antifúngicos tales como: 

ácido láctico, acético, succínico, propiónico, fórmico y butírico. 

 

 

 

  

 

 

 

 
 
 
Figura 13. Diagrama de Venn que muestra el número de OTUs específicas y 
comunes (OTU 30) entre tres tiempos de maduración de queso Crema de 
Chiapas de leche cruda de vaca construido por los OTUs crudos sin aplicar un 
parámetro de selección. 
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3.7. Conclusiones 

La microbiota del queso Crema de Chiapas se modificó durante el tiempo de 

maduración. Las bacterias ácido lácticas predominaron durante la maduración 

del queso, sin embargo, las abundancias fueron diferentes durante los tres 

tiempos de maduración, debido a que las características fisicoquímicas del queso 

y las relaciones entre microorganismos favorecieron o limitaron el crecimiento de 

determinados géneros, este mismo comportamiento fue observado para hongos 

y levaduras. Así mismo, se encontraron géneros de bacterias potencialmente 

patógenas y hongos perjudiciales para el humano. Los microorganismos son 

indicadores del manejo que se tuvo desde la ordeña, procesamiento y 

conservación del queso; su presencia otorga características únicas al queso. 

Comparar la dinámica bacteriana, de hongos y levaduras permite identificar 

posibles peligros para el consumidor durante la maduración del queso, generar 

nuevos cultivos iniciadores y descubrir microorganismos no cultivables. Este 

trabajo, junto con otros similares, podrá alimentar bases de datos con información 

de secuencias de microorganismos de quesos mexicanos, para contribuir a la 

bioseguridad del consumidor. 
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4. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA Y ANTIINFLAMATORIA EN 

EXTRACTOS DE QUESO CREMA DE CHIAPAS. 

4.1. Resumen 

Durante la hidrólisis de las proteínas de la leche y productos lácteos, se ha 
demostrado que se generan péptidos con actividades biológicas. El objetivo de 
este trabajo fue determinar la actividad antimicrobiana y antiinflamatoria de 
extractos de queso Crema de Chiapas durante tres tiempos de maduración (T1 
= 13, T2 = 47 y T3 = 81 días) utilizando un método espectroscópico. Los extractos 
de queso en los tiempos T1 y T2 tuvieron los valores más altos de actividad 
antimicrobiana contra Listeria innocua ATCC3309 (39.38 y 50.94 %, 
respectivamente). Por otro lado, los extractos de queso en los tiempos T1 y T2 
no tuvieron actividad antimicrobiana, pero en T3 fue de 13.18 % para Escherichia 
coli K12. Los extractos de queso inhibieron el crecimiento de Micrococcus luteus 
CDBBB1018 en T2 y T3 (15.35 y 11.86 %, respectivamente). Por otro lado, los 
extractos de queso presentaron actividad antiinflamatoria en T1 de 44.83, T2 de 
543 y para el T3 fue de 576.33 μg/mL de equivalentes de DS. Los extractos 
acuosos son fuente potencial de compuestos con actividad antimicrobiana y 
antiinflamatoria. 

Palabras clave: queso, actividad biológica, tiempo, quesería.4 

 
 

 

 

 

 

 

                                                             
4Tesis de Doctorado en Ciencias Agroalimentarias, Universidad Autónoma Chapingo. 
 Autor: M.C. Blanca Nayelli Ocampo Morales 
 Director de tesis: Arturo Hernández Montes, PhD 
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ANTIMICROBIAL AND ANTIINFLAMMATORY ACTIVITY IN 

EXTRACTS OF CHIAPAS CREAM CHEESE. 

4.2. Abstract 

During the hydrolysis of milk proteins and dairy products, it has been 

demonstrated that peptides with biological activities are generated. The objective 

of this work was to determine the antimicrobial and antiinflammatory activity of 

Crema de Chiapas cheese extracts during three ripening times (T1 = 13, T2 = 47 

and T3 = 81 days) using a spectroscopic method. The cheese extracts at times 

T1 and T2 had the highest values of antimicrobial activity against Listeria innocua 

ATCC3309 (39.38 and 50.94 %, respectively). On the other hand, cheese extracts 

at times T1 and T2 had no antimicrobial activity, but at T3 it was 13.18 % for 

Escherichia coli K12. Cheese extracts inhibited the growth of Micrococcus luteus 

CDBBB1018 at T2 and T3 (15.35 and 11.86 %, respectively). On the other hand, 

cheese extracts showed anti-inflammatory activity at T1 of 44.83, T2 of 543 and 

for T3 was 576.33 μg/mL of DS equivalents. Aqueous extracts are potential 

source of compounds with antimicrobial and anti-inflammatory activity. 

Key words: cheese, biological activity, time, cheesemaking.5

                                                             
5 Doctoral Thesis in Ciencias Agroalimentarias, Universidad Autónoma Chapingo 
  Autor: M.C. Blanca Nayelli Ocampo Morales. 
  Advisor: Arturo Hernández Montes, PhD. 
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4.3. Introducción 

En México la producción de queso se concentra en las regiones lecheras de 

Jalisco, Guanajuato, Chihuahua y Chiapas (USDA, 2024). El consumo anual per 

cápita de quesos artesanales elaborados en México oscila entre 2.1 y 6 kg/año 

(González-Córdova et al., 2016). El queso Crema de Chiapas se elabora a partir 

de leche cruda y los pasos para su elaboración son: reposo de la leche cruda, 

adición de cuajo, reposo de la cuajada, corte de la cuajada y reposo, salado y 

empacado (Villegas et al., 2015). Adicional a lo anterior, el queso Crema de 

Chiapas ha sido estudiado y se han reportado bioactividades tales como: 

actividad antioxidante (Aguilar-Toalá et al., 2022), actividad antimicrobiana 

(Wong-Villarreal et al., 2021), actividad inhibidora de la enzima convertidora de 

angiotensina (ECA) y antioxidante (González-González et al., 2019). 

Durante la maduración del queso ocurren procesos como la glucólisis, lipólisis y 

proteólisis. Luo et al., (2023) han reportado que las bacterias ácido lácticas (BAL) 

en la glucólisis produjeron principalmente energía en forma de ATP y NADH, y 

subproductos tales como ácidos orgánicos, alcoholes y gases. En la lipólisis en 

queso se han generado precursores de compuestos aromáticos tales como: 

ésteres, metil cetonas, lactonas y alcoholes secundarios (Thierry et al., 2017; 

Viana de Souza y Silva Dias, 2017). Barampouti et al., (2021) y Zhang et al., 

(2023) encontraron que la hidrólisis de proteínas rompe los enlaces peptídicos y 

libera péptidos que contienen de 2 a 50 aminoácidos. Los péptidos liberados en 

quesos han originado notas de sabores dulces debido a la presencia de 

aminoácidos tales como: Trp, Leu, Phe, His, Ile y Val (Bassoli et al., 2014; 

Temussi, 2012); el sabor amargo que también se ha reportado, se debe a la 

acumulación de péptidos hidrofóbicos cortos (McSweeney, 2007). Los péptidos 

obtenidos a partir de lácteos han demostrado tener diversas bioactividades tales 

como: antihipertensiva, antitrombótica, anticolesterolémica, antioxidante, 

antimicrobiana, antiinflamatoria (Tagliazucchi et al., 2019), inmunomoduladora 

(Rangel et al., 2023) y antiobesogénica (Iwaniak & Mogut, 2020), por mencionar 

algunas. 
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Murray et al., (2022) han estimado que en el 2019 la resistencia antimicrobiana 

provocó 4.95 millones de muertes, el uso inadecuado de medicamentos ha 

originado este tipo de resistencia (Salam et al., 2023), debido a que las bacterias 

tienen facilidad de compartir su ADN con otras bacterias, lo cual puede ocurrir 

por transferencia vertical de generación en generación y transferencia horizontal 

de genes (Tao et al., 2022a). Esto ocurre, mediante tres mecanismos: 

transformación con ADN libre; transducción por bacteriófagos; y conjugación que 

involucra plásmidos y elementos conjugativos integrativos (Liu et al., 2022). Por 

lo anterior, el descubrimiento de nuevas moléculas antimicrobianas es 

importante; Xuan et al., (2023) reportó péptidos antimicrobianos con una 

actividad de amplio espectro que fueron efectivos contra bacterias gram 

negativas y no produjeron resistencia a estos, debido a que los péptidos tienen 

múltiples mecanismos de acción, con lo cual se reduce la probabilidad de que las 

bacterias adquirieran múltiples mutaciones, al mismo tiempo. Browne et al., 

(2020) reportaron que los péptidos antimicrobianos actuaron sobre componentes 

de la membrana celular, conservados evolutivamente, que requieren de múltiples 

mutaciones a lo largo del tiempo, para adquirir la adaptación. 

Por otra parte, la muerte celular y la inflamación están interconectadas (Tao et al., 

2022b), durante este proceso inflamatorio ocurre la necrosis, principalmente por 

la desnaturalización de proteínas (Miller & Zachary, 2017). Los péptidos liberados 

en leche fermentada han demostrado tener actividad antiinflamatoria (Aguilar-

Toalá et al., 2017) y se han descubierto veintitrés secuencias de estos péptidos 

(Nielsen et al., 2023). Es por esto, que el presente trabajo tiene como objetivo 

conocer la actividad antimicrobiana y antiinflamatoria en los diferentes tiempos 

de maduración del Queso Crema de Chiapas. 

4.4. Materiales y métodos 

4.4.1. Actividades biológicas 

4.4.1.1. Obtención de extractos 

Los extractos se obtuvieron de quesos de dos queserías, Queso Vaquero® y 

Queso Santa Cruz® durante tres tiempos de maduración T1 = 13, T2 = 47 y T3 
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= 81 d, con tres repeticiones cada uno (n = 18 unidades experimentales) para 

actividad antiinflamatoria; para actividad antimicrobiana se usaron dos 

repeticiones (n = 12 unidades experimentales). 

Las bioactividades se determinaron  en los extractos acuosos de cada una de las 

muestras, los cuales se extrajeron como lo describe Torres-Salas et al., (2020) 

con modificaciones. Muestras de 250 g de queso se homogeneizaron con 750 

mL de agua destilada utilizando una licuadora (Osterizer, N L, México) durante 5 

min, la mezcla se incubó a 40 ºC en una parrilla (Thermo Fisher Scientific, MA, 

EE. UU) con agitación de 150 rpm, durante 60 min. De acuerdo a las 

recomendaciones de Meira et al. (2012) y Pontonio et al. (2021) se realizaron dos 

centrifugaciones, utilizando una centrífuga 5810 R (Eppendorf, NJ, EE. UU) a 

8000×g durante 15 min a 4 °C; entre centrifugaciones, se filtró la fase acuosa a 

través de una capa de algodón estéril. El pH del sobrenadante o fase acuosa de 

la primera centrifugación se ajustó a 4.5, adicionando NaOH 1 M y HCl 1 M. 

Después de la segunda centrifugación, el sobrenadante se filtró por gravedad 

usando papel filtro grado 589/3 a 4 °C. Posteriormente, los extractos se 

almacenaron a -20°C (Rizzello et al., 2005). 

4.4.1.2. Actividad antiinflamatoria 

La concentración de proteína total se determinó en el extracto acuoso mediante 

el método de Bradford (1976); para la preparación del reactivo de Bradford se 

disolvieron 100 mg de Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma Aldrich, Missouri, 

EE. UU) en 50 mL de etanol, a esta solución se le añadieron 100 mL de ácido 

fosfórico al 85 % (p/v) y finalmente se aforó con agua destilada a un volumen final 

de 1 L. En cada pozo de la microplaca se colocaron 10 µL de muestra y 190 µL 

del reactivo de Bradford, después de 5 min se midió absorbancia a 595 nm en un 

SpectraMax M3 (Molecular Devices, USA). El blanco consistió en mezclar 

extracto acuoso con agua destilada. Se preparó una curva con albúmina sérica 

bovina (Sigma Aldrich, Missouri, EE. UU) utilizando concentraciones de 0.05-0.45 

mg/mL, bajo las mismas condiciones. Las determinaciones se realizaron por 

triplicado y los resultados se reportaron en mg/mL de BSA.  
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La determinación de la actividad antiinflamatoria se realizó con los extractos que 

fueron filtrados a través de papel Whatman No. 42, de acuerdo a la metodología 

descrita por Aguilar-Toalá et al., (2017). Se mezclaron 25 µL de albúmina (Sigma 

Aldrich, Missouri, EE. UU), 350 µL de tampón fosfato salino (PBS) a pH 7.2 y 

concentración de 0.1 M, y 250 µL de muestra (extracto acuoso). Para el control, 

la muestra se sustituyó por PBS. La mezcla se pre-incubó a 37 °C durante 15 

min, enseguida la proteína contenida en la mezcla de reacción se sometió a 

condiciones desnaturalizantes, manteniendo la mezcla de reacción a 70 °C 

durante 5 min. Después, la muestra se enfrió en baño de hielo durante 5 min y 

se registró la densidad óptica a 600 nm usando un equipo SpectraMax M3 

(Molecular Devices, USA). Se preparó una curva estándar de nueve puntos (0, 

200, 400, 600, 1000, 1200, 1600, 1800 y 2000 µg/mL) usando diclofenaco sódico 

(DS) contenido en tabletas de ariflam de 100 mg (Anexo 1a). 

4.4.1.3. Actividad antimicrobiana 

Cepas de Escherichia coli K12 (Minnesota, EE. UU.), Listeria innocua ATCC3309 

(Universidad Nacional Autónoma de México, México) y Micrococcus luteus 

CDBBB1018 (Instituto Politécnico Nacional, México) fueron reactivadas con tres 

subcultivos en tubos de 10 mL para cepas de Listeria spp y Escherichia spp tal 

como lo recomendó Heredia-Castro et al., (2015) y para la tercera cepa como lo 

mencionaron Rodríguez-Figueroa et al., (2013) y Aguilar-Toalá et al., (2019). Los 

medios utilizados fueron los descritos por Torres-Salas et al., (2021), E. coli K12 

se cultivó en caldo nutritivo (Bioxon, Becton Dickinson de México, S. A. de C. V), 

L. innocua ATCC3309 se inoculó en caldo nutritivo, enriquecido con 2.5 g/L de 

glucosa, 5 g/L de cloruro de sodio y 15 g/L de peptona de caseína (Bioxon, Becton 

Dickinson de México, S. A. de C. V) y M. luteus CDBBB1018 se sembró en cde 

infusión cerebro corazón (Bioxon, Becton Dickinson de México, S. A. de C. V). 

Las cepas se subcultivaron tres veces en una incubadora (Felisa, Feligneo, S.A 

de C.V) a 37 °C, E. coli K12 se resembró a las 24, 24 y 8 h, M. luteus CDBBB1018 

y L. innocua ATCC3309 a las 24, 24 y 4 h, las cepas de E. coli y L. innocua 

contenían 1 x108 UFC/mL y M. luteus tenía 1 x107 UFC/mL. 
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En los extractos acuosos, se eliminó el efecto antimicrobiano de los ácidos 

orgánicos neutralizándolos con NaOH 1M (Sezer y Güven, 2009). El efecto del 

peróxido de hidrógeno se inhibió adicionando 0.1 mg/mL de catalasa de hígado 

de bovino (Sigma Aldrich, Missouri, EE. UU) y se incubó a 25 °C durante 90 min. 

Posteriormente, la catalasa se inactivó calentando el extracto a 60 °C durante 10 

min (Sezer y Güven, 2009). Por otro lado, el efecto antimicrobiano debido a 

proteínas se suprimió agregando una disolución de 0.1 mg/mL de proteinasa K 

de Tritirachium album (Sigma Aldrich, Missouri, EE. UU.) a las alícuotas 

procedentes de la neutralización del pH y de la eliminación de peróxido; se incubó 

a 37 °C durante 2 h y se inactivó calentando los extractos a 60 °C durante 10 min. 

Posteriormente, se mezclaron 100 µL de cada uno de los extractos tratados con 

100 µL de cada cultivo de cepa en la etapa de crecimiento en fase exponencial, 

en una microplaca se incubaron durante 3 h a 37 ºC y se midió la absorbancia a 

600 nm (Pritchard et al., 2010). La actividad antimicrobiana se calculó con la 

siguiente Ecuación (2): 

Inhibición del crecimiento (%)=100-
A

B
x 100  ……….. Ecuación (2) 

 

Donde: 

A= Absorbancia a 600 nm después de 3 h de incubación de la cepa con los 

tratamientos por separado en la microplaca. 

B= Absorbancia a 600 nm del control (cepa en medio de cultivo) a las 3 h de 

incubación. 

4.5. Análisis estadístico 

Se aplicó la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov a los datos, y al no 

seguir una distribución normal (datos no mostrados), se utilizó la prueba de 

Kruskall Wallis empleada para determinar diferencia entre más de dos muestras 

(Theodorsson-Norheim, 1986). Esta prueba es la versión no paramétrica del 

ANOVA de una vía (McKight & Najab, 2010), y para las diferencias entre 
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queserías se utilizó la prueba de Mann-Whitney que es la versión no paramétrica 

de una prueba t-Student (Xia, 2020), con un α = 0.05. El programa utilizado fue 

XLSTAT 2023 (Lumivero, Nueva York, EE. UU.). 

4.6. Resultados y discusión 

4.6.1. Actividad antimicrobiana de extractos de queso Crema de Chiapas 

para Listeria innocua ATCC3309 

Los valores promedios de las actividades antimicrobianas de los extractos de 

queso para L. innocua ATCC3309 fueron para el T1 de 39.38 %, T2 de 50.94 % 

y para el T3 fue de cero. La comparación de medias de las actividades 

antimicrobianas de los extractos de queso para L. innocua mostró que el extracto 

de queso obtenido en el T3 tuvo la menor actividad antimicrobiana (p < 0.05) y 

las mayores actividades (p < 0.05) se encontraron en los tiempos T1 y T2 como 

se observa en el cuadro 6. Sin embargo, en el estudio realizado por Torres-Salas 

et al., (2021) en queso añejo de Zacazonapan el tiempo con 0 d de maduración 

presentó la mayor actividad antimicrobiana contra L. innocua ATCC3309 con 8.76 

%. Los extractos de quesillo y Queso Doble Crema de Colombia (Durango-Zuleta 

et al., 2022), extractos de queso Canestrato Pugliese y queso Caprino del 

Piemonte (Rizzello et al. 2005) inhibieron el crecimiento de L. innocua. Por otro 

lado, Aguilar-Toalá et al., (2022) reportaron en Queso Crema de Chiapas la 

presencia de péptidos derivados de lactoferrina, estas moléculas se han 

identificado como antimicrobianas por Bruni et al., (2016) y Gruden & Poklar Ulrih, 

(2021). Wong-Villarreal et al., (2021) han reportado que cepas específicas de 

Lactobacillus spp aisladas de queso Crema de Chiapas tuvieron actividad 

antimicrobiana contra L. monocytogenes ATCC19115. Durante la maduración del 

queso la hidrólisis de la caseína es producida por proteasas y peptidasas de la 

leche, cultivo iniciador, cuajo, microorganismos que se adquieren del ambiente, 

fabricación y maduración (Banihashemi et al., 2020; Fox, 1989) por mencionar 

algunas. 

En este estudio se observó que la actividad antimicrobiana disminuyó en el último 

tiempo de maduración. Rizzello et al., (2005) informaron que la actividad 
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antimicrobiana disminuyó a medida que transcurrió el tiempo de maduración, esto 

debido a que una proteólisis intensa puede causar la ruptura de secuencias 

biológicamente activas. Demers-Mathieu et al. (2013) encontraron que el extracto 

enriquecido con péptidos aniónicos obtenidos a partir de proteínas de suero de 

leche disminuyó el crecimiento de L. innocua a los 7 d y L. monocytogenes a los 

19 d debido a una mayor hidrólisis.  

Cuadro 6. Comparaciones múltiples por pares para las actividades antimicrobia- 
 nas en extractos de queso para L. innocua ATCC3309 a diferentes tiempos de 
maduración. 
 

TIEMPO 
(d) 

Media de rangos 

  81 2.500a 
 13 7.500b 

 47 9.500bz 

Z= Letras diferentes en la misma columna 
indican diferencias significativas. 

 

4.6.2. Actividad antimicrobiana de extractos acuosos contra Escherichia 

coli K12 

Las actividades antimicrobianas de los extractos de queso para E. coli K12 no 

mostraron diferencias significativas en los tres tiempos de maduración. En los 

tiempos T1 y T2 la actividad antimicrobiana fue de 0 %, mientras que en el T3 se 

encontró una actividad antimicrobiana de 13.18 %. Torres-Salas et al., (2021) 

reportaron que la cepa de E. coli K12 fue inhibida por el extracto de queso 

Zacazonapan de 30 d de maduración (7.16 %). Aguilar-Toalá et al., (2017) 

reportaron que el extracto obtenido de leche fermentada con la cepa de 

Lactobacillus 26 tuvo la mayor inhibición de crecimiento (44.68 %) de E. coli. Por 

otro lado, Pritchard et al. (2010), encontraron que los péptidos obtenidos de 

extractos de queso Cheddar mayores a 10 kDa tuvieron el mayor porcentaje de 

inhibición (20 %) contra E. coli; Fialho et al. (2018) encontraron en extractos de 

queso Mineiro, seis péptidos con actividad antimicrobiana contra E. coli a lo largo 

de la maduración (9, 23 y 30 días) y contenían principalmente prolina. Finalmente, 

la inhibición del crecimiento de E. coli ha sido reportada para extractos de queso 
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Gouda y Mozzarella (Théolier et al.,2014), extracto de queso Coalho (Silva et al., 

2012) y extracto de queso Koopeh (Banihashemi et al., 2020). 

4.6.3. Actividad antimicrobiana de extractos acuosos contra Micrococcus 

luteus CDBBB1018 

Las actividades antimicrobianas de los extractos de queso para M. luteus 

CDBBB1018 mostraron diferencias (p < 0.05) en los tres tiempos de maduración, 

formándose dos grupos. En los tiempos T1 y T3, los extractos de queso tuvieron 

la menor actividad antimicrobiana para M. luteus (p < 0.05) y las mayores 

actividades (p < 0.05) se encontraron en los tiempos T2 y T3, como se observa 

en el cuadro 7. En el estudio realizado por Torres-Salas et al., (2021) reportaron 

que los extractos de queso Zacazonapan tuvieron valores de porcentaje de 

inhibición para M. luteus en el tiempo de 30 d de 20.22 % y para 180 d de 20.54 

%. 

Cuadro 7. Comparaciones múltiples por pares para las actividades antimicrobia- 
nas en extractos de queso para M. luteus CDBBB1018 a diferentes tiempos de 
maduración. 
 
 
 
 
                   
 
 
                                               Z= Letras diferentes en la misma  
                                                   columna indican diferencias  
                                                   significativas.  
                                 

Las cepas de L. innocua ATCC3309 y M. luteus CDBBB1018 son gram positivas 

y E. coli K12 es una cepa gram negativa, las cuales tuvieron mayor resistencia 

antimicrobiana Saxena et al., (2023) y Zhou et al., (2023), debido a que en la 

membrana externa se encontraron purinas que crearon canales pequeños en la 

membrana y permitieron el transporte pasivo de moléculas hidrófilas con una 

masa molecular >600 Da, como aminoácidos y azúcares. Por otro lado, Rohde, 

(2024) reportaron que las cepas gram positivas tienen una pared celular 

compuesta por una capa gruesa de peptidoglicano con carga negativa que 

Tiempo 
(d) 

Media 
de 

rangos 

13 3.500a 
81 7.000ab 
47 9.000bz 
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interacciona con los péptidos catiónicos. Malanovic & Lohner, (2016) informaron 

que los péptidos antimicrobianos catiónicos se unen a ácidos lipoteicoicos y otros 

componentes cargados negativamente.  

4.6.4. Comparación entre queserías de la actividad microbiana del queso 

crema de Chiapas 

En los Cuadros 8, 9 y 10 se muestran los estadísticos U para las pruebas de 

Mann-Whitney y sus respectivas significancias, para la actividad antimicrobiana 

de los extractos de queso aplicadas a las tres cepas estudiadas. Las actividades 

antimicrobianas de extractos de queso no mostraron diferencias significativas 

entre queserías (Vaquero® y Santa Cruz®) cuando se adicionan por separado 

cepas de L. innocua ATCC3309, E. coli K12 y M. luteus CDBBB1018. No hay 

estudios que relacionen quesería con actividad antimicrobiana. Sin embargo, el 

resultado puede deberse a la proximidad geográfica de las queserías; el proceso 

de elaboración tiene poca variación y las características fisicoquímicas de la 

leche podrían ser muy similares. Keyf et al., (2023) han reportado que, en queso 

blanco de Turquía, el potencial de las bioactividades tales como: antioxidante, 

inhibición de la actividad de la enzima convertidora de angiotensina, inhibición de 

la actividad α-amilasa y α-glucosidasa pueden variar dependiendo de la región 

de producción. Por otro lado, Helal & Tagliazucchi, (2023) han informado que la 

hidrólisis de proteínas es diferente entre tipos de quesos debido a factores tales 

como: tecnología utilizada, condiciones de elaboración, tiempo de maduración y 

bacterias presentes, lo cual puede producir diferentes péptidos. 

 

Cuadro 8. Prueba de Mann-Whitney para actividad antimicrobiana para Listeria  
innocua ATCC3309 entre queserías. 

 

 

 

 

Z= p≤0.05 indica diferencia estadística entre 

                                               las medianas. 

 
 

U 18 
Valor esperado 18 
valor-p (bilateral) 0.948 z 
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Cuadro 9. Prueba de Mann-Whitney para actividad antimicrobiana para 
Escherichia coli K12 entre queserías. 
 
 
                                                                      

 

 

               Z= p≤0.05 indica diferencia estadística entre 

                                                   las medianas. 

Cuadro 10. Prueba de Mann-Whitney para actividad antimicrobiana para encon- 
trar diferencia antimicrobiana entre los extractos de queso entre quesería cuando 
se adiciona Micrococcus luteus CDBBB1018. 
 

U 22 
Valor esperado 18 
valor-p (bilateral) 0.545z 

                                                                Z= p≤0.05 indica diferencia estadística entre 
                                               las medianas. 

4.7. Análisis de datos de actividad antiinflamatoria  

Los valores promedios de las actividades antiinflamatorias en los tres diferentes 

tiempos de maduración fueron: para T1 de 44.83, T2 de 543 y para T3 fue de 

576.33 μg/mL de equivalentes de DS. La prueba de Kruskal-Wallis indicó 

diferencia (p < 0.05) en las actividades antiinflamatorias de los extractos de queso 

para los diferentes tiempos, formándose dos grupos. El T1 y el T2 tuvieron la 

menor actividad antiinflamatoria (p < 0.05) y las mayores actividades (p < 0.05) 

se encontraron en los tiempos T2 y el T3, como se observa en el cuadro 11. 

Aguilar-Toalá et al., (2017) reportaron que los extractos de leches fermentadas 

con cepas de Lactobacillus spp., presentaron valores de actividad antiinflamatoria 

entre 559.61 a 1759.43 μg/mL de equivalentes de DS; una vez que el extracto 

fue ultrafiltrado, las fracciones <3 kDa tuvieron una actividad antiinflamatoria 

entre 650 a 2112.3 μg/mL de equivalentes de DS. Los mismos autores señalan 

que la actividad fue debida a que los péptidos derivados de productos lácteos al 

unirse a la albúmina de huevo le confirieron un efecto protector contra el calor y 

pH, evitando que se alterara la estructura terciaria, al modificarse los puentes 

disulfuro. 

 

U 12 
Valor esperado 18 
valor-p (bilateral) 0.455z 
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Cuadro 11. Comparaciones múltiples por pares de la actividad antiinflamatoria a 
diferentes tiempos de maduración del Queso Crema de Chiapas. 
 

Tiempo 
(d) 

Media de 
rangos 

13 4.417a 
47 11.250ab 
81 12.833bz 

                                                                            Z= Letras diferentes en la misma  
                                                     columna indican diferencias  
                                                     significativas.  

La actividad antiinflamatoria en queso Crema de Chiapas aumentó con la 

maduración. No hay información publicada para la actividad antiinflamatoria de 

extractos de cualquier queso fresco o madurado con la técnica espectroscópica 

que se utilizó en este estudio. Sin embargo, Helal et al., (2023) descubrieron que 

en queso Ras el número de péptidos identificados disminuyó con el tiempo, a los 

30 d se reportaron 905 péptidos y a los 180 d se encontraron 756 péptidos; los 

péptidos más abundantes a lo largo del tiempo de maduración fueron los 

provenientes de β-caseína y αS1-caseína. Por otro lado, Öztürk et al., (2022) 

encontraron que durante la maduración del queso Tulum, los péptidos liberados 

de αs-caseína y β-caseína disminuyeron; y los péptidos de k-caseína 

permanecieron estables. 

Por otro lado, las actividades biológicas de péptidos hidrolizados de caseína de 

queso dependen de las bacterias presentes en la maduración del queso. Solieri 

et al., (2020) distinguieron 44 péptidos en queso Parmigiano Reggiano, que se 

originaron por bacterias ácido lácticas (BAL). El género Lactobacillus es el más 

común en la producción de péptidos (Hafeez et al., 2014) debido a que contiene 

más de una proteinasa de la pared celular (CEP), las cuales son 

preproproteinasas de ~ 2000 aminoácidos de 6 a 8 dominios funcionales (Solieri 

et al., 2022). Sharma et al., (2020) encontraron en Lactobacillus cuatro parálogos 

de PrtH (1,2,3 y 4); sin embargo, pueden existir otras variantes debido a que se 

han identificado 60 genes pertenecientes a la CEP. Por otro lado, Broadbent 

et al., (2011) mencionaron que las variaciones en la actividad de peptidasas y 
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metabolismo de aminoácidos en cepas de Lactobacillus se atribuyen a una 

combinación de mutaciones y polimorfismos que afectan el nivel de expresión 

genética, especificidad o actividad de las enzimas (Broadbent et al., 2011). Por 

ello, los resultados serán diferentes dependiendo del tipo de queso. 

Los estudios reportados, hasta ahora, en la literatura se han enfocado 

principalmente en la actividad antiinflamatoria de cepas específicas en productos 

lácteos. Streptococcus thermophilus utilizada para la fabricación de productos 

fermentados como yogur y queso tiene actividad antiinflamatoria a través de la 

modulación de mediadores proinflamatorios (Allouche et al., 2022). Lactobacillus 

helveticus aislada de quesos italianos (Zago et al., 2021) y Propionibacterium 

freudenreichii, un iniciador lácteo de queso tipo suizo, tuvieron actividad 

antiinflamatoria en líneas celulares (Deutsch et al., 2017).  

La actividad antiinflamatoria entre el Queso Vaquero® y Queso Santa Cruz® no 

tuvo diferencia (p > 0.05) como se muestra en el Cuadro 12. Los resultados en 

queso Crema de Chiapas pueden deberse a la poca variación en los procesos 

de elaboración entre queserías y a su proximidad geográfica, como ya se 

mencionó anteriormente. También Moreno-Indias et al., (2009) determinaron que 

en suero de queso elaborado industrialmente y en granjas queseras no se 

encontraron diferencias en β y α lactoglobulina, relacionadas con actividad 

antiinflamatoria (Yamaguchi et al., 2014; Bamdad et al., 2017). Por otro lado, la 

alimentación del ganado modifica a los microorganismos del rumen y a la síntesis 

de proteínas en la glándula mamaria (Alothman et al., 2019; Lima et al., 2023). 

La cantidad y abundancia de las BAL presentes en las queserías varían durante 

la elaboración y maduración del queso, lo cual afectará la cantidad y tipo de 

péptidos (Korena et al., 2023).  

Cuadro 12. Prueba de Mann-Whitney para actividad antiinflamatoria entre 
queserías. 

U 23.500 

Valor esperado 40.500 

valor-p (bilateral) 0.140 Z 
                                                                    Z= p≤0.05 indica diferencia estadística entre 
                                                las medianas. 
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4.8. Conclusiones 

Los extractos de queso Crema de Chiapas mostraron actividad antimicrobiana 

para cepas de L. innocua ATCC3309 y M. luteus CDBBB1018. Sin embargo, la 

inhibición del crecimiento microbiano por los extractos de queso dependió del 

tiempo de maduración, presentándose las mayores inhibiciones a los 47 d. Por 

otro lado, la actividad antiinflamatoria fue mayor a los 47 y 81 d de maduración. 

Entre queserías no se observaron diferencias en las actividades antimicrobianas 

y antiinflamatorias. El queso crema de Chiapas es una fuente de péptidos 

bioactivos que debe ser explorada. Sin embargo, se necesitan más estudios 

donde se puedan identificar los mecanismos de acción de los péptidos, obtener 

información sobre la relación estructura-bioactividad empleando técnicas como 

la resonancia magnética nuclear; y finalmente, la actividad biológica de los 

péptidos deberá validarse con estudios in vivo. 
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5. METABOLÓMICA BASADA EN RESONANCIA MAGNÉTICA 

NUCLEAR DE QUESOS CREMA DE CHIAPAS. 

5.1. Resumen  
En el presente estudio se implementó un modelo discriminante para diferenciar 
quesos -con denominación “Queso Crema de Chiapas”- producidos en diferentes 
tiempos de maduración y obtenidos de dos proveedurías (Vaquero y Santa 
Cruz.), por metabolómica basada en resonancia magnética nuclear (RMN) y 
análisis estadísticos multivariados. El conjunto de datos consistió en dos matrices 
metabolómicas: i) selección de señales dentro de todo el rango de 
desplazamientos químicos (δ1H) de los espectros de hidrógeno a una dimensión 

(1D-1H RMN) y ii) selección de señales únicamente de la región de hidrógenos 
aromáticos entre 6-9 ppm de δ1H. El análisis de datos se realizó mediante 

métodos estadísticos multivariados no supervisados por análisis de componentes 
principales (PCA) y análisis discriminantes supervisados por mínimos cuadrados 
parciales (PLS-DA) y análisis discriminante de estructuras latentes por 
proyecciones ortogonales (OPLS-DA). También se obtuvieron dendogramas 
entre variables, análisis por clusters (grupos) jerárquicos (HCA) y gráficas de 
variable que influye en la proyección (VIP) utilizando MetaboAnalyst. Se encontró 
que los modelos PLS-DA y OPLS-DA donde se utilizó la región aromática con 
respecto a tiempo de maduración y quesería fueron muy discriminantes. Se 
encontraron 15 desplazamientos químicos discriminantes por gráfica de VIP en 
tres tiempos de maduración T1 = 13, T2 = 47 y T3 = 81 días. Los desplazamientos 
más discriminantes para queso Crema de Chiapas en la maduración cuando se 
utilizaron todos los desplazamientos químicos: 3.21, 3.20, 1.74 y 1.75 ppm y 
cuando se usó la región aromática 7.28, 6.75, 7.26 y 7.27 ppm. Por otro lado, los 
desplazamientos químicos que contribuyeron a separar queserías cuando se 
utilizó todo el rango de desplazamientos correspondieron a 3.06, 3.54, 2.78 y 2.77 
ppm y cuando se empleó la región aromática fueron 7.20, 7.20, 6.74 y 7.07 ppm. 
En el T1 donde se utilizó la región aromática y en queso Vaquero se encontraron 
una mayor concentración de metabolitos.  

Palabras clave: quesos madurados, resonancia magnética nuclear, análisis 
estadísticos multivariados.6  
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METABOLOMICS BASED ON NUCLEAR MAGNETIC 

RESONANCE OF CREAM CHEESES FROM CHIAPAS. 

5.2. Abstract 
In the present study, a discriminant model was implemented to differentiate 
cheeses -with the denomination “Queso Crema de Chiapas”- produced at 
different maturation times and obtained from two different suppliers, by 
metabolomics based on nuclear magnetic resonance (NMR) and multivariate 
statistical analysis. The data set consisted of two metabolomic matrices: i) 
selection of signals within the entire range of chemical shifts (δ1H) of the one-

dimensional hydrogen spectra (1D-1H NMR) and ii) selection of signals only  from 
the region of aromatic hydrogens between 6-9 ppm from δ1H. Data analysis was 

performed using unsupervised multivariate statistical methods by principal 
component analysis (PCA) and supervised partial least squares discriminant 
analysis (PLS-DA) and latent structure discriminant analysis by orthogonal 
projections (OPLS-DA). Inter-variate dendograms, hierarchical cluster analysis 
(HCA) and projection-influencing variable (VIP) plots were also obtained using 
MetaboAnalyst. PLS-DA and OPLS-DA models where the aromatic region was 
used with respect to ripening time and cheesemaking were found to be highly 
discriminant. Fifteen discriminant chemical shifts per VIP plot were found at three 
ripening times T1 = 13, T2 = 47 and T3 = 81 days. The most discriminating shifts 
for Queso Crema de Chiapas at ripening when all chemical shifts were used were 
3.21, 3.20, 1.74 and 1.75 ppm and when the aromatic region was used 7.28, 6.75, 
7.26 and 7.27 ppm. On the other hand, the chemical shifts that contributed to 
separate cheeses when the whole range of shifts was used corresponded to 3.06, 
3.54, 2.78 and 2.77 ppm and when the aromatic region was used were 7.20, 7.20, 
6.74 and 7.07 ppm. A higher concentration of metabolites was found in T1 where 
the aromatic region was used and in Vaquero cheese.   

Key words: matured cheeses, nuclear magnetic resonance, multivariate 
statistical analysis.7
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5.3. Introducción  

La metabolómica en alimentos consiste en el estudio del metaboloma que se 

compone de moléculas <1500 Da (Wu et al., 2022; Danzi et al., 2023) entre las 

que se encuentran compuestos que contribuyen sensorialmente a los alimentos 

tales como: carbohidratos, ácidos orgánicos, lípidos, péptidos, aminoácidos 

(Selamat et al., 2021) y compuestos volátiles (Wu et al., 2022); así como otros 

compuestos que demeritan la calidad del alimento tales como: toxinas, 

hormonas, pesticidas o residuos de medicamentos (Wu et al., 2022). 

Los extractos de queso para la determinación de diferentes bioactividades tales 

como: antimicrobiana (Torres-Salas et al., 2021), antioxidante y actividad 

inhibidora de la enzima convertidora de la angiotensina (ECA) (Meira et al., 

2012), han sido liofilizados y posteriormente rehidratados para evitar que los 

péptidos se desestabilicen debido a factores tales como: pH, temperatura, 

exposición a las radiaciones UV y presencia de proteasas (Tortorella et al., 2023). 

Una solución a esta problemática ha sido la liofilización de proteínas debido a 

que les proporciona mayor estabilidad a la desnaturalización y precipitación 

(Emami et al., 2018). Sin embargo, la congelación y deshidratación pueden 

provocar alteración de la estructura de las proteínas (Emami et al., 2018). Para 

evitar lo anterior, se propone el estudio de bioactividades en el extracto acuoso 

utilizando resonancia magnética nuclear (RMN). 

El espectrómetro de RMN se compone de un imán superconductor que genera 

un campo magnético, una sonda de muestra, un transmisor de radiofrecuencia, 

un receptor y una computadora para el control del instrumento y el procesamiento 

de datos (Bai, 2016). El flujo de trabajo de la metabolómica con RMN tiene una 

fase preanalítica que consiste en la recolección y preparación de muestras, 

adquisición de datos y procesamiento de datos (Huang et al., 2022) utilizando 

diferentes plataformas; para el análisis no supervisado se utiliza el PCA y para el 

supervisado el PLS-DA y el OPLS-DA (Corsaro et al., 2022). 

La metabolómica utilizando RMN ha contribuido a conocer la composición de 

extractos de queso. En queso tipo Camembert reportaron señales con 1 H RMN 
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del agua, grasa y caseína durante la maduración (Kharbanda et al., 2023). La 

1 H RMN se ha utilizado para diferenciar queso Parmigiano Reggiano (Cavallini 

et al., 2023) y queso Graviera (Ralli & Spyros, 2023) por región de origen. 

Kandasamy et al., (2020) encontraron en once tipos de quesos 29 metabolitos en 

los tiempos de maduración de 3 y 6 meses. En queso Fiore Sardo se observó 

que los cultivos iniciadores producen un perfil metabolómico diferente (Piras 

et al., 2013). Diferenciaron la movilidad de péptidos antimicrobianos a lo largo del 

tiempo de maduración (Torres-Salas et al., 2021). El presente trabajo tiene como 

objetivo generar modelos discriminantes de extractos de queso en base al tiempo 

de maduración y a la quesería, con la finalidad de identificar los desplazamientos 

que son más discriminantes.  

5.4. Materiales y métodos 

5.4.1. Obtención de extractos 

Los extractos se obtuvieron de quesos de dos queserías Queso Vaquero® y 

Queso Santa Cruz® durante tres tiempos de maduración T1 = 13, T2 = 47 y T3 

= 81 días (d), con tres repeticiones cada uno (n = 18). La metodología utilizada 

para la extracción fue la descrita por Torres-Salas et al., (2020) con 

modificaciones. 250 g de queso se homogeneizaron con 750 mL de agua 

destilada utilizando una licuadora (Osterizer, N L, México) durante 5 min, la 

mezcla se incubó a 40 ºC en una parrilla (Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU) 

con agitación de 150 rpm, durante 60 min. De acuerdo a las recomendaciones 

de Meira et al. (2012) y Pontonio et al. (2021) se realizaron dos centrifugaciones, 

utilizando una centrifuga 5810 R (Eppendorf, NJ, EE. UU) a 8000×g durante 15 

min a 4 °C, entre centrifugaciones se filtró la fase acuosa a través de una capa 

de algodón estéril. El pH del sobrenadante o fase acuosa de la primera 

centrifugación se ajustó a pH de 4.5, adicionando NaOH 1 M y HCl 1 M. Después 

de la segunda centrifugación el sobrenadante se filtró por gravedad usando papel 

filtro grado 589/3 a 4 °C. Posteriormente, los extractos se almacenaron a -20°C 

(Rizzello et al., 2005). 
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5.4.2. Adquisición 1H-NMR 

Para todos los análisis de resonancia magnética nuclear de hidrógeno (1H-RMN), 

se utilizaron 540 microlitros de extracto de queso que fueron homogeneizados 

con 60 microlitros de agua deuterada (99.8 % de deuteración de átomos de 2H ) 

(CAS No. 7789-20-0) para tener una proporción de 90% solución acuosa por 10 

% de D2O. Todos los experimentos se llevaron a cabo en un espectrómetro 

Bruker Avance III HD de 600 MHz en frecuencia de observación de hidrógeno, 

equivalente a 14.1 Tesla de campo magnético.  

Cada serie de experimentos RMN consistió en una primera adquisición de un 

espectro de hidrógeno a una dimensión estándar cuantitativo (q{1H}- RMN) con 

los siguientes parámetros: 4 transientes por adquisición, un tiempo de 

recuperación entre transientes de 10 segundos, un tiempo de adquisición de 2.75 

segundos, una ventana espectral de 19.8 ppm (11904 Hz), un centro de ventana 

espectral de 6.175 ppm para producir un tiempo experimental de 53 segundos 

por cada espectro de referencia. De los experimentos cuantitativos de referencia 

q{1H}- RMN, se realizó un procedimiento de eliminación de señal de agua 

mediante un procesamiento “excitation sculpting” basado en la eliminación de 

señal de agua por una excitación selectiva de desfocalización de la señal de agua 

(Herbert-Pucheta et al., 2021; López-Aguilar et al., 2021). Los parámetros de 

adquisición de los espectros 1H-RMN por desfocalización selectiva (en adelante 

mencionados como 1H- RMN-ES) se enuncian a continuación: Ventana espectral 

de 19.8 ppm (11904 Hz), un centro de ventana espectral de 6.175 ppm, tiempo 

de adquisición por transiente de 2.75 segundos, un total de 64 transientes y un 

tiempo de recuperación de magnetización entre transientes de 10 segundos; con 

un tiempo experimental de 13 minutos con 30 segundos por cada experimento 

1H- RMN-ES. Cada muestra se analizó por triplicado para poder desarrollar los 

análisis estadísticos multivariados. 

Las matrices RMN para los análisis estadísticos multivariados obtenidos a través 

de selección de señales en (1) todo el intervalo de desplazamiento químico o bien 

(2) de únicamente las señales dentro del rango de 6-9 ppm que comprenden 
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frecuencias 1H de hidrógenos aromáticos se obtuvieron con el software 

NMRProcflow, versión 1.4.24 (Jacob et al., 2017). 

5.4.3. Análisis estadístico  

Se aplicó un pre-procesamiento de los datos que incluía la normalización por 

suma, la transformación (Log) y el autoescalado (centrado de la media dividido 

por la desviación estándar de cada variable). Las validaciones de los modelos 

PCA, PLS-DA y OPLS-DA se realizaron con 100 permutaciones por análisis. La 

fiabilidad del modelo, se evaluó con bondad de ajuste (R2) y la bondad de la 

predicción (Q2). Las regiones de Hotelling representadas por elipses en cada 

modelo definen un intervalo de confianza del 95%. Los datos se analizaron 

utilizando el software libre Metaboanalyst versión 5.0 (Pang et al., 2024). 

5.5. Resultados y discusión 

5.5.1. RMN para separar muestras por tiempo de maduración 

La Figura 14A se construyó a partir de la matriz de señales de todo el rango de 

desplazamientos químicos, la región entre 0 y 15 ppm. El gráfico de PCA explicó 

el 63.5 % de la varianza total. Los componentes principales CP1 y CP2 explicaron 

el 39.8 % y 23.7 % de la variación, respectivamente. Por otro lado, en la Figura 

14B, correspondiente al PCA a la región aromática que se encuentra entre 4.80 

a 9 ppm, presentó una explicación de la variación total de los datos del 58.1 %. 

Los componentes CP1 y CP2 explicaron el 41.3 % y el 16.8 % de la variación, 

respectivamente. La separación entre tiempos de maduración T1 = 13, T2 = 47 y 

T3 = 81 d fue deficiente cuando se utilizaron todas las señales, debido a que no 

se observó una separación entre las elipses Hotelling con un nivel de confianza 

del 95 %. El modelo obtenido con la región aromática mostró tener una mejor 

explicación debido a que tiene una mejor distribución de las variables explicativas 

y representa el 58.1 % de la varianza explicada. El PCA no supervisado se utiliza 

generalmente para organizar la matriz de datos de RMN y para determinar 

correlaciones entre factores seleccionados y valores atípicos mediante la 

obtención de frecuencias 1H discriminantes (López-Aguilar et al., 2021). 
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Figura 14. Proyecciones de componente principal no supervisado en la matriz 
seleccionando todas las regiones (A) y matriz donde se seleccionó la región 
aromática (B). Biplots de la matriz de datos sin selección de regiones (C) y matriz 
donde se seleccionó la región aromática (D). 

En la Figura 14D se muestra que la matriz donde se utilizaron los compuestos 

aromáticos tuvo mejor dispersión de las variables explicativas con respecto a la 

matriz donde se usó la matriz completa sin selección de señales. La gráfica de 

biplots es considerada una regresión multivariada (Oyedele, 2021), un 

A B 

C D 
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comportamiento que se espera para muestras agrupadas es la dispersión 

(Greenacre, 2012). 

El PLS-DA de la región completa Figura (15A) mostró discriminación en los tres 

tiempos de maduración analizados T1 = 13, T2 = 47 y T3 = 81 d; al analizar los 

gráficos de puntuación de la varianza total de 56 %, el CP1 y CP2 explican el 

32.1 % y 23.9 %, respectivamente. Por otro lado, el PLS-DA de la región 

aromática proporcionó discriminaciones a lo largo del tiempo de maduración del 

Queso Crema de Chiapas (Figura 15B). Al analizar los gráficos de puntuación de 

la varianza total de 54.5 %, el CP1 y CP2 explican el 39.5 % y 15 %, 

respectivamente. La región aromática es altamente discriminante y tiene una 

aproximación a la varianza de la matriz con todas las regiones. La región 

aromática mediante 1HRMN se ha usado en bebidas tales como: jugos (Herbert-

Pucheta et al., 2021), vinos y mezcales (López-Aguilar et al., 2021) donde ha 

tenido un alto poder discriminante. Sin embargo, es conveniente realizar el 

análisis de diferentes regiones y elegir la más adecuada de acuerdo a la matriz 

alimentaria. 

La RMN permitió la separación de quesos por tiempos de maduración y esto se 

puede identificar en parámetros tales como: varianza (%), capacidad predictiva 

total (Q2) y capacidad predictiva del ajuste matemático (R2). En la Figura 15C se 

observa que el modelo explica una varianza de 90 %, Q2=0.95 y R2 = 0.95. En la 

Figura 15D la explicación de la varianza total fue del 90 %, Q2=0.96 y R2=0.97 

utilizando tres componentes principales. Lo anterior indica que, el modelo donde 

se utilizó la región aromática discrimina mejor que aquel que usa todas las 

regiones. 

La diferencia en composición en el queso Crema de Chiapas a lo largo de la 

maduración, puede deberse a que ocurren cambios bioquímicos y modificaciones 

en la abundancia relativa de microorganismos, que dan como resultado el 

desarrollo del sabor y textura del queso (McSweeney, 2004). Diferentes rutas 

metabólicas se han identificado en los quesos durante la maduración, 
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principalmente lipólisis, proteólisis y metabolismo de lactosa, lactato y citrato 

(Ianni et al., 2020).  

  

  

Figura 15. Proyecciones de PLS-DA ( A ) de la matriz donde se seleccionaron 
las señales dentro de todo el rango de desplazamientos químicos (δ1H) y PLS-

DA ( B ) obtenida de la matriz donde se seleccionó la región aromática. 
Coeficientes R2X, R2Y y Q2 observados y con validación cruzada para PLS-DA(C 
y D, respectivamente). 

En la gráfica de VIP Score Figura 16 se observan los desplazamientos químicos 

del lado izquierdo y los tiempos de maduración del lado derecho. Se identificaron 

15 desplazamientos por 1D-1H RMN. Las señales más discriminantes fueron: 

3.21, 3.20, 1.74 y 1.75 ppm pertenecientes a la región alifática. Además, se 

observa que en T3 hay concentraciones más altas de compuestos. Esto puede 

A B 

    C D 
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deberse a que durante la maduración ocurren procesos como, glucólisis, 

proteólisis y lipólisis donde se generan una gran cantidad de metabolitos. Por otro 

lado, la gráfica de VIP se construye a partir de la suma ponderada (varianza Y 

explicada en cada dimensión) de los cuadrados de las cargas PLS (Xia et al., 

2009). Un factor que puede cambiar los desplazamientos químicos, que se 

presentan en la gráfica de VIP, es el método estadístico multivariado con el que 

se analizaron los datos (Kandasamy et al., 2020). Dado que, el PCA se obtiene 

a partir de la máxima varianza, mientras queel PLS-DA reduce la dimensionalidad 

a partir de variables identificadas previamente, (Ruiz-Pérez et al., 2020) y el 

OPLS-DA, se genera a partir de un modelo de regresión entre los datos 

multivariados y una variable de respuesta que tiene información de clase 

(Westerhuis et al., 2010). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Gráfica de proyección VIP obtenida por PLS-DA obtenida por la matriz 
donde se seleccionaron las señales dentro de todo el rango de desplazamientos 
químicos (δ1H). Los recuadros coloreados de la derecha indican las 
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concentraciones relativas del metabolito. En la izquierda se observan 
desplazamientos químicos de compuestos. 
 
En la gráfica de proyección VIP de la Figura 17 se observan 15 compuestos, los 

desplazamientos más discriminantes son señales aromáticas de 7.28, 6.75, 7.26 

y 7.27 ppm. La concentración más alta de algunos compuestos se encuentra en 

el T1 y las concentraciones más bajas en el T3. La disminución de la 

concentración de compuestos aromáticos se puede deber a que mediante el 

catabolismo de los aminoácidos se generan otros compuestos, como lo reportado 

por Smit et al., (2005) en donde los α-cetoácidos de la fenilalanina en queso 

pueden convertirse de forma no enzimática en compuestos aromáticos como 

benzaldehído y metiltio acetaldehído. Broadbent et al., (2004) encontraron que 

las aminotransferasas cuando utilizan triptófano, tirosina y fenilalanina pueden 

degradarse espontáneamente en una variedad de compuestos de mal sabor. 

Otro motivo puede ser que las bacterias ácido lácticas (BAL) con su sistema 

proteolítico convierten aminoácidos aromáticos a otros productos y bacterias que 

no producen aminoácidos esenciales absorban aminoácidos del medio ambiente 

(Smit et al., 2005) lo que se traduce en la disminución en la concentración de 

compuestos y los desplazamientos discriminantes se pueden modificar. 
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Figura 17. Gráfica de proyección VIP obtenida por PLS-DA a partir de la región 
aromática. Los recuadros coloreados de la derecha indican las concentraciones 
relativas del metabolito. 
 
En el diagrama de árbol que se realizó con todas las regiones se observa la 

formación de cuatro grupos I, II, III, IV (Figura 18). En el grupo I se encuentran el 

queso Vaquero T1 y T2 y el queso Santa Cruz con los tiempos T2 y T3. El grupo 

II lo conforman las muestras de queso Vaquero y Santa Cruz en el T2, mientras 

que en el grupo III se encuentra al queso Santa Cruz en el T1 y en la 

aglomeración IV está el queso Vaquero en los T1, T2 y T3.  

 

Por otro lado, en el diagrama de árbol donde se utilizó la región aromática se 

observa la formación de cuatro grupos principales I, II, III, IV (Figura 19). El primer 

grupo I se compone de queso Santa Cruz en el T2 y T3. En el segundo grupo II 

se observa el queso Vaquero en los tiempos T1, T2 y T3. En el grupo III se 

encuentran el queso Vaquero en los tiempos T2 y T3. Finalmente, en el grupo 

cuatro se observa el queso Santa Cruz T1. Este diagrama mostró una mejor 

separación entre queserías en la matriz, donde se seleccionó la región aromática.  

La diferencia se debe a que se eliminan desplazamientos, haciendo una 

selección más fina. 
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Figura 18. Diagrama de árbol para la matriz de datos completa. 
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Figura 19. Diagrama de árbol para la región aromática. 
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Se observa que los cuatro grupos formados I, II, III y IV en el diagrama de árbol 

(Figura 18) construidos a partir de la matriz de datos donde se seleccionaron 

todas las regiones, coincide con la distribución de las muestras en el mapa de 

calor (Figura 20), debido a que hacen la agrupación por distancia euclidiana y 

algoritmo de agrupación Ward D. Por otro lado, en el mapa de calor Figura 21 se 

muestra que hay una mayor variabilidad de compuestos y concentraciones más 

altas de metabolitos en el grupo IV en el T3, lo cual está asociado a los cambios 

metabólicos tales como: glucólisis, proteólisis y lipólisis durante la maduración. 

En el estudio realizado por Ralli & Spyros, (2023) reportaron que la proteólisis se 

ha relacionado positivamente con la maduración del queso.  

En el mapa de calor Figura 21 se obtuvieron los mismos cuatro grupos I, II, III y 

IV formados en el diagrama de árbol (Figura 19). En los grupos II y III se observó 

mayor diversidad de compuestos y concentraciones más altas. En el grupo II en 

el T1 se encontró la mayor concentración de compuestos. 

5.5.2. Resonancia magnética nuclear para separar muestras por quesería 

El OPLS-DA de la región completa y aromática (Figura 22) mostró discriminación 

entre queso Santa Cruz y queso Vaquero. El OPLS-DA supervisado se llevó a 

cabo con validaciones cruzadas de Monte Carlo con 10 particiones de prueba por 

cada 100 permutaciones (Herbert-Pucheta et al., 2021). Los parámetros 

estadísticos OPLS-DA, R2X, R2Y y Q2 definieron la calidad del modelo. En la 

Figura 22C la varianza fue de 94 %, Q2=0.93 y R2X=0.69 utilizando tres 

componentes principales. Por otro lado, cuando se utilizó la región aromática en 

la Figura 22D la varianza fue de 97 %, Q2=0.97 y R2X=0.67. Esto indica que el 

modelo donde se utilizó la región aromática discrimina mejor que cuando se 

utilizaron todas las regiones. 
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Figura 20. Diagrama de calor para la matriz de datos completa para extractos de queso Crema de Chiapas proveniente de 
dos queserías Vaquero y Santa Cruz durante tres tiempos de maduración (T1, T2 y T3). 
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Figura 21. Diagrama de calor para la región aromática de extractos de queso Crema de Chiapas.
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Figura 22. Gráfica OPLS-DA de la matriz donde se utilizó la región completa (A), 
gráfica OPLS-DA construida a partir de la matriz donde se seleccionó la región 
aromática (B). Para OPLS-DA, un análisis de permutación entre un componente 
predictivo (p1) y cuatro componentes ortogonales (o1, o2, o3 y o4) produjo los 
coeficientes R2X, R2Y y Q2 observados y con validación cruzada (C y D). 

En la gráfica de VIP (Figura 23) se observa que los desplazamientos químicos 

más discriminantes fueron 3.06, 3.54, 2.78 y 2.77 ppm. Del lado izquierdo se 

muestra que el queso Vaquero tiene una mayor cantidad de metabolitos. La 

diferencia entre queserías artesanales puede deberse a que el método de 
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producción no está estandarizado y puede variar incluso entre lotes de 

producción. Los aromas y sabores en queso cambian entre queserías debido al 

macro y microambiente (De la Rosa-Alcaraz et al., 2020). Diversos factores 

durante el proceso de elaboración pueden cambiar la cantidad y tipo de 

metabolitos en el queso, pasteurización o no de la leche, tiempo entre la 

recepción y procesamiento, tipo de cuajo utilizado, cantidad de sal, tiempo de 

maduración y condiciones del almacenamiento por mencionar algunos (Zheng 

et al., 2021). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Gráfica de proyección VIP obtenida por PLS-DA generada de la matriz 
donde se seleccionaron todas las regiones. Los recuadros coloreados de la 
derecha indican las concentraciones relativas del metabolito. 

En el gráfico de VIP (Figura 24) los desplazamientos más discriminantes fueron: 

7.20, 7.20, 6.74 y 7.07 ppm. Son pocos estudios en queso que reportan la gráfica 

de VIPS, sin embargo, en quesos coreanos (Kandasamy et al., 2020), leche y 

queso Mozzarella con y sin denominación de origen (Salzano et al., 2020) se 

reportaron 15 desplazamientos discriminantes.  
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Figura 24. Gráfica de proyección VIP obtenida por PLS-DA originada a partir de 
la matriz con la región aromática. Los recuadros coloreados de la derecha indican 
las concentraciones relativas del metabolito. 
 

5.6. Conclusiones 

De las matrices generadas, i) selección de señales dentro de todo el rango de 

desplazamientos químicos (δ1H) de los espectros de hidrógeno a una dimensión 

(1D-1H RMN) y ii) selección de señales únicamente de la región de hidrógenos 

aromáticos, esta última originó un mejor modelo discriminate para tiempos de 

maduración. La mejor capacidad predictiva, para separar quesos por 

proveedurías, correspondió al OPLS-DA que utilizó desplazamientos de la región 

aromática, mostrando valores de Q2=0.97 y R2X=0.67. 

La metabolómica con RMN en estado líquido permitió obtener datos con un 

mínimo tratamiento de las muestras. El queso Crema de Chiapas presentó 

aminoácidos característicos de la maduración altamente discriminantes. Por otro 
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lado, la matriz generada con la región aromática muestra que en el T1 se 

encuentra la mayor concentración de metabolitos. Además, este estudio puede 

complementarse explorando las bioactividades del extracto de queso y con el uso 

de espectroscopia de RMN ordenada por difusión (DOSY-RMN) para determinar 

pesos moleculares de péptidos. 
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6. METABOLÓMICA NO DIRIGIDA DE INFRARROJO CERCANO 

CON ANÁLISIS ESTADÍSTICO MULTIVARIANTE NO 

SUPERVISADO Y SUPERVISADO DE PERFILES DE ÁCIDOS 

GRASOS EN QUESOS 

6.1. Resumen 

El presente estudio propone un flujo de trabajo para el análisis estadístico 
multivariante (MSA) análisis de componentes principales (PCA) no supervisado 
y análisis discriminante de mínimos cuadrados parciales (PLS-DA) supervisado, 
para analizar datos de infrarrojo cercano (NIR) de quesos de diversos tipos y 
orígenes geográficos, con respecto a su perfil de ácidos grasos: El conjunto de 
datos incluyó (i) espectros NIR en bruto, (ii) primera derivada y iii) espectros del 
infrarrojo cercano seleccionados en la primera derivada, dentro de una gama de 
longitudes de onda de 12500-3600 cm-1 utilizando el modo de adquisición 
absorbancia. Las entradas de datos NIR se adaptaron por primera vez a un 
formato adecuado para el análisis de datos metabolómicos por MetaboAnalyst. 
Las regiones discriminantes para la primera matriz de datos fueron cinco. Para la 
segunda matriz, las regiones de números de onda discriminantes se redujeron a 
tres: de 10 000 a 8000 cm-1 (-CH sobretono), 6000 a 5000 cm-1(sobretono -C=O-
) y de 5000 a 4000 cm-1(sobretono -CH). Por último, para la tercera matriz sólo 
se encontraron dos regiones discriminantes de 6250 a 5500 cm-1 (-CH-) y de 4500 
a 4000 cm-1 (-CH-). El PLS-DA se aplicó a la matriz con la primera derivada y 
mostró la mejor discriminación de las huellas dactilares de ácidos grasos 
saturados en los quesos entre los que se encontraron los ácidos láurico (C12:0), 
mirístico (C14:0) y palmítico (C16:0), debido a que comparten la dimensionalidad 
de la puntuación con todos los quesos analizados y esto coincide con lo reportado 
en productos lácteos. La composión de ácidos grasos saturados de diversos 
quesos se puede determinar por NIR. 
 
Palabras clave: Espectroscopia de infrarrojo cercano, metabolómica basada en 

NIR, quesos, metabolómica no dirigida, ácidos grasos saturados (AGS).8 

                                                             
8 Tesis de Doctorado en Ciencias Agroalimentarias, Universidad Autónoma Chapingo 
  Autor: M.C. Blanca Nayelli Ocampo Morales 
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NEAR-INFRARED UNTARGETED METABOLOMICS WITH 

UNSUPERVISED AND SUPERVISED MULTIVARIATE STATICAL 

ANALYSIS OF FATTY ACID PROFILES IN CHEESES. 

6.2. Abstract 

This study proposes a workflow for multivariate statistical analysis (MSA) 
unsupervised principal component analysis (PCA) and supervised Partial Least 
Squares Discriminant Analysis (PLS-DA), to analyze near infrared (NIR) data of 
cheeses of various types and geographical origins, with respect to their NIR fatty 
acid profile: The data set included (i) raw NIR spectra, (ii) first derivative derivative 
and iii) selected near-infrared spectra in the first derivative, within a wavelength 
range of 12500-3600 cm-1 using the absorbance acquisition mode. The NIR data 
entries were adapted for the first time to a format suitable for metabolomic data 
analysis by MetaboAnalyst. The discriminant regions for the first data matrix were 
five. For the second matrix, the discriminant wavenumber regions were reduced 
to three: from 10000 to 8000 cm-1 (-CH overtone), 6000 to 5000 cm-1(-C=O- 
overtone) and from 5000 to 4000 cm-1(-CH overtone). Finally, for the third matrix, 
only two discriminating regions were found from 6250 to 5500 cm-1 (-CH-) and 
from 4500 to 4000 cm-1 (-CH-). PLS-DA was applied to the matrix with the first 
derivative and showed the best discrimination of saturated fatty acid fingerprints 
in cheeses among which lauric (C12:0), myristic (C14:0) and palmitic (C16:0) 
acids were found, because they share the dimensionality of the score with all the 
cheeses analyzed and this coincides with what has been reported in dairy 
products. The saturated fatty acid composition of various cheeses can be 
determined by NIR. 
 
Keywords: Near infrared spectroscopy, NIR-based metabolomics, cheeses, 
untargeted metabolomics, saturated fatty acids (SFAs).9 
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6.3. Introducción 

La metabolómica puede dividirse en metabolómica dirigida y no dirigida, la 

elección depende de los objetivos de la investigación, si se desea la identificación 

y/o cuantificación de compuestos específicos o la obtención de huellas holísticas 

representativas, construidas a partir de una firma metabólica de muestras 

definidas como matrices complejas, que proporcionen a su vez una visión general 

de los metabolitos expresados dentro de un sistema (Cubero-León et al., 2014). 

Las técnicas más utilizadas para obtener datos para estudios metabolómicos son 

la cromatografía acoplada con espectrometría de masas y la espectroscopia de 

resonancia magnética nuclear (Marshall & Powers, 2017). El flujo de trabajo de 

la metabolómica consiste en la obtención de una matriz de datos a partir de una 

medida instrumental, que tras el procesamiento de los datos (como correcciones 

de línea base, frecuencia, alineamientos, referencia y binnings), es adecuada 

para el análisis estadístico multivariante (por sus siglas en inglés multivariate 

statistical analysis MSA). La metabolómica no dirigida en matrices alimentarias 

comprende la obtención de la huella química holística y/o huellas dactilares 

relacionadas con su origen geográfico, variedad, calidad alimentaria, procesos 

de fabricación, impactos debidos a factores externos como el cambio climático, 

falsificaciones, entre otros (Cubero-León et al., 2014; Beleggia et al., 2011; 

Herbert-Pucheta et al., 2021). 

Los análisis multivariantes utilizados en los estudios metabolómicos se basan 

generalmente en el análisis de componentes principales (por sus siglas en inglés 

principal component analysis PCA) (Saccenti et al., 2014) y el análisis 

discriminante de mínimos cuadrados parciales (PLS-DA) (Kalivodová et al., 

2015). El PCA es una técnica no supervisada para producir modelos de variables 

disminuidas con la máxima varianza (Gautam et al., 2015; Chong et al., 2019), 

separando las clases de acuerdo con el peso de las cargas resultantes, en el que 

las puntuaciones de carga más altas tienen una mayor contribución a la 

separación (Worley & Powers, 2013). En cambio, el análisis discriminante por 

mínimos cuadrados parciales supervisado (PLS-DA) extrae la información que 

puede predecir todas las posibles pertenencias a una clase a partir de 
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combinaciones lineales de la matriz de datos de entrada original con el uso de 

técnicas de regresión multivariante, mientras que las discriminaciones de clase 

de los datos originales y las etiquetas de clase permutadas mediante validaciones 

cruzadas (Pérez-Enciso & Tenenhaus, 2003; Herbert-Pucheta et al., 2021). Por 

último, en términos de metabolómica cuantitativa y cualitativa, estos últimos 

pueden subdividirse en métodos de reconocimiento supervisados, mientras que 

los supervisados, como PLS-DA, utilizan algoritmos entrenados para clasificar 

muestras a partir de datos de entrada, en grupos predefinidos. En modelos 

supervisados de reconocimiento de patrones, también reveló variables 

relacionadas con la separación entre grupos y cómo se comportan los grupos por 

factor discriminante analizado (Rodriguez-Otero et al., 1997). En los algoritmos 

de reconocimiento supervisado de patrones, se suelen utilizar métodos de 

remuestreo de validación cruzada para evaluar la predicción de un conjunto de 

datos independientes entrenados, frente a nuevos datos con un número óptimo 

de factores, señalando también sobreestimaciones y/o sesgos. 

Los enfoques metabolómicos del infrarrojo cercano (por sus siglas en inglés, near 

infrared NIR) para quesos incluyen un modelo para procesos de envejecimiento 

y parámetros sensoriales seleccionados en quesos Cheddar con reflectancia NIR 

junto con regresión multivariante por mínimos cuadrados parciales (por sus siglas 

en inglés partial least squares PLS) de la matriz de datos NIR en bruto, 

derivatizada y con corrección de dispersión (Downey et al., 2005), el uso de PCA 

y PLS modificado (Manuelian, Currò, Penasa, et al., 2017) con validación cruzada 

de la matriz de datos de reflectancia NIR brutos para atributos visuales, de sabor, 

textura, aroma y olor en quesos españoles (González-Martín et al., 2011). Así 

como una matriz de datos combinada de reflexión difusa NIR con reflexión total 

atenuada en el infrarrojo medio, tratada con PCA y PLS modificado (Manuelian, 

Currò, Penasa, et al., 2017) total atenuada, tratada con PCA y análisis 

discriminante lineal (por sus siglas en inglés linear discriminant analysis LDA) 

como modelo quimiométrico para discriminar el queso Suizo, alemán, francés 

(Bretagne y Savoie), austriaco y finlandés. Hasta donde se sabe, la mayoría de 

las referencias aquí mencionadas, no discuten extensamente los detalles para 
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construir matrices discriminantes de datos infrarrojos, para el análisis estadístico 

multivariado. Además, para el análisis estadístico multivariante (no) supervisado 

con resultados de pre-procesamiento y postprocesamiento construidos en 

formatos universales como la familia de formatos estándar de la IUPAC de la 

Comisión Mixta Atómica y Molecular para el intercambio de datos espectrales, 

conocido como JCAMP-DX.  

La presencia de ácidos grasos saturados (AGS) o insaturados (AGI) dentro de la 

leche cruda afectará a la textura de cualquier queso producido. Los quesos más 

blandos se relacionan con un mayor grado de insaturación en los ácidos grasos. 

Por el contrario, los quesos más duros se asocian con un mayor contenido de 

AGS de tamaño medio. La presencia de este tipo de AGS se asocian con un 

aumento de los riesgos cardiovasculares, de obesidad y de algunos tipos de 

cáncer, principalmente debido a la presencia de ácidos grasos C12:0 (láurico), 

C14:0 (mirístico) y C16:0 (palmítico), considerados peligrosos para la salud 

humana en contenidos elevados (González-Martín et al., 2020).  

Los ácidos grasos más comunes en los quesos son C10:0 (ácido cáprico), C14:0, 

C16:0, C18:0 (ácido esteárico), y C18:1 cis (ácido oléico); la leche de rumiantes 

se compone del 60 al 70 % de ácidos saturados, el 20-30 % son ácidos grasos 

monoinsaturados, y los ácidos palmítico y oléico, respectivamente, son los AGS 

y AGI más abundantes en dichas matrices lácteas (Szumacher-Strabel et al., 

2011; Markiewicz-Kęszycka et al., 2013). Además, existen diferencias en el 

contenido de AGS de cadena media en la leche de vaca, cabra y oveja, mientras 

que la leche de cabra y oveja presentan mayores contenidos de C12:0, C10:0 y 

C8:0, respecto a la leche de vaca, por lo que sus proporciones en leche se miden 

como prueba analítica de falsificación en productos de cabra adulterados con 

leche de vaca (Markiewicz-Kęszycka et al., 2013). Por último, como se ha 

demostrado en trabajos anteriores (González-Martín et al., 2011), los perfiles de 

ácidos grasos de los quesos analizados con quimiometría basada en NIR sirven 

como huella dactilar para discriminar el origen estacional (estacionalidad invernal 

o estival), mientras que los contenidos de ácidos grasos específicos observados 
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varían en función del régimen de alimentación de los rumiantes, que afecta 

directamente al perfil de ácidos grasos de la leche (González-Martín et al., 2011; 

Collomb et al., 2008). 

Una de las técnicas más utilizadas para la identificación de ácidos grasos en 

productos lácteos es la cromatografía de gases. Sin embargo, su aplicación 

conlleva algunos desafíos, como la selección adecuada del método de 

derivatización (Hewavitharana et al., 2020), así como la optimización de los 

parámetros cromatográficos clásicos relacionados con la fase como la 

selectividad para una separación precisa de los ácidos grasos relevantes 

(Amores & Virto, 2019), entre otros. En consecuencia, métodos como la 

espectroscopia del infrarrojo cercano (NIR) representan una excelente alternativa 

en términos de no requerir una preparación exhaustiva o incluso nula de la 

muestra y, además, no es invasiva. Con la técnica NIR, es sencillo identificar e 

incluso se pueden cuantificar parcialmente los ácidos grasos saturados, 

presentes en los quesos en cantidades importantes, a diferencia de los ácidos 

grasos poliinsaturados (PUFA), que son más difíciles de detectar (Lobos-Ortega 

et al., 2021) con un análisis no invasivo.  

El presente trabajo introduce un enfoque metabolómico para construir perfiles de 

ácidos grasos no dirigidos en un conjunto de quesos regionales mexicanos, 

estadounidenses e italianos, con tres matrices de datos diferentes: i) espectros 

NIR en bruto, ii) intervalo NIR de primera derivada y iii) entradas de datos de 

absorbancia de intervalos NIR de primera derivada seleccionada, tratados con 

algoritmos PCA no supervisados y PLS-DA supervisados, entrenados para 

comparar los perfiles de ácidos grasos de los quesos con un conjunto de ocho 

estándares de ácidos grasos en estado líquido y sólido. El presente modelo 

detalla el procedimiento para obtener tres entradas de datos de absorbancia NIR, 

mientras que los datos brutos de adquisición NIR se exportaron de un formato de 

instrumento local (Bruker OPUS: "0File format), a un formato universal JCAMP-

DX[https://www.cheminfo.org/Chemistry/Cheminformatics/JcampConverter/inde 

x.html], que permite producir un formato editable de valores separados por comas 
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(csv) de matrices NIR, legible para ser enviado a la plataforma de análisis 

estadístico multivariante de fácil manejo MetaboAnalyst 5.0, como forma 

alternativa de obtener huellas digitales holísticas de metabolómica NIR de libre 

acceso, evitando la necesidad de disponer imperativamente de un costoso 

software de metabolómica. 

6.4. Materiales y métodos 

6.4.1. Quesos y materiales 

Se adquirieron un total de doce muestras de quesos en diferentes mercados 

locales, nueve fueron quesos artesanales mexicanos, dos quesos producidos en 

los Estados Unidos de América, y uno producido en Italia. Siete muestras 

artesanales de seis orígenes geográficos mexicanos (Chiapas, San Luis Potosí, 

Oaxaca, Hidalgo, Jalisco y Estado de México) se obtuvieron del Mercado de San 

Juan 19°25′48″ N, 99°8′40.92″ O, ubicado en la Ciudad de México: 

 

● I-Q1= Queso de bola de Ocosingo (Chiapas, México), analizando la 

composición de la corteza (Q1A) y del núcleo del queso (Q1B). 

● II- Q2= Santa Cruz® y Q3= Vaquero® (Chiapas, México). Dos quesos con 

denominación local "Queso Crema de Chiapas". 

● III- Q4= Queso Adobera. Un queso de San Luis Potosí, México.  

● IV-Q5= Quesillo de Oaxaca es un queso artesanal con origen en Oaxaca, 

México. 

● V-Queso de origen geográfico Hidalgo, México, aquí etiquetado como Q6= 

Queso tipo Oaxaca.  

● VI-Q7=Queso Cotija, procedente de "El Mesón del queso Cotija ®" (Jalisco, 

México). 

● VII- Queso Zacazonapan con Q8=15 días de maduración, y Q9=30 días de 

maduración (Estado de México). 
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Los quesos producidos en Estados Unidos de América fueron Q10=Queso 

Cheddar, Tillamook® y Q11=Queso Camembert, Président®. Por último, el queso 

italiano suministrado por Kirkland® se etiquetó como Q12=Queso Grana Padano. 

Se adquirieron siete estándares de ácidos grasos en Sigma Aldrich® (Steinheim, 

Alemania): S1=ácido butírico (C4:0; n.º CAS 107-92-6), S2=ácido hexanoico 

(C6:0; n.º CAS 142-62-1), S3=ácido octanoico (C8: 0; n.º CAS 124-07-2), 

S4=ácido decanoico (C10:0; nº CAS 334-48-5), S5=ácido dodecanoico (C12:0; nº 

CAS 143-07-7), S6=ácido mirístico (C14:0; nº CAS 544-63-8), S7=ácido palmítico 

(C16:0; nº CAS 57-10-3). 

6.4.2. Detalles de la adquisición de la absorbancia en el NIR 

Se colocó un gramo de queso rallado en un vial de vidrio con paso óptico 

constante para maximizar su superficie de contacto. Los barridos de absorbancia 

en el infrarrojo cercano se realizaron con un espectrofotómetro Bruker Optics 

(Rosenheim, Alemania) de analizador polivalente que barría una longitud de onda 

entre 830 y 2500 nm, con un intervalo de 2.5 nm (números de onda entre 12000 

y 4000 cm-1). Las rutinas de adquisición se realizaron para todas las muestras en 

el modo de absorbancia con 64 barridos tanto para los blancos como para las 

colecciones de muestras. Todas las adquisiciones y la exportación de datos al 

formato universal JCAMP-DX se llevaron a cabo utilizando el programa OPUS 

7.8. Posteriormente, todos los datos se convirtieron a un formato de valores 

separados por comas (CSV), utilizando el script conversor de archivos JCAMP-

DX a CSV que se encuentra en el siguiente enlace:https://www.cheminfo.org/Che 

mistry/Cheminformatics/JcampConverter/index.html. Los resultados de los 

scripts conversores JCAMP-DX se extrajeron y pegaron en hojas de cálculo Excel 

en formato CSV. Los espectros NIR de todos los estándares en estado líquido 

(ácido butírico, ácido hexanoico, ácido octanoico y ácido decanoico) se ajustaron 

a la línea de base con respecto a los intervalos de absorción NIR de los quesos 

en estado sólido utilizando un factor de corrección estándar. Las matrices de 

datos de absorbancia NIR de la primera derivada se obtuvieron a partir de los 

datos brutos con Microsoft Excel. Se obtuvieron entradas de datos de 
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absorbancia de tramos NIR seleccionados en primera derivada (matriz de datos 

NIR C, Figura 27) a partir de la matriz de datos NIR B, poniendo a cero todas las 

regiones de frecuencia NIR que se identificaron como entradas no relevantes a 

tener en cuenta para el análisis estadístico multivariante (por sus siglas en inglés 

multivariate statistical analysis MSA). Los archivos CSV individuales se 

organizaron primero en un formato de entrada de dos variables (mz / into) 

adecuado para el software MetaboAnalyst 5.0. Cada dato bruto NIR y el primer 

triplicado derivado se guardaron en carpetas definidas por su factor discriminante 

(tipo de queso/ tipo de estándar). Todos los conjuntos de variables se dispusieron 

a su vez en un formato zip adecuado como entradas estándar del análisis 

estadístico Metaboanalyst 5.0. 

6.4.3. Análisis estadístico 

El MSA de las matrices de datos brutos NIR y de primera derivada se realizó 

mediante análisis de componentes principales (por sus siglas en inglés principal 

component analysis PCA) no supervisado y análisis discriminante de mínimos 

cuadrados parciales (PLS-DA), con el software MetaboAnalyst 5.0. Se aplicó un 

pre-procesamiento de los datos que incluía la normalización por suma (para 

ajustar las diferencias entre las muestras), la transformación (Log) y el 

autoescalado (centrado de la media dividido por la desviación estándar de cada 

variable) para eliminar cualquier posible variación durante la fase experimental, 

con el fin de hacer que las características fueran lo más comparables posible 

(Shenk & Westerhaus, 1991; Madalozzo et al., 2015; Chong et al., 2019). Las 

validaciones de los modelos PLS-DA se realizaron con 100 permutaciones por 

análisis. La fiabilidad de cada clasificación por modelo, se evaluó en términos de 

bondad de ajuste (R2) y la bondad de la predicción (Q2). Las regiones Hotelling 

T2 representadas por elipses en los gráficos de puntuación de cada modelo 

definen un intervalo de confianza del 95 %. 

6.5. Resultados y discusión 

El Cuadro 13 resume las huellas NIR esperadas para los ácidos grasos en los 

quesos, según la literatura reciente. 
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Cuadro 13. Señales de vibraciones de ácidos grasos. 

Modo vibración Longitud de 
onda (cm-1 ) 

Longitud de 
onda (cm-1 ) 

Autor 

C-H 8331, 7140, 
5712, 

4327, 4273 

1200, 1400, 
1750, 2310, 

2340 

Shenk & 
Westerhaus, 

(1991) 
Vibraciones de la 

grasa C-H 
4295-4805 2030-2080 Šašić & 

Ozaki, 
(2000) 

C-H combinación 
de bandas 

4327- 4273 2310-23340 Shenk & 
Westerhaus, 

(1991) 
C-H primer 
sobretono 

5812-5681 1720-1760 Shenk & 
Westerhaus, 

(1991) 
C-H ácidos 
saturados 

5681 1760 Šašić & 
Ozaki, 2000) 

CH2 segundo 
sobretono 

8262 1210 Davies, 
(1993) 

=C-H (cis) 5951, 4651-4563 1680, 2150-2190 Garrido-Varo 
et al., (1998) 

=C-H(C18:1) 5797 1725 Hourant 
et al., (2000) 

C=O(estiramiento) 
ácidos y esteres 

5666-5778 1765-1730 Subramanian 
et al., (2011) 

 

La Figura 25 muestra los datos brutos de infrarrojo cercano de doce quesos Q1 a 

Q12 (Figura 25B, ver Materiales y métodos, sección 6.2.1) elaborados con leche 

de vaca, así como de los siete estándares AGS S1 a S7 (Figura 25A, ver 

Materiales y métodos, sección 6.2.1), recogidas con los mismos parámetros de 

adquisición (Materiales y métodos, sección 6.2.2), las regiones NIR más 

representativas para el análisis de quesos obtenidas de la literatura (Shenk & 

Westerhaus, 1991; Subramanian et al., 2011). Las señales corresponden a la 

grasa (8000 a 9000, 5400 a 6000, y 4000 a 4500 cm-1) y a la humedad (6000 a 

8000 y 4500 a 5400) cm-1 de acuerdo con los datos NIR reportados anteriormente 

en quesos elaborados a partir de leche de diferentes rumiantes (leche de vaca, 

oveja y cabra), estaciones (verano e invierno) y tiempos de maduración (de 0 a 6 

meses) (González-Martín et al., 2011; Lobos-Ortega et al., 2021; Shenk & 

Westerhaus, 1991; Ayvaz et al., 2021). 
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Figura 25. A) Espectros de infrarrojo cercano de patrones de ácidos grasos S1 a 

S7. B) Espectros infrarrojo cercano de los quesos Q1 a Q12. 

Curto et al., (2020) identificaron cuatro señales NIR (8264.46, 6896.55, 5780.35, 

5181.35 cm-1) relevantes para discriminar el procesado, la estacionalidad 

(invierno y verano) y el tipo de formulación (0 a 100 % de leche cruda de vaca, 

oveja y cabra) en quesos españoles. En el presente estudio, se utilizó un rango 

de longitudes de onda de 4000 a 10000 cm-1, lo que permitió la identificación de 

un gran número de señales, tal como un estudio previo reportado por Bittante 

et al., (2022). 

La Figura 25A muestra dentro de los gráficos NIR elaborados a partir de la matriz 

de datos brutos, tres señales estrechas específicas asociadas a (C4:0 a C16:0) 
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AGS, observadas para los siete estándares AGS: 8262 cm-1 (sobretono -CH2), 

6665 (-OH- estiramiento), 5666-5778 C=O en ácidos grasos. 

 

Paralelamente, para todos los quesos analizados de Q1 a Q12, la Figura 25B 

muestra señales de 4000 a 4500 cm-1 y 5500 a 6100 cm-1,respectivamente 

asociadas a la vibración -CH- y a la vibración C=O en combinación con los CH- 

grupos de primer sobretono. 

 

La Figura 26 muestra la matriz de datos NIR A de los quesos Q1 a Q12, con sus 

respectivas réplicas de adquisición utilizadas como entradas de datos para los 

análisis PCA y PLS-DA. Se utilizaron rangos de longitud de onda NIR idénticos 

para el post-procesamiento de la matriz de datos NIR A en la matriz de datos NIR 

B (Figura 26) y la matriz de datos NIR C (Figura 28). 

La resolución de los espectros en bruto de la matriz de datos NIR A se mejoró 

mediante un post-procesado de span de la primera derivada, aunque con la 

pérdida intrínseca de la relación señal-ruido (Bou-Orm et al., 2020). Para 

productos lácteos, Lobos-Ortega et al., (2021) reportan diferentes tratamientos 

de los datos, como la aplicación de la segunda derivada para generar un modelo 

que discrimina quesos de diferentes especies (leche de vaca, oveja y cabra) en 

base a su composición en ácidos grasos poliinsaturados. Por otro lado, en el 

modelo descrito por Zhao et al., (2023), diseñado para detectar ácidos grasos en 

leche de vaca mediante la técnica infrarrojo medio (por sus siglas en inglés mid-

infrared MIR), se utilizaron cinco algoritmos de pre-procesado de datos, 

revelando las ventajas de utilizar rutinas de post-procesado de primera y segunda 

derivada, con una R2 que indica una alta fiabilidad. 

Además, Pereira et al., (2019) utilizaron rutinas de post-procesamiento MIR de 

primera y segunda derivadas como modelos capaces de discriminar la 

mantequilla elaborada con grasa de leche, respecto a la mantequilla adulterada 

con grasa de soja, encontrando discriminación entre mantequilla auténtica y 

falsificada mediante el modelo de ácidos grasos propuesto, con valores 
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aceptables de error cuadrático medio (RMSE), error relativo de predicción (RE 

%) y (R2 ) cuando los espectros MIR se post-procesaron con rutinas de primera y 

segunda derivadas. 

 

Figura 26. Espectros crudos de absorbancia NIR adquiridos por triplicado, del 
conjunto completo de quesos Q1 a Q12 analizados, denominada "matriz de datos 
NIR A" (véanse los materiales y métodos). 
 

Para el presente estudio, la aplicación de una rutina de primera derivada para 

producir datos NIR de la matriz de datos NIR B a partir de la matriz de datos NIR 

A, se observan tres regiones discriminantes principales: 8000 a 10000 (sobretono 

-CH-), 5000 a 6000 (modo de vibración C=O) y 4000 a 5000 cm-1 (vibración -CH-

), como se destaca en la Figura 27. Las señales coinciden con las tres regiones 

señaladas por Ayvaz et al., (2021) para los ácidos grasos del queso Ezine. 

Respecto al modo de adquisición en función del tipo de muestra, los datos NIR 

de los dos quesos rallados Q1-Q12 (Figuras 25-28), de los estándares de estado 

líquido S1 a S4 y de los estándares de estado sólido S5 a S7 (Figuras 25 y 29), se 

realizaron en modo de absorbancia.Confirmándose con espectros NIR de 

productos lácteos equivalentes adquiridos en el modo de reflectancia (Sørensen 
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et al., 2021; Ikehata, 2021), al igual que informes anteriores que describen modos 

de adquisición de reflectancia NIR para quesos frescos liofilizados rallados 

(Lucas et al., 2008), rebanada de queso (Soto-Barajas et al., 2013; González-

Martín et al., 2020; Lobos-Ortega et al., 2021) y extractos de grasa de queso 

(González-Martín et al., 2020) para predecir los ácidos grasos en todos los casos. 

Otros informes han utilizado la adquisición de datos del modo de transmitancia 

en quesos molidos, para generar modelos predictivos de ácidos grasos 

(Manuelian, Currò, Penasa, et al., 2017). El método de transmitancia se utiliza 

normalmente para materiales líquidos o sistemas sólidos con capas finas (Mishra 

et al., 2020; Manuelian, Currò, Visentin, et al., 2017). La precisión del modo de 

adquisición de absorbancia NIR aquí utilizado para analizar el par de quesos 

rallados Q1-Q12 y los estándares S1 a S7, también se han encontrado otros quesos 

que utilizan modos de adquisición de reflectancia-transmitancia (Manuelian, 

Currò, Visentin, et al., 2017) o transflectancia (Núñez-Sánchez et al., 2016) con 

NIR. 

Hasta donde se sabe, pocos informes describen métodos fáciles y directos para 

la selección de longitudes de onda variables "binning de datos" Zhong et al., 

(2023) de espectros del infrarrojo cercano para realizar análisis multivariantes. A 

continuación, se presenta una alternativa sencilla de datos NIR: 

1. Las frecuencias relevantes de los espectros NIR se dejan como en la 

entrada bruta. 

2. Las frecuencias que no deban tenerse en cuenta en los datos MSA post-

procesados simplemente se eliminan de los datos NIR brutos, poniendo a 

cero las regiones de frecuencias que no se tienen en cuenta dentro de una 

selección de longitud de onda variable de una matriz de datos NIR no 

puesta a cero. 

La Figura 27 muestra la matriz de datos NIR C de los quesos Q1 a Q12, obtenida 

a partir de la matriz de datos NIR B (Figura 27), puesta a cero de las regiones de 

frecuencia no relevantes. Con una mayor resolución espectral, se aprecian tres 
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rangos de frecuencias principales respectivamente en: 9700 - 8265 cm-1, 6661 - 

4655 cm-1 y 4327 - 4003 cm-1. 

Estos rangos de números de onda NIR corresponden a los sobretonos y a los 

modos de vibración principales de los ácidos grasos, lo que concuerda 

plenamente con informes anteriores que utilizaron espectroscopia NIR para 

identificar AGS de cadena media C6:0 a C16:0 -principalmente ácido palmítico 

en productos elaborados con leche de vaca de los 5780.3–5665.7 cm-1 -C=O- 

modo de vibración carboxílico (González-Martín et al., 2020); un modelo de perfil 

de ácidos grasos para distinguir los orígenes geográficos de los quesos de 

Coalho, principalmente a partir de los modos de vibración 5882.3 – 5404.4 cm-

1(Oyedele, 2021); sobretonos -CH- respectivamente en 8403.3 y 5847.9 cm-1 

procedentes de un estudio sobre el queso Ricotta (Madalozzo et al., 2015) y de 

un modelo aplicado en quesos Abondance y Tomme de Savoie encontraron 

modos de vibración clave =C(sp2)-H y -OH- en 4664.2 cm-1 y 6666.6 cm-1 

respectivamente (Lucas et al., 2008). 
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Figura 27. Espectros post-procesados de absorbancia NIR de primera derivada 
adquiridos por triplicado, del conjunto completo de quesos analizados, 
denominado "matriz de datos NIR B". 
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Figura 28. Espectros de absorbancia de rangos NIR seleccionados por primera 
derivada, adquiridos por triplicado, del conjunto completo de quesos analizados, 
denominado "matriz de datos NIR C". 

La Figura 29 presenta la matriz de datos NIR A, B y C de siete estándares de 

ácidos grasos S1=ácido butírico (C4:0), S2=ácido hexanoico (C6:0), S3=ácido 

octanoico (C8: 0), S4=ácido decanoico (C10:0), S5=ácido dodecanoico (C12:0), 

S6=ácido mirístico (C14:0) y S7=ácido palmítico (C16:0). Las frecuencias 

relevantes esperadas de las que se ha informado en otros lugares, asociadas a 

los modos de vibración AGS incluyen: 4327 y 4273 cm-1 (-CH-primer sobretono), 

5492 y 6171 cm-1 (-CH-), 5666 y 5797 cm-1 (C=O), 6665 cm-1 (-OH-), 8262 cm-1 

(-CH2) y  8532 - 9689 (-CH- segundo sobretono) (González-Martín et al., 2020; 

Silva et al., 2021). 
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Figura 29. NIR de los estándares de ácidos grasos S1 a S7 (A) datos de 
absorbancia brutos. (B) Espectros NIR de primera derivada post-procesados y 
(C) post-procesado primera derivada NIR con intervalos seleccionados. 
 
La Figura 30 presenta el flujo de trabajo para llevar a cabo matrices de datos de 

cada matriz NIR A, B y C como entradas para el análisis estadístico multivariante 

PCA y PLS-DA realizado con el software de análisis de datos metabolómicos 

MetaboAnalyst 5.0 (vide infra). En primer lugar, todas las adquisiciones NIR se 

exportaron desde el programa Bruker OPUS 7.8, formato del instrumento, a un 

formato estándar IUPAC universal del Comité Conjunto sobre Datos Físicos 

Atómicos y Moleculares (Joint Committee on Atomic and Molecular Physical Data 

JCAMP-DX). Posteriormente, todos los datos se convirtieron a un formato de 

valores separados por comas (CSV), utilizando el script conversor de archivos 

JCAMP-DX a CSV del departamento de quimioinformática de la Escuela 

Politécnica Federal de Suiza, disponible en la siguiente página web: 

https://www.cheminfo.org/Chemistry/Cheminformatics/JcampConverter/index.ht

ml.Los resultados de los scripts de conversión JCAMP-DX se copian y pegan en 

https://www.cheminfo.org/Chemistry/Cheminformatics/Jca
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hojas de cálculo Excel en formato editable de valores separados por comas (csv). 

Los archivos (csv) se organizaron primero en un formato de entrada de dos 

variables (variable "mz" para números de onda / variable "into" para absorbancias 

[matriz de datos A], Δ Absorbancias [matriz de datos B] y Δ2 Absorbancias [matriz 

de datos C]) adecuado para el software MetaboAnalyst 5.0. La Figura 30 muestra 

el ejemplo de esta matriz de dos variables (número de onda / absorbancias [Δ[2]]) 

trazada para la matriz de datos NIR A (ruta de la flecha amarilla, utilizando Q2= 

Santa Cruz® como ejemplo dentro de la figura), matriz de datos NIR B (ruta flecha 

roja, utilizando Q4= Adobera, queso de San Luis Potosí como ejemplo en la 

Figura) y la matriz de datos NIR (flecha verde, utilizando Q12= queso Grana 

Padano como ejemplo en la Figura) y matriz de datos NIR C (flecha verde, 

utilizando Q12= queso Grana Padano como ejemplo en la Figura). Cada uno de 

los triplicados de datos NIR brutos y de la primera derivada (completa y puesta a 

cero) se guardaron en carpetas definidas por su factor discriminante (Q1-Q12 

quesos / S1-S7 estándares). Todos los conjuntos de variables se organizaron a 

su vez en un formato zip adecuado como entradas de análisis estadístico 

Metaboanalyst 5.0 estándar de un factor. 
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Figura 30. Flujo de trabajo para producir las matrices de datos NIR A (flechas 
amarillas), B (flechas rojas) y C (flechas verdes) como entradas para el análisis 
estadístico multivariante. (flechas rojas) y C (flechas verdes) como entradas para 
el análisis estadístico multivariante realizado con el software de análisis de datos 
metabolómicos racionalizado MetaboAnalyst 5.0.(http://www.metaboanalyst.cal/) 

La Figura 31 muestra la puntuación PCA no supervisada (arriba) y los biplots 

(abajo) obtenidos a partir de las matrices de datos NIR A (izquierda), B (centro) y 

C (derecha). 

El gráfico de puntuación PCA de la matriz de datos A presenta un componente 

principal 1 (PC1) del 80.6 % de varianza y PC2 del 16.2 % de varianza, que 

explican conjuntamente el 96.8 % de la variabilidad total de los datos. El gráfico 

de puntuación PCA de la matriz de datos B presenta un PC1 29.2 % y un PC2 de 

13.1 %  explicando en conjunto el 42.3 % de la variabilidad total de los datos. Por 

último, el gráfico de puntuación del PCA de la matriz de datos C presenta un PC1 

de 28.4 % y PC2 de 12.9 %, explicando ambos componentes el 41.3 % de la 

variabilidad total de los datos. A pesar de tener mejor explicación de la varianza 

con la matriz de datos NIR A, las primeras derivadas (completa-matriz de datos 

NIR B- y a cero -matriz de datos NIR C-) son las entradas que mejor agrupan las 

muestras, como se observa en los gráficos biplot de la Figura 31 (abajo), mientras 

que los vectores representan variables explicativas en las que cuanto más y 

mejor distribuidas están desde el origen, mejor es el modelo para discriminar 

entre los factores discriminantes. El uso de la matriz de datos brutos A tiene 

limitaciones, como el uso de pocas variables discriminantes, puede causar una 

sobreestimación del modelo, como se observa en los biplots PCA producidos con 

la matriz de datos brutos de absorbancia NIR, que se muestran en la Figura 31, 

a la izquierda.  

Por otro lado, el uso de una matriz de datos de absorbancia NIR disminuye 

considerablemente la varianza y tiene un mayor número de variables 

discriminantes (es decir, más vectores discriminantes dentro del biplot) y, por 

tanto, un modelo más fiable para desentrañar diferencias sutiles entre los quesos 

y los estándares de ácidos grasos. Se han utilizado PCA y MPLS combinados 
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para reducir señales NIR no relevantes para producir matrices de datos NIR 

altamente discriminantes y para cuantificación de ácidos grasos, realizando 

componentes principales para dilucidar características metabolómicas 

relacionadas con quesos descongelados y frescos, con varianzas aceptables de 

alrededor del 72 % para discriminar características relacionadas con la frescura 

de los quesos, con sólo dos componentes principales (González-Martín et al., 

2020; Lucas et al., 2008). 

Todos los conjuntos de datos NIR producen gráficos de puntuación PCA (Figura 

31, arriba) que definen los quesos Q1-Q12 en el origen (PC1, PC2), mientras que 

los estándares S1- S7 se distribuyen en diferentes coordenadas (PC1, PC2). 

Cuanto más cerca estén las coordenadas S1-S7 del origen Q1-Q12, sugerirán la 

presencia de un AGS específico en los quesos. En todos los casos, S5- S7 (C12:0, 

C14:0 y C16:0) AGS comparten la dimensionalidad PCA con el conjunto completo 

de Q1-Q12 quesos. El gráfico de puntuación PCA de la matriz de datos C 

representa mejor la equivalencia PCA de las puntuaciones de los AGS láurico, 

mirístico y palmítico con el conjunto completo de quesos analizados, lo que 

sugiere claramente su presencia en los productos lácteos. Se han descrito ácidos 

grasos mirísticos (C14:0) y palmíticos (C16:0) en quesos frescos (Lucas et al., 

2008) y también en leche de vaca, que contiene además ácido esteárico (C18:0) 

(Khattab et al., 2019). Por otra parte, el ácido láurico se asocia a un fuerte sabor 

jabonoso en los quesos (Ianni et al., 2020; Broadhurst et al., 2018). El hecho de 

que todas las muestras de queso se agruparan cerca de cero en todos los 

ensayos PCA, también se ha reportado en el análisis de control de calidad 

metabolómico, mientras que los productos lácteos se han mezclado 

explícitamente con AGS en diferentes proporciones (Dudzik et al., 2018; Grassi 

et al., 2022). 

La Figura 32 representa el PLS-DA supervisado del conjunto completo de 

matrices de datos csv NIR que presentan las siguientes varianzas (%), bondad 

de predicción (Q2) y bondad del ajuste matemático (R2): 
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- Matriz de datos NIR A PLS-DA valor atípico: 85.5 % (Q2= 0.43 y R2 

=0.45). 

- Matriz de datos NIR B PLS-DA valor atípico: 37.6 % (Q2= 0.78 y R2 

=0.82). 

- Matriz de datos NIR valor atípico C PLS-DA: 37.0 % (Q2= 0.83 y 

R2= 0.9). 

 

En todos los casos, el uso de 3 componentes PLS-DA es suficiente para 

presentar discriminaciones observadas del 43 %, 78 % y 83 %, respectivamente 

(Figura 32, abajo). PLS-DA de la matriz de datos A presenta un PC1 de 79.6 y 

un PC2 del 5.9 %, que explican el 85.5 % de la variabilidad total de los datos. El 

gráfico de puntuación PLS-DA de la matriz de datos B presenta un PC1 de 25.0 

% y PC2 del 12.6, explicando ambos componentes el 37.6 % de la variabilidad 

total de los datos. Por último, en el gráfico de puntuación PLS-DA de la matriz de 

datos C los dos primeros componentes explican el 37.0 % de la variabilidad total 

de los datos. El mejor modelo es el que se obtuvo a partir de la matriz C debido 

a que tiene mayoy dispersión de las variables explicativas. 
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Figura 31. Gráficos de puntuación del Análisis de Componentes Principales (ACP) no supervisado (arriba) y biplots entre 
los componentes principales 1 y 2 (abajo) de cada análisis estadístico multivariante realizado con la matriz de datos NIR A 
(izquierda), la matriz de datos B (centro) y la matriz de datos C (derecha). Los gráficos de puntuación Q1-Q12 de los quesos 
están resaltados en azul, mientras que los gráficos de puntuación S1-S7 de los estándares están resaltados en rojo.
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En comparación con el PCA no supervisado, el análisis estadístico multivariante 

supervisado de matrices de datos NIR produce gráficos de puntuación con 

varianzas de dos componentes equivalentes y una notable mejora de la 

separación de variables. Los PCA de los tramos NIR de la primera derivada 

(matriz de datos B) y de los tramos NIR seleccionados de la primera derivada 

(matriz de datos C) solo producen una separación pronunciada entre los 

estándares S1-S7 y los quesos Q1-Q12, con respecto al gráfico de puntuación PCA 

de la matriz de datos NIR A, siendo las puntuaciones de los quesos definidas en 

su mayor parte dentro del origen del PCA. 

Con el modelo PLS-DA más discriminante obtenido con la matriz C de datos NIR, 

las muestras se dispersan a lo largo de los ejes, mientras que se observa una 

separación por origen geográfico entre quesos mexicanos (Q1-Q9, con PC2 

positivo o próximo a cero) y extranjeros (Q10-Q12, componente PC2 negativo). Los 

quesos mexicanos presentan la misma dimensionalidad positiva PC2 que los 

estándares de ácidos grasos de cadena baja S1 a S5 (ácido butírico, hexanoico, 

octanoico, decanoico y dodecanoico). Por el contrario, los gráficos de puntuación 

PLS-DA de los quesos americanos e italianos analizados con la matriz de datos 

NIR C, presentan la misma dimensionalidad negativa PC2 que con los 

estándares S6 (ácido mirístico) y S7 (ácido palmítico) de AGS, lo que sugiere 

mayor contenido dentro de su composición. Respecto al conjunto de quesos 

mexicanos, los quesos Zacazonapan de 15 días (Q8) y 30 días (Q9) de 

maduración contienen parcelas de puntuación PLS-DA muy similares y, por tanto, 

no presentan una discriminación evidente del tiempo de maduración, con el 

modelo de análisis estadístico multivariante seleccionado. Se observa una 

tendencia similar para el queso de bola de Ocosingo obtenido de su núcleo (Q1B) 

y de su corteza (Q1A), sin separación evidente entre los gráficos de puntuación, 

lo que sugiere fuertemente su composición similar, incluyendo su perfil de AGS. 

Por otro lado, el queso tipo Oaxaca (Q6, PC1 (-), PC2 (-)) de Hidalgo y su 

homólogo quesillo oaxaqueño (Q5, PC1 (-), PC2 (+)) presentan diferencias 

significativas en las gráficas de puntuación PLS-DA, con el modelo multivariante 
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obtenido a partir de la matriz C de datos NIR. Las diferencias encontradas podrían 

considerarse como una huella de origen geográfico, ya que las condiciones 

climáticas, ambientales y la alimentación del ganado son únicas de cada región. 

Además, las dos marcas de quesos de Chiapas analizadas (Q2 Santa Cruz®, 

PC1 (-), PC2 (-)) y Q3 Vaquero®, PC1 (-), PC2 (+)) presentan ligeras diferencias 

en sus parcelas de puntuación. El modelo comparativo con las normas S1-S7 AGS 

podría sugerir que este conjunto de diferencias se debe al contenido de ácidos 

grasos en cada producto lácteo analizado. Así como, con las muestras 

americanas e italianas con una dimensionalidad PC2 negativa equivalente con 

C14:0 (S6, ácido mirístico) y C16:0 (S7, ácido palmítico), los quesos mexicanos 

que presentan la misma tendencia son Q1A /Q1B (Ocosingo, Chiapas), Q2 (Queso 

Crema de Chiapas), Q4 (Adobera, San Luis Potosí) y Q6 (Hidalgo). 

Validación de datos mediante agrupación jerárquica de la matriz A de datos NIR 

brutos, la matriz B de datos NIR de la primera derivada y la matriz C de datos de 

los intervalos NIR seleccionados de la primera derivada, matriz de datos NIR 

derivados B y la primera matriz de datos NIR derivados seleccionados C 

(estrategia de agrupación de frecuencias de las regiones comprendidas entre 

9700 y 8265 (sobretono -CH-), 6661 y 4655 cm-1(sobretono -C=O-) y de 4327 a 

4000 cm-1(-CH-)), mostradas como dendrogramas se representan en la Figura 

33. 

Para los clusters (grupos) de estándares AGS, se observan tres conjuntos 

principales: 

i) ácidos grasos de bajo peso molecular S1 (C4:0, butírico), S2 (C6:0, 

hexanoico), S3 (C8:0, octanoico) y S4 (C10:0, decanoico) 

ii) AGS de peso molecular medio S5 (C12:0, ácido láurico) 

iii) ácidos S6 (C14:0, mirístico) y S7 (C16:0, palmítico) de mayor peso 

molecular. 

En cuanto a los conglomerados de quesos, se observan cuatro conjuntos 

principales:
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Figura 32. Gráficos de puntuación del análisis discriminante de mínimos cuadrados parciales (PLS-DA) (arriba) y 
representación en histograma (abajo) de la bondad del ajuste del MSA (R2) y la bondad de la predicción (Q2) de cada 
análisis estadístico multivariante realizado con la matriz de datos NIR A (izquierda), la matriz de datos B (centro) y la matriz 
de datos C (derecha). Los gráficos de puntuación Q1-Q12 de quesos están resaltados en azul, mientras que los gráficos de 
puntuación S1-S7 de los estándares están resaltados en rojo. La bondad de predicción (Q2, histogramas turquesa) y la 
bondad del ajuste matemático (R2, histogramas rosas) se obtuvieron con sólo tres componentes PLS-DA principales, 
mientras que la contribución de cada componente se resalta como 1, 2 y 3 conjuntos de histogramas.
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Validación de datos mediante agrupación jerárquica de la matriz de datos brutos 

NIR A, matriz de datos NIR de la primera derivada B y la primera derivada 

seleccionada NIR abarca la matriz de datos C (estrategia de agrupación de 

frecuencias de las regiones comprendidas entre 9700 y 8265 (sobretono -CH-), 

6661 y 4655 cm-1(sobretono -C=O-) y de 4327 a 4000 cm-1(-CH-), se muestran 

en forma de dendrogramas en la Figura 33. 

Para los clusters de estándares AGS, se observan tres conjuntos principales: 

i) ácidos grasos de bajo peso molecular S1 (C4:0, butírico), S2 (C6:0, 

hexanoico), S3 (C8:0, octanoico) y S4 (C10:0, decanoico) 

ii) AGS de peso molecular medio S5 (C12:0, ácido láurico) 

iii) ácidos S6 (C14:0, mirístico) y S7 (C16:0, palmítico) de mayor peso 

molecular. 

En cuanto a los conglomerados de quesos, se observan cuatro conjuntos 

principales: 

i) Q11 (Camembert, Estados Unidos), Q4 (Adobera, San Luis Potosí, 

México), Q5 (Quesillo artesanal, Oaxaca, México) y Q12 (Grana Padano, 

Italia) 

ii)Q8 (Zacazonapan 15 días de maduración, Estado de México), Q9 

(Zacazonapan 30 días de maduración, Estado de México), Q1A (Corteza 

de queso bola de Ocosingo, Chiapas, México) Q1B (Ocosingo queso de 

bola, Chiapas, México), Q2(Santa Cruz® "queso Crema", Chiapas, México) 

y Q3 (Vaquero® "queso Crema", Chiapas, México) 

iii) Q6 (queso tipo Oaxaca, Hidalgo, México) y Q10 (Cheddar, Tillamook®, 

Estados Unidos) 

iv) Q7 (queso Cotija, Jalisco, México) 

Esta agrupación jerárquica de la matriz de datos NIR C se correlaciona con las 

observaciones anteriores del gráfico de puntuación PLS-DA, como la clasificación 

de las categorías de AGS bajo (S1-S4), medio (S5) y alto (S6-S7), los quesos 
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mexicanos (Q1-Q9) son iguales a los estadounidenses e italianos (Q10-Q12, 

excepto por la falta de diferencia de jerarquía entre Q6 y Q10), quesos del mismo 

tipo pero diferente origen geográfico (Q5 / Q6) y la falta de discriminación entre 

muestras del mismo origen pero diferentes procesos de maduración (Q8-Q9) o 

superficies de los quesos (Q1A-Q1B). Estudios anteriores que utilizaron 

dendrograma incluyeron un modelo para rastrear el tiempo de maduración de los 

quesos mediante la identificación de perfiles de ácidos grasos en quesos tipo 

Cottage, Holandés, Suizo, Azul e Italiano en la agrupación de dendrogramas 

mediante un criterio basado en la agrupación por distancias euclidianas y la 

aglomeración por el método de Ward (Szterk et al., 2022; Oliva-Cruz et al., 2021).
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Figura 33. Agrupación jerárquica de la matriz A de datos NIR brutos (extremo izquierdo), la matriz B de datos NIR de la 
primera derivada (centro) y la matriz C de datos C de los intervalos NIR seleccionados de la primera derivada (extremo 
derecho), mostradas como dendrogramas, utilizando distancias euclidianas y algoritmos de agrupación para las mediciones 
de distancia entre las muestras.
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6.6. Conclusiones 

Se discute el uso de tres matrices diferentes de datos de infrarrojo cercano para 

el análisis estadístico multivariante (no) supervisado con la herramienta de datos 

metabolómicos Metaboanalyst. El muestreo de datos comprende 19 triplicados 

de espectros de absorbancia NIR de nueve quesos mexicanos, dos 

estadounidenses y uno italiano, además se evaluaron siete estándares AGS. Las 

entradas de datos NIR de absorbancia por triplicado son: i) tramos adquiridos de 

12500 a 3600 cm-1, ii) tramos NIR de primera derivada de todo el rango de 

frecuencias adquirido y iii) tramos NIR de primera derivada seleccionados 

poniendo a cero todos los rangos de frecuencias excepto de 9700 a 8265, de 

6661 a 4655 cm-1 y de 4327 a 4000 cm-1 como estrategia de agrupación de 

longitudes de onda NIR. 

Todos los espectros NIR de la matriz de datos A se exportaron del formato del 

instrumento, a una matriz de datos NIR (A) matriz de datos NIR (B) matriz de 

datos NIR (C) formato estándar universal JCAMP-DX IUPAC. Posteriormente, 

todos los datos se convirtieron a un formato de valores separados por comas 

(CSV), utilizando el script conversor de archivos JCAMP-DX a CSV. Los 

resultados de la conversión se copiaron y pegaron en hojas de cálculo Excel en 

formato editable de valores separados por comas (.csv). Los archivos (.csv) 

individuales se organizaron en una entrada de dos variables adecuada tanto para 

NIR con Microsoft Excel para producir las matrices de datos NIR B y C y para el 

MSA llevado a cabo con el software MetaboAnalyst 5.0. La matriz de datos NIR 

C fue la mejor entrada para analizar las correlaciones entre los quesos y los 

estándares AGS, mientras que su análisis discriminante PLS supervisado 

proporcionó los valores más fiables de bondad de ajuste matemático (R2 = 0.9) y 

de predicción del modelo (Q2 = 0.83). 

Ninguno de los modelos PLS-DA NIR fue capaz de discriminar entre factores 

discriminantes específicos de muestras del mismo origen como la maduración 

(Q8/Q9) o la superficie de los quesos como el núcleo o la corteza (Q1A / Q1B), pero 

el modelo C de matriz de datos NIR mejor seleccionado diferenció con precisión 
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entre muestras mexicanas, americanas e italianas, quesos del mismo tipo pero 

diferente origen geográfico (Q5 / Q6), y quesos del mismo tipo y origen geográfico 

pero diferente marca (Q2/Q3), este último también confirmado con el análisis 

jerárquico de conglomerados. El modelo comparativo entre los quesos Q1-Q12 

con las normas S1-S7 AGS podría sugerir que el conjunto de diferencias 

observadas se debe al contenido de ácidos grasos en cada producto lácteo 

analizado. 
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7. CONCLUSIONES GENERALES 

La secuenciación del gen 16S para bacterias e ITS para hongos y levaduras 

permitió conocer la diversidad microbiana a lo largo del tiempo de maduración 

del queso Crema de Chiapas. La dinámica del microbioma fue diferente a lo largo 

de la maduración, sin embargo, las BAL predominaron sobre otros grupos 

bacterianos. En el T3 se encontró una mayor cantidad de géneros microbianos; 

en los tiempos T1 y T2 los hongos y levaduras tuvieron una mayor cantidad de 

especies. Los extractos de queso Crema de Chiapas mostraron actividad 

antimicrobiana para cepas de L. innocua ATCC3309 y M. luteus CDBBB1018. 

Sin embargo, la inhibición del crecimiento microbiano por los extractos de queso 

dependió del tiempo de maduración similar a lo obtenido para la actividad 

antiinflamatoria. 

El estudio de los extractos líquidos del queso Crema de Chiapas con 

metabolómica con RMN permitió identificar que la región aromática genera 

modelos más discriminantes para separar tiempos de maduración y queserías, 

que cuando se utilizó toda la región de desplazamientos químicos debido a que 

se eliminan desplazamientos que no contribuyen a la discriminación. 

La metabolómica con NIR permitió separar quesos por su composición de ácidos 

grasos y se encontró que los ácidos saturados son los que estuvieron presentes 

en las muestras de quesos analizados. La innovación de este trabajo fue generar 

un diagrama de flujo de trabajo para analizar datos de NIR con Metaboanalyst, 

un programa de acceso libre en el que solo nos permitía realizar análisis de datos 

obtenidos de cromatografía de gases, HPLC y masas. 

El estudio integral del queso desde un punto de vista multidisciplinario busca 1) 

poder generar confianza en cuanto a la inocuidad en el consumo de queso 

artesanal para las entidades reguladoras y 2) desentrañar las propiedades 

biológicas del queso que pueden ayudar a coadyuvar algunas enfermedades 

provocadas por la resistencia antimicrobiana o inflamación. Con esto, se espera 
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poder incentivar el consumo de quesos artesanales y en consecuencia mejorar 

las condiciones de vida de los queseros.  
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8. ANEXOS 

 

Anexo 1A: Curva estándar de diclofenaco sódico. 
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